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INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

La respuesta completa patolégica (RCp) es el principal factor prondstico para las
pacientes con cancer de mama (CM) tratadas con quimioterapia neoadyuvante (QTN).
De forma exclusiva, resulta insuficiente para la estimacidn pronostica de estas pacientes.
El microambiente tumoral (TME) juega un papel clave en la respuesta al tratamiento y
en el prondstico de las pacientes con CM, pero la integridad del sistema inmune
periférico es también relevante, por lo que ambos compartimentos deberian ser
considerados para definir modelos prondsticos y predictivos que integren marcadores

inmunes.
OBIJETIVO

El objetivo principal de esta tesis doctoral fue determinar si la evaluacion combinada de
la respuesta inmune tumoral y periférica mediante la infiltracion linfocitaria tumoral
(sTIL) y la ratio neutrdfilo-linfocito (RNL) al diagndstico, es capaz de mejorar, frente a los
factores predictivos y prondsticos clinico-patoldgicos clasicos, la prediccion de la
respuesta y la estratificacion pronostica en una serie consecutiva de pacientes con CM

precoz tratadas con QTN.
MATERIAL Y METODOS

Estudio observacional, unicéntrico y retrospectivo de una cohorte de pacientes
diagnosticadas de CM y tratadas con QTN entre 2008 y 2019. La cuantificacidon de los
sTIL se realizé mediante un método estandarizado. Se desarrollé un modelo predictivo
y prondstico, incluyendo los biomarcadores sTIL y RNL. Se procedié a la validacion
interna de los modelos mediante técnicas de muestreo aleatorio (validacion cruzada y

remuestreo Bootstrap) y analisis de subgrupos.

RESULTADOS

Tras analizar un total de 466 pacientes con CM tratadas con QTN, se encontraron
diferencias en la infiltracidn, segun subtipo inmunohistoquimico (mayor en CM HER2+y
triple negativo). Los sTIL como variable continua, se asociaron significativamente con la
RCp, pero no fueron un factor prondstico significativo para la supervivencia libre de
enfermedad (SLE), supervivencia global (SG) ni supervivencia global especifica de CM

(SGM) en la serie global, pero si en el subtipo triple negativo. Los valores de RNL no
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difirieron segun subtipo. La RNL como variable continua, no se asocié con la RCp y
tampoco fue un factor prondstico significativo para SLE, SG y SGCM. No se encontré
correlacién entre los niveles de sTIL y RNL al diagndstico. En el analisis conjunto de
ambos biomarcadores, solo los sTIL permanecieron como factor predictivo
independiente de respuesta a QTN. No se encontraron diferencias significativas en el
analisis de la capacidad pronostica para SLE, SG y SGCM de los biomarcadores sTILy RNL,

de forma conjunta.

La generacion de un modelo predictivo que incluia variables clinicas (tamafio tumoral y
afectacion ganglionar al diagndstico) y patolégicas (subtipo molecular y grado 3), junto
a la cuantificacidon de sTIL, se mostré como el modelo 6ptimo para la prediccion de RCp
a la QTN. La validacién interna del modelo mediante técnicas de muestreo aleatorio y
bootstrapping mostro la robustez del modelo conjunto. En el andlisis por subgrupos, en
el CM no luminal, el modelo predictivo 6ptimo incluyé, ademds la RNL, si bien la

diferencia con el modelo de referencia no alcanzo la significacion estadistica.

Para los tres eventos de supervivencia, el modelo éptimo para la prediccidén pronostica
fue aquel que incluia variables exclusivamente clinicas (tamafio tumoral y afectacion
ganglionar al diagndstico) y patoldgicas (subtipo molecular, consecuciéon de RCp e
invasion nodal extracapsular post-tratamiento). La inclusidon de biomarcadores inmunes
(sTIL y RNL) no demostré mejorar la capacidad de discriminaciéon del modelo clinico-

patoldgico.

CONCLUSIONES

El hallazgo mas relevante de esta tesis doctoral ha sido la generacién de un modelo
predictivo con variables clinicas y patoldgicas, junto a la cuantificacion de sTIL, que se
mostré como el modelo éptimo para la prediccion de RCp, manteniéndose dicha
prediccidon en el analisis exploratorio segln subtipo molecular. Aunque este hallazgo no
se ha confirmado en el analisis de la supervivencia, el limitado numero de eventos y la
capacidad predictiva de la RCp no permite descartar totalmente su impacto a mas largo

plazo.
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PALABRAS CLAVE: cancer de mama. Quimioterapia neoadyuvante. Linfocitos
infiltrantes de tumor. Ratio neutrdfilo-linfocito. Factores predictivos. Factores

prondsticos.
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1.1. CANCER DE MAMA

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

Epidemiologia

El cdncer de mama (CM) es el tumor maligno de mayor incidencia, con 2,3 millones de
casos nuevos en 2020, lo que representa el 11,7 % de todos los diagndsticos de cancer.
Es la quinta causa de mortalidad por cancer en todo el mundo, con 685.000 muertes
anuales. Entre las mujeres, el CM supone uno de cada cuatro diagndsticos y una de cada
seis muertes por cancer.(1) En Espafia, se diagnosticaron 32.953 mujeres con CM en
2020, siendo su prevalencia a 5 afios de 144.233 casos.(2) Ademads, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el CM es responsable de la pérdida de 19,6
millones de afios de vida ajustados por discapacidad (Disability Adjusted Life Years,

DALYs).(3)

Especificamente para el CM, las tasas de incidencia son un 88% mas altas en los paises
desarrollados que en aquellos en vias de desarrollo. Sin embargo, las mujeres que viven
en paises en desarrollo tienen tasas de mortalidad un 17 % mds altas (15,0 y 12,8 por

100000, respectivamente).(1)

La incidencia y las tasas de mortalidad por CM han aumentado en las Ultimas tres
décadas. Estudios recientes estiman que para 2030, el nimero de nuevos casos
diagnosticados a nivel mundial alcancen los 2,7 millones anuales y el nUmero de muertes
los 0,87 millones.(4) En los paises de bajos y medianos ingresos se espera que la
incidencia del CM aumente aun mdas debido a la occidentalizacion de los estilos de vida,

mejor registro y deteccion del cancer.(5)

Factores de riesgo

La carcinogénesis es un proceso multifactorial, consecuencia de una predisposicion
genética y factores ambientales.(6) El nimero de factores de riesgo para el CM es

significativo e incluye tanto factores modificables como no modificables (tabla 1).

La instauracidn de conductas preventivas y la optimizacién de los programas de cribado
son cruciales para minimizar las tasas de incidencia, asi como para la deteccién

temprana del CM.(6)
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Tabla 1. Factores de riesgo no modificables y modificables para cancer de mama

Factores no modificables Factores modificables
Sexo femenino Terapia hormonal sustitutiva
Edad (> 50 afios) Dietilestilbestrol
Historia familiar (CM o cancer de ovario) Actividad fisica (factor protector)

Mutaciones genéticas (alto riesgo: BRCA1,

BRCA2, TP53, CDH1, PTEN, STK11) Sobrepeso / obesidad

Raza / etnicidad (> incidencia: blanca no-

. . Consumo de alcohol
hispana, > mortalidad: raza negra)

Embarazo y lactancia (edad avanzada en el
primer parto, menor nimero de hijos y Habito tabaquico
tiempo de lactancia)

Periodo menstrual y menopausia (edad
temprana en la menarquia y tardia en la
menopausia)

Déficit vitaminico (25-hydroxyvitamin D,
aun en estudio)

Exposicidn excesiva a la luz artificial (en

Densidad del tejido mamario .
estudio)

Historia previa de CM Ingesta de alimentos procesados

Exposicidn a productos quimicos
(diclorodifeniltricloroetano, bifenilo
policlorado)

Enfermedad mamaria no-cancerosa
(hiperplasia atipica, carcinoma in situ)

Otras drogas (paroxetina, antidepresivos
Radioterapia previa triciclicos e inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina)

CM: cancer de mama.
Adaptado de: tukasiewicz S, et al. Breast Cancer-Epidemiology, Risk Factors, Classification, Prognostic
Markers, and Current Treatment Strategies. Cancers, 2021.

1.1.2. CLASIFICACION DEL CANCER DE MAMA
1.1.2.1. CLASIFICACION HISTOLOGICA

El carcinoma infiltrante de mama incluye un amplio espectro de tumores que difieren
significativamente en cuanto a su presentacién, comportamiento bioldgico y clinico.(7)
Segun la ultima edicion de la clasificacion de la OMS, los CM se dividen en, al menos 21
subtipos diferentes.(8) El carcinoma infiltrante sin tipo especial (no special type, NST) es
el subtipo mas frecuente (70-75%), seguido del carcinoma lobulillar (10-14%) y otros

carcinomas de tipo especial (p.ej., carcinoma tubular, mucinoso o neuroendocrino).(9)

25



1.1.2.2. CLASIFICACION MOLECULAR

Independientemente de la clasificacion histoldgica, el CM se puede dividir en subtipos
moleculares basados en los niveles de expresion génica del ARN mensajero (ARNm). Las
caracteristicas histoldgicas y moleculares tienen importantes implicaciones, tanto para

la decisidn terapéutica como en la estimacién del prondstico.(10)

Los subtipos intrinsecos descritos por Perou y Sorlie se basan en una firma de expresién
de 50 genes (PAM50).(11) La clasificaciéon subrogada de los subtipos intrinsecos, que
generalmente se usa en la prdctica clinica habitual, se basa en la histologia y expresion
inmunohistoquimica (IHQ) de proteinas clave: receptor de estrégeno (RE), receptor de
progesterona (RP), receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y el
marcador de proliferacion Ki67.(11) Por tanto, en la practica diaria, distinguimos cuatro
subtipos fundamentales: luminal A, luminal B, HER2 positivo/enriquecido (HER2+) y
triple negativo/basal-like (CMTN).(11-13) Posteriormente, en 2007, se describid el

quinto subtipo molecular, que se refiere al CM “claudin-low” .(14)

Sin embargo, aunque se acepta la clasificacion subrogada para la toma de decisiones en
la practica clinica, estos marcadores basados en IHQ son sélo un sustituto y no pueden
establecer el subtipo intrinseco de ningun cancer dado, con tasas de discordancia entre

los marcadores por IHQy los ensayos basados en genes de hasta el 30% (figura 1).(10,15)

Cancer de mama subtipo luminal

Los CM de este subgrupo son los mas frecuentes (70-75%). Se presentan habitualmente
como CM NST y presentan expresion positiva para el RE.(16) A su vez, se divide en los

subtipos Luminal A y B, con implicaciones pronosticas.

Los tumores luminales A se caracterizan por la expresidon de RE y/o RP y ausencia de
HER2. A nivel molecular, presentan una baja expresién de genes relacionados con
proliferacién celular. Clinicamente son de bajo grado, crecimiento lento y tienden a

tener mejor prondstico.(17)

A diferencia del subtipo A, los tumores luminal B son de mayor grado y peor prondstico.

Tienen expresion positiva para RE y pueden ser RP negativos y/o HER2 positivos.(18)
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Adicionalmente, tiene una alta expresion de genes relacionados con la proliferacién (p.

ej., MKI67 y AURKA).(18,19)

Cancer de mama HER2-positivo

El CM HER2+ constituye del 10 al 15 % de los CM. Se caracteriza por una alta expresién
de HER2 con ausencia de RE y RP. A nivel molecular, este subtipo expresa principalmente
genes y proteinas relacionados con la proliferacién (p. ej., ERBB2/HER2 y GRB7).(20) Las
terapias dirigidas antiHER2 han cambiado el prondstico de estos tumores de forma

radical, mejorando la evolucién infausta que solian presentar previo a su desarrollo.

Cancer de mama triple negativo

El CMTN supone un 20% de todos los CM e incluye un espectro heterogéneo de
neoplasias caracterizadas por una expresion negativa de RE, RP y HER2. Su diagndstico
es mas comun en las mujeres menores de 40 anos, afroamericanas y en aquellas con
variantes patogénicas en linea germinal de BRCA1.(21) Este subtipo tiende a ser

biolédgicamente agresivo y a menudo se asocia con un peor prondstico.(22)

Cancer de mama “claudin-low”

Los CM claudin-low (CL) representan el 7-14 % de todos los CM. La mayoria son RE, RP y
HER2 negativos, con un prondstico similar al CMTN.(14,23) Se caracterizan por la baja
expresion de genes implicados en la adhesion célula-célula, incluyendo claudinas,
ocludina y e-cadherina. Ademas, estos tumores muestran una alta expresién de genes
relacionados con la transicion epitelio-mesénquima y se ha descrito una marcada
infiltracion de células inmunitarias y del estroma.(24,25) Este subtipo intrinseco no tiene
biomarcador subrogado y, en consecuencia, no se utiliza actualmente en la practica

clinica.
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Figura 1. Subtipos intrinsecos y subrogados en la clasificacion molecular del cancer de
mama
Basal-like Claudin- HER2-enriched Luminal B Luminal A
TP53 low HERZ2 amplification; PI3KCA mutations (40%); ESR1 Activation of ER51,
mutations; Largely GRB7 amplification; mutations (30-40%)*; ERBBZ and GATA3, FOXA1, XBP1;
genetic triple- PIK3CA mutations; ERBE3 mutations; N5T, micropapillary NST, tubular cribriform
Intrinsic | instability: negative; TOFPOZ and/or MYC and atypical lobular histology and classic lobular
subtypes | BRCA metaplastic || amplification; NST, histology
(PAMS50) | mutations; pleiomorphic lobular
medullary-like and micropapillary
histology histology
poorly
differentiatied [ Normal-like® ]
Triple-negative HERZ-enriched (Luminnl B-like HER2 + Luminal B-like HER2— Luminal A-like
ER—, PR—, HER2-; high (non-luminal) ER+ but lower ER ER+ but ER and PR Strongly ER+ and PR+;
grade; high Ki67 index; ER-, PR—, HER2+; and PR expression expression lower than HERZ-; low proliferation
Surroqate N5T histology; special high grade; high Ki67 | than luminal A-like; in luminal A-like; HER2—; rates; typically low
‘lntrignsic type histology index; NST histology; | HERZ+; higher grade; higher grade; high Ki67 grade; low Ki67 index;
(metaplastic, adenoid aggressive disease high Ki67 index; NST index; high-risk GES; low-risk GES; NST,
subtypes cystic, medullary-like but responds to and pleiomarphic; NST, micropapillary and tubular cribriform
and secretory); poor targeted therapies; responds to targeted lobular pleiomorphic and classic lobular
prognosis except for intermediate therapies; intermediate histology; intermediate histology; good
some special types prognosis | Prog nosis prognosis prognosis

10-15%

13-15%

10-20%

60-70%

Proliferation
High grade

Basal-like genes ER expression

HER2 expression Low grade

NST: no special type. PAMS50: a 50-gene expression signature. ER: estrogen receptor. PR: progesterone
receptor. HER2: human epidermal growth factor receptor 2. GES: gene expression signature.

Adaptado de: Harbeck N, et al. Breast cancer. Nature Reviews, 2019.
1.1.3. ESTADIFICACION

El sistema de referencia para la estadificacion de las pacientes afectas por CM es el
propuesto por la American Joint Committee on Cancer (AJCC), que tradicionalmente
incluia un sistema de estadificacion basado en los hallazgos anatémicos: tamafio del
tumor (T), estado de los ganglios (N) y metastasis (M). Sin embargo, la octava edicién
del manual de estadificacion del AJCC (2018) esboza un nuevo sistema prondstico que,
ademas de las caracteristicas anatémicas, reconoce factores bioldgicos (RE, RP, HER2 y

grado).(26)

Aunque no es obligatoria la realizacion de ensayos multigénicos para definir las
categorias, se recomiendan para completar la prediccidn pronostica en los contextos en
gue esté indicado.(26) En este sentido, el test de 21 genes Oncotype DX® es el Unico con
evidencia suficiente en la actualidad.(27) Se emplea en pacientes intervenidas por
tumores inferiores a 5 cm, con receptores hormonales (RH) positivos, HER2 negativo y

ganglios negativos (o maximo 3 positivos, en pacientes postmenopausicas).(27)
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1.1.4. FACTORES PRONOSTICOS CLASICOS

Los factores prondsticos clasicos del CM incluyen la edad, el estadio, el subtipo tumoral

y grado, y la infiltracidn linfovascular.

Edad

El CM antes de los 35 afos es una entidad infrecuente (<5% de los pacientes),

potencialmente mas agresiva y frecuentemente asociado a factores hereditarios.(28)
Estadio

El establecimiento del screening mediante mamografia, y el consiguiente diagndstico en
estadios mads precoces, han cambiado la historia natural del CM. El prondstico en
estadios iniciales, por tanto, se basa en la biologia del tumor (subtipo histolégico, grado,

invasion linfovascular y perfil inmunohistoquimico).(26)

Subtipo histoldgico

El CM NST es un carcinoma no clasificable en un subtipo histoldgico especifico. Algunos
de los tipos especiales (como el tubular, cribiforme y mucinoso), si presentan histologia
pura de al menos el 90% (es decir, sin histologia mixta o <10 % de otro subtipo) tienen
muy buen prondstico. Sin embargo, algunos otros tipos especiales (como el carcinoma
lobulillar pleomoérfico, el carcinoma metapldsico de alto grado y el carcinoma
micropapilar) se asocian a peor evolucién. Merece especial mencién el CM inflamatorio,
una forma rara y agresiva caracterizada por células malignas que bloguean los vasos

linfaticos en la piel de la mama.(10)
Grado tumoral

La evaluacion del grado histolégico se realiza de acuerdo al sistema de Scarff-Bloom-
Richardson y se basa en tres caracteristicas tumorales: formacion tubular, anisocariosis
y el numero de mitosis. La clasificacion final en Grado 1 (G1), G2 o G3 es reflejo de la

potencial agresividad y un importante factor prondstico.(29)

Invasion linfovascular y estado de los margenes quirurgicos

Se ha correlacionado la presencia de invasion linfovascular con afectacidon ganglionar,

una mayor probabilidad de recurrencia local e impacto en supervivencia.(30) A su vez,
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un margen de reseccidn positivo tiene un impacto significativo en tasas de recurrencia
local tras cirugia conservadora, recomendando la mayoria de guias clinicas

reintervencién para ampliacidn, si es posible.(31-34)

Perfil inmunohistoquimico

Los subtipos subrogados de CM (figura 1) constituyen el factor mas relevante que
condiciona la decisién terapéutica. Los tumores luminales A suelen presentar
caracteristicas de baja agresividad como G1, alta expresién de RE y RP, baja proliferacion
y firmas de expresién génica de bajo riesgo. Por el contrario, el CM luminal B expresa
RE, pero no (o en menor grado) RP y muestra un alto grado o indice proliferacién y firmas
génicas riesgo significativo.(10) Los subtipos CMTN y no luminal tienden a presentar
caracteristicas agresivas como grado desdiferenciado, ausencia de expresion de RE, RP
y HER2, y alta proliferacion. Los tumores HER2+ muestran con mayor frecuencia G2 o

G3, expresidon baja o ausente de RE y RP e indice de proliferacion medio-alto.(10)

Marcador de proliferacion Ki67

El biomarcador Ki67 es un marcador ampliamente utilizado para determinar la
proliferacién y predecir quimiosensibilidad, especialmente en las pacientes con CM
RE+/HER2 negativo.(35) Aunque no es una practica estandarizada ni recomendada, el
punto de corte mas ampliamente utilizado es 20% de nucleos tefiidos en células
tumorales invasivas; una fraccion de <15% de nucleos tenidos, sea cual sea la intensidad,

se considera baja proliferacion, y >30% es considerada alta proliferacién.(35)

1.1.5. TRATAMIENTO DEL CM PRECOZ (ENFERMEDAD LOCALIZADA O LOCALMENTE
AVANZADA)

1.1.5.1. ENFOQUE GENERAL DEL TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA PRECOZ

La terapia locorregional en el CM precoz, independientemente del subtipo molecular,
comprende la cirugia para extirpar el tumor y para estadificar la carga axilar tumoral o
extirpar los ganglios linfaticos afectados.(10) Sin embargo, la mayoria de las pacientes

requeriran tratamiento sistémico complementario.
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El tratamiento sistémico se puede administrar antes de la cirugia (neoadyuvante) en
mujeres con tumores grandes en quienes se prefiere reducir la carga tumoral o si la
informacién de la respuesta completa patolégica completa (RCp), que se refiere a la
ausencia de células malignas en la pieza quirurgica tras tratamiento prequirurgico, tiene
valor prondstico (como en el CM HER2+ o CMTN).(36,37) Otra opcién es la pauta del
tratamiento sistémico después de la cirugia (adyuvante) si el resultado quirurgico o los

biomarcadores indican un mayor riesgo de recurrencia.(10)

La radioterapia postoperatoria y/o terapias sistémicas (que puede comprender
quimioterapia, terapia dirigida, terapia endocrina y agentes modificadores &seos),
generalmente, se administran segun la carga tumoral inicial y el patrén de expresion
molecular del tumor.(33,34,38,39) La figura 2 resume las estrategias de tratamiento

para el CM precoz.

En este contexto, uno de los aspectos mas sometidos a debate en los Ultimos afios es el
que se refiere al manejo terapéutico de las pacientes con CM precoz luminal. Todas las
pacientes con RE+ y/o RP+, independientemente del estado de HER2, debe recibir
terapia endocrina. Sin embargo, la pregunta clave en el CM precoz luminal (RH+/HER2
negativo) es qué pacientes requieren quimioterapia (neoadyuvante o adyuvante),
ademas de la terapia endocrina.(40) En general, la recomendacion de quimioterapia en
tumores RE+/HER2- puede estar influida por la proliferacién (expresién de Ki67),
existencia de afectacién linfovascular vy, si estan disponibles, los resultados de un test de

expresion génica.

Ademads de los marcadores inmunohistoquimicos tradicionales, los paneles genéticos
predictivos ayudan en la decisién sobre quimioterapia en este subgrupo de pacientes
(RH+/HER2-).(41) En tumores con 0-3 ganglios linfaticos afectos clasificados como de
bajo riesgo por un test génico (Gene Expression Signatures, GES), se puede evitar la
guimioterapia, mientras que las pacientes de alto riesgo deben recibir quimioterapia.
Actualmente, el valor pronéstico del test génico OncotypeDx® esta respaldado por un
nivel de evidencia 1A.(34,39) Ademas del riesgo de recaida temprana, estos ensayos
predicen recurrencias tardias, informacion que puede emplearse para indicar terapia

endocrina adyuvante extendida.(27,42)
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Figura 2. Resumen de la estrategia terapéutica en cancer de mama precoz, segun
subtipo molecular

s 7
L Early breast cancer .
( 7 r 3
Luminal Alike (" Luminal B-like ( T HER2+ ‘
(ER+ and/or PR+, (ER+ and/or PR+, (ER—, PR- and HER2-) (luminal-like or non-luminal-like)
HER2- and HER2-and -~ -~
low proliferation) L high proliferation) 1 If pT1, pNO 1" =T2, N0 orif N+
) Chemotherapy preferred in h Chemotherapy preferred in neocadjuvant setting h
Surge_ry with neoadjuvant setting Anthracyeline-taxane sequence (or docetaxel and
ot Anthracycline-taxane sequence carboplatin) plus dual HER2-blockade (trastuzumab
adlyv.?nt (platinum agent may be added) and pertuzumab)
radiation " J " )
the;apy  \\ ______________V\ _____________________\ 4.
s P
L High risk of recurrence
I
No 1 Yes If non-pCR I1f pCR If non-pCR
( Chemotherapy ~
P (neoadjuvant or adjuvant) —— Chemotherapy Complete anti-HER2 therapy
Endocrine Anthracycline=taxane sequence, Chemotherapy Adjuvant paclitaxel for 1 year
therapy or docetaxel and cyclophosphamide Adjuvant and trastuzumab If HR= or N+, dual HER 2-blockade; ——
alone (if low tumour burden (pN0-1)) capecitabine for 1year all other cases, trastuzumab T-DM1
"~ - A vy - - S
In all luminal-like tumours: adjuvant endocrine therapy (minimum 5 years; if high-risk, extended for up to 7-10 years)® h
* Premenopausal women: tamoxifen; if high-risk: GnRH analogue and tamoxifen or aromatase inhibitor
* Postmenopausal women: aromatase inhibitor and/or tamoxifen upfront or in sequence with each other
* Under investigation: CDK4/6 inhibitor plus endocrine therapy
In postmenopausal women or premenopausal women receiving ovarian suppression
» Consider adjuvant bisphosphonates )

ER: estrogen receptor. GnRH: gonadotropin-releasing hormone. HER2: human epidermal growth factor
receptor 2. HR: hormone receptor. N: node status. p: pathological. pCR: pathological complete response.
PR: progesterone receptor. T: tumour grade. T-DM1: trastuzumab emtansine.

Adaptado de: Harbeck N, et al. Breast cancer. Nature Reviews, 2019.

1.1.5.2. TRATAMIENTO NEOADYUVANTE DEL CANCER DE MAMA

Como se ha expuesto previamente, el tratamiento de las pacientes con CM precoz
implica tres modalidades principales: la cirugia, el tratamiento sistémico vy la
radioterapia.(10) Tradicionalmente, la indicacion de tratamiento sistémico se establecia
después de la cirugia. Sin embargo, se ha comprobado que la terapia neoadyuvante es
una alternativa igualmente efectiva.(43,44) Si bien la hormonoterapia neoadyuvante se
recomienda principalmente en pacientes posmenopdausicas con RH+, la indicacién de
guimioterapia neoadyuvante (QTN) estd cada vez mas establecida para todos los

subtipos de CM.

En comparacién con el tratamiento adyuvante, la QTN ofrece algunas ventajas. En
primer lugar, reduce el tamafio tumoral, lo que facilita la resecabilidad quirdrgica y
aumenta la tasa de cirugia conservadora de la mama.(43,45) A su vez, puede eliminar

metastasis ganglionares axilares que se detectan mediante biopsia selectiva de ganglio
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centinela (BSGC) o diseccidn axilar dirigida tras neoadyuvancia.(46) En segundo lugar,
permite una evaluacién objetiva de la eficacia del tratamiento, lo que ofrece una prueba
in vivo de la sensibilidad de las células tumorales al tratamiento. Si no se produce
respuesta, la terapia puede modificarse, evitando asi los efectos secundarios de un
tratamiento ineficaz.(47) En este sentido, la RCp se asocia con supervivencia libre de
enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG) mas prolongadas, especialmente para el
CM HER2+ o CMTN.(36) Un atractivo adicional del tratamiento neoadyuvante es que
permite el disefio de ensayos clinicos con enfoques de investigacion novedosos para el
tratamiento adyuvante, especialmente en pacientes con enfermedad residual después
de la terapia neoadyuvante.(48) Asimismo, los ensayos clinicos que involucran el
tratamiento neoadyuvante ofrecen ventajas en comparacién con el entorno adyuvante,
por ejemplo, en la limitacion del tamafo muestral, la respuesta patoldgica temprana es
un criterio de valoracién fiable relacionado con el prondstico a largo plazo.(48) Por
ultimo, proporciona informacién sobre la biologia del tumor, permitiendo la bisqueda
de biomarcadores predictivos y prondsticos antes, durante y después del tratamiento

neoadyuvante.(44)

1.1.5.2.1. SELECCION DE PACIENTES Y ESQUEMAS DE TRATAMIENTO EN EL ENTORNO
NEOADYUVANTE

Seleccidon de pacientes candidatos a terapia neoadyuvante

Inicialmente, la QTN se recomendaba Unicamente para pacientes con tumores grandes,
con cirugias previsiblemente mutilantes, o enfermedad inflamatoria. Sin embargo,
actualmente la QTN se emplea de forma habitual para el tratamiento de pacientes con
CM, dependiendo de aspectos tales como el tamafio del tumor y afectacién ganglionar,
caracteristicas moleculares, estado funcional de la paciente y comorbilidades,
recomendaciones basadas en las directrices de guias clinicas.(33,34,39) En general,
cualquier paciente que sea candidato a terapia sistémica adyuvante se puede considerar

para tratamiento neoadyuvante.(48)

En pacientes con CM operable, no existe una definicion Unica del tamafio tumoral o
caracteristica clinica que pueda establecer si la paciente se beneficiara de la terapia
neoadyuvante. Aunque algunos centros valoran su indicacidén en aquellos casos con

tamafio tumoral mayor de 2 centimetros (cm) o afectacion ganglionar, si al evaluar el
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riesgo y beneficio, las opciones quirurgicas y/o los resultados a largo plazo son mejores

para el planteamiento neoadyuvante, entonces la indicacién es clara.(48)

Segun el subtipo molecular, los CM que mds se benefician de la terapia neoadyuvante
son el CMTN y HER2+, que son los que presentan mayores tasas de respuesta. Hasta el
45% de los CMTN muestran RCp tras QTN. Esto es fundamental, dado que el CMTN con
RCp tienen un prondstico similar al de otros subtipos que también alcanzan RCp. Por el
contrario, el CMTN con enfermedad residual tienen una alta probabilidad de
recurrencia. Para los tumores HER2+, las tasas de RCp puede alcanzar hasta un 60%, tras
QTN y tratamiento anti-HER2. Existe también asociacion entre RCp y aumento de la SLE
y SG en este subtipo. En cuanto al CM luminal, la QTN consigue alrededor del 10-25% de
RCp, inferior a otros subtipos.(49) En el CM RH+/HER2-, las plataformas gendmicas
pueden ser utiles para definir las pacientes con potencial beneficio de afadir

quimioterapia al tratamiento hormonal.(41)

En cualquier caso, la decisién final siempre debe tomarse en el seno de un comité

multidisciplinar, sin olvidar las preferencias del paciente.

Seleccion del farmaco para la terapia neoadyuvante

El tratamiento médico neoadyuvante del CM puede incluir quimioterapia, tratamientos

dirigidos como anti-HER2 y terapia hormonal.

La eleccidn del régimen de quimioterapia dependerd del estado clinico de la paciente y
del subtipo tumoral. Algunas terapias con eficacia comprobada incluyen Ia
doxorrubicina y ciclofosfamida (AC); epirrubicina y ciclofosfamida (EC); fluorouracilo,
epirrubicinay ciclofosfamida (FEC) o fluorouracilo, doxorrubicina y ciclofosfamida (FAC);
AC seguido de paclitaxel semanal (AC = P); AC seguido de docetaxel (AC - D); taxano,
doxorrubicina y ciclofosfamida (TAC); o carboplatino y taxano (CbT) en CMTN.(48) En
cualquier caso y aunque pueda resultar dificil establecer un esquema éptimo de QTN, el
uso de antraciclinas y taxanos parece obtener mayor porcentaje de respuestas,

impactando en la indicacion de cirugia conservadora.(50)

En pacientes con CM HER2+, la adicion de trastuzumab a la QTN demostré inducir una

tasa de RCp del 30%.(51) Posteriormente, los ensayos NeoSphere y TRYPHAENA
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exploraron el bloqueo dual de anticuerpos HER2 utilizando trastuzumab mas

pertuzumab combinado con quimioterapia, logrando tasas de RCp del 50-60%.(52,53)

La terapia hormonal neoadyuvante esta indicada para reducir la extensién del tumor y
facilitar la cirugia en pacientes que son elegibles para tratamiento neoadyuvante, pero
no con quimioterapia. Se ha utilizado tradicionalmente en pacientes de edad avanzada
cuando cumplian estos requisitos, si bien hay cada vez mas datos para plantear su uso
en pacientes postmenopausicas de bajo riesgo seleccionadas mediante test gendmicos
predictivos o bien, mediante biomarcadores dindmicos de respuesta al tratamiento

como el stop proliferativo determinado mediante Ki67.(54-56)

Implicaciones en el manejo quirurgico

Al reducir el tamafio tumoral tras tratamiento neoadyuvante, existe la posibilidad de
mejorar los resultados estéticos, incluso para pacientes que eran candidatas a cirugia
conservadora al diagndstico.(44) La terapia neoadyuvante también reduce el
compromiso de los ganglios linfaticos, en aproximadamente el 40% cuando el
tratamiento incluye una antraciclina mas un taxano, y en mas de la mitad de las
pacientes con CM HER2+ que reciben QTN mas terapia anti-HER2. Este hecho disminuye
la necesidad de linfadenectomia axilar que es la principal causa de secuelas a largo plazo
y de morbilidad relacionada con linfedema.(50,52,53) En aquellas pacientes sin
afectacidon ganglionar al diagndstico, la BSGC ha demostrado ser precisa y tener alta
sensibilidad, evitando la linfadenectomia en caso de resultado negativo.(57) Todavia es
controvertido si las pacientes con afectacién ganglionar al diagndstico, y respuesta
clinica completa pueden evitar de manera segura la linfadenectomia.(58,59) Sin
embargo, en los centros en los que se hayan validado, tanto la estadificacion axilar
precisa como la diseccidn axilar dirigida se consideran en la actualidad técnicas seguray

de utilizacion estandar.(60,61)

1.1.5.2.2. LA TERAPIA NEOADYUVANTE COMO MODELO PARA EL DESARROLLO DE
NUEVOS FARMACOS

En 2014 vy, tras analizar datos de casi 12.000 pacientes, Cortazar et al. demostraron el
valor prondstico de alcanzar RCp tras tratamiento neoadyuvante para los diferentes

subtipos de CM.(36) Aquellas pacientes con RCp tras cirugia, presentaron una
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supervivencia libre de recaida (SLR) y una SG mas prolongadas, especialmente para el
CMTN tratado con QTN y en tumores RH-/HER2+, tratados con QTN y trastuzumab. Para
el resto de subtipos, se observé la misma tendencia, aunque sin alcanzar la significacion

estadistica.(36)

Con base en la asociacidn entre la RCp y los resultados a largo plazo para pacientes con
CM, la agencia de Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(Food and Drug Administration, FDA) publicé ese mismo afo pautas que proponian el
uso de la RCp como una medida de resultado vdlida para obtener la aprobacién
acelerada de nuevos medicamentos en desarrollo.(62) Por tanto, se fijaba el contexto
neoadyuvante como plataforma para el ensayo de nuevos medicamentos que pudieran
mejorar la supervivencia de las pacientes, especialmente en el caso de tumores mas
agresivos. Los resultados de los ensayos NeoSphere y TRYPHAENA son un claro ejemplo
de esta medida, llevando a la aprobacién de la combinacién de pertuzumab mas
trastuzumab, en base a la tasa de RCp obtenidas y a los datos de beneficio en el contexto

avanzado y adyuvante, para el tratamiento neoadyuvante del CM HER2+.(52,53)
1.1.5.2.3. LA TERAPIA NEOADYUVANTE COMO MODELO PARA INVESTIGACION

El uso del modelo neoadyuvante en investigacion ha provocado un cambio de
paradigma en la aprobacién de nuevos farmacos para el tratamiento del CM.
Tradicionalmente, los medicamentos se desarrollaban para el tratamiento de la
enfermedad metastasica y llevé afios que se usaran en el tratamiento de la enfermedad
precoz. El objetivo actual es permitir que los pacientes se beneficien lo antes posible de
tratamientos mas eficaces sin perder de vista el equilibrio entre seguridad y eficacia,

cuando la enfermedad es curable.(48)

Ventajas del modelo neoadyuvante

Utilizar el modelo neoadyuvante en investigacidn tiene tres ventajas fundamentales: la
obtencidn de resultados clinicamente objetivos en unos pocos meses, el potencial para
obtener evidencia sobre eficacia al tratar a menos pacientes de los requeridos en
estudios de adyuvanciay la posibilidad de realizar estudios in vivo de biomarcadores que
pueden utilizarse como factores prondsticos o predictivos de respuesta a un tratamiento

neoadyuvante estdndar o en “estudios de ventana”.(48) La identificacion de
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biomarcadores predictivos de respuesta es una estrategia especialmente interesante,

dado que permitiria modular la decisién terapéutica, ya desde un momento inicial.

Limitaciones del modelo neoadyuvante

A pesar de las grandes ventajas del uso del modelo neoadyuvante para la investigacién,
también existen algunas limitaciones. Aunque el aumento de la RCp obtenido por un
farmaco, generalmente se traduce en un beneficio en el entorno adyuvante o
metastdsico del CM, existen algunas excepciones. En este sentido, es conocido el
ejemplo de bevacizumab, que a pesar de lograr aumentar la tasa de RCp en CMTN
tratado con intencidn neoadyuvante, no ha demostrado beneficio el entorno adyuvante.
Por lo tanto, los resultados obtenidos en una determinada indicacién no siempre

pueden extenderse a otras indicaciones dentro de la misma enfermedad.(63,64)

El desarrollo de biomarcadores tempranos de respuesta farmacodindmicos o
metabdlicos, como se ha sugerido para Ki67, puede ayudar a abordar algunas de estas

limitaciones.(56,65)

1.2. LA INTRODUCCION DE LA INMUNOTERAPIA EN EL TRATAMIENTO
NEOADYUVANTE DEL CANCER DE MAMA

En el CM, al igual que en muchos otros tumores, el desarrollo de la inmunoterapia no
siempre ha ido paralelo al conocimiento del microambiente tumoral inmune y su
interaccion bidireccional con las células tumorales. De hecho, esta limitacion es mas
notoria en los llamados tumores inmunoldgicamente “frios” que en los “calientes”. Por
este motivo, en la introduccion de esta tesis doctoral, se hablard inicialmente de la
inmunoterapia para después revisar el papel del microambiente y biomarcadores

inmunes en el CM.

Como se ha introducido previamente, el CM es una enfermedad heterogénea, tanto a
nivel histolégico como molecular. Ademas de las diferencias en la expresién de RH y
HER2, los subtipos difieren en su perfil inmune, mas concretamente en la cantidad y
composicion de los linfocitos infiltrantes de tumor (Tumor Infiltrating Lymphocytes, TIL),
expresion del ligando 1 de muerte programada (PD-L1), antigenos asociados a tumor y

en la carga tumoral mutacional (Tumor Mutational Burden, TMB), entre otros.(66,67)
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Aunque se ha catalogado el CM como un tumor inmunoldgicamente “frio”, el analisis
con perfiles de poblaciones linfocitarias o con firmas de expresidén inmune muestra una
importante heterogeneidad y permite identificar una proporcién relevante de perfiles
con activacion inmune alta e intermedia que tienen diferente prondstico y respuesta al

tratamiento.(68-70)

Inicialmente, el desarrollo de la inmunoterapia fue mds lento para el CM que para otros
tumores sélidos, sin embargo, los ensayos que investigan agentes inmunoterapéuticos
para el CM han crecido exponencialmente en los Ultimos anos.(71) Cabe destacar que
estos ensayos se estan desarrollando en paralelo en el contexto metastasico y para la
enfermedad precoz. Este aspecto resulta especialmente interesante, dado que como se
ha expuesto previamente, la actividad de los nuevos farmacos tradicionalmente se ha
explorado en el entorno avanzado de la enfermedad y actualmente, estamos asistiendo
a un cambio de paradigma en este sentido. Otra justificacién adicional para este enfoque
es la nocion de que los CM se vuelven menos inmunoldgicamente sensibles a lo largo
del tiempo, lo que se traduce en una disminucién de TIL y la baja expresion de firmas
inmunes en muestras de pacientes metastasicas en comparacion con tumores

primarios.(72,73)

Para la enfermedad precoz, los escenarios mas evaluados estan siendo los subtipos
CMTN y luminal B, en el contexto neoadyuvante (incluyendo ensayos tipo “ventana de
oportunidad”) y en combinacién con otras modalidades terapéuticas, como la
guimioterapia, inmunoterapia, terapias dirigidas, virus oncoliticos, tratamientos locales

(radioterapia y crioterapia) y vacunas.(74)

1.2.1. ENTORNOS CLINICOS PARA EL DESARROLLO DE LA INMUNOTERAPIA EN CANCER
DE MAMA PRECOZ

Actualmente, el escenario mas frecuente para el desarrollo de inhibidores del punto de
control inmunitario (Immune Checkpoint Inhibitors, ICI) en CM es el neoadyuvante, con
la RCp como el variable de eficacia principal. Dado que la RCp es un sustituto mas débil
de beneficio a largo plazo en CM luminal que en HER2+ o CMTN, a veces se reemplaza
por la carga de cancer residual (Residual Cancer Burden, RCB) 0 y 1 en este subtipo.(37)

La figura 3 ilustra distintos escenarios clinicos para ensayar ICl en CM precoz.
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Figura 3. Representacion de distintos escenarios clinicos para ensayar inhibidores del
punto de control inmune en cdncer de mama precoz

A versus B: immunotherapy intervention versus standard of care; DFS: disease-free survival; EFS: event-
free survival; NACT: neoadjuvant chemotherapy; pCR: pathological complete response; RCB: residual
cancer burden; X (versus Y): short immunotherapy intervention (versus placebo).

Adaptado de: Franzoi M, et al. Immunotherapy for early breast cancer. Annals of Oncology, 2020

Tras la cirugia, los ensayos pueden realizarse en el entorno adyuvante o post-
neoadyuvante. Aunque el entorno adyuvante permite endopints mds definitivos,
generalmente la SLE expone a muchas pacientes a una escalada de tratamiento
innecesaria, siendo compleja la identificaciéon de aquellas que realmente se benefician
de estrategias adicionales.(74) Cuando el ensayo se realiza en el entorno post-
neoadyuvante, la poblacién requerida es menor y la exposicién farmacoldgica previa

puede condicionar resistencia tumoral a los enfoques mas novedosos.(74)
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En el contexto neoadyuvante, los ensayos tipo “ventana de oportunidad” realizados
antes o después de un tratamiento neoadyuvante completo, utilizando los cambios de
biomarcadores como criterio principal de valoracién estdn ganando popularidad. Estos
ensayos tienen como ventajas, el poder probar nuevos agentes durante un periodo
corto, en pacientes que no han recibido tratamiento previamente (en terapias de
induccidn), permitiendo una evaluacion rapida de la eficacia farmacoldgica (sobre un
criterio de valoracion bioldgico) y, en ultima instancia, contribuyendo a mejorar el
conocimiento bioldgico.(74) Sin embargo, esta estrategia no estd exenta de limitaciones
como son la exposicién de pacientes que no han recibido tratamiento previo a agentes
o combinaciones con beneficio desconocido y datos de seguridad limitados, y el hecho
de que la heterogeneidad tumoral podria interferir en investigaciones sucesivas.
Ademas, la ausencia de biomarcadores sustitutivos validados para los resultados a largo

plazo limita la prediccion del beneficio terapéutico.(74)

En cuanto a la seleccion de la poblacién de estudio, los ensayos clinicos basados en
inmunoterapia en CM precoz pueden seguir dos enfoques (Figura 4): A) un enfoque
clasico basado en subtipos, en el que el investigador elige un subtipo de CM para testar
un tratamiento novedoso y selecciona los sujetos utilizando criterios clinicos clasicos, o
B) un enfoque inmunogénico mas sofisticado, a través del cual la seleccién de pacientes
se realiza por caracteristicas tumorales e inmunes, mas alld de los subtipos de CM
estandar. En este Ultimo caso, el nuevo tratamiento se basa en una hipdtesis preclinica
o clinica y se ensaya con un umbral predefinido de eficacia, que guiard pasos adicionales
(continuar con un ensayo clinico aleatorizado o interrupciéon temprana).(74) El enfoque
basado en la inmunogenicidad es en el que tiene especial interés el entorno académico,
ya que su desarrollo podria facilitar la identificacién temprana de combinaciones activas,
asi como la eliminacidn de regimenes ineficaces. Este enfoque, mas transversal y acorde
al conocimiento real del microambiente y biomarcadores inmunes, es de menor interés
para las compaiiias farmacéuticas dado que el disefio basado en subtipos es mas

adecuado para la aprobacién rapida de medicamentos e intereses comerciales.
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Figura 4. Seleccidn de la poblacién para ensayos clinicos basados en inmunoterapia en

cancer de mama precoz
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CM: cancer de mama. HER2: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano. PD-L1: ligando 1 de
muerte programada. TIL: linfocitos infiltrantes del tumor.

Imagen adaptada de: Franzoi M, et al. Immunotherapy for early breast cancer. Annals of Oncology, 2020

1.2.2. ESTRATEGIAS DE COMBINACION DE INMUNOTERAPIA

A continuacién, se desarrollan las estrategias de combinacion con quimio-
inmunoterapia y antiHER2-inmunoterapia. Otras combinaciones de la inmunoterapia,
en el contexto neoadyuvante, incluyen las terapias dirigidas, virus oncoliticos,
radioterapia, crioterapia y vacunas.(74) No se desarrolla este aspecto por no ser objetivo

principal de la tesis doctoral.

1.2.2.1. ESTRATEGIA DE COMBINACION: QUIMIO-INMUNOTERAPIA

Los estudios preclinicos sugieren que varios agentes quimioterapéuticos pueden ejercer
un efecto inmunoestimulante, ya sea inhibiendo las células inmunosupresoras y/o
activando las células efectoras o aumentando la infiltracion de células T y la
inmunogenicidad del tumor.(75,76) Especificamente, las antraciclinas activan las células
dendriticas y la subsiguiente respuesta especifica de las células T.(75,77) Los taxanos son
capaces de reducir las células inmunosupresoras, inducir TIL y reprogramar los

macroéfagos asociados al tumor (Tumor-associated macrophages, TAM).(75,77,78)
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La mayoria de estudios que investigan aspectos relacionados con quimio-inmunoterapia
en CM se han realizado en el subtipo CMTN. Algunas de las razones son el hecho de que
el CMTN se caracteriza por un infiltrado inmunitario mas inmunoldgico, niveles mas
altos de expresién de PD-L1 y mayor inestabilidad gendmica, en comparacion con otros
subtipos de CM.(66,79,80) También es el subtipo de CM con la mayor necesidad médica,
dado el pobre prondstico, especialmente en enfermedad avanzada. Inicialmente,
algunos ensayos investigaron los ICl como monoterapia para este subtipo en el contexto
metastdsico.(81,82) Aunque las tasas de respuesta fueron modestas en poblacién no
seleccionada, éstas fueron mas frecuentes en pacientes sin tratamiento previo y en
aquellas cuyos tumores contenian alto nimero de TIL y/o expresion de PD-L1.(82) Para
la combinacion, cabe destacar los ensayos clinicos IMpassion130 y KEYNOTE-355 que
llevaron a la aprobacidon de atezolizumab y pembrolizumab en combinacién con
quimioterapia, para el tratamiento de pacientes con CMTN localmente avanzado
irresecable o metastdsico PD-L1 > 1% o score positivo combinado (combined positive
score, CPS) > 10, respectivamente.(83,84) Otros ensayos clinicos como el IMpassion131,
han demostrado resultados negativos a pesar de incluir un analisis de subgrupos segin
expresion de PD-L1.(85) En este sentido, el grado en que la quimioterapia condiciona la
eficacia de la inmunoterapia aun no estd completamente dilucidado.

Este razonamiento se puede hacer extensivo al contexto neoadyuvante, en el que el
ensayo |-SPY2 demostrd por primera vez resultados de eficacia prometedores con la
combinacidon de pembrolizumab y paclitaxel.(86) Sin embargo, posteriormente, los
ensayos GeparNuevo y NeoTRIPaPD-L1 informaron de resultados negativos.(87,88) La
eleccion de la quimioterapia podria, en parte, explicar algunos de los resultados
contradictorios observados en el entorno inicial. Estos resultados refuerzan la idea de
gue el microambiente tumoral mas adecuado para el desarrollo de la inmunoterapia
parece corresponder a la fase inicial y, de hecho, éste ha sido el contexto en el que se
ha aprobado recientemente la indicacion de pembrolizumab neoadyuvante y adyuvante
para el CMTN localmente avanzado. El estudio Keynote-522, que explord el beneficio de
pembrolizumab asociado a QTN basada en paclitaxel, carboplatino y antraciclinas, para
el tratamiento de las pacientes con CMTN estadio Il o lll demostré un aumento
significativo en la tasa de RCp para la combinacidn con inmunoterapia (64,8 % vs 51,2;

p<0,001).(89) Esta diferencia se ha mantenido significativa para la supervivencia libre de
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evento a 36 meses (84,5 % vs 76,8; p<0,001), publicada este mismo afo.(90) Sin
embargo, es necesario llevar a cabo investigaciones adicionales para identificar a las

pacientes que realmente se benefician de esta estrategia.(74)

El CM luminal se considera un tumor inmunolégicamente "frio", asociado a niveles mas
bajos de TIL, TMB y expresion de PD-L1.(66,79,91) Sin embargo, este subtipo también se
caracteriza por un alto grado de heterogeneidad y algunos tumores con RH+ pueden
presentar niveles elevados de TIL, asi como de TMB.(92) La asociacion de la
inmunoterapia con la quimioterapia es una de las estrategias en investigacién dentro de
este subgrupo. En el dmbito metastdsico, la combinacién de pembrolizumab con
eribulina no mostré ningun beneficio adicional en tasa de respuesta global en
comparacion con la eribulina en monoterapia.(93) En el estudio I-SPY2, la combinacién
de pembrolizumab con QTN casi triplicd las tasas de RCp en CM RH+, lo que sugiere que
al igual que ocurre en el CMTN, la actividad de la inmunoterapia podria ser mayor en la

fase inicial.(94)
1.2.2.2 ESTRATEGIA DE COMBINACION: ANTIHER2-INMUNOTERAPIA

Ademas de la inhibicion de la via de HER2, trastuzumab tiene varias propiedades
inmunoestimulantes. Puede inducir citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos,
aumentar la liberacién de antigenos y la presentacion cruzada, y aumentar las células T

CD4 y CD8 especificas de HER2.(95,96)

En el entorno metastasico, la combinacion de un ICl y trastuzumab tras progresion a un
régimen basado en trastuzumab se investigd por primera vez en el estudio PANACEA,
que informé de una tasa de respuesta del 15% restringida a los tumores PD-L1
positivos.(97) Actualmente, estan en marcha algunos estudios que incluyen estrategias
para potenciar la actividad de las células Natural Killer (NK) asociadas a inmunoterapia

y agentes anti-HER2 (NCT03414658, NCT04143711).

Aunque aun no se han obtenido datos concluyentes en el escenario metastasico, las
combinaciones de ICI con agentes anti-HER2 ya se estan probando en la enfermedad
inicial. El ensayo fase lll IMpassion050 no alcanzé el objetivo de aumentar la tasa de
respuestas tras comparar atezolizumab o placebo combinados con QTN y bloqueo dual

anti-HER2.(98) El ensayo fase Ill APTneo (NCT03595592) que valora el beneficio de
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afiadir atezolizumab a un régimen de QTN sin antraciclinas y bloqueo dual anti-HER2
estd pendiente de resultados. Otros ensayos estan investigando la desescalada de la
guimioterapia en el marco neoadyuvante, con la combinacidon de inmunoterapia y el

bloqueo dual anti-HER2 (NCT03988036, NCT03820141).
1.2.3. BENEFICIO POTENCIAL DE ANADIR INMUNOTERAPIA EN LA FASE INICIAL

La posibilidad de inducir memoria inmunoldgica con ICl es una estrategia especialmente
atractiva en el CM precoz, ya que en el caso de la enfermedad con RH+, las recidivas
pueden aparecer incluso 20 aifos después del tratamiento del tumor primario.(99) En el
caso de tumores agresivos como el CMTN, para el que las opciones terapéuticas eficaces
en la enfermedad metastdsica son escasas, mejorar las posibilidades de curacién con la
adicién de estos agentes parece un enfoque légico. Otra estrategia interesante es lograr
la desescalada de la quimioterapia con inmunoterapia en pacientes bien seleccionados.
De comprobarse eficaz, reduciria la toxicidad de la quimioterapia, incluyendo los efectos
a largo plazo como la cardiotoxicidad, la neuropatia y las neoplasias primarias
secundarias. Sin embargo, hay que tener en cuenta el riesgo de desarrollar
endocrinopatias y toxicidades inmunomediadas irreversibles como hipotiroidismo o
hipertiroidismo, diabetes tipo 1, insuficiencia suprarrenal e hipofisitis.(100) Los ensayos
gue combinan ambas estrategias en fase inicial podrian aumentar el numero de
supervivientes de CM con secuelas crénicas. Ademas, una gran proporcion de pacientes
con CM luminal y HER2+ se curan con los tratamientos estandar y alrededor del 40% de
las pacientes con CMNT alcanzan RCp.(101) Los ensayos clinicos deberian, por tanto,
incluir un analisis del impacto en la calidad de vida, ya que la necesidad de terapias
sistémicas para erradicar micrometastasis no siempre es facil de determinar y la
magnitud del beneficio puede variar en gran medida, lo que hace que el riesgo supere

al beneficio en algunos casos.

Por todo lo mencionado, resulta fundamental aunar nuestros esfuerzos para identificar
a las pacientes que podrian beneficiarse de una intensificacion del tratamiento en la fase
inicial y, al mismo tiempo, desarrollar biomarcadores para reconocer a las pacientes con
mayor riesgo de recaida y con riesgo alto de desarrollar efectos adversos graves

relacionados con el sistema inmunitario.
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1.3. MICROAMBIENTE INMUNE EN CANCER DE MAMA

La inflamacion desempefia un papel fundamental en el reconocimiento y la erradicacién
del cancer. Hace mas de 60 afios, Macfarlane Burnet introdujo el concepto de
inmunovigilancia, para describir el proceso por el que el sistema inmunitario reconoce
las células transformadas e inhibe su crecimiento.(102) Existe evidencia clinica y
experimental creciente, que sugiere que el cancer provoca una respuesta inmunitaria
mediante la expresién de nuevos antigenos o mediante la modificacion de su
microambiente, lo que acaba desencadenando una interaccién complejay dinamica con
el sistema inmunitario (inmunoedicién del cdncer). Este proceso estd compuesto por
tres fases entrelazadas: la eliminacién (que coincide con la inmunovigilancia), en la que
el reclutamiento de células inmunitarias conduce a la erradicacidon de las células
tumorales; el equilibrio, en el que se establece una comunicacién cruzada entre las
células cancerosas y las inmunitarias; y el escape, en el que las células tumorales
comienzan a expandirse de forma desenfrenada como resultado de la resistencia
inmune adquirida.(103) En este proceso complejo y dindmico, el microambiente tumoral
(tumor microenvironment, TME) desempeiia un papel clave y los avances su

conocimiento se traducen en aplicaciones clinicas, terapéuticas y de prondstico.

El TME en el CM implica células tumorales e inmunitarias, factores locales y células
estromales de los tejidos locales y distantes. La interaccidn entre las células neoplasicas
y su microentorno juega un papel fundamental en la proliferacién y evasién tumoral, asi

como, en la respuesta terapéutica.(104)

Dado que el TME se reconoce cada vez mas como diana terapéutica, su evaluacién
patoldgica se ha convertido en un componente critico del tratamiento del CM. La ultima
clasificacién de la OMS para el CM reconoce el patréon de respuesta fibrético como un
factor prondstico e incluye recomendaciones sobre la evaluacién de los TILy la expresién

de la proteina de muerte celular programada 1 (PD-1)/PD-L1, con fines terapéuticos.(8)
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1.3.1. COMPONENTES DEL MICROAMBIENTE TUMORAL Y SUS INTERACCIONES

El TME en el CM puede dividirse en componentes celulares, solubles y fisicos. Los
componentes celulares pueden subdividirse en locales (intratumorales), regionales
(mama) y metastasicos.(105) El compartimento local se refiere a las caracteristicas
bioldgicas de las células tumorales y de las células inflamatorias infiltrantes del tumor,
incluyendo linfocitos, células plasmaticas, células dendriticas, macrdéfagos vy
neutroéfilos.(106) EI compartimento regional hace referencia a la interaccidn entre las
células tumorales y las células adyacentes en el estroma, especialmente en el borde de
infiltracién.(105) El compartimento metastasico expone a las células del huésped en los
ganglios linfaticos y drganos distantes, formando nuevos TME.(107,108) Entre los
componentes solubles y fisicos se incluyen enzimas, citoquinas y factores de

crecimiento, con implicaciones en la evasion y progresion tumoral.

1.3.2. MICROAMBIENTE LOCAL

Aunque el CM no se considera un tumor inmunolégicamente “caliente”, se puede
encontrar un alto nimero de TIL en CM de alto grado, con RH- o HER2+.(79) Los TIL en
el CM son predominantemente células T, con un porcentaje muy inferior de células
B.(109) Los diferentes subtipos de células T ejercen efectos uUnicos en el TME (figura 5).
Las células T citotdxicas CD8 eliminan las células tumorales liberando granzima y
perforina, mediadas por la secrecién de interferén-y (IFN-y). Entre las células T CD4, las
helper de tipo 1 (Th1), inducidas por sefiales de IFN-y e IL-12, autorizan a las células
presentadoras de antigenos para la diferenciacion efectiva de las células T CD8 y la
expansion clonal.(110) Las células T helper de tipo 2 (Th2) tienen funciones mas variadas
en la progresion del CM. Las células T auxiliares foliculares (Tfh) desempefian un papel
importante en la maduracion de las células B especificas de antigeno, promoviendo la
diferenciacidn de las células de memoria locales y apoyando el desarrollo de los érganos
linfoides terciarios, mejorando asi la respuesta inmunitaria antitumoral local.(111) Las
células T reguladoras (Treg) son moduladores basicos de la homeostasis y la tolerancia
del sistema inmunitario y su presencia en el TME promueve la inmunosupresion a través
de citoquinas como la interleucina-10 (IL-10), factor de crecimiento transformante-f

(TGF-B) y la supresion directa del contacto célula-célula.(112) En general, la presencia
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de una respuesta Thl se asocia a mejor evolucién; mientras que las Treg pueden

favorecer la progresion del CM.(110,112)

El papel de las células B que infiltran el tumor sigue siendo dificil de determinar. Se han
descrito tanto efectos protumorales como antitumorales dependiendo de la
composicion del TME. Un analisis reciente en modelo murino, ha demostrado que sus
actividades antitumorales estdan mediadas por el reconocimiento de antigenos
especificos del tumor y la produccién de anticuerpos o la funcion de las células
presentadoras de antigenos (Antigen-Presenting Cells, APC).(113) Las células B pueden
encontrarse en estrecha proximidad con las células T, especialmente en las estructuras
linfoides terciarias del TME, y su presencia se considera un factor prondstico
favorable.(114) Tras la exposicion al antigeno, las células B se diferencian en células
plasmadticas. Las células B pueden ser también un mediador crucial del crecimiento
tumoral, incluyendo la promocidn de las metastasis del CM al convertir las células T en
reposo en Treg, si bien la importancia clinica sigue siendo dificil de establecer por el

momento.(115)

Las células dendriticas (Dendritic Cells, DC) son las APC mas potentes, responsables de
presentar los antigenos derivados de tumores a las células T. Al interactuar con las
células T, las DC maduran y se vuelven mas potentes en la estimulacion inmunoldgica.
Las células tumorales inhiben la maduracién de las DC, por lo que las DC infiltradas por
el tumor tienden a mostrar un fenotipo inmaduro con una capacidad reducida de
presentacion de antigenos derivados del tumor y un registro de moléculas

coestimuladoras limitado.(116)

Los TAM son las principales células de la inmunidad innatas en el tumor. Presentan dos
fenotipos polarizados (M1 y M2) en funcién de la exposicidon a las citoquinas. Los
macrofagos M1, el fenotipo clasicamente activado, son estimulados por citoquinas Th1l
(IFN-y y factor de necrosis tumoral (TNF)) y a su vez ejercen efectos antitumorales
mediante la produccién de especies reactivas de nitrégeno y oxigeno (ROS) y la
liberacion de citoquinas proinflamatorias.(117) Por el contrario, los macréfagos M2, el
fenotipo activado alternativamente, son activados por citoquinas Th2 (IL4, IL10 e IL-13)
y son de naturaleza protumoral. Suprimen la respuesta antitumoral, inducen la

angiogénesis y favorecen el crecimiento tumoral y la metastasis.(118)
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Los neutroéfilos son cada vez mas reconocidos como células inmunitarias infiltrantes de
tumor. Tanto los precursores de neutrdfilos en la médula ésea como los neutrdfilos
maduros periféricos presentan una significativa heterogeneidad.(119) Esta
heterogeneidad es aun mayor en el contexto del cancer, donde dichos progenitores
pueden dar lugar a subconjuntos especificos de neutroéfilos.(120) Al igual que los TAM,
los neutrdéfilos asociados a tumor (Tumor Associated Neutrophils, TAN) presentan
fenotipos polarizados. Los TAN proinflamatorios y antitumorales N1 son generados por
la exposicion al IFN-y y al IFN-B, mientras que los TAN antiinflamatorios y protumorales
N2 son inducidos por la exposicion a TGF-B.(121) En cuanto a sus actividades
antitumorales, se ha descrito la expresion del receptor proteina-tirosina quinasa MET
por parte de los neutrdfilos, que inducen apoptosis de las células tumorales mediante
procesos oxidativos. Los neutrofilos también pueden eliminar las células neoplasicas
mediante la ingestion de su membrana plasmatica (trogocitosis) o la creacién de un
microambiente rico en IFN-y.(119) Algunos de los mecanismos protumorales de los
neutrdfilos incluyen el dafio oxidativo en el ADN, el estimulo directo de la proliferacién
tumoral o antagonizando la senescencia, y la promocidon de la transicion epitelio-
mesénquima a través de SNAIL, entre otras vias. A su vez, la activacion de NOTCH1 en
las células neoplasicas promueve el TGF-B dependiente de los neutréfilos
inmunosupresores, interfiriendo con la respuesta inmunitaria antitumoral.(119) Otro
mecanismo interesante es el que se refiere a la liberacion de trampas extracelulares de
neutrdfilos protumorales (Neutrophil Extracellular Traps, NET) por los TAN. Las NET
liberadas en el microambiente tumoral pueden proteger a las células tumorales de la
interaccion con el sistema inmunitario citotdxico.(122) Finalmente, la expresion de PD-
L1 por parte de los neutrdfilos dificulta la inmunidad antitumoral.(123) Asimismo, se ha
relacionado la infiltracion tumoral por neutréfilos con resistencia a la inmunoterapia y
terapia antiangiogénica.(124) Pese a que el conocimiento sobre las implicaciones de los

TAN esta en aumento, su rol en humanos aun no esta tan completamente definido.

Las células inmunes poseen receptores en su membrana que al hacer sinapsis con sus
correceptores en otras células inmunes conllevan acciones activadoras o inhibidoras. En
este sentido, PD1 y su ligando PD-L1, que se expresa en las células malignas y en las

células inmunitarias (células B, células T, DC y macréfagos), se encuentran entre los mas
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estudiados.(125) Cuando PD-L1 se une a PD1, se inhibe la activacion de las células T,
mecanismo conocido por ser uno de los principales responsables de la resistencia
inmunitaria en el TME.(126) Sin embargo, la inhibicién no es exclusiva de los linfocitos
T, dado que también se expresan en otras células neopldsicas e inmunitarias.(125) La
sobreexpresiéon de PD-L1 en las células tumorales del CM se ha relacionado con menor
supervivencia en pacientes con CM RH+.(127) Sin embargo, al margen de las
implicaciones pronosticas, la principal relevancia de esta via radica en las terapias que

implican el bloqueo de PD-1/PD-L1, especialmente para el CMTN avanzado.(104)(127)

Algunas otras moléculas del punto de control inmunitario, como la proteina asociada a
los linfocitos T citotdxicos 4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, CTLA4), el gen de
activacion de linfocitos 3 (Lymphocyte-Activation Gene 3, LAG-3) y la inmunoglobulina
de células T 3 (T cell immunoglobulin and mucin protein 3, TIM-3), se han identificado
como reguladores cruciales de la respuesta inmunitaria, lo que ha motivado la aparicion
de estrategias terapéuticas dirigidas.(128) Sin embargo, el éxito de la inmunoterapia
mediante el bloqueo de los puntos de control inmunitario depende de la liberacion de
las células T del agotamiento energético y funcional, proceso que exige la cooperacién
del microambiente tumoral, siendo fundamentales las interacciones entre las células

tumorales y, en particular, las células inmunitarias infiltradas.(128)

Figura 5. Interaccidn entre diferentes subconjuntos de leucocitos y su contribucién a las
actividades pro- o antitumorales
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1.3.3. MICROAMBIENTE REGIONAL

Los fibroblastos asociados al cancer (Cancer-Associated Fibroblast, CAF) son el
componente estromal mas destacado. En comparacion con los fibroblastos normales,
los CAF muestran un mayor indice proliferativo y defectos en las proteinas supresoras
tumorales.(129) Partiendo de la alteracidn en la matriz secundaria a factores solubles y
enzimas, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el TGF-B y las
metaloproteinasas de la matriz, los CAF inducen la progresién tumoral al promover la
angiogénesis, el crecimiento tumoral y la invasidon.(130) Uno de los efectos del TGF-f3 es
impulsar la produccion de coldgeno |, estableciendo un microambiente protumoral de
tipo fibrético.(131) Los focos fibréticos en el CM, como ya se ha mencionado
previamente, son ahora reconocidos como una caracteristica de prondstico histolégico

adverso y se incluyen en la ultima clasificacién de la OMS.(8)

Las células endoteliales y los adipocitos son otros componentes celulares con relevancia
en el TME de la mama. Ambos componentes cursan una interrelacion mutua y dinamica
con las células tumorales para impulsar la progresion del tumor. Es conocido que las
células tumorales estimulan la angiogénesis mediante la secrecion de VEGF y TGF-
B.(132) Los adipocitos viscerales, pero no los subcutaneos, promueven la proliferaciéon

tumoral e inducen la transicidon epitelio-mesénquima a través de la IL-6 y la IL-8.(133)

El estado de oxigenacidn y acidosis del TME también influyen significativamente en la
biologia del CM. En general, la hipoxia y la acidosis contribuyen a la invasién y progresién
tumoral, seleccidon de clones resistentes e interfieren con el efecto citotéxico de los

agentes quimioterapéuticos.(104)

1.3.4. MICROAMBIENTE METASTASICO
Cuando las células tumorales invaden los vasos linfaticos y sanguineos inician un paso
crucial en la cascada metastasica. Los altos niveles de células tumorales circulantes se

asocian a un prondstico desfavorable en pacientes con CM precoz de alto riesgo.(134)

Los ganglios linfaticos regionales son con frecuencia el primer lugar de metdstasis, un
indicador pronéstico clave de recurrencia y pobre supervivencia. Desde el punto de vista
inmunoldgico, el conocimiento sobre las implicaciones de la metastasis tumoral en las

funciones inmunitarias del ganglio linfatico es limitado.(135) Sin embargo, esta claro que
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los tumores desarrollan una amplia gama de mecanismos inmunosupresores, lo que se
refleja en una composicién celular inmunitaria alterada (mayor densidad de Treg, menor
numero de DC CD38+) y diferente estructura (agrandamiento y linfangiogénesis) de los
ganglios linfaticos tumorales en comparacion con los ganglios linfaticos centinela no
afectos.(104,107) Ademas, se han descrito diferencias en los niveles de expresién de las
proteinas de control inmune, como PD-1 y PD-L1, del microambiente de los ganglios

linfaticos y el tumor primario.(136)

El microambiente del paciente puede modificarse para formar el nicho pre-metastasico,
un entorno favorable para el crecimiento del tumor en un tejido determinado antes de
gue se produzca afectacion sistémica. El nicho pre-metastdsico estd regulado por
factores secretados por las células tumorales y los exosomas, el reclutamiento de células
inmunes vy las alteraciones en las células del huésped.(137) La capacidad de las células
tumorales para iniciar el crecimiento depende en gran medida de la interaccién entre
las células tumorales metastdsicas y el TME. En este contexto, se ha comunicado un
recuento de TIL sustancialmente mdas bajo, acompafiado de un aumento en la firma de
genes inmunosupresores en las metastasis del CM en comparacion con los tumores
primarios.(72) La disparidad de microambientes inmunitarios entre las lesiones
primarias y los focos metastdasicos puede contribuir, al menos en parte, a la limitada

respuesta terapéutica en la enfermedad avanzada.

1.4. BIOMARCADORES DE RESPUESTA INMUNE EN CANCER DE MAMA

En el caso de algunas terapias dirigidas, la identificacién de la diana a través de un
biomarcador se correlaciona directamente con la respuesta al tratamiento (por ejemplo,
HER2 y trastuzumab). Sin embargo, la interaccion entre las células tumorales y el sistema
inmunitario es un proceso complejo, dinamico y en evolucion, que puede requerir
biomarcadores integrales. Se ha descrito un elevado numero de biomarcadores de
respuesta inmune en CM, que se pueden estructurar en biomarcadores del
microambiente tumoral y biomarcadores circulantes relacionados con el

compartimento periférico, tal y como se expone a continuacion.
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1.4.1. BIOMARCADORES INMUNES DEL MICROAMBIENTE TUMORAL
1.4.1.1. LINFOCITOS INFILTRANTES DE TUMOR

En 2014, Salgado et al. establecieron criterios metodolégicos para cuantificar el
porcentaje de TIL de muestras de CM en portaobjetos tefiidos con hematoxilinay eosina,
mediante microscopia Optica convencional (figura 6), que podia ser determinado
facilmente en cualquier unidad de Anatomia Patoldgica tras una formacion adecuada y
sin necesidad de técnicas especiales.(106) Los TIL estromales (sTIL), definidos como el
porcentaje de area estromal del tumor que contiene un infiltrado linfocitico, se
reconocieron entonces como el paradmetro inmunoldgico mas reproducible puntuado
por el anatomopatdlogo.(106) A diferencia de los sTIL, los TIL intratumorales se definen
como linfocitos en nidos tumorales que tienen contacto célula a célula, sin estroma
intermedio y que interactuan directamente con las células tumorales. Dado que se
localizan en el tejido tumoral, cabe resaltar que ambas categorias representan

verdaderos TIL.(106)

Aunque esta distincién pudiera resultar artificial, el objetivo de detallar el método era
facilitar que grupos de investigacion independientes reprodujeran los hallazgos
prondsticos en CM precoz. Se convocd un grupo de trabajo con patélogos de mama para
estandarizar, probar la reproducibilidad y perfeccionar el método.(138) También se cred
un sitio web que permitié la formacién gratuita (www.tilsinbreastcancer.org). La
finalidad ultima era establecer el rol predictivo y pronéstico de los sTIL en CM para su

potencial incorporacion como biomarcador a la practica clinica habitual.

En el entorno adyuvante, la presencia de cifras elevadas de sTIL en el momento del
diagndstico se ha asociado con mayor SLE tras quimioterapia basada en antraciclinas en
el CMTN y de la terapia basada en trastuzumab para el CM HER2+.(139,140) La
infiltracion por sTIL también se asocid con mayores tasas de respuesta a la

inmunoterapia en CMTN avanzado.(81,82)

Sin embargo, es en el contexto neoadyuvante, donde existe mayor evidencia sobre su
papel predictivo y prondstico, demostrando varios estudios una correlacidon entre los
sTILy la RCp, en especial para el CMTN y el CM HER2+.(79) El CM con RH+ representa el

subtipo de CM con menor infiltrado inmunolégico, oscilando la mediana de sTIL entre el
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7y el 10 %, habitualmente mds alta que los TIL intratumorales (1,5 y 5%). La biologia del
infiltrado inmunolégico aun no se conoce por completo y varios estudios han
demostrado que, al contrario que en el CMTN vy el subtipo HER2+, los niveles mas altos

de sTIL se asocian a un peor prondstico en este subtipo.(79,141)

De los estudios que evaluaron la asociacién entre la infiltracion linfocitaria obtenida en
las biopsias antes del tratamiento y la probabilidad de respuesta a tratamiento
neoadyuvante, la serie mds amplia ha sido comunicada por Denkert et al. que incluia
3771 pacientes tratados con diferentes regimenes de QTN.(79) Los TIL se evaluaron de

Ill

acuerdo a los métodos estandarizados propuestos por el “sTIL Working Group”. Los
tumores luminales presentaron una proporcion significativamente menor de sTILs en
comparacion con los CM HER2+y los CMTN (13% frente a 19,5 y 30%, respectivamente).
Los sTIL se estudiaron como variable continua y en tres categorias: baja (sTIL <10 %),
intermedia (sTIL 11-59 %) y alta (sTIL 260 %) infiltracion.(79,106) Las concentraciones de
sTIL se asociaron con la RCp en todos los subtipos de CM, con tasas de RCp que
aumentaron del 6% al 11% y al 28% en los grupos de baja, intermedia y alta infiltracion,
respectivamente, en la cohorte luminal. El papel predictivo se confirmé cuando el
analisis se realizd considerando los sTIL como variable continua.(79) Cuando los sTIL se
evaluaron como marcador prondstico se observé un comportamiento opuesto entre los
subtipos de CM con una asociacién positiva entre los niveles crecientes de sTIL, la SLE y
la SG para el CMTN y HER2+, mientras que las concentraciones bajas de sTIL se asociaron
con una mayor SG en los tumores luminales. Esta correlacion se confirmé en el analisis
multivariable.(79) Para explicar este hallazgo, los autores sugirieron una resistencia
relativa a la terapia endocrina en los tumores que expresan mayores concentraciones
de sTIL y genes relacionados con el sistema inmunolégico. Otras series mas pequefias
confirmaron parcialmente estos hallazgos en CMTN.(142,143) Es relevante destacar que
en el estudio GeparNuevo, que incluia pacientes con CMTN, los sTIL fueron un
biomarcador predictivo de RCp en ambos brazos del ensayo, es decir, para la

inmunoterapia combinada con quimioterapia y para la quimioterapia sola.(144)

Estudios dindmicos de seguimiento de la respuesta inmunitaria durante la QTN
mostraron que durante el tratamiento, los TIL se asociaron significativamente con el

estado inmunitario de las muestras previas a la QTN, con pequefias diferencias segln
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los subtipos.(145) La mayoria de los tumores RE+/HER2- que eran inmunolégicamente
frios al inicio del tratamiento siguieron siendo frios tras el tratamiento. Por otro lado,
los CMTN cambiaron a un estado mas inmunoestimulado o mantuvieron el estado
inmune caliente durante el tratamiento. Asimismo, el recuento de TIL fue generalmente
menor en las muestras post-tratamiento, probablemente atribuible a la linfodeplecién
por los agentes quimioterapéuticos o a la disminucién de la reaccién inmune

antitumoral con la disminucidn de la carga tumoral.(145)

Watanabe et al. evaluaron los sTIL previos y posteriores a la QTN en una serie
retrospectiva de 197 pacientes con CM, 91 de los cuales eran RH+/HER2-. Acorde a
resultados previos, entre los tumores RH+/HER2-, los sTIL elevados (=50%) constituian
una proporcion significativamente menor en comparacién con otros subtipos (12,1%) y
mostraron una tendencia a mayor tasa de RCp en comparacién con los grupos baja
(< 10%) e intermedia (10-50%) infiltracién (27% frente a 6% y 7%, respectivamente). Se
observd una disminucion de los sTIL altos en las muestras post-QTN (5% vs 10 %). En
cuanto al papel prondstico de los sTIL en los tumores RH+/HER2-, no se observd
correlacién entre el valor pre-QTN y posterior al tratamiento, prediciendo los sTIL bajos
posteriores a la QTN, pero no al inicio, una mejor SLE de forma significativa, resultados

no confirmados para SG.(146)

Publicaciones recientes, fruto de la colaboracién establecida por Salgado et al., y tras
analizar datos de sTIL en mas de 20.000 muestras de CM primario, confirman las
asociaciones con un mejor prondstico para el CMTN y HER2+.(138) Esto ha dado lugar a
la inclusion del biomarcador TIL en la ultima clasificacion de la OMS.(8) Por lo tanto, los
TIL representan el primer marcador prondstico biolégico para el CMTN en fase inicial.
Sin embargo, para el resto de subtipos, los datos indican que los TIL son un biomarcador
dindmico, y encontrar una forma pragmatica de guiar la terapia con agentes
inmunoterapéuticos en los diferentes subtipos sigue siendo un reto. A pesar de que el
papel del entorno inmunitario en los tumores luminales sigue bajo investigacién, el
hallazgo de altos niveles de sTIL parece constituir un factor predictivo de sensibilidad y

beneficio de QTN también en tumores RH+/HER2-.
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Figura 6. Método estandarizado para la evaluacién de TIL en cancer de mama

Step 1: Select tumor area

Step 2: Define stromal area

Step 3: Scan at low magnification

Step 4: Determine type of inflammatory infiltrate

Step 5: Assess the percentage of stromal TiLs
(examples of percentages shown in figure 4)

| 0-10% stromal TiLs §36540% stromal TiLs

sTIL: stromal tumor-infiltrating lymphocytes

Adaptado de: Salgado R, et al. The evaluation of TILs in breast cancer: recommendations by an
International TILsWorking Group. Annals of Oncology, 2015
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1.4.1.2. PD-L1

La alta expresion de PD-L1 se ha relacionado con CM de alto grado, con RH-, HER2+ y
CMTN. En cuanto a su valor predictivo, PD-L1 ha demostrado utilidad para guiar la
respuesta al tratamiento con inmunoterapia, especialmente en combinaciéon con
quimioterapia, en CMTN.(127) Aunque la principal relevancia de la via PD-1/PD-L1 radica
en las terapias que la bloquean, PD-L1 resulta un biomarcador imperfecto para guiar el
uso de IClI en CM.(104) Un ejemplo claro es su mayor valor predictivo en el entorno
metastdsico del CMTN, respecto al entorno temprano.(89,127) En cuanto a su
significado prondstico, la sobreexpresién de PD-L1 se ha correlacionado con menor

supervivencia en pacientes con CM RH+.

Ademas de las limitaciones descritas, existen multiples métodos de cuantificacion de
PD-L1 vinculados a diferentes agentes terapéuticos. Cada ensayo utiliza diferentes
anticuerpos, protocolos de IHQ y plataformas, asi como distintos puntos de corte para
considerar la positividad de PD-L1, y evaluacion en diferentes tipos celulares (células
tumorales frente a células inmunitarias).(147) Mas concretamente, el CPS evalta el
numero de células que tifien PD-L1 (células tumorales, linfocitos, macréfagos) en
relacion con todas las células tumorales viables. En este sentido, otro ejemplo practico
es las condiciones de aprobacién de atezolizumab y pembrolizumab para el tratamiento
de pacientes con CMTN avanzado, en base a determinacién de PD-L1 > 1% o CPS 2> 10,

respectivamente.(83,84)

Algunos retos adicionales, que afiaden complejidad a la interpretacion de PDL-L1, son
los relacionados con la tasa de concordancia de las pruebas de PD-L1 entre diferentes
patdlogos, la dindmica de PD-L1 y el hecho de que una gran proporcién de CM son PD-

L1 negativos.(74)

1.4.1.3. BIOMARCADORES AGNOSTICOS

La TMB elevada y la deficiencia de reparacion del sistema mismatch repair (Mismatch-
repair deficiency, MMRd) son biomarcadores tumorales agndsticos para inmunoterapia
en tumores sdlidos en el entorno metastasico, si bien su uso todavia no se ha explorado

ampliamente en el entorno temprano del CM.(74) Una limitaciéon importante de estos
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biomarcadores son los diferentes puntos de corte entre los distintos estudios para

definir TMB alta y baja.

La prevalencia en CM de TMB alta (definida como 10 mutaciones por megabase) se ha
estimado en un 5%, siendo mas frecuente en los tumores metastasicos.(148) En el
estudio GeparNuevo, la TMB alta fue un biomarcador predictivo de RCp,

independientemente de la adicién de inmunoterapia.(144)

La frecuencia de MMRd en CM precoz es baja, ya que se presenta en < 2% de los casos
y se asocia a peor prondstico en CM con RH+.(149) Es conocido que los tumores
hipermutados revelan una mayor carga de neoantigenos y actividad citolitica, lo que se
ha relacionado con mayor tasa de respuesta en otros tumores como el cancer de colon

y de endometrio.(150)

1.4.1.4. FIRMAS GENOMICAS

En las ultimas décadas, el avance y la aplicacion generalizada de la "émica" ha
proporcionado importantes conocimientos sobre la complejidad molecular del CM, lo
gue ha llevado a la exploracidn sistematica de nuevos métodos para identificar mejor a
las pacientes con enfermedad de alto riesgo. De hecho, Oncotype DX® que es una firma
de 21 genes, es un método validado para la estratificacion del riesgo de recaida e

indicacion de quimioterapia en CM RH+/HER2-.(17)

Dado el caracter mas inicial, las firmas gendmicas de respuesta a la inmunoterapia en
CM constituyen aun un campo en desarrollo. El estudio GeparNuevo proporciond
algunos resultados interesantes en este sentido, demostrando correlacion entre los
perfiles de expresion de genes inmunitarios y la RCp.(151) Aunque estos resultados son
interesantes, la disponibilidad y reproducibilidad de estas pruebas supone un obstaculo

para la préctica clinica.(74)
1.4.1.5. MicroRNA

Los microARN (miARN) han demostrado ser reguladores clave de la interaccién entre las
células tumorales y las inmunitarias, con el fin de evadir la inmunovigilancia y favorecer
la progresion tumoral. En particular, su desregulacién se ha relacionado con la expresién

aberrante de oncogenes y genes supresores de tumores.(152) Sin embargo, como
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determinantes vitales de la regulacidn postranscripcional, los miRNA no sélo participan
en el inicio y la progresion tumoral, sino que también regulan la respuesta inmunitaria
contra el cancer.(153) Por ejemplo, algunos miRNA promueven la evasion inmune al
interferir en la expresion de los puntos de control inmune, mas concretamente, en la
expresion de PD-L1.(152) En este sentido, existe evidencia creciente de los miRNAs
moduladores del sistema inmune, como potenciales dianas para contrarrestar el escape
inmunitario del cancer.(153) No obstante, son necesarias mas investigaciones clinicas
centradas en estos miRNAs antes de utilizarlos como marcadores reproducibles y

especificos de la enfermedad.(6)

1.4.2. BIOMARCADORES CIRCULANTES

El cancer es una enfermedad sistémica y la inflamacidn prolongada es un sello distintivo
del cancer. Si esta inflamacion inicia la tumorogénesis o favorece el crecimiento del
tumor depende del contexto, pero en ultima instancia, el panorama inmunoldégico global

mas alla del tumor se altera significativamente durante la progresiéon tumoral.(154)

Como ya se ha descrito, cada vez asistimos a un mayor desarrollo de la terapia dirigida
al sistema inmunitario para el tratamiento del CM. La modulacién del sistema inmune
del paciente mediante ICI ha conducido a respuestas duraderas, sin embargo, la

inmunoterapia sigue siendo ineficaz para la mayoria de los pacientes.

Hasta el momento, la inmunologia tumoral se ha centrado en gran medida en las
respuestas inmunitarias locales, pero la inmunidad se coordina en todos los tejidos. Por
ejemplo, la activacidon y programacién de células T ocurre en los tejidos linfoides, por lo
qgue, la respuesta inmunitaria antitumoral localizada no puede existir sin una

comunicacion continua con la periferia.(155)

Por todo ello, es légico que los biomarcadores circulantes periféricos previos al
tratamiento se hayan propuesto como un parametro para mejorar la comprension de la
respuesta inmune sistémica tumoral y la estratificacidon pronostica de los

pacientes.(154)
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1.4.2.1. DETERMINACIONES DE CELULAS INMUNES CIRCULANTES
a) Neutrofilos circulantes

Existe evidencia creciente sobre la modulacidn de los neutréfilos, a partir de seiales
derivadas del tumor primario, que implican tanto a sus progenitores en la médula ésea
como a los neutroéfilos en la circulacién.(119,156) Este es un concepto emergente y
fundamental en la biologia de los neutrdfilos, ya que se comprueba que el cancer actua
a nivel sistémico para alterar no sélo el niumero de células, sino también sus
propiedades y heterogeneidad, pudiendo influir en la propagacidon metastdsica.(119) Se
han descrito dos subtipos de neutrdéfilos circulantes; los neutréfilos de alta densidad
(high density neutrophils, HDN) y de baja densidad (low density neutrophils, LDN), que
reflejan funcionalmente las células TAN N1y N2, respectivamente. Los LDN son raros en
condiciones no patolégicas, pero frecuentes en el cdncer, mostrando un fenotipo pro-
tumoral. Aunque este fenotipo, se ha descrito fundamentalmente en modelos animales,

se estan realizando estudios de validacion en humanos.(157)

En el contexto neoadyuvante, pocos estudios han evaluado el valor predictivo del
recuento de neutroéfilos de forma aislada.(158) La evidencia actual, aunque limitada, no

demuestra una clara asociacién entre el recuento de neutroéfilos y la RCp.(159)

En cuanto a las implicaciones pronosticas de la cifra de neutrdfilos en sangre periférica,
y mas concretamente para el CM tratado con intencidn adyuvante, no se ha se dispone
de evidencia firme sobre su correlacion con supervivencia.(160,161) Asimismo, la
evidencia continta siendo limitada para el CM tratado con QTN.(119) El recuento de
neutrdfilos fue un factor prondstico independiente para la SLE en el estudio de Qian et
al., tras analizar 180 pacientes con CM tratadas con QTN.(159) Por el contrario, en el
analisis de Marin et al., en el que también se incluyeron pacientes con diferentes
subtipos IHQ de CM, el recuento de neutréfilos no se correlacioné con SG.(162) De
forma interesante, se ha comprobado un aumento de los neutréfilos LDN en sangre
periférica de pacientes con CM metastasico y, dentro de la poblacién de pacientes no

metastdsicas, en aquellas con mala respuesta a la QTN.(157)
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b) Linfocitos y poblaciones linfocitarias

Como se ha expuesto previamente, los linfocitos pueden inhibir la progresion tumoral a
través de la inmunovigilancia.(163) En las pacientes con CM, se han descrito algunas
alteraciones en las células T circulantes, como una menor diversidad en el repertorio de
receptores de células T (T cell receptor, TCR) y una capacidad disminuida de producir
IL-2 e IFNy.(164)(165) Sin embargo, la alteracion de las células T mds estudiada es la
expansion de células T reguladoras CD4+ supresoras (Treg) en la periferia y su infiltracién
en el tumor. Trabajos recientes han demostrado que las células Treg presentes en la
sangre de los pacientes con CM comparten repertorios fenotipicos y de TCR con las
células T intratumorales, lo que sugiere que una proporcién significativa de las células
Treg supresoras intratumorales se derivan de las células Treg timicas.(166) Otra
poblacién de linfocitos supresores que desempena un papel clave en la progresiéon
tumoral son las células B reguladoras, que se caracterizan por la produccién de la
citoquina antiinflamatoria IL-10.(167) Las células NK periféricas de las pacientes con CM
también presentan fenotipos alterados, caracterizados por la disminucién de la
expresion de los receptores activadores, incluidos NKp30, NKG2D, DNAM-1y CD16, y el
aumento de la expresién del receptor inhibidor NKG2A, asi como la disminucién de la

capacidad para eliminar directamente las células diana y degranular in vitro.(168)

Aunque la linfopenia se ha propuesto como un factor prondstico adverso en las
pacientes con CM, tanto en el entorno metastasico como en el neoadyuvante, su
significado predictivo y prondstico permanece poco explorado y no permite extraer
conclusiones firmes al respecto.(154,164,169) En su valoracion predictiva, el recuento
absoluto de linfocitos fue un factor predictivo independiente de RCp en el estudio de

Qian et al. (OR=4,37; 1C95% 1,43-13,39).(159)

En cuanto a sus implicaciones pronosticas, aunque la evidencia es mayor para las
pacientes con CM tratadas con adyuvancia, una minoria de estudios han mostrado una
asociacion significativa entre el recuentro de linfocitos y la SLE.(161) Estos resultados no
se ha confirmado en cohortes independientes ni para la SG.(160,170) Los andlisis
celulares genéticos, mediante citometria de flujo, han identificado poblaciones celulares
especificas en sangre periférica que demuestran asociaciones entre subconjuntos de

células inmunosupresoras circulantes y la respuesta al tratamiento.(154)
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Especificamente para el CM, un estudio reciente demostré que los valores elevados de
un subconjunto de células Treg circulantes definidas como CD45RA-FOXP3hi eran
predictivos de recaida en las pacientes con CM tratadas con cirugia.(166) Para las
pacientes con CM metastasico, se ha descrito una asociacion significativa entre el
recuento de linfocitos y la SLE para el CM HER2+ y CMTN.(171,172) En el entorno
neoadyuvante, el recuento de linfocitos no se correlaciond con la SLE ni SG en el estudio

de Marin et al.(162)
1.4.2.2. RATIO NEUTROFILO-LINFOCITO

De forma sintética, existe evidencia sobre el papel de los linfocitos en Ia
inmunovigilancia del CM. Por el contrario, los neutréfilos suprimen la actividad citolitica
de los linfocitos, lo que conduce a un aumento de la angiogénesis, crecimiento y
progresién tumoral.(6) La ratio neutrdfilo-linfocito (RNL), es decir, la relacién entre el
valor absoluto neutréfilos y el recuento absoluto de linfocitos ha emergido como un
potencial biomarcador prondstico y es de especial interés clinico debido a su
accesibilidad y facilidad de calculo a partir de analiticas sanguineas rutinarias de los

pacientes.(173)

Aunque en el CM, muchos estudios, revisiones sistematicas y metaandlisis han
explorado el biomarcador RNL, se han comunicado resultados contradictorios sobre su
significado predictivo y prondstico. Existe una marcada heterogeneidad entre los
estudios, especialmente en lo que respecta a la inclusion de pacientes con diferentes
estadios, subtipos moleculares, tratamientos y puntos de corte para clasificar una RNL

"alta", lo que dificulta la interpretacion de los resultados.(173)

Es en el contexto del CM localizado tratado con quimioterapia adyuvante donde la RNL
ha demostrado mayor fiabilidad pronostica. Un metaanalisis reciente, en el que se
analizaron hasta 29 series con 18.153 pacientes que incluyeron modelos multivariables,
en 21 (72,4 %) la RNL se correlacioné de forma independiente con la supervivencia (SLE,
SG y/o supervivencia especifica de CM (SGCM)).(158) En el entorno metastasico, los
datos son mas limitados. Aunque algunas series han mostrado la RNL como un buen
factor prondstico para SLE y SG, los estudios son dificiles de comparar debido a la

heterogeneidad de la poblacién (caracteristicas moleculares, tipo de tratamiento, entre
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otros).(174,175) Series independientes, como la comunicada por nuestro grupo,
encontraron que las pacientes con CM avanzado y RNL elevada presentaron menor SG,
si bien el impacto prondstico de la RNL se derivaba de su asociacidn con otros factores

clinicos relevantes.(176)

Los resultados son menos claros para las pacientes con enfermedad localizada tratadas
con QTN y con determinacién basal de RNL. Fueron Azab et al. quienes informaron por
primera vez que la RNL antes de la quimioterapia era un factor independiente de
mortalidad a largo plazo y lo relacionaron con la edad y el tamano tumoral en CM.(177)
Desde el punto de vista de su potencial utilidad como marcador predictivo, algunas
series han encontrado asociacién de la RNL con la RCp, especialmente para el CMTN.
(178,179) Sin embargo, otras series independientes no han confirmado tal asociacién
(159,162,180,181) Suppan et al. no encontraron ninguna correlacién entre la RNL y la
RCp en pacientes que recibieron tanto antraciclinas como taxanos y en pacientes que
solo recibieron antraciclinas o taxanos. También compararon los diferentes subtipos
moleculares de CM y no identificaron ninguna correlacién entre la RNL y la RCp segun

subtipo.(180)

Chen et al., tras analizar una cohorte de 215 pacientes con CM tratadas con QTN,
encontraron asociacion entre la RNL elevada (RNL > 2.1) y la SLE, permaneciendo como
variable independiente en el analisis multivariable.(178) En términos de SG, Marin et al.
describieron una asociacion significativa para la RNL, pero ésta no permanecié como

factor prondstico independiente.(162)

Teniendo en cuenta el subtipo molecular, los resultados contindan siendo
contradictorios en el entorno neoadyuvante. Para el CM RH+/HER2-, se ha informado la
RNL como factor prondstico independiente para la SLE (HR=3,87; IC 95%: 1,64-9,14) y
SG (HR=24,87; IC 95%: 3,1-201,3).(182) En cambio, Asano et al. mostraron que en el
subgrupo de pacientes con CMTN (n=61), la RNL estaba correlacionada con la SLE en el
analisis univariable, pero no se confirmdé como factor prondstico independiente.(183)
Un estudio del Grupo Espafiol de Investigacién en Cancer de Mama (GEICAM) usando la
RNL derivada (neutrdfilos/leucocitos-neutrofilos) si ha encontrado una relacion negativa

con la RCp en CMTN.(184)

62



Esta heterogeneidad en los resultados para la RNL en el contexto neoadyuvante podria
justificarse por varias causas. En primer lugar, podria verse influida por los diferentes
subtipos moleculares analizados y también por el pequefio tamafio muestral (inferior al
contexto adyuvante). Otra limitacion se refiere a los farmacos utilizados. Gran parte de
las series publicadas, aunque informaron del uso de antraciclinas y/o taxanos, no
describieron el uso secuencial o concomitante de dichos regimenes segun directrices
internacionales.(33,34,39) Igualmente, para el CM HER2+, el uso de la terapia dirigida
contra el HER2 se notificd de forma inconsistente en muchos estudios. Por ultimo, otra
causa que constituye un aspecto fundamental es la que se refiere al punto de corte de
la RNL. La mayoria de autores argumentan su calculo mediante un andlisis de curva ROC
(Receiver Operating Characteristic, ROC), lo cual contribuye de forma muy significativa

a aumentar la heterogeneidad y dificulta la comparacion de las diferentes series.

Por tanto, la correlacidon entre RNL y supervivencia en el entorno del CM tratado con
QTN sigue sin estar clara, ya que la mayoria de los estudios no mostraron evidencia de
qgue la RNL fuera independiente. A su vez, un porcentaje significativo comunicaron que
la RNL no es un factor predictivo de RCp en pacientes tratados con QTN. Debido a la
heterogeneidad de la poblacion y/o al pequefio tamafio muestral de los estudios

publicados sobre esta cuestidn, se requieren investigaciones adicionales.
1.4.2.3. RATIO PLAQUETA-LINFOCITO

Un recuento elevado de plaquetas se ha asociado a mal prondstico en CM.(185) Las
plaquetas contienen tanto moléculas y citoquinas proinflamatorias (P selectina, CD40L,
IL-1, IL-3 e IL-6) como otras antiinflamatorias. Ademas, la secrecién del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas y el factor plaquetario 4 pueden estimular la

angiogénesis y el crecimiento tumoral.(104)

La mayoria de estudios que exploraron el significado predictivo y prondstico de la ratio
plaqueta-linfocito (RPL), entendida como la relacion entre el valor absoluto plaquetas y

el recuento absoluto de linfocitos, arrojaron resultados inconsistentes.(158)

Para el CM tratado con quimioterapia adyuvante, algunos estudios encontraron una
asociacién positiva entre la RPLy la SLE o la $SG.(162,186) Sin embargo, esta asociacion

no se ha validado en otras series independientes.(160) En el estudio pronéstico de la
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RPL en pacientes con CM avanzado, se ha comunicado tanto asociacién positiva (172)

como negativa para SLE y SG.(187)

En las pacientes con CM tratadas con QTN, varios estudios han informado de la
asociacion entre una RPL baja, la RCp y mejor SLE y SG.(188,189) En un andlisis reciente
por Lusho, et al., en el que se incluyeron de forma retrospectiva 120 pacientes con
CMTN, se confirmd el valor prondstico en términos de respuesta y SLE.(190) Sin
embargo, estos resultados no se validaron en otras series, para la RCp ni para la SLE o

SG.(191)

Se han comunicado diferencias en los niveles de RPL, segun subtipo molecular. No
obstante, la informacion sobre su significado predictivo y prondstico en base a la

clasificacién IHQ es escasa y no permite su aplicacion en la practica habitual.(161,185)
1.4.2.4. CITOQUINAS

Las citoquinas participan en la respuesta inmune tumoral a través de la regulacion de la
inmunidad innata y adaptativa. En CM, se ha descrito un patrén de expresion de 26
citoquinas circulantes diferente del expresado en mujeres sanas, lo que sugiere su

potencial uso como biomarcador.(192)

También partiendo de las citoquinas, existe evidencia creciente sobre la interaccién
inmune entre el nicho tumoral y el circulante en CM. Por ejemplo, se ha descrito
correlacién entre el nivel de células mielosupresoras en CM precoz con los niveles de IL-
6 y la RNL.(193) También se ha comunicado que niveles altos de sTIL se correlacionan
con una baja expresion proinflamatoria de citoquinas en sangre periférica, identificando
correlacién adicional entre los sTIL FOXP3 altos y una alta expresion proinflamatoria de
citoquinas.(192) En otro trabajo, se postulé que en el CM operable, el bajo nivel de
citoquinas circulantes (VEGF, TNF-B e IL-15) es un marcador subrogado de la
sobreexpresion de PD-L1 en tejido.(194) De forma paralela, se ha identificado que el alto
nivel circulante de IL-18 en CM operable es un factor prondstico adverso de forma
independiente a los niveles de TIL y la RNL.(195) Sin embargo, la relevancia pronostica
de estas asociaciones es todavia poco conocida y ninguna ha sido establecida como

modelo prondstico o predictivo en la practica clinica, en parte por la habitual alta
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correlacién entre diferentes biomarcadores inmunes que hacen dificil establecer su

valor independiente.
1.4.2.5. MICROPARTICULAS

Las microparticulas (MP) son pequefios cuerpos subcelulares, liberados por las células
tumorales, con potentes propiedades reguladoras por su contenido genético y
proteico.(196) Las MP de pequefio tamafio son un subtipo de MP, caracterizadas por un
tamafio de 0,1 a 0,5 um, y liberadas por las células mediante exocitosis. El tamafio
distingue a las MP de pequeno tamafio de los exosomas (< 0,1 um) y de los cuerpos
apoptoéticos, formados por fragmentos de células que sufren apoptosis (> 0,5 um).(197)
Las MP, y mas concretamente los exosomas, regulan la compleja via intracelular
implicada en todos los pasos del desarrollo del CM, desde el inicio hasta el
establecimiento del nicho pre-metastasico y la progresion hacia la diseminacion
metastdsica.(198) Entre sus funciones mas relevantes, se ha descrito la evasién de la
inmunovigilancia. Muchos estudios, fundamentalmente en modelos murinos, han
revelado que los exosomas pueden ayudar a las células del CM a ejercer actividades
inmunomoduladoras a través de multiples mecanismos, como la inhibicion de la
actividad citotoxica de las células NK, induciendo la apoptosis de células T CD8 y CD4, o
modulando negativamente la proliferacion de células T a través del TGF-B, entre

otros.(199-201)

1.5. CORRELACION ENTRE BIOMARCADORES INMUNES DEL MICROAMBIENTE
TUMORAL Y CIRCULANTES EN CANCER DE MAMA NEOADYUVANTE

Cada vez existe mas evidencia, en forma de datos preclinicos y clinicos, que ponen de
manifiesto que la progresién del cdncer estd impulsada no sdlo por las alteraciones
genéticas en el tumor y las interacciones con su microambiente local, sino también por
procesos sistémicos complejos y poco conocidos, que pueden tener un profundo
impacto en las respuesta inmune antitumoral.(202) Algunas de las pruebas mas
convincentes de que los cdnceres ejercen efectos sistémicos Unicos y especificos
proceden de estudios que demuestran que los tejidos pueden verse alterados a nivel

estructural, histopatoldgico y molecular en presencia de una neoplasia maligna distante.
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La visién que estd emergiendo en la actualidad es la de un componente inmune
periférico cuya integridad es también necesaria para que la respuesta inmune frente al
tumor sea eficaz y para que las nuevas estrategias de inmunoterapia sean capaces de
generar respuestas inmunes antitumorales de novo.(154) Por lo tanto, aunque ya estaba
clara la vision del cancer como una enfermedad sistémica, los efectos a distancia de la
respuesta inmune local y la modificaciéon de ésta por el componente periférico de la

respuesta inmune estan siendo ahora objeto de numerosas investigaciones.(202)

Entre los procesos que conectan desde el punto de vista biolégico la respuesta inmune

en el compartimento periférico y el microambiente tumoral tienen especial relevancia:
a) Células mieloides supresoras

Muchos estudios, en modelos murinos y también en humanos, han objetivado una
significativa alteracion de la hematopoyesis secundaria a la enfermedad neoplasica. Esta
disrupcidon se ha manifestado, especialmente, por una expansion de neutréfilos y
monocitos inmaduros en la periferia de los huéspedes, que luego se dirigen al
microambiente tumoral y contribuyen a la inmunosupresion local.(154,203,204)
Modelos murinos de CM han demostrado que la proporcion de células madre
hematopoyéticas de la médula dsea, los progenitores multipotentes y los progenitores
monocitarios granulociticos aumentan progresivamente con la carga tumoral.(205) En
este proceso, se han implicado varios factores, como la IL-17, la IL-8, el TNF, los
exosomas derivados del tumor y la IL-1B.(154) Ademads de la produccién excesiva de
células monociticas y neutrofilos, se ha observado un recuento disminuido de células
dendriticas en la periferia de los huéspedes con carga tumoral respecto a controles
sanos. Esto tiene importantes implicaciones para el desarrollo de la respuesta inmune
antitumoral, ya que las células dendriticas son elementos criticos en la preparacion,
diferenciacién y proliferaciéon de las células T CD8+ y CD4+ en muchos contextos,

incluido el cancer.(206)
b) Cambio en poblaciones inmunes circulantes

La inmunoterapia como tratamiento oncoldgico ha supuesto un cambio de paradigma
para multiples neoplasias. Clasicamente, la vision predominante de la eficacia de la

inmunoterapia se ha centrado en los efectores citotdxicos dentro del TME, pero cada
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vez existe mas evidencia sobre la naturaleza fundamentalmente sistémica de la
inmunidad antitumoral eficaz. En este sentido, estudios recientes demuestran que la
inhibicion del eje PD1/PD-L1 tiene efectos mas alld del bloqueo de las sefiales
inmunosupresoras locales en el tumor, informado sobre el beneficio terapéutico de los
ICI Unicamente en modelos con expresion intacta de PD1 y PD-L1 en el huésped, siendo
menos dependiente de la expresidon de PD-L1 en las células tumorales.(207,208) A su
vez, se ha sugerido que la alteracion de la integridad inmunitaria secundaria a la
quimioterapia puede impedir el beneficio terapéutico por el bloqueo de PD1, causando
una linfodeplecidn sistémica y la anulaciéon de la memoria inmunitaria a largo plazo.(154)
De forma sintética, estos hallazgos confirman la necesidad de una funcién inmunitaria

periférica intacta para asegurar la eficacia de los ICI.
c) Cambios en perfiles de citoquinas y otras biomoléculas circulantes

Como se ha referido, el impacto de la quimioterapia en el sistema inmunitario depende
en gran medida del contexto, por lo que supone un reto, pero también un imperativo,
entender como cada estrategia terapéutica puede comprometer la funcién inmunitaria
en los distintos contextos oncoldgicos. Mas concretamente, las pacientes con CM
tratadas con QTN muestran efectos inmunitarios diferentes en funcion del estadio,
subtipo molecular y del agente terapéutico empleado, lo que se refleja en la
funcionalidad de las células periféricas. En pacientes con CM HER2+, un estudio reciente
sugiere que una mayor cantidad de monocitos e IL-10 circulante se asocian a una menor
RCp tras la quimioterapia.(209) Se ha descrito, en pacientes con CM RH+, un descenso
en la polifuncionalidad de las células T PD1+CD8+ circulantes, medida por la produccion
de citoquinas tras la estimulacién del TCR. Por el contrario, pacientes con CMTN
mostraron un elevado numero de células T PD1+CD8+ con alta funcionalidad,
produciendo citoquinas efectoras como IFNy y TNF, y con evidencias de expansién

clonal.(210)

Basandonos en todo lo expuesto, es primordial la comprensién mas profunda de la
interrelacion entre la respuesta inmune periférica y la que ocurre en el microambiente

tumoral, teniendo en cuenta la interrelacién entre los biomarcadores de cada una de
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ellas. De forma individual, los TIL y la RNL reflejan el estado de la inmunidad local y
sistémica, respectivamente. Sin embargo, la correlacién entre ambos parametros aun
no ha sido completamente evaluada y es un aspecto clave para su posible integracidon

en sistemas predictivos o prondsticos de uso clinico.

En el contexto adyuvante, la evidencia sobre la correlacién entre los TIL y la RNL es
limitada. En una revisidn reciente de la clinica Mayo, en la que se incluyeron pacientes
con CMTN tratadas con cirugia primaria, se evalud la capacidad pronostica en términos
de SLE y SG, de los sTIL y la RNL en combinacién con variables cldsicas como la edad,
status menstrual, tamafo tumoral y afectacion ganglionar, grado, Ki67, tipo de cirugia 'y
tratamiento adyuvantes. Aunque los autores concluyeron que el modelo combinado
mejoraba la prediccién, no se comunicaron datos especificos sobre la correlacién de
variables.(211) Para el CM con enfermedad metastasica, no se han publicado estudios
de correlacion sobre TIL y RNL de forma exclusiva, aunque un estudio de 2020 por Van
C, et al. analizd datos de pacientes con CM inflamatorio localmente avanzado vy

metastdsico, sin encontrar correlacidn significativa.(212)

Los principales resultados en el contexto neoadyuvante se resumen en la tabla 2. A
modo de resumen, ninguno de los estudios encontré correlacion entre el porcentaje de
TIL y la RNL. La mayoria de estudios (3/5; 60%) se realizaron en pacientes con CMTN.
Cabe destacar una marcada heterogeneidad en la evidencia disponible, con un estudio
gue incluia pacientes con CMTN, tratadas con QTN y adyuvante (213), otro estudio que
analizd pacientes con carcinoma inflamatorio tratadas con QTN, pero también
metastdsicas (212) y, un ultimo analisis, que ademas de diferentes subtipos moleculares,
incluia pacientes con diferente estrategia terapéutica, realizdndose la cuantificacién de

TIL mediante el recuentro de células CD8+ y FOXP3+.(214)

Por tanto, en el contexto neoadyuvante, no hay datos, mas alld del CMTN, que
establezcan una relacion en entre la infiltracidn linfocitaria y la RNL en pacientes con CM

localmente avanzado de cualquier subtipo.
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Tabla 2. Resumen de la evidencia sobre la correlacién TIL y RNL en CM neoadyuvante

Articulo N(m'!ero de Tratamiento Ol?jeti\{o Puntos de Correlacion
pacientes primario corte
PangJ, 2021 N =395 -N =310, QTN Correlacion, | - TIL: 0-10%; p=0,569
(213) Todas CMTN | (antraciclinas o SLE 11-20%; >20%
[Probable taxanos) - RNL: 1,928
duplicada: -N=385,QT (media)
(215)] adyuvante
Dong X, N =170 N =170, QTN | Correlacién, | - TIL: 0-10%; p=0,706
2019 Todas CMTN | (esquema TEC) SLE 11-20%; >20%
(215) -RNL: 1,928
(media)
Lusho S, N =120 N =120, QTN Respuesta | -TIL: 5, 10,30y p>0,05
2021 Todas CMTN (FEC/taxano) patoldgica, | 50%
(190) SLED - RNL: no
Van C, 2020 N=127 -N=93,QTN Correlacién, | - TIL: <10%; 10- p=0,38
(212) (N =34, M1) | (antraciclinas o SLE, SG 40%; >40%
Todas ca. taxanos) -RNL: 4
inflamatorio | - N =34, M1 (bibliograf/p80)
Lee, 2018 N = 145 -N=44,QTN Correlacién, | - TIL-CD8+: 30% p=0,518
(214) Todos los (AD, AC, ACT) SLE, SG (mediana)
subtipos -N=95,QT -RNL: 1,72
adyuvante (mediana)
-N=6,n0QT

CMTN: cancer de mama triple negativo. FEC: fluorouracilo, epirubicina, ciclofosfamida. QT: quimioterapia.
QTN: quimioterapia neoadyuvante. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. SG: supervivencia global. SLE:
supervivencia libre de enfermedad. SLED: supervivencia libre de enfermedad a distancia. TEC: docetaxel,
epirubicina, ciclofosfamida. TIL: linfocitos infiltrantes de tumor.

1.6. MODELOS PREDICTIVOS Y PRONOSTICOS EN CANCER DE MAMA NEOADYUVANTE

Actualmente, el factor con mayor capacidad pronostica para las pacientes con CM
tratadas con QTN, es la enfermedad residual tras completar tratamiento. Sin embargo,
algunas pacientes presentan recaida a pesar de haber alcanzado RCp v, a su vez, otras
pacientes con enfermedad residual presentan excelente evolucidn. En este contexto, se
han realizado esfuerzos por identificar aquellos factores que pudieran predecir RCp.
Desde el punto de vista prondstico, para conocer otros que ayudaran a seleccionar a las
pacientes con menor o mayor riesgo de recaida, de cara a plantear estrategias de
desescalada o escalada terapéutica. En un entorno en el que el papel del sistema
inmunoldgico es clave, como ocurre en el CM, el estudio de variables inmunes podria
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contribuir a mejorar los sistemas predictivos y prondsticos disponibles actualmente,

proporcionando informacién clinicamente relevante.

Dado el enfoque de este trabajo nos ceiliremos para la exposicién al contexto de la QTN
y no se trataran los factores o modelos relacionados con el tratamiento neoadyuvante

de base hormonal.

1.6.1. FACTORES Y MODELOS PREDICTIVOS

La utilizaciéon de modelos predictivos es clave para la seleccidén de pacientes, tanto para
el tratamiento neoadyuvante en general, como para las distintas estrategias de
tratamiento sistémico. Se trataran en primer lugar, dado que son relevantes para la

toma de decisiones antes de iniciar el tratamiento neoadyuvante.

El subtipo molecular es el factor con mayor capacidad predictiva de respuesta a QTN.
Aunque se detallard de forma mds exhaustiva en el apartado 6.2.1., la evidencia
disponible confirma que la tasa de RCp es mayor en las pacientes con CMTN y HER2+

que en las pacientes con CM RH+/HER2-.(36)

En cuanto al tamano tumoral, un estudio que analizé 38.864 mujeres con CM tratadas
con QTN encontrd que las pacientes con CM cT3 presentaban menor tasa de RCp
(OR=0,64; 1C95% 0,59-0,70) en comparacién con las pacientes con CM cT1, de forma
significativa. Esta asociacién no se evidencié para las pacientes con CM cT2 (OR=0,95;
IC95% 0,89-1,02).(216) También se ha relacionado la afectacién clinica ganglionar al
diagnéstico con la RCp axilary, a su vez, con la RCp global.(217) La mayoria de estudios,
especialmente para los subtipos HER2+ y CMTN, encontraron mayor posibilidad de

alcanzar RCp en las pacientes con CM cN1 vs cN2-3.(217,218)

Otros factores, como el grado tumoral, que ademas se relaciona con el subtipo
molecular, se ha propuesto como predictor directo de RCp en el subtipo luminal.(36) En
una revision de 6793 pacientes con CM que recibieron QTN, se describié el marcador de
proliferacién Ki67, como predictor de RCp.(219) La evidencia sobre la asociacidon entre
la invasion linfovascular y la respuesta a QTN es controvertida, habiéndose comunicado
tanto resultados significativos (220) como no(221), todos basados en analisis

retrospectivos.
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En general, esos factores son los mas relevantes y la busqueda de factores adicionales a
los establecidos habitualmente ha sido de escasa utilidad, incluso utilizando abordajes

de procesamiento complejo.(222)

En el CM luminal, la introduccién de test gendmicos predictivos probablemente se
desarrollard mas en los proximos afios, aunque ya se dispone de resultados que indican
el valor de una puntuacion Recurrence Score (RS) elevada o de un MammaPrint© de
alto riesgo para predecir la RCp a la QTN.(94) También para la enfermedad axilar se ha

establecido una relacién entre el RS y la probabilidad de RCp.(223)

Desde el punto de vista radiolégico, la resonancia magnética nuclear (RMN) y otras
técnicas funcionales, como la tomografia por emisién de positrones (PET)-TAC,
analizadas con modelos radidémicos, también se ha propuesto como herramientas para
la prediccion de RCp.(224,225) Un metaanalisis de 17 estudios analizé el valor de la
RMN, encontrando una capacidad predictiva moderada.(224) Los resultados fueron
similares en un metaanalisis que incluyé 22 estudios evaluando el valor del PET-TAC para

la prediccién de la RCp.(225)

La integracion de estos factores en modelos mds complejos ha sido especialmente
explorada en el contexto de la respuesta completa axilar, que tiene consecuencias
quirargicas muy relevantes. Sin embargo, muchos de estos modelos demasiado dirigidos
a la enfermedad axilar, integran la respuesta mamaria como un factor, lo que impide su

utilizacién para la toma de decisiones sobre la indicacion de QTN.(218,226)

1.6.2. FACTORES Y MODELOS PRONOSTICOS DEPENDIENTES DE LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO

Como se ha expuesto anteriormente, la capacidad del tratamiento neoadyuvante para
generar datos sobre la sensibilidad al tratamiento y para estratificar prondsticamente a
las pacientes en funcién de la enfermedad residual, se ha convertido en uno de los
aspectos claves que ha motivado su utilizacidon creciente. Los modelos prondsticos
vigentes pueden integrar otros factores previos al tratamiento, pero fundamentalmente

se orientan por la carga de enfermedad restante tras la QTN.
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1.6.2.1. RESPUESTA COMPLETA PATOLOGICA

La RCp se ha definido undnimemente como la desaparicion completa de las células
malignas invasivas en el tumor primario.(36,45) Sin embargo, algunos aspectos
sometidos a debate se refieren a la evaluacion del carcinoma ductal in situ (CDIS) y las
células tumorales residuales en los ganglios linfaticos axilares para definir la RCp.(227)
Cortazar et al., en un metaandlisis de 12 ensayos clinicos, demostraron que las tasas de
SLE y SG fueron similares, independientemente del CDIS.(36) Aunque varios estudios
han sugerido que el CDIS no es importante para definir la RCp, otros investigadores
sostienen que el CDIS podria suponer un mayor riesgo de recidiva local para las
pacientes tras la QTN.(45) En cuanto a la afectacion axilar, el grupo de Cortazar propuso
la exclusidn de la definicion de RCp, de aquellas pacientes con células aisladas en los
ganglios linfaticos axilares tras QTN.(36) Por lo tanto, se acepta que la evaluacién de la
respuesta axilar tras QTN es indispensable ya que mejora la eficacia pronostica de la
RCp, quedando ésta definida como la ausencia de células malignas invasivas en el tumor
primario y en los ganglios linfaticos metastasicos.(228) Una revisidon exhaustiva de los
estudios clinicos anteriores mostré que la RCp puede definirse como la ausencia de
carcinoma invasivo residual en la mama y los ganglios linfaticos, pero permite el CDIS

(ypTO/isypNO0).(227)

En cuanto a su significado prondstico, la RCp representa una respuesta satisfactoria al
tratamiento neoadyuvante. Un metaanalisis, por el grupo de Spring, et al. que incluyd
27.895 pacientes, propuso la RCp como factor protector para la SLE, especialmente en
los subgtipos CM HER2+ (HR=0,32; 1C95% 0,21-0,47) y CMTN (HR=0,18; 1C95% 0,10-
0,31).(229) Los resultados fueron consistentes para la SG. Cabe destacar que las
pacientes que alcanzaron RCp no mostraron diferencias significativas para la SLE
(p=0,60), segun hubieran recibido o no quimioterapia adyuvante (HR=0,36; IC95% 0,19-
0,67 vs HR=0,36; IC95% 0.27-0.54).(229) Dado que la RCp tiene la ventaja de reflejar la
guimiosensibilidad poco tiempo después de la QTN, puede orientar sobre la necesidad
de un tratamiento adyuvante posterior.(36) Otros grupos han descrito una asociacién
significativa entre la RCp y la SLE en el subtipo luminal B/HER2-, HER2+ y CMTN, pero no
en los tumores luminales Ay luminal B/HER2+.(45) En el analisis a 3 afios de las pacientes

incluidas en el ensayo I-SPY2, en el que se excluyeron las pacientes con CM luminal de
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bajo riesgo, también se demostré que alcanzar RCp tras QTN implicaba una reduccién

de aproximadamente el 80% en la tasa de recurrencia.(94)

La evidencia disponible sugiere que el fracaso en la consecucidon de la RCp estd
relacionado con un prondstico desfavorable en CMTN y HER2+, pero no en la mayoria
de los pacientes con CM RH+ que tienden a un pronéstico favorable, pese a tener una
probabilidad menor de alcanzar RCp.(36) Esto refleja una correlacion incierta entre la
RCp y los resultados a largo plazo en los pacientes con CM RH+. Teniendo en cuenta el
gran numero de estudios que demuestran la asociaciéon de la RCp con una menor
probabilidad de recidiva y muerte (36), especialmente para el CMTN y HER2+, la FDA
sugirio la RCp como criterio de valoracion sustitutivo para la evaluacion y aprobacién

acelerada de nuevos farmacos.(62)

Sin embargo, algunas pacientes recaen o mueren incluso tras alcanzar RCp, mientras
gue otras sin RCp presentan una evolucién favorable.(227) Ademads, no todas los
pacientes se benefician de la QTN, ya que algunas desarrollan resistencia farmacoldgica
y progresan tras la misma. Por lo tanto, la RCp no parece un indicador Unico adecuado
para predecir la supervivencia a largo plazo, maxime teniendo en cuenta que la tasa de

RCp es muy diferente segun el subtipo molecular de CM.

La limitacion de la RCp podria deberse a algunos otros factores de riesgo de las pacientes
gue podrian debilitar su beneficio prondstico. Factores como la positividad de HER2, |la
afectacién ganglionar, el estadio clinico IlIB-C y el status premenopdausico podrian
aumentar las tasas de recurrencia de las pacientes que han logrado RCp.(230-233)
Estudios de expresion génica recientes han planteado que otras variables, como la
menor expresion de la firma de sefalizacion del RE o de los pardmetros de expresién
relacionados con la inmunidad (menor expresién del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il), podrian condicionar la recaida en pacientes que
alcanzaron RCp.(234) Aunque estas diferencias no se mantuvieron significativas tras
ajustar por la tasa de falsos descubrimientos, el analisis abre la posibilidad de futuras

investigaciones.
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Por tanto, los determinantes bioldgicos o perfiles moleculares que justifican la recaida
tras RCp no son bien conocidos. Ademds, como ya se ha mencionado, las tasas de RCp
son discordantes entre los distintos subtipos y los efectos prondsticos no se aplican a
todos los subgrupos moleculares de CM. Aunque las tasas de RCp han aumentado tras
la incorporacién de nuevos farmacos, un gran nimero de pacientes no logran RCp tras
QTN, y no todas las pacientes con RCp tienen buen prondstico, especialmente para el
CM RH+. Por lo tanto, el uso de la RCp como sustituto de SLE y SG para reflejar el
prondstico a largo plazo todavia no es suficiente y se deberian tener en cuenta factores

adicionales.
1.6.2.2. CARGA DE CANCER RESIDUAL

La RCp se relaciona con un mejor prondstico, sin embargo, en algunos pacientes
persisten diferentes grados de enfermedad residual tras la QTN, lo que ha motivado la

exploraciéon de otros indicadores prondsticos.

El RCB es un sistema de evaluacién patoldgica de la enfermedad residual tras QTN que
se ha relacionado con el pronéstico a largo plazo.(46) El sistema de evaluacion del RCB
tiene en cuenta el tumor primario en el tejido mamario (tamafio, celularidad vy
enfermedad in situ) y los ganglios metastdsico (nUmero y tamafio).(235) Su puntuacion
se expresa tanto como una puntuacion continua como categérica basada en la extension
del tumor residual. El RCB 0 equivale a la RCp, mientras que la enfermedad residual se
divide en RCB | (tumor residual minimo), RCB Il (tumor residual moderado) y RCB Il

(tumor residual extenso).(46)

En cuanto a su significado prondstico, Peintinger et al. confirmaron que los pacientes
con RCB | tenian una tasa de recaida a distancia a 5 anos similar a la de RCB 0 (5,4% y
2,4%, respectivamente), mientras que los pacientes con RCB Il mostraron un mal
prondstico con una tasa de recaida a distancia a 5 afios del 53,6%.(236) Symmans et al.
realizaron un estudio que incluia cinco cohortes e informaron que el indice RCB se
asociaba significativamente con el prondstico a largo plazo en todos los subtipos

moleculares.(37)
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Aunque varios estudios han demostrado el valor prondstico del RCB, su capacidad para
identificar con precisién a las pacientes de alto riesgo sigue siendo conflictiva. Ademas,
una limitacién importante en la toma de decisiones clinicas para los pacientes con RCB |
es la similitud de su prondstico con los que han alcanzado RCB 0. Debe investigarse la

fiabilidad del RCB como criterio de valoracion sustitutivo tras QTN.(227)

1.6.3. MODELOS PREDICTIVOS Y PRONOSTICOS CON INTEGRACION DE PARAMETROS
INMUNES

Hasta el momento, los factores asociados a la respuesta a QTN se han obtenido a partir
de analisis clinicos, patoldgicos y moleculares. Sin embargo, la mayoria de estos estudios
incluyen un tamaifo muestral limitado, combinan datos de pacientes con diferente
estrategia terapéutica y utilizan perfiles con variables aisladas que no captan la
complejidad del ecosistema tumoral, lo que condiciona que para la seleccién de las
pacientes candidatas a tratamiento neoadyuvante se siga empleando una estratificacién
empirica del riesgo clinico.(237) Publicaciones recientes sugieren que la determinacién
combinada de biomarcadores podria proporcionar informacidn mas completa vy

relevante.(238)

Varios estudios han explorado la combinacion de biomarcadores inmunes locales
asociados a factores clinicos cldsicos como la respuesta a tratamiento
neoadyuvante.(238) En concreto, los mds explorados son TIL, PD-L1 y firmas gendmicas,
y sus combinaciones.(237,238) Asano et al. concluyeron que la eficacia pronostica del
indicador integrado "sTIL-RCB" era mayor que la de los sTIL o RCB por separado en
pacientes con CM RH+.(239) Se han comunicado resultados similares para la RCp.(240)
Recientemente, el grupo de Salgado et al. han propuesto que en pacientes con CMTN y
HER2+ avanzados, un limite de sTIL del 5% o el 10%, con expresion de PD-L1, podria

definir tumores "enriquecidos inmunolégicamente".(138)

Se han realizado también analisis exploratorios con biomarcadores inmunes circulantes
y sus combinaciones. Graziano et al. demostraron que las tasas de RCp eran mayores en
los pacientes con RNL baja/RPL baja que en los pacientes con RNL alta/RPL alta
(OR=1,98; IC 95%: 1,01-3,89).(191) Asimismo, se ha explorado la combinacién de varios
biomarcadores periféricos, con resultados interesantes, aunque pendientes de

validacion.(241)
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Sin embargo, el significado predictivo y prondstico de la combinacion de biomarcadores
inmunitarios del TME y circulantes, mas concretamente la combinacién de TIL y RNL,
permanece poco explorada. En el estudio de Lee et al., en el que se analizaron una
minoria de pacientes con CM tratadas con QTN (44/145; 30,34%) incluyendo diferentes
subtipos IHQ, los TIL-CD8+ no mostraron valor prondstico en el andlisis univariable ni
multivariable, aunque cabe resaltar el contexto heterogéneo de la muestra que incluia

pacientes con diversas estrategias terapéuticas.(214)

Especificamente para el CMTN, Pang et al. comunicaron la independencia de la RNL (alta
vs baja) y la cifra de sTIL (alta vs baja) en un analisis multivariable para la SLE, incluyendo
afectacién ganglionar (pNO vs pN2-3) y el G3 (vs G1-2).(213) Es importante resaltar que
el estudio incluia pacientes tratadas en neoadyuvancia y adyuvancia. En la cohorte de
2019 por Dong et al., en la que se incluyeron Unicamente pacientes con CMTN tratadas
con QTN, una RNL elevada y bajos sTIL, junto con la afectacién ganglionar (210), el mayor
grado histolégico y la no RCp se mostraron como indicadores prondsticos

independientes de mal prondstico para SLE.(215)

También se han publicado algunos resultados, en pacientes con CMTN, que incluian la
RCp como principal objetivo, no encontrando superioridad de los biomarcadores
periféricos (RNL y RPL) respecto a los TIL, tampoco para la recaida a distancia.(190) En
el estudio de Van et al., en el que se analizaron pacientes con CM inflamatorio,
Unicamente se comunico el analisis conjunto de biomarcadores locales y sistémicos para

el estudio de la correlacidon.(212)

1.7. JUSTIFICACION

La QTN es la opcién terapéutica de eleccién para el tratamiento del CM localmente
avanzado e inflamatorio. Ademas, es una opcién valida para aquellas pacientes que
previsiblemente requieran quimioterapia adyuvante, especialmente en subtipos HER2+
y CMTN. La QTN aumenta la tasa de cirugia conservadora y preservacion axilar, permite
el seguimiento de la respuesta al tratamiento, la individualizacion de la terapia
adyuvante segun el riesgo y brinda oportunidades Unicas para el desarrollo de

estrategias terapéuticas novedosas e individualizadas.

76



La estratificacion del riesgo es fundamental en las pacientes con CM tratadas con QTN,
ya que la enfermedad patoldgica residual puede afectar la toma de decisiones
postoperatorias. En este contexto, la respuesta a QTN (RCp) es el predictor mas robusto
en términos de tasa de recurrencias, SLE y SG, especialmente para los subtipos mas
agresivos de CM. A pesar de la intencidn curativa de las medidas, hasta un 30-40% de
estas pacientes, incluyendo algunas de las que alcanzaron RCp, presentaran recaida en
los primeros anos de seguimiento. Igualmente, algunas pacientes sin RCp presentaran
evolucién favorable. Ademads, no todas las pacientes se benefician de QTN, ya que
algunas desarrollan resistencia farmacoldgica y presentan una enfermedad estable o

incluso progresan tras la QTN.

Por lo tanto, la RCp no puede considerarse el estandar Unico para predecir la
supervivencia a largo plazo. Resulta fundamental disponer de otros factores prondsticos
gue nos ayuden a identificar a las pacientes que van a recaer a pesar de haber alcanzado
RCp, seleccionar los candidatos adecuados para QTN y evitar la toxicidad innecesaria en

las pacientes no respondedoras a QTN.

La respuesta inmunitaria adaptativa e innata desempeifian un papel clave en la
inmunovigilancia tumoral, pudiendo limitar el desarrollo y el crecimiento de neoplasias,
asi como condicionando la respuesta a nuevas estrategias terapéuticas como la
inmunoterapia. Aunque el papel de la respuesta inmune en el CM no esta
completamente definido, cada vez existe mds evidencia sobre la participacion del
microambiente inmune tumoral en la respuesta a los diferentes tratamientos del cancer
y el prondstico de los pacientes. La evaluacién de los TIL ha demostrado representar un
sustituto fiable de la actividad inmunitaria antitumoral y un sélido biomarcador
prondstico en pacientes con CM, especialmente CMTN. Sin embargo, su papel en el CM

luminal no es tan claro.

No solo es relevante la existencia de dicha infiltracidn, sino que ademas la composicion
y tipo de activacién de la misma es importante desde el punto de vista prondstico y
predictivo de repuesta a tratamiento. Por lo tanto, una mejor comprensién de la
inmunologia tumoral debe evaluar el panorama inmunoldgico sistémico mas allad del
TME, es decir, se requiere que el sistema inmunitario periférico impulse respuestas

inmunes antitumorales de forma natural y terapéuticamente inducida.
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En este sentido, existe evidencia creciente de que el recuento total de leucocitos y, en
especial, la RNL previa al inicio del tratamiento antineoplasico predicen un resultado
clinico adverso en diversas neoplasias sélidas. Este marcador es especialmente
interesante ya que integra la capacidad de respuesta inmune con el estado inflamatorio
del paciente que habitualmente se relaciona con la progresion tumoral y mal pronéstico.
Refleja, por otra parte, la situacion inmune sistémica o periférica del paciente, que esta
probablemente relacionada, pero no es equivalente a la observada en el microambiente
tumoral. En CM tratado con QTN, su significado prondstico aun no es claro, y aunque
todavia no hay ningln biomarcador inmunolégico sistémico que se utilice ampliamente
para guiar el tratamiento de los pacientes, los continuos avances en este dmbito estan

siendo alentadores.

A pesar de la modesta actividad de los ICl como agentes Unicos en el CM en comparacién
con otros tumores sélidos, estamos asistiendo a un nimero creciente de ensayos que
investigan estrategias combinadas. Hasta ahora, los factores que predicen la respuesta
a la inmunoterapia en el CM incluyen la linea de tratamiento, estado de PD-L1 vy la
presencia de TIL. Sin embargo, ninguno es suficientemente sdlido para guiar la terapia.
Los avances hacia estrategias inmunoterapéuticas de mayor eficacia requieren de un
conocimiento mas profundo de las relaciones inmunoldgicas entre los tumores y sus

huéspedes.

Dado que no podemos ignorar los posibles costes de los efectos adversos relacionados
con la inmunidad a largo plazo, y puesto que algunos pacientes se curan con los
enfoques estandar, dichos ensayos deben basarse en sélidos fundamentos preclinicos.
Si bien el conocimiento profundo de la biologia inmunoldgica del tumor explica en parte
el desplazamiento de la investigacion de la inmunoterapia hacia el escenario temprano,
los intereses comerciales en un entorno altamente competitivo deben ser moderados
por investigaciones dirigidas a reducir el riesgo de inducir mas dafos que beneficios. La
investigacidon de biomarcadores para identificar la resistencia inicial, los respondedores
y los pacientes con riesgo de toxicidad relacionada con la inmunidad estd muy

fragmentada y deberian iniciarse mas proyectos en este sentido.
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En ultima instancia, es poco probable que haya un Unico biomarcador perfecto. El
sistema inmune, su interaccién con el desarrollo-progresién tumoral y la importancia de
la respuesta inmune tumoral se han de entender como un conjunto que integra, entre

otros, células inmunes, tanto en el nicho tumoral como en el circulante.

Publicaciones recientes sugieren que la determinacién combinada de biomarcadores
podria proporcionar informacion mds completa y relevante. Por tanto, y dada la
necesidad de mejorar los sistemas predictivos y prondsticos disponibles actualmente
con la finalidad ultima de optimizar la estrategia terapéutica y mejorar los resultados, el
objetivo de este trabajo fue analizar la capacidad predictiva, pronostica y contribucion
relativa de distintos marcadores relacionados con la respuesta inmune, tanto en el
microambiente tumoral como en el nivel sistémico en pacientes con CM tratadas con

QTN.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS

Un biomarcador adecuado debe ser analiticamente vdlido, robusto, reproducible y
clinicamente util. Para que se incorpore a la practica diaria, también debe ser asequible
y accesible. Los TIL parecen representar un marcador fiable de la actividad inmunitaria
antitumoral en CMTN. La RNL ha sido validada como un factor prondstico independiente
en el CM precoz tratado con intencién adyuvante, probablemente como reflejo del
balance sistémico de la respuesta inmune e inflamatoria inducida por la neoplasia. La
comprensién mas profunda de la interrelacién entre la respuesta que ocurre en el
microambiente tumoral y la respuesta inmune periférica es necesaria para su posible
integracién en sistemas predictivos o prondsticos de uso clinico. La mejora de los
modelos de prediccién en CM debe tener en cuenta los tumores como ecosistemas
complejos y dindmicos. Partiendo de que la enfermedad precoz es el contexto
probablemente mas apropiado para la incorporaciéon de la inmunoterapia en el CM,
profundizar en el conocimiento de la correlacién biolégica de factores prondsticos
relacionados con la inmunidad es indispensable para mejorar su aplicabilidad clinicay la

posible generacion de biomarcadores mas complejos que puedan dirigir el tratamiento.

La hipdtesis fundamental de esta tesis doctoral es que el estudio conjunto de
biomarcadores inmunes del microambiente tumoral (sTIL) y de la periferia (RNL), asi
como su combinacién, en pacientes con CM tratadas con QTN puede contribuir a
profundizar en el conocimiento de su base bioldgica y a la identificacion de
biomarcadores simplificados con la finalidad ultima de proporcionar informacidn clinica

relevante para ayudar a guiar las decisiones de tratamiento.
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OBIJETIVOS

Objetivo principal

El objetivo principal de esta tesis doctoral es determinar si la evaluacién combinada de
la respuesta inmune tumoral y periférica mediante la infiltracion linfocitaria tumoral
(sTIL) y la RNL al diagndstico, es capaz de mejorar, frente a los factores predictivos y
prondsticos clinico-patoldgicos cldsicos, la prediccién de la respuesta y la estratificacidon

pronostica en una serie consecutiva de pacientes con CM precoz tratadas con QTN.

Objetivos especificos

1) Evaluacién global y por subtipos de la infiltracion linfocitaria tumoral (sTIL) y de su

valor predictivo y prondstico en el CM tratado con QTN.

2) Evaluacion global y por subtipos de la relacidén neutrofilo-linfocito (RNL) y de su valor

predictivo y prondstico en el CM tratado con QTN.

3) Andlisis de la correlacion entre sTIL y RNL al diagnéstico en el CM, de forma global y
por subtipos, y evaluacién del impacto predictivo y prondstico de la combinacién de

ambas variables.

4) Generacion de un modelo predictivo de respuesta a la QTN, que incluya los sTIL y la

RNL.

5) Generacién de un modelo prondstico de CM tratado con QTN, que incluya los sTIL y

la RNL.
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MATERIAL Y METODOS
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3.1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional, transversal, unicéntrico y de caracter retrospectivo. Se estudid

una cohorte de pacientes diagnosticadas de CM y tratadas con QTN entre 2008 y 2019.

Todas las pacientes recibieron tratamiento en el servicio de Oncologia Médica del
Hospital General Universitario Morales Meseguer y debian disponer de un seguimiento

adecuado (fecha de ultima actualizacion: enero de 2022).
3.2. DESCRIPCION DE LA POBLACION A ESTUDIO

Globalmente, se incluyeron las pacientes diagnosticadas de CM estadios Il o lll, tratadas
con QTN. Para la consideracién en el registro, las pacientes debian disponer de una
biopsia pretratamiento que confirmara el diagndstico de malignidad. La inclusién se

realizd de forma consecutiva.

La estadificaciéon fue homogénea e incluyé estudio de la mama y ganglionar, asi como
estudio de extension. Las pacientes recibieron tratamiento estandar, segun las
recomendaciones de las guias clinicas nacionales e internacionales, actualizadas con

fecha de inicio del tratamiento.

Con el fin de homogeneizar la muestra, se excluyeron los varones diagnosticados de CM

y las pacientes tratadas con hormonoterapia previa a la cirugia.

Estudio diagndstico locorregional

El estudio de la mama y axila incluyd exploracién fisica, mamografia bilateral, ecografia
mamaria y ganglionar (axilar, infra y supraclavicular) y RMN bilateral. Se realizé biopsia
con aguja gruesa (BAG) del tumor primario y focos mamarios adicionales si se
consideraban clinicamente relevantes. También se realizd biopsia cutdnea si habia

sospecha de infiltracion de la piel o carcinoma inflamatorio (cT4b-d).

Para la estadificacién ganglionar, se llevd a cabo puncidn aspiracion con aguja fina
(PAAF) si sospecha clinica y/o radiolégica de afectacidén axilar tumoral. Ademas, se
colocd marcaje con clip de titanio en el tumor mamario en aquellas pacientes con
indicacion de cirugia conservadora. En casos de cN1-2 en los que se habia consensuado

BSGC post-QTN, se realizdé marcaje ganglionar axilar dirigido por ecografia.
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Evaluacion histopatoldgica del tumor

Tras la BAG mamaria, la muestra se procesd y analizdé por el Servicio de Anatomia
Patoldgica, segun practica habitual, incluyendo analisis histoldgico (subtipo histolégico,
grado, componente in situ, invasién vascular) y perfil inmunohistoquimico (RE, RP, HER2,

Ki67).

El estado de los RE y RP se evaludé mediante IHQ. Los casos se consideraron negativos
cuando el porcentaje de células tumorales inmunorreactivas era inferior al 1%; el resto
de los casos (21% de las células tumorales teiiidas) se clasificaron como positivos. El
estado de HER2 se determiné mediante un método de IHQ validado (Herceptest, Dako
North America, CA, EEUU hasta 2017; desde entonces, Pathway-ROCHE) o hibridacién
in situ fluorescente (FISH). Para la valoracién se siguieron los criterios ASCO/CAP
vigentes en cada momento.(242) En general, los casos se consideraron positivos si el
resultado de Herceptest o Pathway fue 3+ y cuando la FISH mostré una relacién

HER2/CEP17 > 2, mientras que el resto de los casos se clasificaron como negativos.

La RCp se definid como la ausencia de carcinoma invasivo en la mama y en la axila,
independientemente de la presencia de carcinoma in situ (ypTO/Tis ypNO) y evidencia
de no enfermedad a distancia (MO0). La estimacion de la RCB se realizd segun estandar,
como: RCB 0 (equivalente a la RCp), RCB | (tumor residual minimo), RCB Il (tumor

residual moderado) y RCB Il (tumor residual extenso).(46)

Estudio de extension

El estudio para descartar enfermedad a distancia previo a iniciar tratamiento
neoadyuvante se ajustd a las recomendaciones internacionales. Todas las pacientes
disponian de analitica completa, incluyendo marcadores tumorales, y radiografia de
térax (postero-anterior y lateral). En tumores con RH- y/o Her2+ o cualquier tumor
N1-3, se realizé de forma adicional gammagrafia dsea (GGO) y ecografia abdominal, en
CMTN. En las pacientes con CM localmente avanzado (N2-3 y/o T4 y/o T3N1), se
completd estudio de extensién mediante Tomografia Axial Computarizada (TAC)
toracoabdominal y GGO. En caso de duda con los estudios complementarios habituales,

se solicité PET-TAC.

89



Estudios complementarios adicionales

Las pacientes premenopausicas debian disponer de un test de gestacidén negativo previo
al inicio de la quimioterapia. Ademas, se realizé de forma sistematica un eje hormonal

incluyendo estradiol, hormona foliculoestimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH).

En pacientes mayores de 65 afios con factores de riesgo cardiovascular, cardiopatia
conocida o candidatas a tratamiento anti-HER2, se realizé ecocardiografia antes de

iniciar el tratamiento sistémico.

Para evaluar la respuesta a la QTN, se realizé exploracion fisica antes de cada ciclo. Tras
tres (en los esquemas de seis ciclos) o cuatro (en los esquemas de ocho ciclos) ciclos, se
cursé mamografia y ecografia mamaria y ganglionar. Previo a la cirugia, se realizé RMN
mamaria bilateral a todas las pacientes, salvo contraindicacidon. Adema3s, en todas se
reevalud la enfermedad ganglionar mediante ecografia. Los casos con cN1 inicial que se
hubieran planteado para BSGC post-QTN y sospecha de enfermedad ganglionar
persistente, requerian confirmacién con PAAF. En los casos de progresidon durante la
guimioterapia, se consideré el cambio de esquema citostatico o cirugia de rescate,

previa actualizacion del estudio de extensién, y valoracion en comité de tumores.
Tratamiento

Todas las pacientes recibieron tratamiento neoadyuvante con antraciclinas y taxanos o
bien, con esquemas basados en taxanos y carboplatino cuando las antraciclinas no se
consideraron necesarias, asi como anti-HER2 en aquellas pacientes cuyos tumores eran

HER2+.

En la propuesta quirdrgica, todas las pacientes se consideraron para cirugia
conservadora mamaria, salvo indicacion de mastectomia: pacientes con estadio clinico
cT4, sin respuesta suficiente, con enfermedad multifocal o con contraindicaciones para

radioterapia.

El tratamiento ganglionar se basé en el estadio clinico al diagndstico y la respuesta a
QTN. Las pacientes con estadio cNO, en las que se decidié BSGC post-QTN, se sometieron
a linfadenectomia axilar en caso de positividad post-QTN (ypN1mic, ypN1). Si se habia

realizado BSGC pre-QTN (parte del protocolo habitual hasta el afio 2012), se indicé
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linfadenectomia axilar en caso de pN1(sn) pre-QTN, evitandose si pNO(sn) o pN1mic(sn)
pre-QTN. En caso de cN1 (confirmado con PAAF/BAG pretratamiento) se realizd
linfadenectomia axilar en todos los casos hasta 2015. Desde 2016, en los casos cN1
confirmados se realizd marcaje del ganglio dominante y evaluacién tras el fin de
tratamiento, indicandose linfadenectomia axilar tras la quimioterapia si habia
persistencia de afectaciéon ganglionar (con confirmacion mediante PAAF). Si la
evaluacidn post-QTN era compatible con respuesta ganglionar completa, se realizé BSGC
post-QTN y biopsia axilar dirigida del ganglio marcado con clip. Si ambos resultaban
negativos (ypNO), se evitaba la linfadenectomia. Si existia positividad de cualquiera de
ellos (ypN1mic, ypN1), se realizé linfadenectomia axilar. En caso de cN2-3 (confirmado
con PAAF/BAG pretratamiento), se indicé linfadenectomia axilar en todos los casos,

independientemente de la respuesta a QTN.

Tras la cirugia, se pauté hormonoterapia a todas las pacientes con tumores con RH+y
trastuzumab adyuvante en los tumores HER2+ (hasta completar un aifo de tratamiento).
A partir de 2019, las pacientes con CM HER2+ y enfermedad residual tras
neoadyuvancia, completaron tratamiento adyuvante con 14 ciclos de TDM-1.(243)
Desde 2017, las pacientes con CMTN con enfermedad residual tras QTN y cirugia,
recibieron QT adyuvante con capecitabina (1000-1250 mg/m2/12 horas x 8 ciclos).(244)
Se administrd radioterapia a todas las pacientes tratadas con cirugia conservadora, y a
aquellas sometidas a mastectomia con factores de alto riesgo para recaida: tumor
primario mayor de 5 cm, T4 y/o N2-3 clinico o patoldgico, pacientes premenopausicas
con afectacién ganglionar tras QTN, posmenopdusicas con mas de tres ganglios afectos

tras QTN, o margen de reseccion positivo.

Todas las pacientes fueron valoradas en comité de tumores al diagndstico y, reevaluadas

en caso de precisarlo, en cualquier momento del tratamiento o seguimiento posterior.

3.3. VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables analizadas incluyen informacion clinica, anatomo-patoldgica, aspectos
terapéuticos, variables necesarias para la evaluacion de resultados, biomarcadores

inmunes del TME (sTIL) y circulantes (RNL).
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3.3.1. VARIABLES DEMOGRAFICAS Y CLINICAS

Las variables demograficas y clinico-patoldgicas, asi como la informacién del
tratamiento y la respuesta, se obtuvieron de la historia clinica tras revisar los
documentos en papel y los sistemas de historia electrénica. Las variables clinicas

incluidas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Variables clinicas y derivadas incluidas en el andlisis

Variable Tipo de variable Unidades - Valores
Raza cateedrica nominal 0: caucasica, 1: africana, 2: asiatica,
g 3: otras, 4: desconocido
Fecha nacimiento fecha DD/MM/AAAA
cuantitativa .
Peso . Kilogramos
continua
Talla cuantl'tatlva Metros
continua
L. . 0: postmenopausia,
Status menstrual categdrica binaria \ .
1: pre/perimenopausia
0: no mutacion, 1: mutacion BRCA1, 2:
BRCA categdrica nominal mutacion BRCA2, 3: desconocido, 4:
mutacion en otros genes (especificar)
Fecha diagndstica fecha DD/MM/AAAA
L. . 0: ECOG 0, 1: ECOG 1, 2: ECOG 2,
ECOG categdrica ordinal 3: ECOG 3, 4: ECOG 4
T catesdrica ordinal 1: cT1, 2: T2, 3: ¢T3, 4: cT4a/b/c,
g 5:cTd, 6: cTx
cN categdrica ordinal 0: cNO, 1: cN1, 2: cN2, 3: cN3, 4: cNx
L L. . 1: 1A, 2: 1B, 3: 1IA, 4: 11B, 5: 1lIA, 6: 11IB,
Estadio clinico categdrica ordinal
7:11C
Variables derivadas
E
. da<,:l a.I fecha Fecha diagndstica — fecha de nacimiento
diagnéstico
IMC cuant|.tat|va Kilogramos/m?
continua

cT: tamafio tumoral clinico. cN: afectacion ganglionar clinica. DD/MM/AAAA: dia/mes/afio. ECOG:
clasificacion del Eastern Cooperative Oncology Group, para evaluar la situacion funcional de los pacientes
oncolégicos. IMC: indice de masa corporal.
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3.3.2. VARIABLES ANATOMOPATOLOGICAS

Los datos relativos a la clasificacion histoldgica y molecular, obtenidos tras la revision de
los informes de anatomia patoldgica de las BAG realizadas al diagndstico, asi como de
los informes anatomopatoldgicos de la pieza quirdrgica, se recogen en la tabla 4 (datos
anatomopatoldgicos al diagndstico) y tabla 5 (datos anatomopatolédgicos tras la

administracién de QTN).

Tabla 4. Variables anatomopatoldgicas al diagndstico

Variable Tipo de variable Unidades - Valores
.SUbt,Ipf) categdérica nominal 1: NST, 2: lobulillar infiltrante, 3: otros
histoldgico
pN (si BSGC pre- L. . 0: pNO, 1: pN1, 2: pN2, 3: pN3, 4: pN1mi,
QTN) categorica ordinal 5: pNx
Invasién vascular categérica binaria 0: ausente, 1: presente
RE categdrica binaria 0: negativo, 1: positivo
RE_% cuantl.tatlva % de positividad
continua
RP categdrica binaria 0: negativo, 1: positivo
RP_% cuantl'tatlva % de positividad
continua
RH categdrica binaria 0: negativo, 1: positivo
HER2 categdrica binaria 0: negativo, 1: positivo
titati
Ki67_% cuantitativa % de positividad
continua
Grado categorica ordinal 1: Grado 1, 2: Grado 2, 3: Grado 3
Variable derivada
Subtipo al categdrica nominal 1: RH+/HER2-, 2: RH+/HER2+, 3: RH-/
diagndstico g HER2+, 4: CMTN, 5: desconocido
Subtipo luminal cateedrica binaria 1: A (RH+ & HER2- & Ki67 <20%)
A/B g 2: B (RH+ & HER2- & Ki67 > 20% 6 G3)

BSGC: biopsia selectiva de ganglio centinela. CMTN: cancer de mama triple negativo. HER2: receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano. NST: No Special Type. pN: afectacidn ganglionar patoldgica (si
BSGC pre-QTN). RE: receptor de estrégenos. RH: receptor hormonal. RP: receptor de progesterona.
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Tabla 5. Variables anatomopatoldgicas tras el tratamiento neoadyuvante

Variable Tipo de variable Unidades - Valores
AP_BSGC categérica ordinal 0: ypN.O, 1: ypNimic, 2.: yPN1 (1-2
ganglios), 3: > 2 ganglios afectos
I\/.Ia,rge.n categdrica binaria 0: negativo, 1: positivo
quirdargico
L. . 0: ypTO, 1: ypT1, 2: ypT2, 3: ypT3,
ypT categdrica ordinal 4: ypT4, 5: ypTis, 6: ypTx
L . 0: ypNO, 1: ypN1, 2: ypN2, 3: ypN3,
ypN categdrica ordinal 4: ypN1mi, 5: ypNx
Inv. extracapsular | categodrica binaria 0: no, 1:si

cuantitativa

ypN_Evaluados Numero de ganglios evaluados

continua
cuantitativa . .
ypN+ : Numero de ganglios afectos
continua
RCp categérica binaria 0: no, 1:si
0: RCBO, 1: RCB I, 2: RCB II, 3: RCB IlI
RCB categdrica ordinal ’ ’ ’ ’

4: desconocido

1: RH+/HER2-, 2: RH+/HER2+, 3: RH-/

Subtipo post-QTN | categdrica nominal HER2+, 4: CMTN, 5: desconocido

cuantitativa

Ki67 post-QTN .
continua

% de positividad

Invasion vascular

post-QTN categorica binaria 0: ausente, 1: presente

AP: anatomia patoldgica. BSGC: biopsia selectiva de ganglio centinela. CMTN: carcinoma de mama triple
negativo. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano. QTN: quimioterapia
neoadyuvante. RCB: residual cancer burden. RCp: respuesta completa patoldgica. ypN: afectacion
ganglionar tras QTN. ypT: tamafio tumoral tras QTN. RE: receptor de estrogenos. RH: receptor hormonal.

3.3.3. VARIABLES RELACIONADAS CON EL TRATAMIENTO

Para la correcta evaluacién de resultados, se revisaron aspectos relativos al tratamiento
neoadyuvante, quirdrgico y adyuvante. Todas las pacientes recibieron tratamiento
neoadyuvante con antraciclinas y taxanos, asi como anti-HER2 en aquellas pacientes

cuyos tumores eran HER2+. Las variables y su clasificacion se detallan en la tabla 6.
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Tabla 6. Variables relativas al tratamiento neoadyuvante, quirurgico y adyuvante

Variable Tipo de variable Unidades - Valores
Fecha inicio QTN fecha DD/MM/AAAA
Fecha fin QTN fecha DD/MM/AAAA

1: antraciclinas + taxanos,
2: antraciclinas, 3: taxanos, 4: taxanos +
carboplatino, 5: taxanos + carboplatino +
antraciclinas, 6: Otros

Esquema QTN categdrica nominal

cuantitativa

Ciclos QTN .
continua

Numero de ciclos

Fecha cirugia fecha DD/MM/AAAA

Cirugia mama categérica binaria 0: cirugia conservadora, 1: mastectomia

Cirugia axilar categdrica binaria 0: BSGC/DAD, 1: linfadenectomia

RT adyuvante categdrica binaria 0:no, 1:si
HT adyuvante categdrica binaria 0:no, 1:si
, . . 0: no, 1: capecitabina,
QT adyuvante categdrica nominal c.p .CI I .
2: otra quimioterapia
Anti-HER2 categérica nominal 0:no, 1: PTZ, 2: TTZ,3: PTZ+ TTZ,
adyuvante & 4: TDM-1

0: no, 1: si (ensayo clinico,

Otro adyuvante . .
inmunoterapia...)

categdrica binaria

BSGC: biopsia selectiva de ganglio centinela. DAD: diseccidn axilar dirigida. DD/MM/AAAA: dia/mes/afio.
HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano. HT: hormonoterapia. PTZ: pertuzumab.
QTN: quimioterapia neoadyuvante. RT: radioterapia. TDM-1: trastuzumab emtansina, TTZ: trastuzumab.

3.3.4. VARIABLES DE RESULTADO

Las variables principales de resultado incluyeron la RCp, que se consideré como la
ausencia de células tumorales invasivas tras QTN (ypTO/isypNO); la SLE que se midid
desde la fecha del diagndstico hasta la fecha del ultimo seguimiento o recaida de la
enfermedad invasiva, exceptuando segundos tumores primarios de otra localizaciéon
diferente a la mama; la SG que se midié desde la fecha del diagndstico hasta la fecha del
ultimo seguimiento o muerte y la SGCM, que comprendid el periodo del diagndstico
hasta la fecha del ultimo seguimiento o muerte especifica por CM.(245) Las variables

para evaluacion de resultados y su clasificacion se detallan en la tabla 7.
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Tabla 7. Variables empleadas para la medicion de resultados

Variable Tipo de variable Unidades - Valores
Fecha diagndstica fecha DD/MM/AAAA
Fecha inicio QTN fecha DD/MM/AAAA
Fecha fin QTN fecha DD/MM/AAAA
Fecha cirugia fecha DD/MM/AAAA
RCp categdrica binaria 0:no, 1:si
RCB categérica ordinal 0: RCBO, 1: RCB 1, 2: RCB 1I, 3: RCB IlI,

4: desconocido

Fecha ultima
visita

fecha

DD/MM/AAAA

Status ultima

categdrica binaria

0: viva sin enfermedad,

visita 1: viva con enfermedad
Recaida categérica binaria 0: no, 1:si
Fecha recaida fecha DD/MM/AAAA

Tipo recaida

categdrica nominal

1: recaida metastasica, 2: recaida local,
3: recaida ganglionar regional, 4: recaida
metastdsica + locorregional,

5: contralateral

Localizacion de la
recaida
metastasica

categdrica nominal

0: no recaida a distancia, 1: visceral, 2:
Osea, 3: visceral + dsea, 4: ganglionar, 5:
partes blandas/locrregional no
resecable, 6: SNC, 7: otras

Exitus

categdrica binaria

0: no, 1:si

Exitus por CM

categdrica binaria

0: no, 1:si

Causa exitus

categdrica nominal

0: desconocido, 1: tumor, 2: toxicidad,
3: otras causas

Fecha exitus

fecha

DD/MM/AAAA

CM: cancer de mama. DD/MM/AAAA: dia/mes/afio. QTN: quimioterapia neoadyuvante. RCp: respuesta
completa patoldgica. RCB: residual cancer burden. SNC: sistema nervioso central.

A continuacidn, se indican las variables derivadas de las de resultado (tabla 8)
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Tabla 8. Variables derivadas de las de resultado

Variables derivadas

Cuantitativa

SLE . Fecha recaida — fecha diagndstica
continua
SLED Cuantitativa Fecha recaida distancia — fecha
continua diagnostica
Cuantitativa . . i
SG ! I. N Fecha exitus — fecha diagndstica
continua
Cuantitativa . . Lo
SGCM Fecha exitus por CM — fecha diagndstica

continua

Cuantitativa

T2 Diagn_QTN .
continua

Fecha inicio QTN — fecha diagndstica

Cuantitativa

Te fin QT_Cx .
continua

Fecha cirugia — fecha fin QTN

CM: cdncer de mama. QTN: quimioterapia neoadyuvante. SGCM: supervivencia especifica por cancer de
mama. SLE: supervivencia libre de enfermedad. SLED: supervivencia libre de enfermedad a distancia. SG:
supervivencia global. T2: tiempo.

3.3.5. EVALUACION DE LOS LINFOCITOS INFILTRANTES DE TUMOR

La evaluacion de los sTIL se realizé por un patdlogo de mama experto que desconocia la
informacién clinica de las pacientes. Los sTIL se cuantificaron en secciones de
hematoxilina y eosina (H&E) de la biopsia con aguja gruesa del diagndstico, mediante
microscopia de luz, segin el método descrito por Salgado et al. (Figura 6).(106) Se realizé
una evaluacién completa del promedio de los sTIL, empleando secciones de al menos 4-

5 um con aumento x 200-400.

A modo de resumen, la determinaciéon se realizé cuantificando todas las células
mononucleares (incluidos los linfocitos y las células plasmaticas, excluyendo los
leucocitos polimorfonucleares) en el compartimento estromal (=% de TIL estromales) y
dentro de los limites del tumor invasivo. Los sTIL no incluyeron los linfocitos infiltrados
mas alla del limite del tumor, el CDIS y los lobulillos normales. Del mismo modo, los sTIL
no se puntuaron si habia artefactos de aplastamiento, necrosis y/o hialinizacion,
excluyendo el sitio de la biopsia central previa. La cuantificacion se informé como valor

porcentual (figura 7) y se analizé como una variable continua.
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Infiltracién 50% sTIL Infiltracién 80% sTIL

Figura 7. Cuantificacién de sTIL en la biopsia al diagndstico. Se muestran algunos ejemplos de pacientes
de nuestra serie, empleando los puntos de corte 0%, 10%, 50% y 80% de sTIL.

3.3.6. VARIABLES HEMATIMETRICAS Y ESTIMACION DE LA RATIO NEUTROFILO-
LINFOCITO

Se recogieron parametros hematimétricos de rutina de bases de datos de laboratorio.
El recuento sanguineo periférico completo se realizé justo antes de iniciar la QTN
(tiempo maximo: dos semanas). La RNL pretratamiento se calculé dividiendo el recuento
absoluto de neutréfilos (neutréfilos x 10%2/L) por el recuento absoluto de linfocitos
(linfocitos x 10%/L). Todas las analiticas se llevaron a cabo de forma centralizada de

acuerdo con los procedimientos operativos estandarizados.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO
3.4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO Y DE CORRELACION

El analisis descriptivo de las variables cualitativas incluyé proporciones. Se utilizo la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para probar la normalidad de las variables continuas.
Las variables continuas con distribucién normal se presentaron como medias

t desviaciones estandar (Standard Deviation, SD), mientras que las variables con
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distribucién no normal se presentaron como mediana y rangos intercuartilicos

(Interquartile Range, IQR).

La prueba de x2 de Pearson fue utilizada para comparar proporciones o variables
ordinales. Las diferencias de medias se estudiaron con la prueba T de Student o ANOVA

(paramétricas) o con la prueba U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis (no paramétricas).

Todos los contrastes fueron bilaterales y el nivel de significacion estadistica se establecid
en 0,05. Se proporcionaron los intervalos de confianza al 95% en los casos en los que era

adecuado.
3.4.2. VARIABLES DE SUPERVIVENCIA Y DESARROLLO DE MODELOS PRONOSTICOS

El analisis de supervivencia de las variables resultado SLE y SG se realiz6 mediante el
método de Kaplan-Meier y la comparacion entre grupos mediante pruebas log-rank. El
impacto predictivo de las distintas variables clinicas y bioldgicas sobre las variables de
resultado se evalué mediante analisis de regresién de riesgos proporcionales de Cox uni-
y multivariable. La seleccién por el método Forward-stepwise fue la elegida para la
construccion del modelo multivariable. Para evitar el problema de la colinealidad, no se
incorporaron variables que hubieran presentado correlacién fuerte (|r|=0.5) ni

significativa (p<0.05).

Con la finalidad de seleccionar el mejor modelo predictivo y prondstico a partir de un
numero n de variables independientes (factores de riesgo, prondsticos y/o variables de
confusion), se aplicaron dos comandos de analisis sistematico de STATA: allsets y
confound. Ambos son capaces de generar a partir de un modelo total o maximo, que es
el que incluye n variables independientes, todos los posibles submodelos de 1 a n
términos que resultan de la combinacién de estos factores. Mediante el comando
allsets, para cada modelo se calculan los principales indices de discriminacion y bondad
del ajuste, tales como el drea bajo la curva ROC (Area Under the Curve, AUC), el indice C
de Harrell o el Akaike Information Criterion (AIC). De forma complementaria, mediante
el comando confound, para los mismos modelos se estiman las OR/HR de las variables a
evaluar (OR/HR crudas, y éstas se comparan con la OR/HR del modelo total (OR/HR
ajustada)), cambios entre las medidas de asociacion crudas y ajustadas superiores al

10% sugieren que la estimacidon del modelo puede encontrarse sesgada por factores de
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confusion. En consecuencia, la utilizacion de ambos comandos, basados en el analisis
masivo y automatizado de modelos de regresion, facilité la seleccion del modelo éptimo

por medio de criterios objetivos.

La comparacion de la capacidad predictiva de los modelos de regresién se evalud
mediante los indices de discriminacién AUC (regresion logistica), indice C de Harrell
(regresion de Cox), el indice de bondad del ajuste AIC y mediante el test de /a likelihood
ratio (LLRT). Las variables biolégicas fueron analizadas como variables cuantitativas
continuas, si bien se realizaron transformaciones logaritmicas (logaritmo neperiano, In)
de las variables sTIL y RNL, para hacer que los datos cumplieran mds fielmente con los
supuestos de los procedimientos estadisticos a aplicar, o para mejorar su
interpretabilidad. Para la representacion grafica de resultados, se empled el punto de
corte de sTIL > 50%, que corresponde a la definicién de CM de predominio linfocitico, y

la mediana de la muestra (p50) para la RNL.
3.4.3. VALIDACION INTERNA MEDIANTE TECNICAS DE MUESTREO ALEATORIO

Una vez establecido el modelo predictivo o prondstico dptimos, se analizé la fiabilidad
o reproducibilidad del mismo, mediante una validacién cruzada. Los datos fueron
divididos al azar en 5 grupos de igual tamafio muestral. De forma repetida, cada grupo
fue empleado para validar el modelo de regresion estimado a partir de los 4 grupos
restantes. Este proceso fue repetido para cada uno de los 5 grupos, de los cuales se
obtienen valores pseudo-R2, que miden la capacidad predictiva del modelo y se pueden

comparar con el valor pseudo-R2 de la cohorte global.

Asimismo, se empled un segundo procedimiento mediante remuestreo bootstrap. Para
ello, a partir de la cohorte original, se generaron 1000 subgrupos distintos mediante
muestro aleatorio con reposicién. En cada uno de ellos, se estimé el AUC, de manera
gue al disponer de cientos de estimaciones se pudo obtener de manera empirica un AUC
promedio y un intervalo de confianza, que se pudo comparar también con el de la

cohorte global.
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3.4.4. BASE DE DATOS Y PAQUETES ESTADISTICOS

La recogida de datos se realizd en una base del paquete IBM SPSS Statistics version 21.
Previo al analisis estadistico, los datos fueron revisados de forma exhaustiva, para
mejorar la fiabilidad y la interpretacion de los mismos. El analisis estadistico se realizé

con STATA v.16 (StataCorp LLC, TX, EEUU).

3.5. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

La realizacion del estudio se ha ajustado a lo establecido en la legislacion espafiola (Ley
de Investigaciéon Biomédica 14/2007) y en el Reglamento General de Proteccion de

Datos del Parlamento Europeo (Reglamento 2016/679).

El estudio fue aprobado por la Comisidn de Ensayos e Investigacién Clinica (CEIC) del
Hospital Morales Meseguer (cédigo interno: EST07/15). Dado el caracter retrospectivo
y sin intervencion, ajustado a la practica clinica habitual, el comité ético no consideré
necesaria la adquisicidon de consentimiento informado, excepto en aquellas pacientes

en las que se obtuvo muestra biolégica (anexo 1).

Las pacientes fueron anonimizadas para su inclusion en el estudio, de tal forma que los
datos personales se encontraban disociados de los clinicos, previo a su tratamiento
estadistico. En todo momento se ha garantizado la confidencialidad de la informacion,

de acuerdo a la Ley orgénica 15/1999 de proteccion de datos de caracter personal.
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RESULTADOS
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4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

Se identificaron 468 pacientes con CM tratadas con QTN (2009-2019), de las cuales 2 no
disponian de seguimiento adecuado, por lo que, la poblacién de estudio fue de 466
pacientes. La mayoria eran de raza caucdsica (N=434; 93,1%). La mediana de edad fue
de 49 afos y los estadios mas frecuentes: lIA (32,6%), 11B (18,7%) y llIA (20,6%). La
mediana del IMC se situé en 26,4 (rango: 14,9-55,5) Kg/m?2. En un 6,4% de las pacientes
se detectaron variantes patogénicas en linea germinal (BRCA1: N=6; 1,3%, BRCA2: N=7,

1,5%, otros genes: N=17; 3,6%). Las caracteristicas basales se resumen en la tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas clinicas al diagndstico

Variable N=466 (%)

Edad (mediana, rango) 49 (rango: 25-87) afios
ECOG

e ECOGO-1 460 (98,7%)

e ECOG2 6 (1,3%)
Status menstrual

e Pre/perimenopausia 263 (56,4%)

e Postmenopausia 203 (43,6%)
cT

e (Tl 36 (7,7%)

e (T2 263 (56,5%)

e (T3 137 (29,4%)

e cT4a/b/c 22 (4,7%)

e (T4d 5(1,1%)

e (CTXx 3 (0,6%)
cN

e cNO 128 (27,5%)

e cN1 154 (33,0%)

e cN2 129 (27,7%)

e ¢cN3 53 (11,4%)

e cNx 2 (0,4%)
Estadio clinico

o B 41 (8,8%)

o IlA 152 (32,6%)

e |IB 87 (18,7%)

e |lIA 96 (20,6%)

e |IIB 55 (11,8%)

e lIC 35 (7,5%)

cT: tamafo tumoral clinico. cN: afectacién ganglionar clinica. ECOG: clasificacion del Eastern Cooperative
Oncology Group, para evaluar la situacion funcional de los pacientes oncoldgicos.
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El CM NST fue la histologia predominante (95,7%) y aproximadamente la mitad de las
pacientes (48,5%) presentaban tumores grado 3. En 56 (12,0%) pacientes se realizd
BSGC pre-QTN (pNO: N=35; 62,5%, pN1mi: N=7; 12,5%, pN1: N=14; 25%). La distribucion
por subtipos incluyé 73,0% de tumores con RH+ (24,7% HER2+), 10,9% RH-/HER2+ y

16,1% CMTN. Las caracteristicas AP al diagndstico se detallan en la tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas anatomo-patoldgicas al diagndstico

Variable N=466 (%)

Subtipo histolégico

e Desconocido

e NST 446 (95,7%)

e Lobulillar infiltrante 16 (3,4%)

e Otros 4 (0,9%)
Grado

e Gradol 13 (2,8%)

e Grado2 185 (39,7%)

e Grado3 226 (48,5%)

42 (9,0%)

Invasién vascular
e Ausente
e Presente
e Desconocido

129 (27,7%)
51 (10,9%)
288 (61,4%)

RE
e Negativo

139 (29,8%)

e  Positivo 327 (70,2%)
RP

e Negativo 187 (40,1%)

e Positivo 279 (59,9%)

RH (RE y/o RP)
e Negativo

126 (27,0%)

e Positivo 340 (73,0%)
HER2

e Negativo 300 (64,4%)

e Positivo 166 (35,6%)
Kl67

o <20% 85 (18,2%)

e >20% 349 (74,9%)

e Desconocido 32 (6,9%)
Subtipo
e RH+/HER2- 225 (48,3%)
e  RH+/HER2+ 115 (24,7%)
e RH-/HER2+ 51 (10,9%)
e CMTN 75 (16,1%)

Subtipo RH+/HER2-
e Luminal A
e Luminal B

N=174
31 (17,82%)
143 (82,18%)

CMTN: cancer de mama triple negativo. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.

NST: No Special Type. RE: receptor de estrégenos. RH: receptor hormonal. RP: receptor de progesterona.
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En cuanto a la estrategia terapéutica, la mayoria de las pacientes (66,7%) recibieron QTN
segln el esquema secuencial NSABP-B27 (adriamicina 60 mg/m? y ciclofosfamida 600
mg/m? c¢/21dias x 4 ciclos, seguido de docetaxel 100 mg/m? c/21dias x 4 ciclos). Todas
las pacientes con CM HER2- incluidas, excepto un 1,1% con contraindicacidon para
antraciclinas (por edad o comorbilidad limitante), recibieron tratamiento estdndar
basado en antraciclinas y taxanos. Todas las pacientes con CM HER2+ completaron
tratamiento anti-HER2 con quimioterapia estadndar basada, segiun el momento del

diagndstico, en antraciclinas y/o taxanos, taxanos con carboplatino.

Tras QTN, un 57,9% de las pacientes pudo beneficiarse de cirugia mamaria
conservadora. En cuanto al tratamiento ganglionar axilar, en 56 pacientes (previas a
2016) se realiz6 BSGC pre-QTN (12,0% del total de la serie), no precisando tras la
neoadyuvancia tratamiento a nivel axilar el 75% de las mismas (pNO: n=35, pN1mi: n=7).
Las 14 (25,0%) pacientes con BSGC positiva al diagndstico fueron sometidas a
linfadenectomia axilar tras el tratamiento neoadyuvante. Las pacientes incluidas en la
serie a partir de 2016, fueron manejadas de acuerdo al nuevo protocolo de tratamiento
de la axila en nuestra unidad, lo que supuso la ausencia de estudio con BSGC al
diagndstico. De estas pacientes, 73 requirieron BSGC post-QTN y el 21,7% fueron
sometidas, ademas, a linfadenectomia por positividad de la BSGC. De las 364 pacientes
gue precisaron linfadenectomia, se obtuvo al menos diez ganglios linfaticos en 315
(87,9%) casos. Los aspectos mas relevantes del tratamiento neoadyuvante y de la cirugia

se resumen en la tabla 11.
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Tabla 11. Tratamiento neoadyuvante y quirurgico

Variable

N=466 (%)

Esquema QTN
e Antraciclinas + taxanos
o Esquema B27
e Taxanos
e Taxanos + carboplatino
e Taxanos + carboplatino +
antraciclinas

46 (9,9%)
311 (66,7%)
19 (4,1%)
77 (16,5%)
13 (2,8%)

Tratamiento anti-HER2
o TTZ
e TTZ+PTZ

N=166 (100%)
95 (57,2%)
71 (42,8%)

Ciclos QTN (mediana, rango)

8 (rango: 2-9) ciclos

Cirugia mama
e Cirugia conservadora
e Mastectomia

270 (57,9%)
196 (42,1%)

Cirugia axilar
e BSGC post-QTN
e Linfadenectomia

N=424 (100%)
66 (15,6%)
358 (84,4%)

T2 Diagn_QTN (mediana, rango)
Te fin QT_Cx (mediana, rango)

21 (rango: 1-92) dias
29 (rango: 3-302) dias

BSGC: biopsia selectiva de ganglio centinela. B27: adriamicina, ciclofosfamida, docetaxel. Cx: cirugia. QTN:

gquimioterapia neoadyuvante. T2: tiempo. PTZ: pertuzumab. TTZ: trastuzumab.

El andlisis anatomopatolégico de la pieza quirdrgica tras QTN (tabla 12) evidencié un

26,4% de RCp (42,1% RCp axilares). En 74 (18,0%) pacientes se objetivd invasién

extracapsulary 7 (1,5%) presentaron margenes de reseccion afectos, no ampliables. En

todos estos casos, se aplicd RT adyuvante. Se realizé andlisis inmunohistoquimico del

subtipo post-QTN de la neoplasia mamaria en la mayoria de las pacientes (67,1%) con

enfermedad residual. Cabe destacar que el valor de KI67 tras completar QTN estaba

disponible en sdlo el 114 (33,2%) de las pacientes con enfermedad residual, por lo que

no se determiné el subtipo luminal A o B post-neoadyuvancia.
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Tabla 12. Variables anatomopatoldgicas tras el tratamiento neoadyuvante

Variable N=466 (%)

ypT

e ypl0 112 (24,0%)

e ypTl 162 (34,8%)

* ypT2 105 (22,5%)

* ypT3 37 (7,9%)

e ypT4 7 (1,5%)

e ypTis 36 (7,7%)

* ypTx 7 (1,5%)
ypN

e ypNO 196 (42,1%)

e ypN1 98 (21,0%)

* ypN2 64 (13,7%)

* ypN3 23 (4,9%)

e ypN1lmi 29 (6,2%)

e ypNx 56 (12,1%)
Invasion extracapsular

e No 336 (82,0%)

o §i 74 (18,0%)
RCp

e No 343 (73,6%)

o §i 123 (26,4%)
RCB

e RCBO 123 (26,4%)

e RCBI 30 (6,4%)

e RCBII 102 (21,9%)

e RCBII 50 (10,7%)

e Desconocido 161 (34,6%)
Subtipo post-QTN
e RH+/HER2- 147 (42,9%)
e RH+/HER2+ 42 (12,2%)
e RH-/HER2+ 15 (4,4%)
e CMTN 26 (7,6%)
e Desconocido 113 (32,9%)

HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. QTN: quimioterapia neoadyuvante. RCB: residual
cancer burden. RCp: respuesta completa patoldgica. ypN: afectacidon ganglionar tras QTN. ypT: tamafio
tumoral tras QTN. RE: receptor de estrogenos. RH: receptor hormonal.

Las estrategias de terapia adyuvante se resumen en la tabla 13. Tras la cirugia, se
administrdé radioterapia a todas las pacientes tratadas con cirugia conservadora, y a
aquellas sometidas a mastectomia con factores de alto riesgo para recaida, incluyendo

margen de reseccion positivo no ampliable (N=7; 1,5%). Todas las pacientes con tumores

108



RH+ recibieron hormonoterapia adyuvante. Las pacientes con CM HER2+, completaron
adyuvancia con trastuzumab; una paciente recibié pertuzumab adyuvante por reaccién
severa a trastuzumab; otra paciente, diagnosticada en noviembre de 2019, recibié TD-
M1 adyuvante tras su aprobacidn por la EMA. A partir de 2017, las pacientes con CMTN

con enfermedad residual tras QTN, completaron adyuvancia con capecitabina.

Tabla 13. Tratamiento adyuvante recibido por las pacientes

Variable N=466 (%)

QT adyuvante

e No 440 (94,4%)

e (Capecitabina 16 (3,4%)

e Otra quimioterapia 10 (2,1%)
Anti-HER2 adyuvante

e No 290 (62,2%)

e PTZ 1(0,2%)

o TTZ 174 (37,3%)

e TDM-1 1(0,2%)
HT adyuvante

e No 136 (29,2%)

o Si 330(70,8%)
RT adyuvante

e No 22 (4,7%)

o Si 444 (95,3%)
Otro adyuvante

e No 459 (98,5%)

e Si(ensayo, inmunoterapia...) 7 (1,5%)

HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano. HT: hormonoterapia. PTZ: pertuzumab.
QT: quimioterapia. RT: radioterapia. TDM-1: trastuzumab emtansina, TTZ: trastuzumab.

La mediana de seguimiento en la muestra fue de 5,79 afios (rango: 5,41-6,17 afios), con
una SLE a 3 afios del del 90,6% (1C95% 87,53-93,06) y SLE a 5 afios del del 88,0% (IC95%
84,68-90,79). La SG a 3 aios fue del 95,9% (IC95% 93,7-97,53) y a 5 afios del 92,7%
(1C95% 89,90-94,89). De forma complementaria, la SGCM a 3 afios fue del 96,8% (1C95%
94,75-98,19) y a 5 anos del 93,8% (1C95% 91,18-95,79). En la tabla 14, se muestran los
resultados de las variables relacionadas con el seguimiento, la supervivencia y el tipo de

recaida.
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Tabla 14. Variables asociadas a prondstico adicionales a la respuesta a QTN

e Recaida metastasica

e Recaida local

e Recaida ganglionar regional
e Recaida M1 + locorregional
e Contralateral

Variable N=466 (%)
Recaida N=466 (100%)
e No 401 (86,1%)
o Sj 65 (13,9%)
Tipo recaida

N=65 (100%)
46 (70,8%)
5 (7,7%)
5(7,7%)

8 (1,7%)
1(0,2%)

Localizacién de la recaida metastasica
e Visceral
e Osea
e Visceral + 6sea
e Ganglionar

N=54 (100%)
12 (22,2%)
15 (27,8%)
7 (13,0%)

9 (16,7%)

e (Otras causas

e SNC 7 (13,0%)

e Otras 4(7,5%)
Exitus N=466 (100%)

e No 427 (91,6%)

o Si 39 (8,4%)
Causa exitus N=39 (100%)

e Tumor

33 (84,6%)
6 (15,4%)

Seguimiento (mediana, rango)
SLE a 5 afios (1C95%)
SG a 5 afios (1C95%)

5,79 (rango: 5,41-6,17) afios
88,0% (1C95% 84,68-90,79)
92,7% (1C95% 89,90-94,89)

CM: cancer de mama. IC95%: intervalo de confianza al 95%. M1: metastasico. SG: supervivencia global.
SLE: supervivencia libre de enfermedad. SNC: sistema nervioso central.

4.2. VALOR PREDICTIVO Y PRONOSTICO DE LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

4.2.1. VALOR PREDICTIVO DE RESPUESTA A QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE DE LOS
FACTORES CLASICOS

Cuando se analizé la tasa de RCp, segun el subtipo molecular al diagndstico, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,001). Las pacientes con
CMTN fueron las que alcanzaron mayor tasa de RCp (53,3%), seguido del subtipo HER2+
(49,0% global; 33,9% para el RH+/HER2+), y finalmente el CM RH+/HER2- (8,4%). Los

resultados se representan en la figura 8.
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Los hallazgos fueron superponibles para la RCp mamaria aislada: CMTN (39/75; 52,0%),
RH-/HER2+ (22/51; 43,1%), RH+/HER2+ (30/115; 26,1%) y RH+/HER2- (21/225; 9,3%).
Para la RCp axilar, independientemente de la enfermedad residual mamaria, las
diferencias se mantuvieron significativas entre subgrupos; sin embargo, el porcentaje
fue mayor para el subtipo RH-/HER2+ (39/51; 76,5%), seguido del CMTN (51/75; 68,0%),
RH+/HER2+(70/115; 60,9%) y RH+/HER2- (55/225; 24,4%).

Subtipo
molecular
2504
206/225 [0 RH+/HER2-
91,6% ] RH+/HER2+
B RH-/HER2+
200 [0 cmTN
(%]
[})
ey
c
.g 150
©
o
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S y L7 35/75 39/115 40/75
3 46,7% 33,9% 53,3%
[}
(-4 26/51 25/51
501 51% 19/225 49%
1 8| -
o
No Si
RCp (ypT0/isypNO)

Figura 8. Porcentaje de RCp, segln subtipo subrogado inmunohistoquimico

A su vez, se analizé la asociacidn de las caracteristicas clinico-patoldgicas con la RCp tras
QTN. El subtipo molecular, asi como, el status del RH y HER2 de forma aislada, se
mostraron como factores predictivos de RCp. A su vez, el grado histolégico (1-2 vs 3) y
el KI67 (< 20% vs > 20%) también demostraron significacion estadistica. Los resultados

mas relevantes se muestran en la tabla 15.
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Tabla 15. Andlisis univariable para la RCp, de los diferentes factores clinico-patoldgicos

al diagnéstico

Variable OR 1C95% P
Status n.1enstrual . 0,94 0,62-1,42 0,764
Pre/perimenopausia
Obesidad (IMC > 30) 0,97 0,59-1,59 0,898
Estadio Dx (I-11 vs 111) 1,04 0,69-1,59 0,846
Subtipo molecular
e RH+/HER2- ref. - -
e HER2+ 10,43 5,06-24,48 <0,001
e CMTN 12,39 6,45-23,81 <0,001
RH+ 0,19 0,12-0,30 0,001
HER2+ 2,56 1,68-3,91 0,001
Grado (1-2 vs 3) 1,93 1,39-2,68 0,001
Ki67 (< 20% vs > 20%) 2,48 1,29-4,76 0,006
Invasion vascular 1,12 0,88-1,42 0,357

CMTN: carcinoma de mama triple negativo. Dx: diagndstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico. 1C95%: intervalo de confianza al 95%. IMC: indice de masa corporal. OR: odds ratio. RH:

receptor hormonal.

4.2.2. VALOR PRONOSTICO DE LA RESPUESTA A QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE

En el andlisis univariable, la RCp (N=466) fue un factor protector para la SLE (HR=0,21;

IC95% 0,07-0,59, p=0,003), SG (HR=0,15; 1C95% 0,04-0,61, p=0,008) y SGCM (HR=0,08;

IC95% 0,01-0,62, p=0,015), de forma estadisticamente significativa (figura 9).
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Figura 9. Curvas de Kaplan-Meier para SG y SGCM, segun RCp
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El significado prondstico de la RCp, estratificado por subtipo, se muestra en la tabla 16.

Cabe destacar que la RCp mostré una tendencia a comportarse como variable

protectora consistente en todos los subtipos moleculares, si bien, las diferencias no

fueron estadisticamente significativas, probablemente por el tamaiio muestral de cada

subgrupo. De forma exploratoria, se realizd un analisis adicional segun el status de RH

y HER2, encontrando diferencias estadisticamente significativas para la SLE, en las

pacientes con RH+.

Tabla 16. Andlisis univariable del valor prondstico de la RCp, segun subtipo molecular

Ve SLE SG SGCM

i HR | 1C95% P | HR | 1C95% | P | HR | IC95% | P
RH+/HER2- | 0,04 | 0,0-8,199 | 0,241 | 0,04 | 0,0-36,50 | 0,398 | 0,04 | 0,0-62,92 | 0,398
RH+/HER2+ | 0,26 | 0,03-2,13 | 0,210 | 0,03 | 0,0-59,26 | 0,354 | 0,03 12'7(')99 0,407
RH-/HER2+ | 0,27 | 0,03-2,46 | 0,250 | 0,24 | 0,03-2,06 | 0,192 | 0,02 | 0,0-52,21 | 0,319
CMTN 0,34 | 0,07-1,73 | 0,293 | 0,14 | 0,02-1,20 | 0,073 | 0,14 | 0,02-1,20 | 0,073

Anadlisis exploratorio, segtin status de RH y HER2

RH+ 0,11 | 0,02-0,81 | 0,030 | 0,04 | 0,0-2,92 | 0,139 | 0,04 | 0,0-4,29 | 0,174
HER2+ 0,28 | 0,06-1,25 | 0,096 | 0,17 | 0,02-1,30 | 0,087 | 0,02 | 0,0-8,27 | 0,208

CMTN: cancer de mama triple negativo. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. HR: Hazard

ratio. 1C95%: intervalo de confianza al 95%. RCp: respuesta completa patoldgica. RH: receptor hormonal.

SGCM: supervivencia especifica de CM. SG: supervivencia global. SLE: supervivencia libre de enfermedad.

La determinacion de RCB estaba disponible en 305 pacientes. Su significado prondstico

en términos de SLE, SG y SGCM se recoge en la tabla 17. Globalmente, no hubo

diferencias significativas entre las pacientes RCB 0 y RCB I. Sin embargo, el riesgo

aumentoé progresivamente y de forma significativa para las pacientes con RCB Il y RCB
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Tabla 17. Andlisis univariable del valor prondstico del RCB

Categorias SLE G SGCM
RCB | WR | Ic95% P | HR | 1C95% P | HR | 1C95% p
RCBO ref n/a n/a ref n/a n/a ref n/a n/a
RCB | 1,13 | 0,24-5,31 0,88 | 2,33 | 0,21-25,67 | 0,49 | 4,71 | 0,30-75,38 | 0,27
RCB Il 2,52 | 1,07-5,94 |0,035| 6,57 | 1,44-29,98 | 0,015 | 13,2 | 1,69-103,2 | 0,014
RCB Il 4,78 | 1,98-11,54 | 0,001 | 12,93 | 2,79-59,86 | 0,001 | 20,3 | 2,5-165,27 | 0,005

CM: cancer de mama. HR: Hazard ratio. IC95%: intervalo de confianza al 95%. RCB: residual cancer burden.

SGCM: supervivencia especifica de CM. SG: supervivencia global. SLE: supervivencia libre de enfermedad.

Dada la limitacién de tamafio muestral para las categorias, en la valoracion del indice
RCB por subtipo molecular, los IC95% fueron amplios y no alcanzaron la significacién
estadistica. Especificamente en las pacientes con tumores RH+, se objetivaron
diferencias en términos de SLE, para las pacientes con RCB 3 (HR=4,83; 1C95% 1,68-
13,93) vs RCB 0-l (referencia), no asi para las pacientes con indice RCB Il residual
(HR=1,82;1C95% 0,61-5,44). Los resultados fueron similares para la SG (HR=14,66; IC95%
1,80-119,20) y SCM (HR=10,59; 1C95% 1,24-90,70) en la comparacion del RCB Ill vs RCB
0-l. El modelo global (no considerando la variable como categdrica) fue concordante con
lo presentado en la serie general, para todos los subtipos y de forma estadisticamente

significativa (p=0,001).

4.2.3. VALOR PRONOSTICO DE LOS FACTORES CLINICOS CLASICOS

Se realizé un andlisis de las variables clinico-patoldgicas con potencial impacto
prondstico. Los resultados se sintetizan en las tablas 18A y 18B. Para las caracteristicas
al diagndstico, se encontrd que las pacientes con estadio I-Il vs I, presentaron mayor
SLE (HR=1,87; 1C95% 1,10-3,18) y SGCM (HR=2,66; 1C95% 1,31-5,41). Las pacientes con
CM HER2+ presentaron mayor SLE (HR=0,52; IC95% 0,28-0,97), aunque sin diferencias
significativas para la SG (HR=0,66; IC95% 0,33-1,33) ni para la SGCM (HR=0.54; 1C95%
0,24-1,19).
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Tras QTN, el tamafio tumoral residual (ypTO vs ypT3-4) se mostré como factor prondstico
significativo para la SLE (HR=6,09; 1C95% 2,11-17,54) y la SGCM (HR=8,46; 1C95% 1,71-
41,97). Asimismo, para la afectacion ganglionar residual (ypNO vs ypN1, ypN2, ypN3), el
impacto prondstico fue negativo y creciente, siendo maximo para las pacientes con
enfermedad residual ypN3, en comparacién con aquellas sin enfermedad residual, para

SLE (HR=13,0; IC95% 5,85-29,07) y SGCM (HR=11,92; IC95% 3,45-41,21).

Adicionalmente, las pacientes con margen de reseccion positivo y no ampliable,
presentaron peor evolucion en términos de SG (HR=4,52; IC95% 1,10-18,8) y SGCM
(HR=5,53; 1C95% 1,32-23,18).

Tabla 18A. Analisis univariable del valor prondstico de los factores clinico-patoldgicos al
diagnéstico

SLE SG SGCM

Variables
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P

Status
menstrual | 0,76 | 0,44-1,29 | 0,305 0,97 0,52-1,83 | 0,934 | 1,32 0,65-2,68 | 0,449
Pre-meno.

Obesidad

(IMC>30) 1,15 0,60-2,18 0,681 1,43 0,70-2,96 | 0,329 1,58 0,73-3,41 | 0,247

Estadio Dx

(111 vs 111) 1,87 1,10-3,18 0,021 3,04 1,56-5,9 | 0,001 | 2,66 1,31-5,41 | 0,007
RH+ 1,24 | 0,67-2,32 | 0,492 | 0,76 | 0,39-1,48 | 0,419 | 0,763 | 0,37-1,57 | 0,463

HER2+ 0,52 | 0,28-097 | 0,039 | 066 |0,33-1,33 | 0,242 | 0,54 | 0,24-1,19 | 0,124

Grado | 56| 055168 | 0888 | 147 | 0,75-2,88 | 0,258 | 1,97 | 0,93-419 | 0,077
(1-2vs 3)
Invasion | o gs | 970-129 | 0723 | 079 | 055111 |0,173 | 0,74 | 0,51-1,08 | 0,118
vascular

CM: cancer de mama. Dx: diagndstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. HR: Hazard
ratio. IC95%: intervalo de confianza al 95%. IMC: indice de masa corporal. RH: receptor hormonal. SGCM:
supervivencia especifica de CM. SG: supervivencia global. SLE: supervivencia libre de enfermedad.
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Tabla 18B. Analisis univariable del valor prondstico de los factores clinico-patoldgicos

tras QTN
SLE SG SGCM
Variables
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P

ypT
« ypTO ref n/a n/a ref n/a n/a ref n/a n/a
e ypTis 1,75 | 0,42-7,33 | 0,443 | 2,86 | 0,58-14,2 | 0,20 2,84 | 0,40-20,17 | 0,30
* ypTl-

VT2 2,56 | 1,00-6,58 | 0,051 | 2,89 | 0,86-9,66 | 0,085 | 3,94 | 0,92-16,87 | 0,065
e ypT3-

VT4 6,09 | 2,11-17,54 | 0,001 | 7,44 | 2,0-28,1 0,003 | 8,46 1,71-41,97 | 0,009
ypN
e ypNO ref n/a n/a ref n/a n/a ref n/a n/a
e vypNmi |2,00| 057-7,10 | 0,282 | 2,36 | 0,49-11,4 | 0,285 | 3,32 | 0,64-17,09 | 0,152
e ypN1 2,52 | 1,13-5,61 | 0,024 | 3,26 1,22-8,8 | 0,019 | 4,08 1,33-12,48 | 0,014
e ypN2 3,93 | 1,76-8,74 | 0,001 | 4,98 1,9-13,4 | 0,001 | 6,99 | 2,34-20,86 | 0,001
e ypN3 13,0 | 5,85-29,07 | 0,001 | 11,76 | 4,1-33,6 | 0,001 | 11,92 | 3,45-41,21 | 0,001
Inv. 5,63 | 3,13-10,11 | 0,001 | 4,20 2,07-8,5 | 0,001 | 4,38 2,02-9,48 | 0,001
extracap.

Inv.

vascular | 1,38 | 0,98-1,94 | 0,068 | 1,28 | 0,85-1,93 | 0,231 | 1,44 0,93-2,23 | 0,099
tras QTN
Margen + | 3,10 | 0,75-12,74 | 0,117 | 4,52 1,1-18,8 | 0,038 | 5,53 1,32-23,18 | 0,019

CM: cancer de mama. HR: Hazard ratio. 1C95%: intervalo de confianza al 95%. Inv: invasiéon. QTN:

quimioterapia neoadyuvante. SGCM: supervivencia especifica de CM. SG: supervivencia global. SLE:

supervivencia libre de enfermedad. ypN: afectacién ganglionar tras neoadyuvancia. ypT: tamafio tumoral

tras neoadyuvancia. +: afecto/positivo.

116




4.3. OBJETIVO 1: ANALISIS DE LA INFILTRACION LINFOCITARIA TUMORAL

4.3.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

Del total de pacientes (N=466), los sTIL se pudieron cuantificar en 397 (85,19%). La
mediana global de sTIL fue 10% (rango: 0-80%), siendo la media de 16,29%. El test de
Kolmogorov-Smirnov reveld una distribucion no normal (p<0,001) de los valores de sTIL
(figura 10). De la serie, 20 (5,0%) pacientes presentaron carcinomas de predominio

linfocitario (sTIL > 50%).
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Figura 10. Histograma, en el que se representan los valores de sTIL de las pacientes
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Se realizd un analisis exploratorio, teniendo en cuenta las principales caracteristicas

clinico-patolégicas que podian influir en los sTIL. Las pacientes mostraron diferencias

significativas en el % sTIL, segun edad al diagndstico (mayor infiltracion en pacientes <

40 afios), subtipo histoldgico (mayor infiltracién en CM NST respecto al carcinoma

lobulillar), grado de diferenciacidon (mayor infiltracién a mayor grado, | < Il < lll) y subtipo

(el mayor porcentaje de infiltracion fue para los tumores RH-/HER2+, seguido del CMTN

y, finalmente el CM RH+/HER2-).

Los resultados se muestran en las tablas 19A y 19B. Las figuras 11 y 12 representan los

sTIL en la serie global, segun grado histoldgico y subtipo IHQ, respectivamente.

Tabla 19A. Analisis de los sTIL, segln caracteristicas clinico-patoldgicas al diagndstico

sTIL
Variables P
R(:]c:u;:9n7to % Mediana Rango (U de Mann-
Whitney)

Edad
e <40 afios 63 15,87% 10% 0-80% 0,016
e >40 afos 334 84,13% 10% 0-80%
Status menstrual
e Pre-menop. 222 55,92% 10% 0-80% 0,082
e Post-menop. 175 44,08% 10% 0-80%
Obesidad
e No 307 77,33% 10% 0-80% 0,205
e Si 90 22,67% 10% 0-75%
Subtipo n=394
histolégico
e CMNST 380 96,45% 10% 0-80% 0,040
e Ca. lobulillar 14 3,55% 5% 0-30%
RH+ (indep. de
HER2)
e Negativo 118 29,72% 10% 0-80% 0,018
e Positivo 279 70,28% 10% 0-80%
HER2+ (indep. de
RH)
e Negativo 253 63,73% 10% 0-80% 0,001
e Positivo 144 36,27% 10% 0-75%

HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. RH: receptor hormonal. sTIL: recuento de

linfocitos infiltrantes de tumor estromales.
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Tabla 19B. Analisis de los sTIL, segln caracteristicas clinico-patoldgicas

sTIL
P
Variables Recuento % Mediana Rango (Kruskall-

Wallis)
Estadio n=397
e IB 35 8,82% 5% 0-60%
o |l 196 49,37% 10% 0-80% 0,086
o 166 41,81% 10% 0-80%
Grado n=359
e Gradol 12 3,34% 5% 0-10%
e Grado2 150 41,78% 10% 0-75% < 0,001
e Grado3 197 54,88% 10% 0-80%
Subtipo n=397
e RH+/HER2- 185 46,60% 10% 0-80%
e RH+/HER2+ 94 23,68% 10% 0-75% 0.001
e RH-/HER2+ 50 12,59% 20% 0-75% !
e CMTN 68 17,13% 10% 0-80%
Invasién Vascular n=146
e Negativo 104 71,23% 10% 0-75% 0143
e Positivo 42 28,77% 10% 0-50% !

CMTN: carcinoma de mama triple negativo. Dx: diagndstico. HER2: receptor 2 del factor

epidérmico. Inv: invasion. NST: no special type. RH: receptor hormonal.
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Figura 11. Diagrama de caja, en el que se representan los valores de sTIL segun el grado

histologico
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Figura 12. Diagrama de caja, en el que se representan los valores de sTIL segun el subtipo

inmunohistoquimico

4.3.2. ANALISIS DEL VALOR PREDICTIVO DE RCp DE LA INFILTRACION LINFOCITARIA
TUMORAL

En el estudio de la asociacién entre el biomarcador sTILy la respuesta a QTN, se encontré
que los sTIL, analizados como variable continua, se asociaron significativamente con la
RCp (OR=1,03; IC95% 1,02-1,04, p<0,001). También se explord el valor predictivo de los
carcinomas de predominio linfocitario (sTIL > 50%) para la RCp, encontrando
significacién estadistica para la asociaciéon (OR=2,93; IC95% 1,86-4,63, p<0,001). La
figura 13 muestra la relacién, empleando la mediana y los sTIL de predominio

linfocitario, como puntos de corte.
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Figura 13. Asociacidn entre sTIL y RCp

A su vez, se evalud el valor predictivo para la RCp de los sTIL, estratificando por las
variables que habian demostrado ser determinantes en su recuento (edad, subtipo
histoldgico, grado de diferenciacion y subtipo molecular, tablas 19A y 19B). También se

incluyd el analisis segun el estadio al diagndstico.

En las pacientes < 40 afios, los sTIL no fueron predictores de RCp (OR=1,01; 1C95% 0,99-
1,04, p=0,382). Sin embargo, en las pacientes > 40 afos, los sTIL se mostraron como
variable predictora de RCp, de forma estadisticamente significativa (OR=1,04; 1C95%
1,02-1,05, p<0,001). Teniendo en cuenta el tipo histoldgico, la prediccion se mantuvo
para el CM NST (OR=1,03; 1C95% 1,01-1,04, p<0,001), sin diferencias significativas para
CM lobulillar infiltrante (p=0,994). De forma similar, la asociacion de los TILs con la RCp,
fue consistente para el G2 (OR=1,04; 1C95% 1,01-1,07, p=0,004) y G3 (OR=1,03; 1C95%
1,01-1,04, p=0,002), no evidenciandose diferencias significativas para el G1 (OR=0,84;
IC95% 0,44-1,60, p=0,587). Para el estadio al diagndstico, aunque se objetivd una
tendencia en el estadio Il (OR=1,02; 1C95% 1,00-1,03, p=0,080), las diferencias
Unicamente fueron significativas para el estadio Ill (OR=1,05; 1C95% 1,03-1,08, p<0,001).

En la estratificacidn, segin subgrupo IHQ, la asociacidn Unicamente fue significativa para
el CM RH+/HER2- (OR=1,05; 1C95% 1,02-1,07, p=0,001), no encontrandose diferencias
significativas para los subtipos RH+/HER2+ (OR=1,02; 1C95% 1,00-1,05, p=0,109), RH-
/HER2+ (OR=1,02; 1C95% 0,99-1,05, p=0,157) y CMTN (OR=1,01; 1C95% 0,99-1,04,
p=0,210).
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Asimismo, de forma exploratoria, se analizé el valor predictivo de los sTIL para el RCB
segun las categorias RCB 0, RCB I, RCB Il y RCB Ill. Los resultados fueron concordantes
con los encontrados para la RCp y se sintetizan en la tabla 20 y la figura 14. Los
carcinomas con sTIL > 50%, presentaron mayor tasa de RCp (12,1%) en comparacion con
la enfermedad residual RCB I, RCB Il y RCB 11 (0%, 3,6% y 0%, respectivamente), de forma
significativa (p=0,007).

Tabla 20. Andlisis del valor predictivo de los sTIL para el RCB

RCB OR 1C95% P
RCB O ref n/a n/a
RCBI 0,96 0,93-0,99 0,015
RCB I 0,98 0,97-0,99 0,026
RCB Il 0,95 0,93-0,98 0,001

IC95%: intervalo de confianza 95%. n/a: no aplica. OR: odds ratio. RCB: residual cancer burden. Ref:
referencia.
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Figura 14. Grafico, en el que se representa el indice RCB, segun sTIL, empleando la
mediana como punto de corte
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4.3.3. ANALISIS DEL VALOR PRONOSTICO DE LA INFILTRACION LINFOCITARIA
TUMORAL

En el andlisis univariable del biomarcador sTIL, como variable continua, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la serie global, en términos
de SLE (HR=0,77; 1C95% 0,57-1,05, p=0,096), SG (HR=0,74; IC95% 0,49-1,12, p=0,160) ni
SGCM (HR=0,74;1C95% 0,47-1,15, p=0,179).

Posteriormente, se analizo el significado prondstico dentro de cada subtipo IHQ. Para
las pacientes con CMTN, el recuento de sTIL fue un factor protector, en términos de SG
y SGCM (HR=0,23; 1C95% 0,07-0,72, p=0,011), manteniendo la tendencia para SLE
(HR=0,45; 1C95% 0,19-1,08, p=0,073), aunqgue sin alcanzar la significacién estadistica. Se
estudio también a las pacientes con RH+ (independientemente del status de HER2), y en
el subgrupo HER2+, sin encontrar diferencias significativas. Los resultados se muestran

en la tabla 21.

Tabla 21. Significado prondstico de los sTIL, segun subtipo IHQ

SLE SG SGCM
Subtipo IHQ
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P

RH+/HER2- | 1,02 | 0,83-1,24 |0,875| 1,05 | 0,81-14 | 0,732 | 1,11 | 0,88-1,48 | 0,305
RH+/HER2+ | 0,94 | 0,38-2,37 [ 0,901 | 1,51 | 0,27-8,7 | 0,641 | 1,51 | 0,27-8,7 | 0,641
RH-/HER2+ | 0,63 | 0,31-1,29 | 0,206 | 0,53 | 0,21-1,3 | 0,181 | 0,37 | 0,11-1,28 | 0,117
CMTN 0,45 | 0,19-1,08 | 0,073 | 0,23 | 0,07-0,7 | 0,011 | 0,23 | 0,07-0,72 | 0,011
RH+ 0,85 | 0,58-1,27 | 0,429 | 1,05 |0,61-1,8 | 0,858 | 1,21 | 0,68-2,16 | 0,524
HER2+ 0,85 | 0,48-1,50 | 0,572 | 0,85 | 0,38-1,9 | 0,693 | 0,68 | 0,26-1,76 | 0,421

CMTN: carcinoma de mama triple negativo. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. HR:

Hazard ratio. IC95%: intervalo de confianza al 95%. IHQ: inmunohistoquimica. RH: receptor hormonal. SGCM:

supervivencia especifica de cancer de mama. SG: supervivencia global. SLE: supervivencia libre de

enfermedad. sTIL: linfocitos infiltrantes tumorales estromales.

Los sTIL se evaluaron como variable continua, aunque se muestran graficamente de
manera binaria segun las categorias: sTIL alto/bajo (sTIL < o > 50%, P90), que
corresponde a la definicién de carcinoma de predominio linfocitario. La figura 15

muestra las curvas de Kaplan-Meier para la SLE.
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Figura 15. Curvas de Kaplan-Meier para la SLE, segin carcinoma de predominio

linfocitario (sTIL < 0 > 50%) y subtipo IHQ
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4.4. OBJETIVO 2. ANALISIS DE LA RATIO NEUTROFILO-LINFOCITO

4.4.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

Del total de pacientes (N=466), la RNL previa a iniciar tratamiento con QTN se pudo
cuantificar en 444 (95,28%) pacientes. La mediana global de la RNL fue 1,92 (rango: 0,32-
1,92), siendo la media de 2,25. El test de Kolmogorov-Smirnov revelé una distribucién
no normal (p<0,001) de los valores de RNL (figura 16).

N=444

Media: 2,25

SD: 1,22
— mmm Distribucién normal

100
804
60~

4 fin

204

Frecuencia (n)

1 T
4 6

o=
(5]
0 -

10

RNL al diagnostico

Figura 16. Histograma, en el que se representan los valores de RNL basales

Se realizd un analisis exploratorio, teniendo en cuenta las principales caracteristicas
clinico-patoldgicas. Para evaluar diferencias en la RNL, segun dichas caracteristicas, se

procedid a la comparacidn de sus medianas.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
subgrupos, incluyendo: edad (< 6 > 40 afios), status menstrual, obesidad (IMC < 6 > 30
kg/m?), expresion de RH y HER2, estadio al diagndstico (IB, 11 6 1lI), subtipo histoldgico,
grado de diferenciacion, clasificacion IHQ (RH+/HER2-, RH+/HER2+, RH-/HER2+ y CMTN),

asi como invasion vascular al diagnéstico.

Los resultados detallados se muestran en las tablas 22A y 22B. Las figuras 17 y 18

representan la distribucion de la RNL, seglin edad y subtipo IHQ, respectivamente.
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Tabla 22 Ay B. Andlisis de la RNL, segun caracteristicas clinico-patolégicas

RNL
Variables P
Recuento % Mediana Rango (U de Mann-
Whitney)
Edad n=444
e <40 aios 78 17,57% 1,85 0,90-9,70 0,664
e >40 afios 366 82,43% 1,95 0,32-9,59
Status menstrual
e Pre-menop. 253/444 56,98% 2,0 0,86-9,70 0,054
e Post-menop. 191/444 43,02% 1,82 0,32-8,67
Obesidad n=443
e No 341 76,98% 1,92 0,32-9,70 0,756
e Si 102 23,02% 2,0 0,50-9,59
Subtipo histolog. n=441
e CMNST 426 96,60% 1,95 0,32-9,70 0,194
Ca. lobulillar 15 3,4% 1,50 1,20-7,36
RH+ n=444
e Negativo 117 26,35% 1,90 0,63-6,80 0,378
e Positivo 327 73,65% 1,93 0,32-9,70
HER2+ n=444
e Negativo 288/444 64,86% 1,89 0,50-9,70 0,160
e Positivo 156/444 35,14% 2,0 0,32-9,59
RNL
Variables P
Recuento % Mediana Rango (Kruskal-
Wallis )

Estadio Dx n=444

e IB 40 9,0% 1,95 0,86-5,20 0,922

o |l 229 51,58% 1,92 0,63-9,70

e 1l 175 39,42% 1,93 0,32-8,67

Grado n=408

e Gradol 12 2,94% 2,09 0,93-3,92 0,610

e Grado2 181 44,36% 1,89 0,63-9,70

e Grado3 215 52,70% 2,0 0,32-9,59

Subtipo IHQ n=444

e RH+/HER2- 217 48,9% 1,93 0,50-9,70 0,186

e RH+/HER2+ 110 24,8% 1,94 0,32-9,59

e RH-/HER2+ 46 10,4% 2,15 0,63-5,42

e CMTN 71 16,0% 1,85 0,86-6,80

Inv. Vascular Dx n=172

e Negativo 124 72,09% 2,06 0,32-7,67 0,591

e Positivo 48 27,91% 1,92 1,10-7,36

CMTN: carcinoma de mama triple negativo. Dx: diagndstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico. IHQ: inmunohistoquimica. Inv: invasion. NST: no special type. RH: receptor hormonal. RNL: ratio
neutréfilo-linfocito.
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Figura 17. Diagrama de caja, en el que se representan los valores de RNL segun edad
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Figura 18. Diagrama de caja, en el que se representan los valores de RNL segun subtipo
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4.4.2. ANALISIS DEL VALOR PREDICTIVO DE LA RATIO NEUTROFILO-LINFOCITO

En el estudio de la asociacidn entre el biomarcador RNL y la respuesta a QTN, la RNL
como variable continua, no se asocié con la RCp (OR=0,96; 1C95% 0,81-1,15, p=0,685).
Curiosamente, las pacientes con RCp axilar presentaron una mediana de RNL basal
mayor que aquellas que no consiguieron RCp (mediana, rango: 2,06, 0,51-9,70 vs 1,89,
0,32-9,59), ronzando la significacion estadistica (p=0,053). La figura 19 muestra dicha

observacion, empleando la mediana como punto de corte.

W No RCp axilar
[ RCp axilar (ypNO)

100

Recuento de pacientes (N)

£1,92 >1,92

Mediana RNL al diagnéstico

Figura 19. Asociacidon entre RNL y RCp axilar

A continuacidn, se evalud el valor predictivo para la RCp de la RNL, estratificando por las
variables: edad, estadio al diagndstico, subtipo histolédgico, grado de diferenciacion y

subtipo molecular.

En cuanto a la edad, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
la RCp segun RNL, en las pacientes < 40 anos (OR=0,81; 1C95% 0,52-1,27, p=0,362) ni
> 40 afios (OR=1,0; 1IC95% 0,83-1,22, p=0,959). Para el estadio al diagndstico, aunque se
objetivé una tendencia en la asociacién entre RNLy RCp axilar en el estadio I-1l (OR=0,82;
IC95% 0,65-1,03, p=0,085), las diferencias no fueron significativas para el estadio Il
(OR=0,96; 1C95% 0,76-1,22, p=0,748) ni para la RCp global. A su vez, no se encontraron
diferencias significativas segun subtipo histolégico: CM NST (OR=0,96; IC95% 0,80-1,15,
p=0,644) y carcinoma lobulillar infiltrante (OR=1,01; 1C95% 0,27-3,84, p=0,981). De

forma similar, la asociacion de la RNL con la RCp, no demostré diferencias significativas
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para el el G1-2 (OR=0,89; 1C95% 0,61-1,29, p=0,528) ni G3 (OR=0,87; 1C95% 0,68-1,11,
p=0,257).

En el analisis segln subtipo IHQ, la asociacidén positiva entre la RNL y RCp global fue
significativa para el subtipo RH+/HER2- (OR=1,34; 1C95% 1,00-1,78, p=0,050), no
encontrado diferencias estadisticamente significativas para el resto de subtipos:
RH+/HER2+ (OR=0,84; 1C95% 0,59-1,18, p=0,304), RH-/HER2+ (OR=0,76; 1C95% 0,44-
1,30, p=0,316) y CMTN (OR=0,71; 1C95% 0,43-1,17, p=0,183). La figura 20 muestra la

asociacion para el subtipo RH+/HER2-, empleando la mediana como punto de corte.

Il No RCp axilar
[ RCp axilar (ypNO)

Recuento de pacientes (N)

o

1,92 >1,92

Mediana RNL al diagnéstico

Figura 20. Asociacién entre RNL y RCp, en el subtipo RH+/HER2-

A suvez, de forma exploratoria, se analizé el valor predictivo de la RNL para el RCB segun
las categorias RCB 0, RCB |, RCB Il y RCB Il en la toda la muestra a estudio. Los resultados
fueron concordantes con los encontrados para la RCp, sin diferencias entre grupos, y se

sintetizan en la tabla 23.

Tabla 23. Asociacién entre RNL y RCB

RCB OR 1C95% P
RCBO ref n/a n/a
RCBI 1,17 0,88-1,54 0,288
RCBII 1,06 0,85-1,32 0,611
RCB Il 0,912 0,67-1,24 0,562

IC95%: intervalo de confianza

referencia.

95%. n/a: no aplica.

OR: odds ratio. RCB: residual cancer burden. Ref:
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4.4.3. ANALISIS DEL VALOR PRONOSTICO DE LA RATIO NEUTROFILO-LINFOCITO

En el andlisis univariable de la RNL, como variable continua, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la serie global, para SLE (HR=0,89; 1C95%
0,70-1,13, p=0,320), SG (HR=0,96; 1C95% 0,73-1,27, p=0,778) ni SGCM (HR=1,0; 1C95%
0,75-1,34, p=0,967).

Posteriormente, se analizd el significado prondstico, dentro de cada subtipo IHQ. Se
estudié también a las pacientes con RH+ (independientemente del status de HER2), y
HER2+ (independientemente del status de RH), sin encontrar diferencias significativas.

Los resultados se muestran en la tabla 24.

Tabla 24. Significado prondstico de la RNL, segun subtipo IHQ

SLE SG SGCM
Subtipo IHQ
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P

RH+/HER2- | 0,83 | 0,60-1,15 | 0,263 | 0,99 | 0,71-1,4 | 0,960 | 1,04 | 0,74-1,45 | 0,826
RH+/HER2+ | 1,18 | 0,77-1,80 | 0,454 | 0,95 | 0,44-2,0 | 0,897 | 0,94 | 0,38-2,28 | 0,882
RH-/HER2+ | 0,79 | 0,39-1,60 | 0,511 | 0,75 | 0,31-1,8 | 0,523 | 0,89 | 0,31-2,56 | 0,831
CMTN 0,74 | 0,31-1,77 | 0,496 | 0,99 | 0,45-2,2 | 0,989 | 0,99 0,45-2,2 | 0,989
RH+ 0,91, 0,70-1,18 | 0,469 | 0,98 |0,72-14 | 0,918 | 1,02 | 0,74-1,41 | 0,892
HER2+ 1,05| 0,72-1,52 | 0,804 | 0,882 | 0,49-1,6 | 0,674 | 0,95 | 0,49-1,83 | 0,877

CMTN: carcinoma de mama triple negativo. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. HR:
Hazard ratio. IC95%: intervalo de confianza al 95%. IHQ: inmunohistoquimica. RH: receptor hormonal. SGCM:
supervivencia especifica de cancer de mama. SG: supervivencia global. SLE: supervivencia libre de
enfermedad. sTIL: linfocitos infiltrantes tumorales estromales.

Ademads del andlisis de RNL como variable continua, se realizdé un analisis prondstico
exploratorio empleando la mediana como punto de corte. La RNL baja, definida como
igual o inferior a la mediana (1,92), se mostré como factor prondstico asociado a una
peor SLE (HR=0,60; IC95% 0,36-0,99, p=0,048), aunque sin diferencias estadisticamente
significativas para la SGCM (HR=0,90; 1C95% 0,44-1,81, p=0,759). La figura 21 muestra

las curvas de Kaplan-Meier para la SLE.
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Figura 21. Curvas de Kaplan-Meier para la SLE y SGCM (serie global), empleando la

mediana como punto de corte
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4.5. OBJETIVO 3: EVALUACION DE LA CORRELACION ENTRE LOS LINFOCITOS
INFILTRANTES DE TUMOR Y LA RATIO NEUTROFILO-LINFOCITO Y DE SU IMPACTO
PREDICTIVO Y PRONOSTICO

4.5.1. ANALISIS DE LA CORRELACION ENTRE LOS TIL Y LA RNL

Del total (N=466 pacientes), en 376 (80,9%) pacientes se pudo disponer del analisis
completo de las variables clinicas (respuesta a QTN) e inmunoldgicas (sTIL, RNL). La

figura 22 incluye el diagrama de flujo de la serie global.

Cohorte del

estudio
Casos incluidos

f + Cohorte consecutiva de pacientes con CM

tratadas con QTN (2009-2019)
468
~  » Casos exluidos
Cohorte para * Noinformacién apropiada sobre el
el analisis 466 seguimiento: N=2
univariable
TIL, N=397
RNL, N=444

P; Casos excluidos

* No determinacién de TIL o RNL disponible: N=90

Cohorte para

el analisis 376

multivariable

Figura 22. Diagrama de flujo de la serie global

El subgrupo final de 376 pacientes era representativo de la muestra total, dado que las
caracteristicas clinicas y patolégicas de ambos grupos eran practicamente superponibles

(tabla 25).
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Tabla 25. Comparacion de las caracteristicas basales de la cohorte completa de estudio

y de la cohorte para el andlisis multivariable

Caracteristicas N=466 (%) N=376 (%) p
basales

Edad (mediana, 49 (rango: 25-87) afios 49 (rango: 25-87) afios 0,194
rango)
Status menstrual
e Premenopausica 263 (56,4%) 213 (56,7%) 0,851
e Postmenopdusica 203 (43,6%) 163 (43,3%)
Estadio clinico
e |B 41 (8,8%) 34 (9,0%) 0,180
e A 152 (32,6%) 115 (30,7%)
e 1B 87 (18,7%) 72 (19,1%)
e A 96 (20,6%) 84 (22,3%)
e B 55 (11,8%) 41 (10,9%)
e IIIC 35 (7,5%) 30 (8,0%)
Subtipo histolégico
e CMNST 446 (95,7%) 361 (96,0%) 0,295
e Carcinoma 16 (3,4%) 13 (3,5%)

lobulillar 4 (0,9%) 2 (0,5%)
e Otros
Grado histoldgico
e Gradol 13 (2,8%) 11 (2,9%) 0,746
e Grado?2 185 (39,7%) 147 (39,1%)
e Grado3 226 (48,5%) 186 (49,5%)
e Desconocido 42 (9,0%) 32 (8,5%)
Subtipo IHQ
e RH+/ HER2- 225 (48,3%) 178 (47,3%) 0,255
e RH+/HER2+ 115 (24,7%) 89 (23,7%)
e RH-/HER2+ 51 (10,9%) 45 (12,0%)
e CMTN 75 (16,1%) 64 (17,0%)
Seguimiento 5,79 (5,41-6,17) afios 6,0 (5,59-6,41) afios | 0,226
(mediana, rango)
SLE a 5 afios (IC95%) 88,0% (84,68-90,79) 89,9% (86,81-92,50) 0,923
SG a 5 afios (IC95%) 92,7% (89,90-94,89) 92,8% (90,21-95,43) 0,845

Todos los pacientes analizados, N=466. Cohorte anidada para el analisis multivariable, n=376.

CM NST: carcinoma de mama no special type. CMTN: carcinoma de mama triple negativo. HER2:

receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. RH: receptor hormonal. SG: supervivencia global. SLE:

supervivencia libre de enfermedad.

*El valor de p hace referencia al resultado de comparacion entre proporciones o medias de ambos grupos.
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El analisis de correlacién no evidencioé asociacién entre la RNL pretratamiento y los sTIL
de la biopsia pretratamiento (|r|=0,07, p=0,177) en la serie global. Se descarto, a su vez,
correlacion para cada subtipo molecular: RH+/HER2- (|r|=0,12, p=0,112), RH+/HER2-
(|r|=0,03, p=0,813), RH-/HER2+ (|r|=0,19, p=0,215) y CMTN (|r|=0,18, p=0,168). La

figura 23 presenta el grafico de dispersion para la serie global.

104
o o
(o]
7 [+]

o

= o °

-

w

0 6= o ©

c

g0 de °

©

2 78 o0 °

= 8 e§g 2 °

]

E 8 g e 8°o © 3
. Be 8 © 8 o o
2 g ag 8

o 03§ 8 o ©
8 o °
o

T T T T T
0 20 40 60 80

sTIL en la biopisa diagnéstica (%)

Figura 23. Grafico de dispersion, para las variables sTIL y RNL al diagnéstico (serie global)

4.5.2. ANALISIS DEL VALOR PREDICTIVO COMBINADO DE LOS LINFOCITOS
INFILTRANTES DE TUMOR Y LA RATIO NEUTROFILO-LINFOCITO

Mediante regresion de Cox, se evalud el significado predictivo y prondstico de los
biomarcadores sTIL y RNL en modelos en los que se introdujeron ambas variables, que
fueron analizadas como cuantitativas continuas. Se comprobd la ausencia de interaccion
entre las variables en cada modelo y no se introdujeron otras variables clinico-

patoldgicas para este primer analisis.

En el andlisis de la capacidad predictiva de RCp, para la serie global, los sTIL
permanecieron como factor predictivo independiente (IC95% 1,27-2,02, p<0,001). Sin

embargo, las diferencias no fueron significativas para la RNL (tabla 26).
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Tabla 26. Andlisis multivariable de los sTIL y la RNL, para la RCp (serie global)

RCp
Variables
OR IC 95% P
sTIL* 1,60 1,27-2,02 < 0,001
RNL* 1,02 0,63-1,67 0,930

IC95%: intervalo de confianza al 95%. OR: odds ratio. RCp: respuesta completa patoldgica. RNL: ratio
neutroéfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalu6 previa transformacion logaritmica.

De forma exploratoria, se realizé un analisis estratificando a las pacientes en los

subgrupos: sTIL altos (> mediana) y RNL baja (< mediana), sTIL altos (> mediana) y RNL

alta (> mediana), sTIL bajos (< mediana) y RNL baja (< mediana) y, finalmente, el

subgrupo de sTIL bajos (< mediana) y RNL alta (> mediana). Con base en la

representacion grafica (figura 24), se comprobd que las pacientes con mayor infiltracion

tumoral, presentaban mayor tasa de RCp, acorde al andlisis multivariable que incluia

ambos biomarcadores.
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Figura 24. Representacion grafica de la RCp, estratificando a las pacientes segun el

analisis combinado de sTIL y RNL, empleando la mediana como punto de corte
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En el analisis por subtipo molecular, a excepcidon de las pacientes con CM RH+/HER2-, en
el que los sTIL permanecieron como variable independiente para la prediccion de la RCp,
no se encontraron diferencias significativas entre los subgrupos (tabla 27).

Tabla 27. Andlisis multivariable de los sTIL y la RNL, para la RCp, segun subtipo IHQ

RCp
RH+/HER2- (n=178)

Variables OR IC 95% P
sTIL* 3,76 1,72-8,22 0,001
RNL* 3,44 1,02-11,61 0,052

RH+/HER2+ (n=89)

Variables OR IC 95% P
sTIL* 1,40 0,87-2,24 0,166
RNL* 0,79 0,32-1,91 0,593

RH-/HER2+ (n=45)

Variables OR IC 95% P
sTIL* 1,16 0,69-1,96 0,574
RNL* 0,38 0,09-1,64 0,196

CMTN (n=64)

Variables OR IC 95% P
sTIL* 1,27 0,88-1,84 0,210
RNL* 0,55 0,15-1,99 0,362

CMTN: carcinoma de mama triple negativo. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. IC95%:
intervalo de confianza al 95%. OR: odds ratio. RCp: respuesta completa patoldgica. RNL: ratio neutréfilo-
linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.

4.5.3. ANALISIS DEL VALOR PRONOSTICO COMBINADO DE LOS LINFOCITOS
INFILTRANTES DE TUMOR Y LA RATIO NEUTROFILO-LINFOCITO

En el analisis del valor prondstico de los biomarcadores sTIL y RNL, ambas se exploraron
como variables cuantitativas continuas, para SLE, SG y SGCM. Ni los sTIL ni la RNL

mostraron valor prondstico independiente para la SLE, SG o la SGCM (tabla 28).
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Tabla 28. Andlisis multivariable para supervivencia de los sTIL y la RNL (serie global)

SLE SG SGCM

Variables
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P

sTIL* 1,02 | 0,80-1,29 |0,905| 0,88 | 0,64-1,20 | 0,418 | 0,97 | 0,68-1,38 | 0,873

RNL* 0,66 | 0,37-1,19 | 0,166 | 0,82 | 0,38-1,76 | 0,608 | 0,94 | 0,41-2,20 | 0,894

HR: Hazard ratio. 1C95%: intervalo de confianza al 95%. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. sTIL: linfocitos
infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalu6 previa transformacion logaritmica.

De forma exploratoria, se realizé un analisis prondstico estratificando a las pacientes en
los subgrupos: sTIL altos (> mediana) y RNL baja (< mediana), sTIL altos (> mediana) y
RNL alta (> mediana), sTIL bajos (< mediana) y RNL baja (< mediana) y, finalmente, el
subgrupo de sTIL bajos (< mediana) y RNL alta (> mediana). Con base en la
representacién gréfica (figura 25), no se encontraron claras diferencias entre subgrupos,

acorde al andlisis multivariable que incluia ambos biomarcadores.
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Figura 25. Curvas de Kaplan-Meier para la SLE y SGCM, estratificando a las pacientes

segun el analisis combinado de sTIL y RNL, con la mediana como punto de corte

En el analisis por subtipo molecular, no se encontraron diferencias pronosticas

significativas para los biomarcadores sTIL y RNL (tabla 29).
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Tabla 29. Andlisis multivariable de los sTIL y la RNL, para la supervivencia, segun subtipo

RH+/HER2- (n=178)

SLE SG SGCM
Variables
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P
sTIL* 1,06 | 0,73-1,54 | 0,765 | 1,05 | 0,64-1,72 | 0,849 | 1,32 | 0,75-2,34 | 0,341
RNL* 0,65| 0,30-1,39 | 0,265 | 0,98 | 0,37-2,64 | 0,972 | 1,04 | 0,36-3,03 | 0,939
RH+/HER2+ (n=89)
SLE SG SGCM
Variables
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P
sTIL* 1,15 | 0,53-2,49 | 0,726 | 0,64 | 0,25-1,65 | 0,358 | 1,61 | 0,30-8,76 | 0,579
RNL* 2,38 | 0,54-10,48 | 0,250 | 2,66 | 0,24-29,1 | 0,424 | 2,60 | 0,19-36,09 | 0,477
RH-/HER2+ (n=45)
SLE SG SGCM
Variables
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P
sTIL* 0,98 | 0,57-1,70 | 0,953 | 0,82 | 0,42-1,60 | 0,557 | 0,62 | 0,25-1,58 | 0,320
RNL* 0,49 | 0,11-2,09 | 0,332 | 0,40 | 0,07-2,44 | 0,320 | 0,98 | 0,07-13,8 | 0,986
CMTN (n=64)
SLE SG SGCM
Variables
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P
sTIL* 0,90 | 0,56-1,45 | 0,672 | 0,78 | 0,45-1,35 | 0,371 | 0,78 | 0,45-1,35 | 0,371
RNL* 0,14 | 0,02-1,29 | 0,082 | 0,28 | 0,02-3,46 | 0,323 | 0,28 | 0,02-3,46 | 0,323

HR: Hazard ratio. I1C95%: intervalo de confianza al 95%. RNL: ratio neutrofilo-linfocito. sTIL: linfocitos
infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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4.6. OBJETIVO 4: GENERACION DE UN MODELO PREDICTIVO MULTIVARIABLE DE
RESPUESTA A LA QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE CON INCLUSION DE
BIOMARCADORES INMUNES

4.6.1. GENERACION Y SELECCION DEL MODELO PREDICTIVO

Para la generacion de modelos multivariables predictores de respuesta, en concreto
RCp, ademas de los sTIL y la RNL, se seleccionaron inicialmente todas las variables
clinico-patoldgicas de relevancia identificadas en este trabajo, atendiendo a criterios
clinicos y/o estadisticos (p < 0.20 en el analisis univariable), asi como potenciales
factores de confusién (se excluyé Ki67 por su elevada correlacion con el grado). Las
variables incluidas fueron: edad, estatus menstrual, ECOG, subtipo molecular, grado

histolégico y estadio clinico al diagndstico (cT cN).

En la cohorte global, el modelo de regresion logistica multivariable que incluyé todas las
variables previamente enumeradas (modelo total) se muestra en la tabla 30. En este
modelo total o maximo, los sTIL, al contrario que la RNL, mostraron valor prondstico

independiente al de los parametros clinico-patolégicos.

Tabla 30. Andlisis multivariable para la RCp (serie global)

RCp
Variables
OR 1IC 95% P

sTIL* 1,36 1,05-1,75 0,020
RNL* 0,74 0,32-1,73 0,487
Edad_40 0,72 0,34-1,53 0,391
Premenop. 0,83 0,46-1,52 0,551
ECOG 1,22 0,64-2,31 0,551
cT (cm) 0,84 0,74-0,97 0,016
cN2-3 0,53 0,30-0,96 0,036
RH+ 0,23 0,13-0,40 <0,001
HER2+ 2,91 1,68-5,15 <0,001
G3 2,52 1,41-4,50 0,002

cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. Edad_40: edad <40 vs > 40 afios.
G3: grado 3. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. OR:
odds ratio. Premenop: premenopausica. RCp: respuesta completa patoldgica. RNL: ratio neutréfilo-linfocito.
sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales * Esta variable se evalud previa transformacion logaritmica.
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Con la finalidad de seleccionar el mejor modelo predictivo a partir de todas las posibles

ecuaciones derivadas del modelo total, se aplicé el comando de STATA allsets. Con esta

herramienta, se estimaron y evaluaron un total de 1023 submodelos jerarquicos para

predecir RCp.

El modelo seleccionado fue aquel que incluia variables clinicas (tamafio tumoral y

afectacion ganglionar al diagnéstico) y patoldgicas (RH, HER2 y grado 3), junto a la

cuantificacion de sTIL, que permanecié como variable pronostica independiente (tabla

31).

Tabla 31. Andlisis multivariable para RCp (serie global)

RCp
Variables
OR 1IC95% P

sTIL* 1,32 1,05-1,68 0,020

cT (cm) 0,83 0,72-0,94 0,005

cN2-3 0,50 0,29-0,88 0,016
RH+ 0,25 0,15-0,42 <0,001
HER2+ 2,71 1,59-4,62 < 0,001

G3 2,51 1,44-4,38 0,001

cN: afectacion ganglionar al diagnéstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. G3: grado 3. HER2: receptor

2 del factor de crecimiento epidérmico. 1C95%: intervalo de confianza al 95%. OR: odds ratio. sTIL:

linfocitos infiltrantes de tumor estromales. RH: receptor hormonal.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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La capacidad de discriminacién del modelo seleccionado en términos de AUC y AIC se
muestra en la tabla 32. Se presenta también el andlisis comparativo de estos pardametros
frente al modelo total, que incluye todas las variables (demogréficas, clinico-patoldgicas,
sTIL y RNL), asi como frente a dos submodelos de interés basados en el modelo
seleccionado: uno que afnade la estimaciéon de la RNL y otro que presenta
exclusivamente las variables clinicas, eliminando los sTIL. Ademas del AUC y el AIC, se
han estimado las razones de verosimilitud (Log-Likelihood ratio, LLR) entre los distintos
modelos, y su analisis mediante el correspondiente test estadistico (LLRT). Antes de
comparar los modelos entre si, se comprobd mediante el comando confound que, frente
al modelo total, ni en el modelo seleccionado, ni en los diferentes submodelos, los

efectos de las variables sTIL y RNL diferian de manera relevante.

En comparaciéon con el modelo total y el submodelo que incluia la RNL, el modelo
seleccionado presentaba el mismo valor de AUC (AUC=0,81, 1C95% 0,76-0,86),
demostrando la misma capacidad de discriminacién para la RCp. La estimacion del AIC
permite maximizar la relacion entre la capacidad predictiva y la verosimilitud. El modelo
seleccionado presentaba el menor valor de AIC (AIC=356,9), por lo que, en comparacion
con el modelo total y el submodelo que incluia la RNL, se mostré como el modelo dptimo
en el proceso iterativo de estimacidn de pardmetros con los datos de la serie, sin implicar
una pérdida en la capacidad de discriminacién. En el caso de la comparacion con el
submodelo carente de sTIL, basado exclusivamente en factores clinicos, este presentd
una discreta menor capacidad predictiva que el modelo seleccionado, en base a una
menor AUC y una peor bondad del ajuste. El LLRT evidencié que estas diferencias eran
estadisticamente significativas (p=0,016). Similares resultados se observaron para la
comparacion del submodelo clinico exclusivo con aquél que incluia también la RNLy con
el modelo total, si bien en este Ultimo caso el valor p del LLRT no fue estadisticamente

significativo (p=0,182) (tabla 32).
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Tabla 32. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la RCp

RCp
Modelos

AlIC AUC I1C 95% LLRT Pt LLR¥ Pt LLRT% P+t
Submodelo 3608 | 0,80 | 0,75-0,85 7,57 0,182 6,30 0,043 >84 0,016
clinico (gl: 5) (gl: 2) (gl: 1)
Submodelo 3569 | 081 | 0,76-0,86 1,72 0,787 0,45 0,502 REFERENCIA n/a
seleccionado (gl: 4) (gl:1)
Submodelo 1,27

1 76- ! 7 REFERENCIA

seleccionado + RNL 358,5 0,8 0,76-0,86 (2l:3) 0,735 C n/a n/a n/a
Modelo total 363,2 0,81 0,77-0,86 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.

t¥ Prueba de razdn de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado (categoria de referencia) y el submodelo clinico anidado.

- Modelo total: sTIL*, RNL*, Edad_40, Premenop, ECOG, cT (cm), cN2-3, RH+, HER2+ y G3

- Modelo seleccionado: sTIL*, cT (cm), cN2-3, RH+, HER2+ y G3

- Modelo clinico: cT (cm), cN2-3, RH+, HER2+y G3

AIC: Criterio de Informacién de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacion ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. Edad_40: edad <40 vs > 40 anos. G3: grado 3. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a: no aplicable. OR: odds ratio. Premenop: premenopausica (vs postmenopdusica). RCp: respuesta completa patoldgica.
RH: receptor hormonal. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica
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4.6.2. ANALISIS DE LA FIABILIDAD DEL MODELO
4.6.2.1. VALIDACION INTERNA MEDIANTE TECNICAS DE MUESTREO ALEATORIO

Una vez establecido el modelo basado en sTIL, cT, cN, RH, HER2 y G3 como el éptimo
para predecir RCp en la cohorte, se evaluo la fiabilidad o reproducibilidad del mismo. Al
no disponer de una cohorte de validacidén externa, se aplicaron técnicas de validacién

interna, en la misma muestra de los sujetos.

En primer lugar, se realiz6 una validacidn cruzada. Los datos fueron para ello divididos
al azar en 5 grupos de igual tamafio muestral. De forma repetida, cada grupo fue
empleado para validar el modelo de regresiéon estimado a partir de los 4 grupos
restantes. Este proceso fue repetido para cada uno de los 5 grupos, de los cuales se
obtuvieron valores pseudo-R2, que miden capacidad predictiva del modelo y se pueden
comparar con el valor pseudo-R2 de la cohorte global. Los valores pseudo-R2 obtenidos
paralos 5 grupos generados aleatoriamente oscilaron entre 0,13 y 0,31. El valor pseudo-
R2 medio de las estimaciones fue de 0,20, comparable al valor de la cohorte global

(pseudo-R2 global: 0,20).

Asimismo, se empled un segundo procedimiento mediante remuestreo bootstrap. Para
ello, a partir de la cohorte original, se generaron 1000 subgrupos distintos mediante
muestro aleatorio con reposicidén. En cada una de ellos, se estimé el AUC, de manera
gue al disponer de cientos de estimaciones se pudo obtener de manera empirica un AUC
promedio y un intervalo de confianza, que se pudo comparar también con el de la
cohorte global. Con este método, se obtuvo un AUC medio de 0,80 (IC95% 0,76-0,85),
equiparable al AUC obtenido en la cohorte original (AUC=0,81, IC95% 0,76-0,86).

4.6.2.2. ANALISIS DE SUBGRUPOS

De manera complementaria a las técnicas de validacion interna basadas en el muestro
aleatorio de la cohorte global, para analizar la fiabilidad del modelo seleccionado y
analizar su capacidad predictiva con mayor precisién, se realizé un analisis por
subgrupos, basandose en el subtipo molecular. Con la finalidad de no comprometer la
potencia estadistica, la cohorte global se dividi6 en dos subgrupos uUnicamente,

colapsando la variable subtipo molecular en las categorias luminal/RH+ (que incluia los
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tumores RH+/HER2- y RH+/HER2+, n=267) y no luminal/RH- (que incluia los subtipos RH-
/HER2+y CMTN, n=109).

En ambos subgrupos, se analizaron todas las variables incluidas en el modelo
seleccionado, salvo el subtipo molecular (criterio de estratificacion). Sin embargo, tanto
en el subgrupo de neoplasias luminales como en el subgrupo de no luminales se afiadié
la variable HER2 para controlar la heterogeneidad asociada al sistema de agrupacion (en
este uUltimo grupo, la positividad para HER2 se corresponderia con tumores RH-/HER2+

vs. CMTN).
4.6.2.2.1. Subgrupo luminal

En el subtipo luminal, el modelo de regresidn logistica correspondiente al modelo
seleccionado se muestra en la tabla 34. Al igual que en la cohorte global, en este
subgrupo, los sTIL, no asi la RNL, mostraron valor pronéstico independiente al de los

pardametros clinico-patolégicos (tabla 33).

Tabla 33. Andlisis multivariable para la RCp (subtipo luminal)

RCp
Variables
OR 1IC 95% P

sTIL* 1,56 1,02-2,37 0,040

RNL* 1,37 0,46-4,08 0,569

Edad_40 0,57 0,21-1,57 0,276

Premenop. 1,10 0,46-2,60 0,837

ECOG 2,84 1,18-6,79 0,019
HER2+ 6,36 2,94-13,78 < 0,001

cT (cm) 0,86 0,71-1,04 0,128

cN2-3 0,65 0,29-1,47 0,303

G3 3,14 1,41-7,00 0,005

cN: afectacidon ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagnéstico. Edad_40: edad <40 vs > 40
afos. G3: grado 3. I1C95%: intervalo de confianza al 95%. Premenop: premenopdusica (vs
postmenopausica). RCp: respuesta completa patoldgica. RNL: ratio neutrofilo-linfocito. sTIL: linfocitos
infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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Tabla 34. Andlisis multivariable para la RCp (subtipo luminal)

RCp
Variables
OR 1C 95% P

STIL* 1,56 1,07-2,27 0,022
HER2+ 5,23 2,56-10,68 < 0,001

cT (cm) 0,87 0,71-1,03 0,094

cN2-3 0,65 0,31-1,35 0,250

G3 2,97 1,42-6,21 0,004

cN: afectacion ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. G3: grado 3. 1C95%: intervalo
de confianza al 95%. RCp: respuesta completa patoldgica. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.
* Esta variable se evalu6 previa transformacion logaritmica.

La capacidad de discriminacién del modelo seleccionado se muestra en la tabla 35. Al
igual que lo observado en el analisis de la cohorte global, para el subgrupo de tumores
luminales se confirmé que éste era el modelo dptimo. En la tabla se presenta también
el andlisis comparativo frente al modelo total, asi como frente a dos submodelos de
interés basados en el modelo seleccionado: uno que afade la estimacion de la RNL y
otro que presenta exclusivamente las variables clinicas, eliminando los sTIL. Antes de
comparar los modelos, se comprobd mediante el comando confound que, frente al
modelo total, ni en el modelo seleccionado, ni en los diferentes submodelos, los efectos

de las variables sTIL y RNL diferian de manera relevante.

En comparacién con el modelo total y el submodelo que incluia la RNL, el modelo
seleccionado presentaba similares AUC (AUC=0,81, IC95% 0,75-0,87), con el menor AIC
(AlC=201,4). En el caso de la comparacion con el submodelo carente de sTIL, basado
exclusivamente en factores clinicos, este presentd también una menor capacidad
predictiva que el modelo seleccionado. EI LLRT evidencid que las diferencias objetivadas
entre el modelo seleccionado y el modelo clinico eran estadisticamente significativas

(p=0,005) (tabla 35).
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Tabla 35. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la RCp (subtipo luminal)

RCp
Modelos

AIC AUC IC 95% LLRT Pt LLR¥ Pt LLRt} Pt¥
submodelo 2072 | 078 | 071085 14,63 0,012 8,21 0,017 770 0,005
clinico (gl: 5) (gl: 2) (gl: 1)
Submodelo 201,4 | 081 | 0,75-0,87 6.87 0,143 0,45 0,503 REFERENCIA n/a
seleccionado (gl: 4) (gl:1)
Submodelo 642

2 1 76-0,87 ! REFERENCIA

seleccionado + RNL 03,0 0,8 0,76-0,8 (gl:3) 0,093 C n/a n/a n/a
Modelo total 202,5 0,83 0,78-0,89 | REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.

t¥ Prueba de razdn de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado (categoria de referencia) y el submodelo clinico anidado.

- Modelo total: sTIL*, RNL*, Edad_40, Premenop, ECOG, HER2+, cT (cm), cN2-3 y G3

- Modelo seleccionado: sTIL*, HER2+, cT (cm), cN2-3 y G3

- Modelo clinico: HER2+, cT (cm), cN2-3 y G3

AIC: Criterio de Informacién de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacion ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. Edad_40: edad <40 vs > 40 anos. G3: grado 3. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico. 1C95%: intervalo de confianza al 95%. N/a: no aplicable. Premenop: premenopdusica (vs postmenopausica). RCp: respuesta completa patoldgica. RNL: ratio
neutrdéfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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4.6.2.2.2. Subgrupo no luminal

En el subgrupo de tumores no luminales, el modelo seleccionado se muestra en la tabla
37. A diferencia de lo observado en la cohorte global y en el subgrupo luminal, nilos sTIL
ni la RNL presentaron odds ratios ajustadas estadisticamente significativas para la
prediccion de la RCp (p=0,216 y p=0,145, respectivamente). La tabla 36 muestra el

analisis multivariable en el modelo total y la tabla 37 se refiere al modelo seleccionado.

La capacidad de discriminacién del modelo seleccionado en el subgrupo no luminal se
muestra en la tabla 38. Se presenta también el analisis comparativo frente al modelo
total, asi como frente a tres submodelos de interés anidados en el modelo seleccionado:
dos que eliminan alternativamente los sTIL o la RNL, preservando el otro en la ecuacién,
y un tercero que suprime ambas variables, y que presenta exclusivamente los factores
clinicos. Antes de comparar los modelos, se comprobé mediante el comando confound
que, frente al modelo total, ni en el modelo seleccionado, ni en los diferentes

submodelos, los efectos de las variables sTIL y RNL diferian de manera relevante.

En este caso, a diferencia de los analisis previos, para el subgrupo de tumores no
luminales no se comprobd de forma robusta la superioridad del modelo seleccionado
frente a la de otros modelos. De hecho, el modelo dptimo en este subgrupo fue el que
combinaba los sTIL y la RNL junto a los parametros clinicos. Este modelo presentaba el
menor AIC (AIC=147,9), con una adecuada capacidad de discriminacion en términos de
AUC (AUC=0,70, 1C95% 0,60-0,80), similar a la del modelo total y levemente superior a
la de los distintos submodelos anidados, incluido el modelo seleccionado, pero sobre
todo frente al modelo clinico exclusivo. En este ultimo caso, el LLRT se encontraba en el

limite de la significacion estadistica (p=0,071) (tabla 38).
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Tabla 36. Andlisis multivariable para RCp (subtipo no luminal)

RCp
Variables
OR 1IC95% P

sTIL* 1,25 0,88-1,77 0,216
RNL* 0,32 0,07-1,48 0,145
Edad_40 2,20 0,35-4,07 0,769
Premenop. 0,73 0,28-1,89 0,522
ECOG 0,45 0,16-1,21 0,116
cT (cm) 0,84 0,68-1,05 0,128
cN2-3 0,41 0,16-1,09 0,075
HER2+ 0,94 0,35-2,50 0,901
G3 1,59 0,58-4,37 0,368

cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. Edad_40: edad <40 vs > 40

afos. G3: grado 3. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. 1IC95%: intervalo de confianza

al 95%. N/a: no aplicable. Premenop: premenopausica (vs postmenopausica). RCp: respuesta completa

patoldgica. RNL: ratio neutroéfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.
* Esta variable se evalud previa transformacion logaritmica.

Tabla 37. Andlisis multivariable para RCp (subtipo no luminal)

RCp
Variables
OR 1IC 95% P

sTIL* 1,27 0,93-1,73 0,139
RNL* 0,41 0,15-1,11 0,078
cT (cm) 0,85 0,69-1,03 0,103
cN2-3 0,33 0,14-0,81 0,016
HER2+ 0,91 0,39-2,16 0,835
G3 1,50 0,61-3,68 0,380

cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamarfio tumoral al diagndstico. G3: grado 3. HER2: receptor

2 del factor de crecimiento epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. RCp: respuesta completa

patoldgica. RNL: ratio neutroéfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.
* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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Tabla 38. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la RCp (subtipo no luminal)

RCp
Modelos
AIC AUC IC 95% LLRT Pt LLR¥ Pt LLRT* Pti LLR* Pit

Submodelo clinico 149,5 0,66 0,55-0,76 7,99 0,157 >,27 0,071 3,56 0,059 1,82 0,178
(gl: 5) (gl: 2) (gl: 1) (gl: 1)

Submodelo 6.17 172

seleccionado 148,2 0,68 0,58-0,78 ! 0,187 ! 0,190 n/a n/a REFERENCIA n/a
(gl: 4) (gl: 1)

-RNL

Submodelo 4,33 3,46

seleccionado -sTIL 149,7 0,68 0,58-0,78 (gl: 4) 0,350 (gl: 1) 0,063 REFERENCIA n/a n/a n/a

Submodelo 2,72

147 7 - ! 437 REFERENCIA
seleccionado ,9 0,70 0,60-0,80 (gl 3) 0,43 C n/a n/a n/a n/a n/a
Modelo total 151,5 0,72 0,62-0,82 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razoén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.

t¥ Prueba de razdn de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado sin sTIL (categoria de referencia) y el submodelo clinico.

¥+ Prueba de razdn de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparaciéon del submodelo seleccionado sin RNL (categoria de referencia) y el submodelo clinico.

- Modelo total: sTIL*, RNL*, Edad_40, Premeno, ECOG, HER2+, G3, cT (cm), cN2-3.

- Modelo seleccionado: sTIL*, RNL*, HER2+, G3, cT (cm), cN2-3.

AIC: Criterio de Informacion de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test. cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafo tumoral al diagndstico.
Edad_40: edad <40 vs > 40 afios. G3: grado 3. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a: no aplicable. Premenop:
premenopausica (vs postmenopausica). RCp: respuesta completa patologica. Ref: referencia. RNL: ratio neutroéfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacion logaritmica.
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4.7. OBJETIVO 5: GENERACION DE UN MODELO PRONOSTICO MULTIVARIABLE DE
CANCER DE MAMA TRATADO CON QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE CON INCLUSION
DE BIOMARCADORES INMUNES

4.7.1. GENERACION Y SELECCION DEL MODELO PRONOSTICO

Para la generacién de modelos multivariables prondsticos, predictivos de eventos de
supervivencia (SLE, SG y SGCM), ademas de los sTIL y la RNL, se seleccionaron
inicialmente todas las variables clinico-patoldgicas de relevancia, atendiendo a criterios
clinicos y/o estadisticos (p < 0.20 en el analisis univariable), asi como potenciales
factores de confusién. Las variables incluidas fueron: edad, estatus menstrual, ECOG,
RH, HER2, grado histolégico, estadiaje clinico al diagndstico (cT cN), la consecucidn de

RCp, la invasién extracapsular y la deteccidon de margenes quirdrgicos positivos.

En la serie global, los modelos de regresidon de Cox multivariables para SLE, SG y SGCM
se muestran en la tabla 39. Cabe mencionar que, en el modelo completo, nilos sTIL ni la

RNL mostraron valor prondstico independiente al de los pardmetros clinico-patoldgicos.
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Tabla 39. Andlisis multivariable para la supervivencia

SLE SG SGCM
Variables
HR 1C95% P HR 1C95% P HR 1C95% P
sTIL* 1,17 | 0,84-1,63 | 0,348 | 0,86 | 0,56-1,31 | 0,478 | 1,07 | 0,65-1,74 | 0,997
RNL* 0,41 | 0,14-1,19 | 0,101 | 0,92 | 0,23-3,78 | 0,913 | 1,19 | 0,26-5,49 0,823

Edad_40 1,29 | 0,47-3,55 | 0,623 | 1,60 | 0,34-7,47 | 0,547 | 1,56 | 0,33-7,32 | 0,576

Premeno. 1,17 | 0,59-2,35 | 0,654 | 1,47 | 0,56-3,87 | 0,440 | 1,89 | 0,65-5,51 | 0,243

ECOG 0,75 | 0,37-1,52 | 0,424 | 1,27 | 0,54-3,00 | 0,589 | 1,13 | 0,40-3,21 | 0,819

RH+ 0,39 | 0,18-0,84 | 0,017 | 0,41 | O0,15-1,16 | 0,093 | 0,39 | 0,13-1,21 | 0,102

HER2+ 1,01 | 0,48-2,13 | 0,971 | 0,93 | 0,34-2,53 | 0,889 | 0,42 | 0,12-1,42 | 0,163

G3 1,10 | 0,57-2,15 | 0,774 | 1,72 | 0,67-4,42 | 0,261 | 2,40 | 0,83-7,00 | 0,108

cT (cm) 1,24 | 1,10-1,38 | <0,001 | 1,10 | 0,94-1,30 | 0,229 | 1,08 | 0,90-1,29 | 0,421

cN2-3 2,40 | 1,17-490 | 0,016 | 4,62 | 1,43-149 | 0,011 | 6,21 | 1,67-23,1 | 0,007

RCp 0,37 | 0,13-1,07 | 0,066 | 0,15 | 0,02-1,26 | 0,081 | 0,13 | 0,02-1,15 | 0,066

Inv. Extrac. | 3,06 | 1,41-6,66 | 0,005 | 2,33 | 0,85-6,37 | 0,099 | 2,45 | 0,82-7,32 | 0,108

Margen + 1,87 | 0,42-8,40 | 0,416 | 2,43 | 0,48-12,3 | 0,285 | 2,68 | 0,47-15,4 | 0,271

CMTN: carcinoma de mama triple negativo. cN: afectacidon ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al
diagndstico. Edad_40: edad <40 vs > 40 afios. G3: grado 3. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico.
IC95%: intervalo de confianza al 95%. HR: hazard ratio. Premenop: premenopausica (vs postmenopausica). RCp:
respuesta completa patoldgica. RNL: ratio neutrdéfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica

Con la finalidad de seleccionar el mejor modelo a partir de todas las posibles ecuaciones
derivadas del modelo total, se aplicd el comando de STATA allsets. Se estimaron y

evaluaron un total de 8191 submodelos jerarquicos para predecir SLE, SG y SGCM.

A diferencia de lo observado en el andlisis de la RCp, para los tres eventos de
supervivencia evaluados el modelo seleccionado fue aquel que incluia variables
exclusivamente clinicas (tamafio tumoral y afectacidon ganglionar al diagndstico) y

patoldgicas (RH, HER2, consecuciéon de RCp e invasidn nodal extracapsular post-
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tratamiento), que permanecieron como variables pronosticas independientes de forma

estadisticamente significativa o en el limite de la significacion (tabla 40).

Tabla 40. Modelos multivariable para la SLE, SG y SGCM.

SLE
Variables
HR 1C95% P
RCp 0,45 0,18-1,14 0,091
cT (cm) 1,20 1,08-1,33 0,001
cN2-3 2,19 1,19-4,05 0,012
RH+ 0,45 0,24-0,87 0,017
HER2+ 1,07 0,56-2,05 0,833
Inv. Extracap. 3,04 1,54-6,00 0,001
SG
Variable
HR 1C95% P
RCp 0,11 0,01-0,82 0,032
cT (cm) 1,07 0,93-1,24 0,359
cN2-3 4,30 1,66-11,12 0,003
RH+ 0,31 0,14-0,70 0,005
HER2+ 0,91 0,38-2,14 0,822
Inv. Extracap. 2,29 0,97-5,43 0,060
SGCM
Variable
HR 1C 95% P
RCp 0,11 0,01-0,84 0,033
cT (cm) 1,05 0,89-1,23 0,570
cN2-3 5,00 1,79-14,0 0,002
RH+ 0,29 0,12-0,68 0,004
HER2+ 0,58 0,22-1,55 0,279
Inv. Extracap. 2,13 10,86-5,24 0,100

CMTN: carcinoma de mama triple negativo. cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral
al diagndstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. 1C95%: intervalo de confianza al
95%. HR: hazard ratio. RCp: respuesta completa patoldgica. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. sTIL: linfocitos
infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica
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La capacidad de discriminacion del modelo seleccionado, en términos de indice C de
Harrell y AIC se muestra en las tablas 41, 42 y 43. Se presenta también el analisis
comparativo de estos parametros frente al modelo total, que incluye todas las variables
(demograficas, clinico-patoldgicas, sTIL y RNL); asi como frente a los diferentes
submodelos que se pueden construir entre ambos, afiadiendo al modelo seleccionado
los parametros sTIL y/o RNL. Ademas del indice Cy el AIC, se han estimado las razones
de verosimilitud entre los distintos modelos y el LLRT. Antes de comparar los modelos
entre si, se comprobd mediante el comando confound que, frente al modelo total, ni en
el modelo seleccionado, ni en los diferentes submodelos, los efectos de las variables sTIL

y RNL diferian de manera relevante.

En comparacion con el modelo total, los modelos seleccionados presentaban un
estadistico C de Harrell igual o minimamente inferior en los tres casos (SLE: 0,79 vs. 0,77;
SG: 0,82 vs. 0,82; SGCM: 0,85 vs. 0,84), indicando una misma capacidad de
discriminacion a pesar de no incluir las variables inmunoldgicas. Al requerirse un menor
numero de parametros para estimar el modelo, el AIC fue inferior (SLE: 459,4 vs. 450,0;
SG: 243,3 vs. 253,8; SGCM: 198,6 vs. 206,5), de manera que el modelo seleccionado
demostré una mayor bondad del ajuste. El analisis comparativo del indice Cy del AIC de
los submodelos intermedios, generados mediante la incorporacién de sTIL y/o RNL al
modelo seleccionado, ilustra el escaso valor afiadido de estos parametros para la
prediccidén de SLE, SG y SGCM en la serie. Las comparaciones mediante LLRT no fueron

estadisticamente significativas (tablas 41, 42 y 43).
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Tabla 41. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la SLE

SLE
Modelos

AIC C-Harrell IC 95% LLRT P+ LLR¥ Pt LLRt¥ Pt LLR¥% Pit

Submodelo 4,74 2,76 0,50 2,02
4 77 - ! 2 ! 252 ! 47 ! 1
seleccionado 200 10, 0,69-0,85 (gl: 7) 0,69 (gl: 2) 0,25 (gl 1) 0,479 (gl: 1) 0,156
Submodelo 572 074
seleccionado 450,2 0,78 0,70-0,85 ! 0,843 ! 0,389 n/a n/a REFERENCIA n/a
(gl: 6) (gl: 1)

+ RNL
Submodelo 4,25 2,27
seleccionado + sTIL 451,7 0,78 0,71-0,85 (gl: 6) 0,643 (gl: 1) 0,132 REFERENCIA n/a n/a n/a
Submodelo 198
seleccionado 451,4 0,79 0,72-0,86 ( i 5) 0,851 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a
+ RNL+ sTIL gt
Modelo total 459,4 0,79 0,72-0,86 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).
¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL + sTIL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.
+1 Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + sTIL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.
$% Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.
- Modelo total: sTIL*, RNL*, Edad_40, Premeno, ECOG, RH+, HER2+, G3, cT (cm), ctN2-3, RCp, Inv. Extrac., Margen +
- Modelo seleccionado: RH+, HER2+, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac.
AIC: Criterio de Informacion de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. Edad_40: edad <40 vs > 40 afos. G3: grado 3. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a: no aplicable. OR: odds ratio. Premenop: premenopausica (vs postmenopausica). RCp: respuesta completa patoldgica.
RH: receptor hormonal. RNL: ratio neutrofilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.

154




Tabla 42. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la SG

SG
Modelos
AIC C-Harrell IC 95% LLRT Pt LLR¥ Pt LLRT* Pti LLR* Pit
Submodelo 3,73 0,34 0,30 0,06
seleccionado 243,3 0,82 0,74-0,90 (gl 7) 0,832 (gl: 2) 0,842 (gl: 1) 0,587 (gl: 1) 0,810
Submodelo 347 029
seleccionado 245,3 0,82 0,74-0,90 ! 0,747 ! 0,593 n/a n/a REFERENCIA n/a
(gl: 6) (gl: 1)
+ RNL
Submodelo 3,23 0,05
seleccionado + sTIL 245,0 0,82 0,73-0,90 (gl: 6) 0,778 (gl: 1) 0,825 REFERENCIA n/a n/a n/a
Submodelo 319
seleccionado 247,0 0,81 0,73-0,90 ( i 5) 0,671 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a
+ RNL+ sTIL gk
Modelo total 253,8 0,82 0,73-0,92 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razon de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL + sTIL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.

t¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + sTIL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.
$% Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.
- Modelo total: sTIL*, RNL*, Edad_40, Premeno, ECOG, RH+, HER2+, G3, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac., Margen +
- Modelo seleccionado: RH+, HER2+, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac.
AIC: Criterio de Informacién de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacion ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagnéstico. Edad_40: edad <40 vs > 40 anos. G3: grado 3. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a: no aplicable. OR: odds ratio. Premenop: premenopausica (vs postmenopausica). RCp: respuesta completa patolégica.

RH: receptor hormonal. RNL: ratio neutrofilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.




Tabla 43. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la SGCM

SGCM
Modelos

AIC C-Harrell IC 95% LLRT P+ LLR¥ Pt LLRT% Pt LLR* Pit
Submodelo 6,11 0,24 0,15 0,09

1 4 76-0,92 ! 27 ! ! ! 7
seleccionado 986 | 08 0,76-0,9 (gl: 7) 0,5 (gl: 2) 0,886 (gl: 1) 0,695 (gl: 1) 0,760
Submodelo 6.02 015
seleccionado 200,5 0,84 0,77-0,92 ! 0,421 ! 0,699 n/a n/a REFERENCIA n/a

(gl: 6) (gl: 1)

+ RNL
Submodelo 5,96 0,09
seleccionado + sTIL 200,5 0,85 0,78-0,92 (gl: 6) 0,427 (gl: 1) 0,764 REFERENCIA n/a n/a n/a
Submodelo 5 87
seleccionado 202,4 0,85 0,78-0,92 ( i 5) 0,319 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a
+ RNL+ sTIL gt
Modelo total 206,5 0,85 0,77-0,94 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL + sTIL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.

t¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + sTIL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

¥+ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.
- Modelo total: sTIL*, RNL*, Edad_40, Premeno, ECOG, RH+, HER2+, G3, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac., Margen +
- Modelo seleccionado: RH+, HER2+, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac.

AIC: Criterio de Informacion de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test. cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico.
Edad_40: edad <40 vs > 40 afios. G3: grado 3. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a: no aplicable. OR: odds ratio.
Premenop: premenopausica (vs postmenopdusica). RCp: respuesta completa patoldgica. RH: receptor hormonal. RNL: ratio neutréfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de
tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacion logaritmica
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4.7.2. ANALISIS DE SUBGRUPOS

Con la finalidad de evaluar si el modelo prondstico seleccionado se beneficiaba de la
adicién de los sTIL y/o la RNL en alguna subpoblacién de pacientes, se realizé un analisis
exploratorio por subgrupos, basado en el status del RH y HER2. Al igual que para la RCp
y con la finalidad ultima de no comprometer la potencia estadistica, la cohorte global se
dividid en dos subgrupos, colapsando la variable subtipo molecular en las categorias
luminal/RH+ (que incluia los tumores RH+/HER2-y RH+/HER2+, n=267) y no luminal/RH-
(que incluia los subtipos RH-/HER2+ y CMTN, n=109).

En ambos subgrupos, se analizaron todas las variables incluidas en el modelo
seleccionado, salvo el subtipo molecular (criterio de estratificacién). Tanto en el
subgrupo de neoplasias luminales como no luminales se anadié la variable HER2 para
controlar la heterogeneidad asociada al sistema de agrupacién (en este ultimo grupo, la

positividad para HER2 se corresponderia con tumores RH-/HER2+ vs. CMTN).
4.7.2.1. Subgrupo luminal

En el subtipo luminal, el modelo de Cox correspondiente al modelo seleccionado se
muestra en la tabla 44. Cabe destacar que la RCp no mostré diferencias estadisticamente
significativas para la SLE, SG ni SCM, en probable relacidn con los escasos eventos en

este subgrupo de pacientes.



Tabla 44. Modelos multivariable para la SLE, SG y SGCM (subtipo luminal)

SLE
Variables
HR IC 95% P
RCp 0,39 0,09-1,74 0,217
cT (cm) 1,14 1,01-1,29 0,037
cN2-3 2,41 1,15-5,07 0,022
HER2+ 0,78 0,33-1,87 0,582
Inv. Extracap. 1,93 0,90-4,12 0,091
SG
Variable
HR IC 95% P
RCp 0,01 0,00-n/e 1,000
cT (cm) 1,05 0,87-1,25 0,564
cN2-3 7,01 1,93-25,41 0,003
HER2+ 0,64 0,19-2,09 0,458
Inv. Extracap. 0,98 0,35-2,70 0,966
SGCM
Variable
HR IC 95% P
RCp 0,01 0,00-n/e 1,00
cT (cm) 1,04 0,87-1,24 0,688
cN2-3 6,45 1,74-23,85 0,005
HER2+ 0,49 0,13-1,84 0,290
Inv. Extracap. 0,90 0,31-2,61 0,843

cN: afectacién ganglionar al diagnéstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. HER2: receptor 2 del factor

de crecimiento epidérmico. HR: hazard ratio. IC95%: intervalo de confianza al 95%. Inv. Extracap: invasion

extracapsular. RCp: respuesta completa patoldgica.

158



La capacidad de discriminacion del modelo seleccionado se muestra en las tablas 45, 46
y 47. En las tablas se presenta también el andlisis comparativo frente a otros modelos
basados en el modelo seleccionado, pero que incorporan sTIL, RNL o ambos parametros.
Antes de comparar los modelos, se comprobé mediante el comando confound que,
frente al modelo total, ni en el modelo seleccionado, ni en los diferentes submodelos,

los efectos de las variables sTIL y RNL diferian de manera relevante.

Al igual que lo observado en el andlisis de la cohorte global, para el subgrupo de tumores
luminales se confirmo que el modelo seleccionado era el dptimo. El andlisis comparativo
del indice Cy del AIC de los distintos modelos generados mediante la incorporacion de
sTIL y/o RNL ilustra el escaso valor afiadido de estos parametros para la prediccion de
SLE, SG y SGCM en la serie. Las comparaciones mediante LLRT no fueron significativas

(tablas 45,46 y 47).
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Tabla 45. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la SLE (subtipo luminal)

SLE
Modelos
AIC C-Harrell IC 95% LLRT Pt LLR¥ Pi LLR¥¥ Pt

submodelo 3020 | 075 | 066-084 R 0,362 i 0,186 o 0,739
seleccionado (gl: 2) (gl: 1) (gl: 1)
Submodelo 192
seleccionado 305,3 0,75 0,66-0,84 ! 0,166 n/a n/a REFERENCIA n/a

* (gl: 1)
+ RNL
Submodelo 0,28
seleccionado + sTIL 303,7 0,76 0,68-0,85 (gl 1) 0,595 REFERENCIA n/a n/a n/a
Submodelo
seleccionado 305,3 0,76 0,68-0,85 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a
+ RNL+ sTIL

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL + sTIL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.
t% Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + sTIL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

$¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

- Modelo seleccionado: RH+, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac.

AIC: Criterio de Informacién de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacién ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. Inv. Extrac: invasién extracapsular
ganglionar. RCp: respuesta completa patoldgica.

IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a: no aplicable. OR: odds ratio. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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Tabla 46. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la SG (subtipo luminal)

SG
Modelos

AIC C-Harrell IC 95% LLRT P+ LLR¥ Pi LLR¥¥ Pt
submodelo 157,7 | 0,80 0,71-0,89 S 0,669 R 0,774 S 0,376
seleccionado (gl: 2) (gl: 1) (gl: 1)
Submodelo 002
seleccionado 159,1 0,80 0,72-0,89 ! 0,885 n/a n/a REFERENCIA n/a

(gl: 1)

+ RNL
Submodelo 0,72
seleccionado + sTIL 159,6 0,80 0,72-0,88 (gl: 1) 0,396 REFERENCIA n/a n/a n/a
Submodelo
seleccionado 161,1 0,81 0,73-0,89 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a
+ RNL+ sTIL

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL + sTIL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.
t% Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + sTIL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

$¥ Prueba de razdn de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

- Modelo seleccionado: RH+, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac.

AIC: Criterio de Informacién de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacién ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. Inv. Extrac: invasidén extracapsular
ganglionar. RCp: respuesta completa patoldgica.

IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a: no aplicable. OR: odds ratio. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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Tabla 47. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la SGCM (subtipo luminal)

SGCM
Modelos
AIC C-Harrell IC 95% LLRt P+ LLR¥ Pi LLRT% Pt

submodelo 1380 | 079 | 0,70-0,89 >0 0,219 205 0,103 o 0,362

seleccionado (gl: 2) (gl: 1) (gl: 1)

Submodelo 591

seleccionado 139,7 0,81 0,72-0,90 ! 0,137 n/a n/a REFERENCIA n/a
(gl: 1)

+ RNL

Submodelo 039

seleccionado + 138,0 0,83 0,76-0,91 ! 0,534 REFERENCIA n/a n/a n/a
(gl: 1)

sTILY

Submodelo

seleccionado 139,5 0,84 0,77-0,92 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a

+ RNL+ sTIL

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL + sTIL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.
t¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + sTIL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

$¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

9] Modelo no elegible, en el que los sTIL presentan variacién de la HR cruda vs ajustada con variacién > al 10%.

- Modelo seleccionado: HER2+, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac.

AIC: Criterio de Informacién de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. Inv. Extrac: invasidn extracapsular
ganglionar. RCp: respuesta completa patoldgica.

IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a: no aplicable. OR: odds ratio. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. sTIL: linfocitos infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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4.7.2.2. Subgrupo no luminal

En el subtipo no luminal (que incluia los subtipos RH-/HER2+ y CMTN), el modelo de

regresion logistica correspondiente al modelo seleccionado se muestra en la tabla 48.

La invasion extracapsular permanecié como factor prondstico independiente para la

SLE, SG y SGCM.

Tabla 48. Modelos multivariable para la SLE, SG y SGCM (subtipo no luminal)

SLE
Variables
HR IC 95% P
RCp 0,78 0,21-2,91 0,708
cT (cm) 1,54 1,20-1,97 0,001
cN2-3 1,64 0,47-5,71 0,438
HER2+ 0,80 0,27-2,38 0,683
Inv. Extracap. 14,88 3,48-63,60 <0,001
SG
Variable
HR IC 95% P
RCp 0,26 0,03-2,42 0,237
cT (cm) 1,25 0,92-1,70 0,150
cN2-3 1,57 0,29-8,35 0,597
HER2+ 0,91 0,24-3,43 0,895
Inv. Extracap. 18,56 3,24-106,46 <0,001
SGCM
Variable
HR IC 95% P
RCp 0,30 0,03-2,95 0,300
cT (cm) 1,20 0,85-1,70 0,311
cN2-3 2,73 0,44-17,07 0,282
HER2+ 0,47 0,10-2,13 0,328
Inv. Extracap. 14,69 2,65-81,38 0,002

cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagnédstico. HR: hazard ratio. 1C95%:

intervalo de confianza al 95%. Inv. Extracap: invasidn extracapsular. RCp: respuesta completa patoldgica.
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La capacidad de discriminacién del modelo seleccionado para la SLE, SG y SGCM se
muestra en las tablas 49, 50 y 51. En las tablas se presenta también el analisis
comparativo frente a otros modelos basados en el modelo seleccionado, pero que
incorporan sTIL, RNL o ambos pardmetros. Antes de comparar los modelos, se comprobé
mediante el comando confound que, frente al modelo total, ni en el modelo
seleccionado, ni en los diferentes submodelos, los efectos de las variables sTIL y RNL

diferian de manera relevante.

Al igual que lo observado en el analisis de la cohorte global, para el subgrupo de
tumores no luminales se confirmd que el modelo seleccionado era el dptimo. El analisis
comparativo del indice C y del AIC de los distintos modelos generados mediante la
incorporacion de sTIL y/o RNL ilustra el escaso valor afiadido de estos parametros para
la prediccién de SLE, SG y SGCM en la serie. Las comparaciones mediante LLRT no

mostraron diferencias estadisticamente significativas (tablas 49, 50 y 51).
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Tabla 49. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la SLE (subtipo no luminal)

SLE
Modelos

AIC C-Harrell IC 95% LLRt P+ LLR¥ Pi LLR¥¥ Pt
submodelo 1000 | 087 | 0,78-09 B 0,328 o 0,694 i 0,138
seleccionado (gl: 2) (gl: 1) (gl: 1)
Submodelo 004
seleccionado 100,2 0,89 0,82-0,97 ! 0,847 n/a n/a REFERENCIA n/a

(gl: 1)

+ RNL
Submodelo 2,08
seleccionado + sTIL 102,1 0,87 0,79-0,96 (gl: 1) 0,150 REFERENCIA n/a n/a n/a
Submodelo
seleccionado 101,9 0,89 0,82-0,97 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a
+ RNL+ sTIL

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL + sTIL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.
t% Prueba de razdn de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + sTIL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

$¥ Prueba de razdn de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

- Modelo seleccionado: HER2+, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac.

AIC: Criterio de Informacién de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagnéstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a:
no aplicable. Inv. Extrac: invasion extracapsular ganglionar. OR: odds ratio. RCp: respuesta completa patoldgica. Ref: referencia. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. sTIL: linfocitos
infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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Tabla 50. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la SG (subtipo no luminal)

SG
Modelos
AIC C-Harrell 1C 95% LLRt P+ LLR¥ Pi LLRt¥ Pt
Submodelo 1,79 0,14 1,47
1- ! 4 ! 71 ! 22
seleccionado 26,6 0,90 0,81-0,99 (gl: 2) 0,409 (gl: 1) 0,713 (gl: 1) 0,225
Submodelo 032
seleccionado 57,5 0,92 0,86-0,98 ! 0,574 n/a n/a REFERENCIA n/a
(gl: 1)
+ RNL
Submodelo 58,5 0,90 0,81-0,99 1,66 0,198 | REFERENCIA n/a n/a n/a
seleccionado + sTIL ’ ! ! ’ (gl: 1) ’
Submodelo
seleccionado 59,2 0,92 0,85-0,98 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a
+ RNL+ sTIL

tPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).
¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL + sTIL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.
t% Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + sTIL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

$% Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacién del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.
- Modelo seleccionado: HER2+, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac.
AIC: Criterio de Informacidon de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacidn ganglionar al diagndstico. cT: tamafio tumoral al diagnéstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a:
no aplicable. Inv. Extrac: invasion extracapsular ganglionar. OR: odds ratio. RCp: respuesta completa patoldgica. Ref: referencia. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. sTIL: linfocitos
infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacion logaritmica.
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Tabla 51. Andlisis de la capacidad predictiva de los diferentes modelos para la SGCM (subtipo no luminal)

SGCM
Modelos

AIC C-Harrell 1C 95% LLRt P+ LLR¥ Pi LLRt¥ Pt
Submodelo 0,81 0,06 0,62
seleccionado 45,9 0,94 0,88-1,00 (gl: 2) 0,667 (gl: 1) 0,807 (gl: 1) 0,432
Submodelo 019
seleccionado 47,3 0,95 0,91-0,99 ( i 1) 0,660 n/a n/a REFERENCIA n/a
+RNLY &t
Submodelo 0,75

47 -1 ! REFERENCIA
seleccionado + sTIL 9 0,95 0,89-1,00 (gl: 1) 0,386 ¢ n/a n/a n/a
Submodelo
seleccionado 49,2 0,95 0,91-1,00 REFERENCIA n/a n/a n/a n/a n/a
+ RNL+ sTIL

tTPrueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del modelo total (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados (todos).

¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL + sTIL (categoria de referencia) y el resto de submodelos anidados.
t¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + sTIL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

$¥ Prueba de razén de verosimilitud (LLRT) y valor P para la comparacion del submodelo seleccionado + RNL (categoria de referencia) y el submodelo seleccionado.

9] Modelo no elegible, en el que los sTIL presentan variacién de la HR cruda vs ajustada con variacién > al 10%.

- Modelo seleccionado: HER2+, cT (cm), cN2-3, RCp, Inv. Extrac.

AIC: Criterio de Informacién de Akaike. AUC: area under the curve. LLRT: likelihood-ratio test.

cN: afectacion ganglionar al diagnédstico. cT: tamafio tumoral al diagndstico. HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico. IC95%: intervalo de confianza al 95%. N/a:
no aplicable. Inv. Extrac: invasidn extracapsular ganglionar. OR: odds ratio. RCp: respuesta completa patoldgica. Ref: referencia. RNL: ratio neutrdfilo-linfocito. sTIL: linfocitos
infiltrantes de tumor estromales.

* Esta variable se evalud previa transformacién logaritmica.
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La RCp representa el factor prondstico mas potente conocido hasta el momento, para
las pacientes con CM tratadas con QTN. Actualmente, se acepta su empleo como
marcador subrogado de SLE y SG, especialmente en los subtipos HER2+ y CMTN.(229)
Sin embargo, algunas pacientes recaen o mueren, incluso tras alcanzar RCp, mientras
gue otras sin RCp presentan una evolucidn favorable. Ademas, no todas las pacientes se
benefician de la QTN.(227) Por lo tanto, la RCp no parece un indicador Unico adecuado
para pronosticar la supervivencia a largo plazo y se requieren nuevos biomarcadores
que mejoren la prediccion de resultados, tanto en términos de tasa de respuestas como
en supervivencia. En este contexto, el mejor conocimiento de la correlacién bioldgica de
factores prondsticos relacionados con la inmunidad podria permitir la identificacién de

biomarcadores mas complejos que ayuden a guiar el tratamiento.

Este trabajo tiene el objetivo de estudiar la correlacion, implicaciones predictivas y
pronosticas de los sTIL, como biomarcador inmune del microambiente tumoral, y de la
RNL, como biomarcador inmune periférico, asi como de su combinacién, en pacientes
con CM tratadas con QTN. En definitiva, se ha intentado mejorar el sistema de
prediccién de la RCp explorando tanto variables clinico-patoldgicas, como marcadores
del microambiente inmune tumoral (sTIL) y periférico (RNL), con la finalidad ultima de
generar hipdtesis que puedan ser validadas en investigacion basica o estudios
prospectivos aleatorizados, a pesar de algunas limitaciones que se discutirdn
posteriormente. Ademas, algunos de los datos obtenidos permitiran poder continuary

generar nuevas lineas de investigacion.

Para ello se han estudiado un total de 466 pacientes diagnosticadas de CM (estadios IB-
[1IC) tratadas con QTN entre 2009 y 2019. Si bien nuestra serie tiene un cardacter
retrospectivo y unicéntrico, lo cual puede suponer una debilidad del estudio, el hecho
de que las pacientes fueran seleccionadas de forma consecutiva y recibieran la mayoria
tratamiento estandar secuencial con antraciclinas y taxanos, dota a la serie de

homogeneidad, lo que supone una fortaleza.

El hallazgo mas relevante de esta tesis ha sido la generacién de un modelo predictivo
con variables clinicas (tamafo tumoral y afectacién ganglionar al diagndstico) y
patoldgicas (subtipo molecular y grado 3), junto a la cuantificacion de sTIL, que se

mostré como el modelo 6ptimo, tras analizar 1023 submodelos jerarquicos, para la
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prediccion de RCp, manteniéndose dicha prediccidn en el andlisis exploratorio segun el

subtipo molecular.

En la discusion que sigue se abordardn los datos mas relevantes, presentados en los
apartados previos, iniciando por las caracteristicas basales de la muestra y finalizando
con el desarrollo de modelos predictivos de respuesta a QTN, asi como de modelos

prondsticos para SLE, SG y SGCM.
Caracteristicas y comparabilidad de la muestra de pacientes

Las pacientes incluidas en la cohorte presentaban caracteristicas demograficas, clinicas
y anatomo-patolégicas comparables a las de otras series de pacientes con CM tratadas
con QTN.(229) La distribucién de subtipos incluyé un 73,0% de tumores con RH+ (24,7%
HER2+), 10,9% RH-/HER2+y 16,1% de CMTN. En cuanto a la estrategia terapéutica, cabe
destacar que las pacientes fueron homogéneamente tratadas con esquemas basados en
antraciclinas y taxanos o, cuando era pertinente, en esquemas basados en taxanos sin
antraciclinas, lo cual permite, como se ha mencionado, la extraccién de conclusiones
mas fiables. Los esquemas de quimioterapia utilizados son esquemas en vigor en la
practica clinica actual. Durante los aifos en los que se han tratado las pacientes incluidas
en la serie, se debe de tener en cuenta la modificacion en la indicacién de BSGC pre y
post-QTN en el manejo neoadyuvante de las pacientes, asi como la introduccién del
concepto de adyuvancia en pacientes con enfermedad residual.(57) En pacientes con
CMTN, con capecitabina (6/32; 18,75%) y una paciente con CM HER2+ que fue tratada
con TD-M1 en el aiio 2019.(243,244) En este contexto, el intervalo desde el diagndstico
oncolégico hasta el inicio del tratamiento fue aceptable, con una mediana de 21 dias, y
de 28 dias desde el fin de la QTN hasta la intervencién quirdrgica. Todos estos datos
soportan una cohorte de pacientes con CM, estadio localizado o localmente avanzado,
gue se ajusta de forma fiable a las caracteristicas de las pacientes en practica clinica

habitual y que permite, por tanto, la generacién de hipétesis predictivas y pronosticas.

La mediana de seguimiento se situd en 5,79 afios, con una SLE a 5 afios del del 88,0% vy
SGCM a 5 afos del 93,8%. De las 65 (13,9%) pacientes que presentaron recaida, mas de
un 70% presentaron enfermedad a distancia, por tanto, no susceptibles de tratamiento

con intencién curativa. Ademas, casi la mitad de las mismas presentaban enfermedad
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visceral, con las consiguientes implicaciones pronosticas. El porcentaje de exitus en el
momento de analizar los datos fue inferior al 10%, la mayoria de ellos secundarios a

progresion de la enfermedad oncoldgica conocida.

Definicidn de los factores clinicos y patolégicos con valor predictivo y prondstico en el
contexto del cancer de mama tratado con quimioterapia neoadyuvante

El andlisis anatomopatoldgico de la pieza quirdrgica tras QTN objetivd un 26,4% de RCp,
un 5% superior al porcentaje evidenciado en el metaandlisis de Spring, et al.(229) En
linea con la evidencia disponible, las pacientes que alcanzaron mayor tasa de RCp fueron
aquellas con CM HER2+ y CMTN. En nuestra cohorte, para el subtipo RH-/HER2+, |a tasa
de RCp fue de 49,0%, superior al 36,4% la descrito en el metaandlisis de Spring, et al. En
cambio, para el CMTN, la tasa de RCp fue inferior al descrito (32,6% vs 53,3%
respectivamente). Finalmente, los tumores RH+/HER2- fueron los que presentaron
menores tasa de RCp (8,4%), acorde a los datos comunicados por el grupo de Spring
(9,3%).(229) Por tanto, la tasa de RCp global y por subtipos es muy similar a los datos de
metaanadlisis basados en ensayos clinicos de neoadyuvancia y hace nuestra serie

comparable también en cuanto a la sensibilidad al tratamiento.

El andlisis de las variables clinico-patolégicas que se asociaban a la RCp en nuestra serie,
mostré como variables predictoras significativas el subtipo molecular, el G3 y el KI67.
Estos resultados son concordantes con la mayoria de estudios sobre prediccidon de
respuesta en pacientes con CM tratadas con QTN. El subtipo molecular se identificd
como el factor con mayor capacidad predictiva, siendo mayor precisamente, para los
subtipos RH-/HER2+y CMTN.(229) El grado tumoral y el KI67, relacionados a su vez con
el subtipo molecular, se han propuesto también como predictores de RCp, siendo ésta
proporcién mayor en tumores G3 y con mayor porcentaje de KI67, al igual que en
nuestra serie.(36,219) Es relevante identificar adecuadamente estas variables, ya que
como se ha comentado, la RCp es el indicador con mayor capacidad pronostica en este
contexto. Por tanto, los hallazgos identificados en nuestra cohorte fueron coherentes

con la evidencia comunicada hasta el momento.
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En nuestra serie, la RCp fue un factor prondstico positivo para la SLE, SG y SGCM. Gran
parte de la evidencia disponible identifica ademas esta ganancia en supervivencia,
predominantemente para los subtipos HER2+ y CMTN, que alcanzan mayor tasa de RCp
con la QTN.(229) En el andlisis estratificado por subtipos de nuestra serie, la RCp mostro
una tendencia a comportarse como variable protectora consistente en todos los
subtipos moleculares, si bien, las diferencias no fueron estadisticamente significativas,
probablemente por el tamafio muestral de cada subgrupo. En un analisis exploratorio
adicional, simplificando dichos subgrupos segun status de RH y HER2, si que se
identificaron diferencias estadisticamente significativas para la SLE, en las pacientes con
RH+. De forma similar a lo publicado en el estudio de Cortazar et al., estas diferencias
fueron a expensas de los tumores RH+/HER2-. Similares hallazgos han sido publicados
en la serie de Von G, et al. que describieron una asociacion significativa entre la RCp y la
SLE para los subtipos luminal B/HER2-, HER2+ y CMTN, pero no en los tumores luminales

Ay luminal B/HER2+.(45)

Del mismo modo, la enfermedad residual tras QTN, medida a partir del indice RCB,
también se fue un factor prondstico significativo, a pesar de que los datos disponibles
eran mas limitados (hasta en un 34,6% de pacientes con valores desconocidos).
Globalmente, no hubo diferencias significativas entre las pacientes RCB 0y RCB I, similar
a lo comunicado en series independientes.(236) Sin embargo, el riesgo aumentd
progresivamente y de forma significativa para las pacientes con RCB Il y RCB Il
Especificamente en las pacientes con tumores RH+, se objetivaron diferencias
significativas en términos de SLE y SGCM, para las pacientes con RCB 3 vs RCB O-I.
Symmans et al. realizaron un estudio que incluia cinco cohortes e informaron que el
indice RCB se asocid significativamente con el prondstico a largo plazo en todos los
subtipos moleculares.(37) Esta comprobacién, acorde con nuestros datos, podria
justificar su empleo en algunos subtipos de CM, en los que la evidencia sobre el
prondstico de la RCp es mas limitado, como el luminal A, si bien, su capacidad para

identificar con precisién a las pacientes de alto riesgo continta siendo conflictiva.(227)
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Este estudio incluyd también un analisis de las variables clinico-patoldgicas con potencial
impacto prondstico. Como era esperable, se encontré que las pacientes con estadio I-lI
presentaron un mejor prondstico que las pacientes con estadio Ill. Algunas series
amplias como la presentada en este trabajo, que incluyeron todos los subtipos de CM,
encontraron la afectacién axilar como factor prondstico independiente para la
recaida.(230-232) En una serie de pacientes con CM HER2+, tratadas con QTN y anti-
HER2, el tamafno tumoral fue un significativo para la SLE.(232) Asimismo, en nuestra
cohorte y, a diferencia de los resultados publicados por otros autores, las pacientes con
CM HER2+ presentaron mayor SLE.(230,231) Aunque estos hallazgos podrian justificarse
por el tratamiento dptimo actualizado de las pacientes con quimioterapia y anti-HER2,
se debe hacer una interpretacion cauta. Los resultados no se confirmaron para la SG ni

SGCM, también en el contexto de un limitado numero de eventos.

Tras QTN, se confirmaron el tamafo tumoral residual (ypTO vs ypT3-4) y la afectacién
ganglionar (maximo para ypN3) como factores significativos en la prediccion de
supervivencia de las pacientes. Estos resultados confirman el valor prondstico de la
respuesta al tratamiento, tal y como se expone a lo largo de este trabajo.(229) Por
ultimo, las pacientes con invasion extracapsular presentaron peor evolucion, en
términos de SLE, SG y SGCM. Al igual que para la respuesta patolégica axilar, se ha
descrito un pobre prondstico en base al tamafio y nimero de ganglios axilares afectos
tras QTN.(246) Por tanto, todos estos son factores clinico-patoldgicos clasicos que
pueden influir en el prondstico de las pacientes, mas alld de la RCp. Considerando de
forma conjunta los resultados del analisis de factores prondsticos y predictivos,
podemos concluir que los datos de nuestra serie, aunque condicionados todavia por un
seguimiento y numero de eventos limitados, son concordantes con los publicados
previamente e identifican la muestra elegida como valida para realizar otro tipo de

estudios traslacionales o clinicos.
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Infiltracion linfocitaria en el cancer de mama

En nuestra cohorte, y como ya se ha reflejado previamente, la cuantificacién de sTIL se
realiz6 por el método propuesto por Salgado, et al.(106) Este abordaje resulta
fundamental, por varios aspectos, entre los que cabe destacar la reproducibilidad
metodolédgica que permite la comparacidon entre series. Dado que la intencidon de
detallar el método por el grupo de Salgado era facilitar la validacién de los hallazgos
predictivos y prondsticos en CM precoz, nuestro trabajo puede contribuir a tal fin,
siendo el objetivo ultimo la potencial incorporacién de los sTIL como biomarcador a la

practica clinica habitual.

De los estudios que evaluaron la asociacién entre la infiltracion linfocitaria en las
biopsias antes del tratamiento y la probabilidad de respuesta terapéutica
neoadyuvante, la serie mas amplia fue la comunicada por Denkert et al. que incluia 3771
pacientes.(79) Los TIL se evaluaron de acuerdo a los métodos estandarizados propuestos
por el “sTIL Working Group”, pudiendo los autores sugerir hipdtesis predictivas y
pronosticas, que series mas pequefias confirmaron parcialmente, por ejemplo, en
CMTN.(142)(143) Adicionalmente a su valor predictivo y prondstico para la terapia
estandar, los sTIL ya se estan incluyendo como potencial biomarcador en algunos
ensayos clinicos. En este sentido, cabe destacar el estudio GeparNuevo, en el que 174
pacientes con CMTN recibieron tratamiento con  nab-paclitaxel vy
epirubicina/ciclofosfamida concomitante a durvalumab o placebo. Los autores informan
los sTIL como un biomarcador predictivo de RCp en ambos brazos del ensayo, es decir,
para la inmunoterapia combinada con quimioterapia y para la quimioterapia sola.(144)
Nuevamente, para su cuantificacion se empleé el método estandarizado propuesto en

2014.(106)

El CM se considera un tumor inmunolégicamente “frio”, y en general, presenta una baja
infiltracion linfocitaria.(247) Los resultados del analisis de los sTIL en nuestra serie estan,
por tanto, en consonancia con lo publicado siendo la mediana global del 10%. Pese a lo
referido, el analisis con perfiles de poblaciones linfocitarias o con firmas de expresiéon
inmune muestra una importante heterogeneidad y permite identificar una proporcién
relevante de perfiles con activacion inmune alta e intermedia.(68—70) En el mismo
sentido, el CM de predominio linfocitario comprende un subgrupo minoritario de
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tumores caracterizados por sTIL > 50%, con caracteristicas pronosticas diferenciales.
Una revisién sistematica reciente comunicd una prevalencia de CM de predominio
linfocitico de aproximadamente el 10%, entre los diferentes subtipos, algo superior a la
encontrada en nuestra serie (5%), lo que quiza se podria explicar por un porcentaje alto
de tumores luminales.(248) Dado que el CMTN es aquel con mayor probabilidad de
presentar predominio linfocitario, los estudios de caracterizacion se han realizado en
este subtipo. Estudios de caracterizacidn molecular recientes han identificado la pérdida
frecuente del supresor tumoral PTEN y alta expresiéon de PD-L1 en el CMTN de
predominio linfocitario, sugiriendo que la mutacion de PTEN podria ser un biomarcador
de respuesta a ICl.(249,250) Sin embargo, otros grupos no han encontrado mayor
inestabilidad de microsatélites en las pacientes con CMTN de predominio
linfocitario.(251) En cualquier caso, la caracterizacidn biolégica y molecular de este
subgrupo de pacientes es heterogénea, sin resultados concluyentes, por lo que se deben

realizar mayores esfuerzos en este sentido.

En cuanto a las caracteristicas clinicas, en nuestra serie encontramos una relacion
estadisticamente significativa entre la mayor infiltracion linfocitaria y la edad menor de
40 anos. La relaciéon inversamente proporcional entre los sTIL y la edad ha sido
comunicada previamente para el CMTN.(252) En términos de subtipo histolégico, en el
carcinoma lobulillar, histologia habitualmente menos explorada probablemente por su
menor incidencia, se ha comunicado un perfil diferente en sTIL en las pacientes tratadas
con cirugia primaria.(253) Estos resultados son similares a los encontrados en nuestra
cohorte, si bien no son completamente comparables por la diferente estrategia
terapéutica. El estudio de la asociaciéon entre los sTIL y el grado de diferenciacion
tumoral en nuestra cohorte demostré que dicha asociacion era directamente
proporcional, a mayor grado histolégico mayor infiltracién linfocitaria vy
estadisticamente significativa. Resultados similares se han publicado en la literatura,

para el CMTN y RH+/HER2-.(252,254)

Existen datos muy interesantes en cuanto a la relacidn entre la infiltracién linfocitaria y
el subtipo molecular. Por ejemplo, el grupo de Denkert et al., tras analizar biopsias al
diagnodstico de 3771 pacientes con CM tratadas con QTN, objetivé que los tumores con

mayor infiltracién linfocitaria eran el CM HER2+ y CMTN.(79) En nuestra serie hallamos
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resultados similares para el analisis de sTIL, siendo mayor la infiltracién en el CM HER2+,
aunque en comparacion con el estudio referido, en el CMTN no encontramos la misma
tasa de SsTIL.(79) En los tumores luminales de nuestras pacientes se evidencid una

proporcion significativamente menor de sTIL, al igual que lo publicado en la literatura.

De forma interesante, los estudios dindmicos de seguimiento de la respuesta
inmunitaria durante la QTN mostraron que durante el tratamiento, los TIL se asociaron
significativamente con el estado inmunitario de las muestras previas a la QTN, con
pequefas diferencias segun los subtipos.(145) La mayoria de los tumores RH+/HER2-
que eran inmunoldégicamente frios al inicio del tratamiento siguieron siendo frios tras el
tratamiento.(145) En este sentido, una de las limitaciones de nuestro estudio es la
proporcién significativamente alta de pacientes sin determinacién de KI67 en la biopsia
de la enfermedad residual tras completar QTN. Sin embargo, la mayoria de ellas, si
disponian de determinacion de RH y HER2, por lo que, aunque se analizaron ambos
sistemas de clasificacién, se presentaron los datos correspondientes a la clasificacidon

que incluia status de RH y HER2.

o Significado predictivo de la infiltracion linfocitaria

En el estudio de la asociacién entre el biomarcador sTILy la respuesta a QTN, se encontré
que los sTIL analizados como variable continua en la serie global, se asociaron
significativamente a RCp. La mayoria de los estudios publicados han comunicado los
resultados del valor predictivo de respuesta de los sTIL basados en puntos de corte. A
pesar de esta limitacion metodoldgica es en la prediccion de respuesta a QTN, donde los
sTIL han demostrado mayor valor, habiendo constatado varios estudios una correlaciéon
entre los sTILy la RCp, en especial para el CMTN y el CM HER2+, resultados en linea con

los obtenidos en nuestra serie.(79)

A pesar de que el tamafio muestral en los carcinomas de predominio linfocitario era
limitado, se encontré que el valor predictivo para la RCp era significativo (p<0,001). En
una serie independiente, en la que se analizé una cohorte de 57 pacientes con CM sTIL
> 50%, todos los subtipos IHQ, se objetivd independencia de los sTIL para la prediccidn

de RCp.(240)
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Ademas, en el analisis estratificando por las variables determinantes para el recuento
de sTIL, se encontrd que en las pacientes > 40 afios, los sTIL se mostraron como variable
predictora de RCp, sin diferencias para las pacientes < 40 afios, dato muy interesante
teniendo en cuenta que habia una asociacién estadisticamente significativa entre la
infiltracion linfocitaria y la edad menor de 40 afos, no existiendo dicha asociacién en
mayores de 40 afios. Una publicacién de este mismo aio, en el contexto neoadyuvante,
sugiere que las pacientes de menor edad presentan mayor porcentaje de sTIL, y a su vez,
mayor tasa de RCp, con implicaciones pronosticas.(255) Todo ello es similar a los

hallazgos en nuestra cohorte.

El valor predictivo se mantuvo para el CM NST y para el G2-G3. Aunque la asociacién con
grado histolégico se ha comunicado para todos los subtipos, continta siendo el CMTN
el que dispone de mayor evidencia. En el metaanalisis de Loi, et al., tras analizar una
cohorte de 2148 pacientes CMTN, los sTIL fueron significativamente menores a mayor
edad, al igual que en nuestra cohorte, y a menor grado histolégico.(252) Asimismo, los
resultados de nuestro estudio sugieren que en los estadios localmente avanzados (ll1),
los sTIL son capaces de orientar la prediccion de la RCp, lo que finalmente supondria una
herramienta adicional para identificar a las pacientes de mayor riesgo, pero a su vez, con

mayor probabilidad de respuesta a la QTN.

Los resultados de nuestra serie, para la cohorte global, son concordantes con la
evidencia disponible, habiendo demostrado varios estudios una correlacidon entre los
sTIL y la RCp.(79) Dado que esta asociaciéon es mayor para CMTN y el CM HER2+, se
realizdé un analisis estratificado por subtipo, en el que no se encontraron diferencias
significativas, en probable relacién con el tamafio muestral del analisis por subgrupos.
Sin embargo, si que se comprobd una asociacion significativa entre los sTILy la RCp para
el subtipo RH+/HER2- que, a su vez, era el mas numeroso. La biologia del infiltrado
inmunolégico en el CM RH+ aun no se conoce por completo, habiéndose asociado una
mayor infiltracion linfocitaria a mayor probabilidad de respuesta al tratamiento

citostatico.(79,141)

Una proporcion significativa de estudios que evaltan, tanto el significado predictivo
como prondstico de los sTIL, han comunicado los datos estableciendo puntos de corte,

que a prori, pueden ser ficticios, a excepcion tal vez del CM de predominio linfocitario
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sugerido por Salgado, et al.(106) En este sentido, el analisis de nuestro estudio presenta
una fortaleza, y es que para todas las estimaciones (a excepcidn de las representaciones
graficas), se ha empleado la variable sTIL como cuantitativa continua. Otras series
independientes han informado de una proporcién significativamente mayor del CM de
predominio linfocitario, en comparacion con nuestra serie, para el subtipo RH+/HER2-

(12,1% vs 1,6%, respectivamente).(146)

El andlisis del valor predictivo de los sTIL para el RCB también merece una mencion. En
nuestra serie, los carcinomas con mayor recuento sTIL, presentaron mas tasas de RCB 0-
1, de forma significativa. Aunque se han comunicado varios estudios analizando las
implicaciones pronosticas de los sTIL en RCB, tras completar QTN, la evidencia sobre su
papel predictivo es mas limitada.(239) El grupo de MclLemore, et al. analizaron la
capacidad predictiva de los sTIL, y de éstos asociados a otros parametros inmunes (PD-
L1 y CD-68), concluyendo que la combinaciéon de biomarcadores presentaba mayor

sensibilidad para la prediccion de RCB.(256)

o Significado prondstico de la infiltracion linfocitaria

En el andlisis univariable del biomarcador sTIL, como variable continua, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la serie global, en cuanto a
SLE (HR=0,77; 1C95% 0,57-1,05), SG ni SGCM (HR=0,74; 1C95% 0,47-1,15). Para las
pacientes con CMTN, los sTIL se mostraron como factor prondstico significativo, en
términos de SG y SGCM, manteniendo la tendencia para SLE. No se encontraron
diferencias significativas para el resto de subtipos, si bien, la tendencia se mantenia
como protectora para los tres objetivos de supervivencia, en la serie global y por subtipo

IHQ.

En nuestra cohorte, al igual que en la bibliografia, merece especial mencion el subtipo
RH+. En primer lugar, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas,
la tendencia para la SLE, SG y SGCM de la cohorte RH+ (HER2- o HER2+) no fue
claramente protectora, con HR que oscilaban entre 1,02 y 1,51, a diferencia del CM
HER2+ y el CMTN. Este hallazgo se confirmd al analizar el status de receptores
hormonales, de forma independiente al HER2. Como se ha referido en el apartado

anterior, las concentraciones de sTIL se han asociado con la RCp en todos los subtipos
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de CM.(79) Sin embargo, algunos estudios han comunicado diferencias pronosticas
segln el subtipo molecular. Paraddjicamente, se ha objetivado un comportamiento
opuesto entre los subtipos de CM con una asociacidon positiva entre los niveles
crecientes de sTILs, la SLE y la SG para el CMTN y HER2+, mientras que las
concentraciones bajas de sTIL se asociaron con una mayor SG en los tumores
luminales.(79,141) Otras series independientes no han confirmado el significado
prondstico del sTIL basales para el subtipo RH+/HER2-.(146) Lo que es claro es que
parecen existir diferencias significativas, tanto a nivel del infiltrado inmune como de su
significado prondéstico, entre las pacientes con CM luminal y el resto de subtipos. Con el
fin de intentar explicar este comportamiento dispar, se han propuesto varias hipdtesis,
como la asociacién entre resistencia endocrina, mayores concentraciones de sTIL y
genes relacionados con el sistema inmunoldgico.(79) Algunos autores han propuesto la
determinacién combinada de sTILy PD-L1 para tratar de precisar mejor el prondstico de

las pacientes con CM luminal.(257)

Como ya se ha presentado previamente, la proporcion de pacientes con CM de
predominio linfocitario en nuestra corte fue pequefia (5,0%), lo que limita la extraccion
de conclusiones. Sin embargo, el significado prondstico se mantuvo para todos los
subtipos IHQ, sugiriendo la existencia de un subgrupo de pacientes con especial buen
prondstico. En una revisidon sistematica, se objetivd que los CMTN, ademas de ser el
subtipo con mayor probabilidad de presentar tumores con un infiltrado linfocitico
superior al 50%, eran el que obtenia el mayor beneficio de supervivencia por cada
aumento en el 10% de TIL. La mayoria de los CM HER2+ tenian un nivel de infiltrado
inmunitario similar al del CMTN, pero sin demostrar el mismo beneficio en
supervivencia. Los resultados fueron mas controvertidos para el CM RH+, encontrando
que aquellas pacientes con RH+/HER2- podian presentar peor supervivencia con cifras

mas elevadas de TIL.(248)

Por tanto, en el estudio de sTIL en nuestra cohorte, se han objetivado diferencias
significativas en el recuento segun edad, tipo histologico, G3 y subtipo molecular. Se ha
confirmado su significado predictivo de RCp en la serie global y el subtipo RH+/HER2-;

aunque sin diferencias significativas para el resto de subgrupos, en probable relacién
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con el tamafo muestral. En cuanto a su significado prondstico, el recuento de sTIL fue
un factor protector para SG y SGCM en CMTN, sin diferencias para el resto de subtipos,

pero la tendencia se mantenia como protectora, excepto para el subtipo RH+.

Si bien los TIL representan el primer biomarcador prondstico para el CMTN en fase
precoz, para el resto de subtipos los datos indican que los TIL son un biomarcador
dindamico y encontrar una forma pragmatica de incorporar su determinacién a la practica
clinica sigue siendo un reto.(258) A dia de hoy el verdadero papel del microambiente
inmunitario en los tumores luminales sigue bajo investigacion, sin embargo, parece claro
en nuestra serie que el hallazgo de niveles altos de sTIL parece constituir un factor

predictivo de sensibilidad y beneficio de QTN en este subgrupo.

La relacion neutroéfilo-linfocito en el cancer de mama tratado con quimioterapia

neoadyuvante y su significado predictivo y prondstico

En el analisis descriptivo del biomarcador RNL, algunas series como la publicada por Dan,
et al., que incluyd 242 pacientes con diferentes subtipos de CM tratadas con QTN, han
comunicado medianas de RNL (3,1) superiores a la de nuestra muestra (1,9).(259) Este
aspecto es especialmente relevante, ya que, los autores basaron sus resultados para el
analisis del valor predictivo en dicha mediana, lo cual resalta la marcada heterogeneidad
derivada de emplear puntos de corte. Como aspecto diferencial respecto a nuestra serie,
cabe mencionar un mayor porcentaje de CMTN (24,8% vs 16,1%) y HER2+ (16,9% vs
10,9%), no realizando los autores un analisis por subgrupos dada la limitacidon de tamafio

muestral.(259)

En el estudio de la asociaciéon entre la RNL y factores clinico-patoldgicos, no se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos, incluyendo: edad,
status menstrual, obesidad, subtipo histolégico, grado de diferenciacidn, estadio clinico,
invasion vascular, asi como, clasificacion IHQ. En el estudio de Graziano, et al. no se
encontraron diferencias para la RNL (punto de corte: 2,42, basado en curvas ROC), segun
grado de diferenciacidon histolégico, estadio al diagndstico ni clasificaciéon IHQ.(191)
Curiosamente, los autores informaron de diferencias significativas para la RNL, segun

edad menor o mayor de 50 afos, con una ratio inferior para las pacientes de mayor
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edad.(191) El grupo no propuso ninguna hipétesis que justificara tales resultados, que
no se validaron en nuestra cohorte. Especificamente para el CM luminal, el grupo de
Grassadonia, et al. tampoco encontré diferencias para los subgrupos RNL alta/baja
(punto de corte: 2,12, basado en curvas ROC), segun edad (< 6 > 50 aifos), subtipo
histoldgico, grado de diferenciacién, tamafio tumoral ni subtipo (luminal A, luminal By
luminal B/HER2-).(260) Aunque la evidencia es muy limitada, algunos estudios han
evaluado la potencial asociacion entre RNL, obesidad y el desarrollo de CM, con
resultados interesantes aunque pendientes de validar, en contraste con nuestra serie

en la que no encontramos diferencias significativas seguin el IMC.(261)

En nuestra cohorte, los resultados objetivados sugieren que no existe una clara
asociacion entre la RNL, medida como variable continua, y la RCp. Estos datos son
consistentes con los reportados en series independientes, que incluian todos los
subtipos IHQ de CM.(159,162,180) En estos estudios, los puntos de corte oscilaron entre
2,15-3,33, superiores a la mediana de nuestra muestra (1,92). El grupo de Suppan et al.,
gue analizd pacientes tratados con antraciclinas y taxanos, no encontrd ninguna

correlacién entre la RNL y la RCp.(180)

Curiosamente, tras realizar un analisis exploratorio con la RNL como variable dicotdmica
en nuestra serie, encontramos que las pacientes con RCp axilar presentaron una
mediana de RNL basal mayor que aquellas que no consiguieron RCp (mediana RNL 2,06
vs 1,89), rozando la significacidon estadistica (p=0,053). Un metaanalisis reciente ha
sugerido asociacion entre una RNL alta y la ausencia de RCp. Esta comunicacién
identifico, a su vez, multiples limitaciones, como las diferencias de resultados segun el
afio de publicacion de los estudios, la poblacidn asiatica vs no, el tamafio muestral y los

diferentes puntos de corte establecidos en cada estudio.(262)

En la evaluacion del valor predictivo para la RCp de la RNL, estratificando por distintas
variables, no se encontraron diferencias significativas. En cuanto a la estratificacion por
subtipo IHQ, en nuestra muestra tampoco se encontraron diferencias significativas.
Aunque la RNL rozaba la significacidn estadistica en su andlisis predictivo de RCp para el
subtipo RH+/HER2- (OR=1,34; 1C95% 1,00-1,78, p=0,050), el sentido era inverso a la
mayoria de los datos comunicados hasta el momento. Es el subtipo CMTN, donde mas

se ha estudiado tal asociacién, habiendo comunicado algunos autores una asociacién
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positiva entre RNLy RCp.(178,179,184,262) Cabe mencionar que la mayoria de estudios,
propusieron puntos de corte, basados en la mediana o curvas ROC, para su estimacién
pronostica.(178,179) En el estudio de Ocafa A, et al. en el que se analizaron datos de
308 pacientes con CMTN, procedentes de los ensayos clinicos ETNA y GEICAM/2006-03,
los valores altos de RNL derivada, al final del tratamiento, como variable continua o
utilizando cuartiles se asociaron a una menor tasa de RCp en el anlisis
multivariable.(184) Sin embargo, la mayoria de estudios no han encontrado asociacion

significativa para otros subtipos moleculares, incluyendo en CM RH+/HER2-.(180,262)

En cuanto al significado prondstico de la RNL, en nuestra cohorte, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la serie global, en términos de SLE, SG ni
SGCM. En el analisis por subtipo IHQ, tampoco se objetivaron diferencias significativas.
En un andlisis exploratorio empleando la mediana como punto de corte, la RNL baja se
mostré como factor prondstico asociado a una peor SLE, sin diferencias significativas
para la SGCM. Al igual que los resultados presentados, la evidencia disponible hasta el
momento, aunque es muy limitada, no sustenta una clara correlacién entre RNL y
supervivencia en el entorno del CM tratado con QTN. Algunos resultados positivos
fueron los comunicados por Chen et al., que encontraron asociacién entre la RNL
elevada (RNL > 2.1) y la SLE, permaneciendo como variable independiente en un andlisis
multivariable.(178) Marin et al. describieron una asociacién significativa de la RNL para
la SG, pero ésta no permanecié como factor prondstico independiente.(162) El
metaanalisis por Chou, et al., de nuevo, identificd las limitaciones referentes al afio de
publicacidn, la poblacion asidtica vs no, el tamafio muestral y los diferentes puntos de
corte establecidos en cada estudio.(262) Cabe destacar que, para la SLE, las diferencias
no fueron significativas en poblacion no asiatica, al contrario que en poblacién asiatica,
donde los niveles elevados de RNL se asociaron a menor SLE. Los autores sugirieron la
RNL como un factor prondstico para SG, tras ajustar por un modelo de efectos fijos e
incluir un analisis de subgrupos.(262) Estos datos no se han comprobado en otros

metaanalisis.(263)

Teniendo en cuenta el subtipo molecular, los resultados contindan siendo poco
informativos en el entorno neoadyuvante. Asano et al. mostraron que en el subgrupo

de pacientes con CMTN, la RNL estaba correlacionada con la SLE en el analisis
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univariable, pero no se confirmé como factor prondstico independiente.(183) Para el
CM RH+/HER2-, se ha informado la RNL como factor prondstico independiente para la

SLE y SG, lo que no se ha confirmado en estudios mds amplios.(182,263)

Por tanto, en el estudio de la RNL en nuestra cohorte, no se encontraron diferencias
significativas en su recuento, segln las principales caracteristicas clinico-patoldgicas,
incluyendo el subtipo IHQ. No se ha confirmado el valor predictivo de la RNL para la RCp.
Aunque las pacientes con CM RH+/HER2- presentaron una asociacion significativa con
la RCp, de sentido inverso, estos resultados se deben interpretar con cautela, dado el
cardcter univariable del andlisis. En el estudio del significado prondstico de la RNL, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la serie global, para la SLE, SG
ni SGCM, incluyendo el analisis estratificado por subtipo. Por tanto, nuestros datos no
apoyan el uso predictivo o prondstico de la RNL en el contexto del CM localmente

avanzado tratado con QT neoadyuvante.

En el entorno neoadyuvante del CM, los resultados sobre el significado predictivo y
prondstico de la RNL, contindan siendo contradictorios. Aunque algunos estudios han
comunicado resultados positivos, la marcada heterogeneidad de estos, dificulta la
extraccién de conclusiones firmes y, por tanto, su aplicabilidad clinica. Puesto que es un
biomarcador de especial interés clinico debido a su accesibilidad y facilidad de cdlculo,
estaria justificada la realizacion de estudios mas homogéneos que ayuden a entender su
base bioldgica y potencial asociacion con factores clinico-patoldgicos y del sistema

inmune tumoral.

Correlacion y valoracion combinada de la infiltracidn linfocitaria y la RNL en el cancer
de mama

El subgrupo estudiado para la correlacion entre los sTIL y la RNL (un 80,9% de las
pacientes) era representativo de la muestra total con caracteristicas clinicas y
patoldgicas practicamente superponibles. De forma muy clara, y este resultado es
relevante para la interpretacion general de nuestros resultados, el analisis de

correlacién no evidencido asociacion entre la RNL basal y los sTIL de la biopsia
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pretratamiento ni en la serie global ni en el andlisis por subtipo molecular. Los hallazgos
descritos en nuestra cohorte estan en linea con la limitada evidencia publicada hasta
ahora, no habiéndose descrito ningin estudio con correlacién entre ambos
biomarcadores.(190,212—-215) Sin embargo, hasta el momento, no habia datos mas alla
del CMTN, que establecieran una relacion entre la infiltracion linfocitaria y la RNL, en el
contexto neoadyuvante, para el CM localmente avanzado de cualquier subtipo. Algunos
aspectos diferenciales de nuestra serie son el hecho de incluir todos los subtipos IHQ de
CM, evaluados de forma global y estratificada, la inclusion de pacientes con CM
enfermedad localizada o localmente avanzada, tratadas homogéneamente con QTN
basada en antraciclinas y taxanos, y habiéndose realizado la cuantificacion de sTIL
mediante el método estandarizado. Ademas, la ausencia de correlacién evidenciada es
un aspecto clave para su posible integracién en sistemas predictivos o prondsticos de

uso clinico.

La ausencia de correlacién entre ambas variables justificod su analisis combinado. Desde
el punto de vista predictivo de la RCp, los sTIL permanecieron como factor predictivo
independiente, sin diferencias significativas para la RNL. En el analisis por subtipo
molecular, a excepcién de las pacientes con CM RH+/HER2-, en el que los sTIL
permanecieron como variable independiente para la prediccién de la RCp, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los subgrupos.

Aunque varios estudios han explorado la combinacién de biomarcadores inmunes
locales asociados a factores clinicos clasicos, el significado predictivo y pronéstico de la
combinacion de biomarcadores inmunitarios del TME y circulantes, mas concretamente
la combinacion de TIL y RNL, permanece poco explorada.(238) El significado predictivo
de la combinacion sTIL y RNL, se ha comunicado en un Unico estudio por Lusho, et al.
Los autores analizaron retrospectivamente 120 pacientes con CMTN tratadas con QTN
basada en FEC/taxano. Para el analisis de la capacidad predictiva, emplearon la RCp
asociada a enfermedad residual de pequefio tamafio (ypTO/Tis/Tlab, ypNO), no
objetivando superioridad de la RNL respecto a los sTIL, de forma similar a lo encontrado

en nuestra serie.(190)

En cuanto al andlisis del significado prondstico conjunto de ambos biomarcadores, ni los

sTIL ni la RNL mostraron valor prondstico independiente para la SLE, SG o la SGCM, de
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nuevo sin diferencias por el subtipo molecular. Al igual que para su valor predictivo, el
significado prondstico de la combinacién de TIL y RNL, permanece poco explorada. En
series que incluyeron todos los subtipos IHQ de CM, el grupo de Lee et al., en el que se
analizaron una minoria de pacientes con CM tratadas con QTN (44/145; 30,34%), ni los
TIL-CD8+ ni la RNL mostraron valor prondstico en el analisis univariable ni multivariable
para SLE y SG.(214) Estos resultados son dificilmente comparables con los de nuestra
serie, dada la heterogeneidad terapéutica, la metodologia para la cuantificacién de TIL

y la ausencia de un andlisis por subtipos.

Especificamente para el CMTN, Dong et al., realizaron un analisis con pacientes tratadas
con QTN, encontrando que una RNL elevada y bajos sTIL, junto con la afectacion
ganglionar (210), el mayor grado histolégico y la no RCp se mostraron como indicadores
prondsticos independientes de mal prondstico para SLE.(215) En una cohorte posterior
por Pang et al., se comunicd la independencia de la RNL (alta vs baja) y la cifra de sTIL
(alta vs baja) en un analisis multivariable para la SLE, incluyendo afectacién ganglionar
(PNO vs pN2-3) y el G3 (vs G1-2).(213) Es importante resaltar que el estudio incluia
pacientes tratadas en neoadyuvancia y adyuvancia. Aunque en las pacientes con CMTN
incluidas en esta cohorte, no se validaron estos resultados, el establecimiento puntos
de corte (TIL: 0-10%; 11-20%; >20% y RNL: 1,928) dificulta la reproducibilidad de los
datos. De forma interesante, la mediana de RNL comunicada por el grupo coincidié con
la de nuestra serie. Finalmente, la serie anteriormente citada de Lusho, que también
evaluaba pacientes con CMTN e incluia la RCp como principal objetivo, no demostré

superioridad de la RNL respecto a los TIL para la prediccién de la recaida a distancia.(190)

Modelos predictivos con incorporacion de variables inmunes

Todo el analisis anterior se dirigia a la generacion de nuevos modelos predictivos y
prondsticos que, integrando variables de inmunidad tumoral y periférica, pudieran
mejorar los modelos basados Unicamente en variables clinico-patoldgicas clasicas. La
generacién de un modelo predictivo de RCp se completd tras estimar y evaluar un total
de 511 submodelos para predecir RCp, de los cuales el modelo éptimo fue aquel que
incluia variables clinicas (cT y cN) y patoldgicas (RH, HER2 y G3), junto a la cuantificacion

de sTIL, que permanecié como variable pronostica independiente. La RNL no contribuyd
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a la prediccion del modelo global. En el andlisis del subtipo luminal, el modelo éptimo
fue el mismo que para la cohorte global: los sTIL, no asi la RNL, mostraron valor
prondstico independiente al de los parametros clinico-patoldgicos. Frente al modelo
basado exclusivamente en variables clinicas, el modelo seleccionado presentaba similar
AUC, con el menor AIC y diferencias estadisticamente significativas para el LLRT

(p<0,001).

De forma interesante, en el subgrupo de tumores no luminales, y a diferencia de lo
observado en la cohorte global y en el subgrupo luminal, el modelo éptimo fue el que
combinaba los sTIL y la RNL junto a los parametros clinicos. Este modelo presentaba el
menor AIC, con una adecuada capacidad de discriminacién en términos de AUC, superior
frente al modelo clinico exclusivo, encontrandose el LLRT en el limite de la significacidn
estadistica (p=0,062). Por tanto, los datos de nuestra cohorte apoyan la integracién de
pardmetros del sistema inmune local y periférico como forma de mejorar la capacidad
predictiva frente al empleo de variables clinico-patoldgicas de forma aislada, que es la
practica habitual. Si bien varios estudios han demostrado una correlacién entre los sTIL
y la RCp, muy pocos evaluan el beneficio de su combinacién con otras variables clinico-

patoldgicas en términos de capacidad predictiva.(79,240)

Es en el CMTN, donde el significado predictivo y prondstico de los sTIL mas se ha
evaluado. La principal razén es que el CMTN, junto al subtipo RH-/HER2+, se caracteriza
por un mayor y mas activo infiltrado inmunitario, en comparacién con otros subtipos de
CM.(66,79) En nuestro andlisis, precisamente para el subgrupo de CM no luminal, y a
diferencia de lo observado en la cohorte global y en el subgrupo luminal, el modelo
Optimo fue el que combinaba los sTIL y la RNL junto a los pardmetros clinicos. Aunque
las diferencias no fueron estadisticamente significativas, un hecho posiblemente
derivado de las limitaciones de tamafio muestral, la valoracion combinada de sTIL y RNL,
es decir, de los compartimentos tumoral y periférico de la respuesta inmune, en los
subtipos de CM con activacidon inmune mas importante, podria tener implicaciones
clinicas que seria interesante seguir explorando. En el Unico estudio publicado hasta la
fecha, que explora el significado predictivo de la combinacion sTIL y RNL para la RCp, los
autores no encontraron superioridad de la RNL respecto a los sTIL en un grupo de

pacientes con CMTN.(190)
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Incorporacion de variables inmunes a modelos prondsticos

En este apartado, se generé un modelo prondstico para SLE, SG y SGCM que
complementara las variables clinico-patolégicas clasicas. Tras estimar y evaluar un total
de 4095 submodelos, el modelo éptimo fue aquel que incluia variables exclusivamente
clinicas (cT y cN) y patoldgicas (RH, HER2, consecucion de RCp e invasién nodal
extracapsular post-tratamiento), que permanecieron como variables pronosticas
independientes. La adicion de las variables inmunoldgicas no mejord significativamente
la capacidad de discriminacién del modelo. En el andlisis por subgrupos, para el subtipo
luminal, al igual que en la cohorte global, el modelo seleccionado era el éptimo, con
escaso valor afiadido de los pardmetros inmunolégicos. En este subgrupo, la RCp no
alcanzo significacién estadistica, en probable relacién al escaso nimero de eventos. Lo
mismo ocurrié con el subtipo no luminal, sin valor afladido de los sTIL y la RNL para la
prediccién de SLE, SG y SGCM. La invasidon extracapsular permanecidé como variable

independiente en un andlisis multivariable.

Por tanto, en nuestra cohorte, la integracion de parametros del sistema inmune local y
periférico no mejoraron la capacidad pronostica para SLE, SG y SGCM frente al empleo
de variables clinico-patoldgicas de forma aislada. Los factores clinico-patoldgicos
identificadas coinciden con los descritos previamente como pronosticas para las
pacientes con CM tratadas con QTN, incluyendo el estadio clinico localmente avanzado,
la positividad de HER2, la consecucién de RCp y la afectacion ganglionar.(230-232) El
limitado numero de eventos y la mediana de seguimiento de la muestra han podido
influir en los resultados objetivados. En nuestro conocimiento, no existe ningln estudio
hasta el momento, que explore el valor prondstico de la combinacion sTIL y RNL en el
contexto neoadyuvante del CM. Aunque no se ha encontrado un claro beneficio de
incluir ambos biomarcadores inmunes en el modelo tradicional basado en factores
clinico-patoldgicos, un mayor seguimiento o la ampliacidn del tamaifio muestral podria

acabar de confirmar estos resultados.
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Limitaciones y fortalezas del estudio

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones. En primer lugar, se trata de una cohorte
unicéntrica y retrospectiva con moderado tamafio muestral y cierta limitacién a la hora
de plantear un anlisis por subgrupos, en base al subtipo tumoral, con suficiente poder
estadistico. En este contexto, algunas pacientes carecen de datos relevantes, como
pueden ser la determinacién del grado tumoral y el KI67, por ejemplo, en el subtipo
luminal. Algunas aproximaciones que podrian mejorar la extraccién de conclusiones
serian precisamente, el disefio prospectivo y mayor tamafio muestral. Otro hecho
importante se refiere al tiempo de seguimiento. Dado que se trata de una cohorte de
pacientes con CM tratadas con intencion radical, el nimero de eventos de recaida y
muerte es escaso. En cualquier caso, se trata de una serie reflejo de la practica habitual
y esta prevista la actualizacidn del estudio con mayor tiempo de seguimiento. En tercer
lugar, la RNL es un marcador accesible y sencillo, pero probablemente limitado en
cuanto a su significado bioldgico, por lo que no es suficiente para descartar totalmente
la contribucién del compartimento de células inmunes periféricas a la respuesta o la
evolucidon de la neoplasia. Por ello, un aspecto interesante seria la posibilidad de
cuantificar subpoblaciones celulares inmunes tanto en tejido como en sangre periférica,
mas alld de los sTIL y RNL, lo que probablemente permitirian una aproximacién
inmunolégicamente mas precisa y una mejor comprension de la interrelacion entre el

sistema inmune del TME y periférico.

No obstante, nuestra serie también tiene una serie de fortalezas que la hacen muy
interesante. Iniciando por la seleccién consecutiva de pacientes, es una serie muy
homogénea en cuanto al manejo clinico, incluyendo el diagndstico, el tratamiento de
QTN y la determinacién de la respuesta, hechos de vital importancia para la obtencion
e interpretacion de datos en el contexto del CM precoz. La determinacién de sTIL se
realizdé por un patélogo especializado, mediante un método estandarizado. Ademas,
para el analisis de resultados, se ha empleado una metodologia estadistica robusta, que
ha permitido la validacion interna de los hallazgos. En este sentido, una fortaleza de
nuestro estudio es el andlisis cuantitativo de los biomarcadores inmunes, sTIL y RNL, sin
establecer puntos de corte ad hoc, que aumentan la tendencia a obtener resultados

positivos y limitan la interpretacion y reproducibilidad de resultados.
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Asimismo, la seleccion del mejor modelo predictivo y prondstico a partir de variables
clinico-patolégicas relevantes, biomarcadores inmunes y teniendo en cuenta
potenciales factores de confusidn, se realizé mediante dos comandos de analisis
sistematico de STATA: allsets y confound. La utilizacion de ambos comandos, basados en
el andlisis masivo y automatizado de modelos de regresidon, permitio la estimacion y
evaluacién de un total de 511 submodelos para predecir RCp y 4095 submodelos para
predecir SLE, SG y SGCM. La seleccién del modelo dptimo se realizdé de forma objetiva,
empleando los principales indices de discriminacion y bondad del ajuste, tales como el

area bajo la curva ROC, el indice C de Harrell o AIC.

El aspecto clave que confirmé la consistencia de los resultados en nuestra serie (global
y por subtipos), fue el analisis de la fiabilidad o reproducibilidad del mismo, mediante
una validacién interna cruzada y remuestreo Bootstrap. Dicha metodologia permitid la
comparacion de pseudo-R2 y AUC, generados de forma aleatoria, con el obtenido para

la cohorte global, confirmando su fiabilidad.

De manera complementaria a las técnicas de validacion interna basadas en el muestro
aleatorio de la cohorte global, para analizar la fiabilidad del modelo seleccionado y su
capacidad predictiva con mayor precision, se realizé un analisis por subgrupos, basado
en el subtipo molecular. Cabe mencionar que, con la finalidad de no comprometer la
potencia estadistica, la cohorte global se dividié en las categorias luminal (que incluia
los tumores RH+/HER2- y RH+/HER2+) y no luminal (que incluia los subtipos RH-/HER2+
y CMTN). Sin embargo, para controlar la heterogeneidad asociada al sistema de
agrupacion, en el subgrupo de tumores luminales se afadié la variable G3 (que haria
referencia a los subtipos luminal By que, a su vez, presentaba interaccion con la variable
KI67) y en el subgrupo de neoplasias no luminales, se afiadid la variable HER2 (en este

grupo, la positividad para HER2 se corresponderia con tumores RH-/HER2+ vs. CMTN).

190



Perspectivas de futuro

El hallazgo mds relevante de esta tesis doctoral ha sido la generaciéon de un modelo
predictivo con variables clinicas y patoldgicas, junto a la cuantificacion de sTIL, que se
mostré como el modelo éptimo para la prediccion de RCp, por encima de los modelos
que no incorporan biomarcadores inmunes, manteniéndose dicha predicciéon en el
analisis exploratorio segln subtipo molecular. Aunque este hallazgo no se ha
confirmado para el andlisis de la supervivencia, limitado por el bajo nimero de eventos,
la prediccion de la RCp podria acabar finalmente teniendo impacto en objetivos mas
tardios, como la recaida, una posibilidad que solo un seguimiento mds prolongado podra

establecer.

En este estudio, se ha puesto de manifiesto que la infiltracion linfocitaria pre-QTN tiene
un valor predictivo independiente de forma global y en el analisis por subtipos. En el
contexto neoadyuvante, el hallazgo de un biomarcador de respuesta sencillo, como es
la determinacién de sTIL en muestras de hematoxilina y eosina, podria permitir
considerar la posibilidad de plantear estrategias de escalada/desescalada terapéutica, si
bien, estos hallazgos deben ser confirmados previamente en series mas amplias de
caracter prospectivo. Ademads, este biomarcador podria ayudar a identificar a las
pacientes con mayor probabilidad de respuesta a nuevas estrategias terapéuticas, como
la inmunoterapia. La identificacién en los tumores mas inmunolégicos, como son el
CMTN y el CM HER2+, de un modelo predictivo de RCp que incluye la RNL, como el
Optimo, abre la posibilidad de mayores esfuerzos de investigacion en este sentido, de

nuevo previa comprobacion en estudios prospectivos.

En resumen, la neoadyuvancia es el contexto ideal para la exploracion de nuevos
factores predictivos de respuesta y prondsticos en pacientes con CM. Dado que la RCp
resulta un marcador insuficiente, la identificacion y caracterizacién de nuevos
biomarcadores puede facilitar la seleccion de las pacientes candidatas tanto a
estrategias de intensificaciéon, como de desescalada terapéutica. Dada la evidente
importancia del sistema inmune en CM, y de la necesidad de su integridad periférica
para asegurar una respuesta antitumoral eficaz, un mayor conocimiento sobre la
conexion TME-ambiente inmune circulante resulta obligatoria. Nuestros resultados

apoyan la posible contribucién de ambos compartimentos a la prediccién de la
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respuesta, especialmente en los subtipos no luminales, y a la vez amplian la vision del
cancer de mama luminal, mostrando que la integracion de la infiltracién linfocitaria con
las variables clinico-patoldgicas podria ser una estrategia valida para predecir la
respuesta y seleccionar a las pacientes para tratamiento neoadyuvante basado en

quimioterapia.
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CONCLUSIONES
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En la evaluacion basal de los linfocitos infiltrantes de tumor estromales (sTIL) en
una cohorte de pacientes con cancer de mama precoz y localmente avanzado
tratadas con quimioterapia neoadyuvante se encontrdé mayor infiltracidon
linfocitaria para el cancer de mama HER2+ y triple negativo. También se observé
mayor porcentaje de sTIL en las pacientes pre- y perimenopdusicas, en el cdncer
de mama sin tipo especial y en los tumores con grado 3.

Los sTIL, como variable continua, se asociaron significativamente con la
respuesta completa patoldgica. Esta asociacién fue consistente en el subrupo de
pacientes con cancer de mama receptor hormonal positivo/HER2 negativo. Se
comprobd, a su vez, en las pacientes mayores de 40 afios, en el cdncer de mama
sin tipo especial, con grado 3 y para aquellas con estadio clinico lll. En la serie
global, la asociacidn de los sTIL con el indice de carga tumoral residual también
fue significativa.

El biomarcador sTIL, como variable continua, no se comporté como un factor
prondstico significativo para la supervivencia libre de enfermedad, supervivencia
global ni supervivencia global especifica de cancer de mama en la serie global.
Para las pacientes con cancer de mama triple negativo, los sTIL se comportaron
como un factor protector de supervivencia global, de forma significativa.

En la misma serie de cancer de mama precoz tratada con quimioterapia
neoadyuvante, la ratio neutrdfilo-linfocito (RNL) al diagndstico, no mostré
diferencias significativas, segin el subtipo molecular ni otras caracteristicas
clinicas o patoldgicas.

La RNL, como variable continua, no se asocié de forma significativa con la
respuesta completa patoldgica o la carga tumoral residual ni de forma global ni
cuando se realizé un analisis diferencial de acuerdo al subtipo molecular, estadio
u otras caracteristicas clinicas y patoldgicas. El biomarcador RNL, como variable
continua, tampoco fue un factor prondstico significativo para la supervivencia
libre de enfermedad, supervivencia global ni supervivencia global especifica de
cancer de mama en la serie global ni en el analisis segln subtipo molecular.

En esta cohorte de pacientes con cancer de mama precoz tratadas con
quimioterapia neoadyuvante, no se encontrd correlacion entre la cantidad de

sTIL y la RNL al diagndstico.
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7.

10.

11.

En el andlisis de la capacidad predictiva de respuesta completa patoldgica de los
biomarcadores sTIL y RNL, de forma conjunta, los sTIL permanecieron como
factor predictivo independiente, sin diferencias para la RNL. Estos resultados se
reprodujeron en la serie global y para el CM con receptor hormonal positivo, sin
diferencias en el resto de subtipos.

En el analisis de la capacidad pronostica de los biomarcadores sTIL y RNL, de
forma conjunta, ni los sTIL ni la RNL mostraron valor prondstico independiente
para la supervivencia libre de enfermedad, supervivencia global y supervivencia
global especifica de cdncer de mama. Estos resultados no mostraron cambios en
el andlisis por subtipo molecular.

Un modelo predictivo que incluia variables clinicas (tamafio tumoral y afectacién
ganglionar al diagndstico) y patolégicas (subtipo molecular y grado 3), junto a la
cuantificacion de sTIL, se mostré como el modelo éptimo para la prediccion de
respuesta completa patoldgica a la quimioterapia neoadyuvante, sin pérdida en
la capacidad de discriminacion. La validacion interna del modelo mediante
técnicas de muestreo aleatorio y bootstrapping mostré la robustez del modelo
conjunto.

El analisis por subgrupos del modelo predictivo seleccionado, basado en
variables clinico-patoldgicas y de la respuesta inmune tumoral (sTIL), mostré su
validez en el cancer de mama luminal. En el cancer de mama no luminal, el
modelo predictivo éptimo incluyd, ademds de la amplificacion de HER2, la
combinacidn de las dos variables inmunes relacionadas con la respuesta inmune
tumoral y sistémica (sTIL y RNL), si bien la diferencia con el modelo de referencia
no alcanzé la significacion estadistica.

Para los tres eventos de supervivencia, el modelo éptimo para la prediccion
pronostica fue aquel que incluia variables exclusivamente clinicas (tamafio
tumoral y afectacion ganglionar al diagndstico) y patolégicas (subtipo molecular,
consecucion de RCp e invasiéon nodal extracapsular post-tratamiento). La
inclusion de biomarcadores inmunes (sTIL y RNL) no demostré mejorar la

capacidad de discriminacion del modelo clinico-patoldgico.
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Prognostic significance of tumor-infiltrating lymphocytes and neutrophil-to-
lymphocyte ratio in patients with breast cancer receiving neoadjuvant chemotherapy
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- Tumor infiltrating lymphocytes (TILs) and neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR) i p! ic | kers in early stage breast cancer (BC). |
| Prior to starting r djuvant cher py, p it TIL levels and NLR determination pred:ct pathological complete response (pCR). Nevertheless,
the prognostic value oi the combination of both markers of antitumoral immune response has not been evaluated yet.

ABSTRACT
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' i i i i Lome 19 (16%) nary
: \:::abla‘:n ?:or::?sl analysis was performed using multivariable Cox - — T et 35 (49%)
: ress . | HReHER2- L 63 (52%) *Low TiLs (5 35.19/mm’) 36 (51%)
' Harrell's concordance index (C-index) and Akaike information | HReHER2s 15 (12%) NLR
; criterion (AIC) were calculated for the comparison of different | HReHERZ- 13 (11%) Cuantitative Median: 1.9
. predictive models. A higher C-index value indicates better concordance ! Triple negative 27 (22%) (Range: 0.76-17.5)
Not avaliable e
 of survival times and a smaller AIC value indicates a more goodness-of-fit | 3(3%) Binary
 for predicting outcomes. | Pathological 20(16.5%) “Low NLR (5 3) 83 (82%)
complete response *High NLR (>3] 18 (18%)
____________________________ I!S'lm Figure 1. Univariable analysis
A total of 121 patients were included. The median follow-up was 12 ] TiLs ) NLR
g TiLs (>35.19/mm’ -
. years. At the final follow-up date, overall survival was 75% and disease- | ' [em— W High TiLs {>35.19/mm’) k:l'_“ . M LowNLR (s3)
! free survival was 73%. ] B % e M Low TILs £ 35.19/mm’) ‘E 1
- ! % s T W High NLR (>3}
| Patients’ baseline characteristics are shown in Table 1. H Zu aw -
| Pre-treatment TIL analysis was available in 71 patients (59%) and NLR in | E - E -“
1101 (83%). There was no correlation between both variables | .
(Spearman’s Rho: 0.03, p=0.98). Although TILs (logarithmic transformed) | ' o
and NLR were analyzed as continuous variables, in order to represent | R e e = o m m om
| Kaplan-Meier curves, we selected the cut-off value of 35.19/mm3 . Months Months

(percentile 50 in our cohort) for TILs and the previously reported cut-off
value of 3 (percentile 80 in our cohort) for NLR. Subgroup characteristics
are shown in Table 2.

In the univariable analysis, the NLR showed a negative prognostic
value for overall survival (05) (HR 1.23, 95%CI 1.11-1.36; p<0.001, C-
index: 0.64 95%CI 0.52-0.77, p=0.69). The effect was opposite for TILs
(HR: 0.76 95%CI 0.61-0.95, p=0.02; C-index: 0.69 95%CI| 0.57-0.81,
| p=0. 69) The linear approximation was adequate, and there was no

of lity of the hazards. Results based on
bunar)r subgroups for 'I'ILs and NLR are shown in Figure 1.

E In a subgroup analysis of patients with high TILs and low NLR (N=15;
25%) compared to the rest of patients (N=46; 75%), we did not find
significant differences in baseline characteristics, except for a higher

proportions of patients with HR-HER2+ tumours in the first subgroup (33 |
vs 8%) and a higher proportions of patients with triple negative tumours

'
'
'
'
'
1
stati H

ic trend for

the combined
ter fit

d characterization of TILs and NLR
rent prognostic subgroups in early
BC patlenls e necadjuvant

 y E—— C i
— Y B High TiLs (35.19/mm’) -, 0 Hlﬂh TIl.s {=35.19/mm*)
g ol e ey g . L lew R (3]

2 .

. R
§ B Clter st E ) I Other subgrougs
e Ve w m om
Months Manths
CONCLUSIONS

:The integrated characterization of TiLs and NLR identifies dn‘ferentl

chemotherapy. Future val in the rest of subgroups (13 vs 22%). Kaplan-Meier analysis is st in

Figure 2.

In the multivariable analysis, including or not cancer staging after '
neoadjuvant therapy, NLR remained as an independent variable (HR 1.18, |
| 95%CI 1.04-1.33; p=0.01) and a statistic trend for TILs was also observed .
(HR 0.83, 95%CI 0.65-1.07; p=0.16). Given the limited sample size, the |
multivariable analysis did not provide clear evidence of an additive effect. |

! Nevertheless, the y of both p ters sh da
| better fit with respect to the two variables separately (Akaike

Information Criterion for the combined model, for TILs and for NLR: 106,
133 and 214, respectively).

, Prog tic subgroups in early BC patients receiving nenadjuvant'
| chemotherapy.

| Future validation of these findings in large, multicenter cohorts mlghtl
| allow treatment optimization by means of new strategies such as |
'irlmturu:llhvera;:mr I

i, Progreossic ol i
0 breast cancer: & rw gl QOIJ' &mw-nnnud “-a--mcu‘--n-d i
i rwsgon patants. |
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Development of prognostic models based on clinical, immune-related and proliferation factors in
early breast cancer patients treated with neoadjuvant chemotherapy

Esmeralda Garcia-Torralba'23, Beatriz Alvarez-Abril'23, Carlos Bravo-Pérez!23, Esther Navarro Manzano??, Pilar de la Morena Barrio®23,

Alejandra Ivars Rubio®23,

isa Garcia-Garre'2?, Gema Marin Zafra'2?, Francisco Ayala de la Pefia’?® and Elena Garcia Martinez'22

1. Servicio de Hematologia y Oncologia. Hospital Universitario Morales Meseguer, Murcia (Espafa). 2. Universidad de Murcia. 3. IMIB-Arrixaca

Up to 30% of early breast cancer (BC) patients treated with neoadjuvant chemotherapy will have systemic relapse during the follow-up. The integration of | :

i ical and
| patients in more detail.

| treated with neoadjuvant chemotherapy.

analyms of a cohort of patients with early BC
2001 and 2010 at Morales

-

re-treatment biological and genetic markers that were analyzed comprised:
ripheral blood neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR), tumor-infiltrating lymphocytes
IL), tumor tissue cytokines Interferon-gamma (IFN-Y) and Interleukin-10 (IL-10), and
mor tissue AURKA, MYBL2, MKI67 and CTNNBT gene expression.

LR was calculated based on laboratory analysis of blood samples collected within 1

onth of cancer diagnosis. For the evaluation of pre-reatment TIL (CD3+-TIL
unt), IFN-Y and IL-10 we used a tumor tissue microarray.

ene expression analysis of AURKA, MYBL2, MKI67 and CTNNB1T genes was
letermined by quantitative polymerase chain reaction (gPCR) in RNA.

iological and genetic markers were analyzed as continuous variables. Survival
nalysis was performed using multivariable Cox reg dels. The predictive
pacity of the regression models was ewalualed using the Akaike Information

E’:.g

qmg =

ERe

8

;
i
:
1
]
1
]
:
:
'
1
:
1
i
1
]
:
:
;m
:
1
]
1
]
:
i
:
:
1
:
1
:
1
]
:
]
:

Criterion (AIC) index, Recei Op g Ct istic (ROC) curves and
Harrell’s concordance index (C- Index)
RESULTS
Patients
Atotal of 121 p ts were included. Patients’ baseline ct istics are shown in

iTahIe 1. The msdian follow-up was 12 years. At the final follow-up date, overall
+ survival (OS) was 75% and disease-free survival (DFS) was 73%.

i Univariate analysis:

i - DFS: NLR (HR 1.17, 95% CI 1.05-1.29; p=0.003), TIL (HR 0.93, CI95% 0.86-0.98;
| p=0.52), AURKA (HR 1.27, 95% Cl 1.08-1.49; p=0.004), MYBL2 (HR 1.41, 95% ClI
51.05-1.89: p=0.021), and CTNNB1 (HR 1.08, 95% CI 1.0-1.15; p=0.013) showed
| prognostic value.

- 0S: NLR (HR 1.23, 95% CI 1.11-1.36; p<0.001), TIL (HR 0.89, CI95% 0.81-0.98;

1 p=0.02), IL-10 (HR 1.0, CI5% 1.0-1.0; p=0.004), AURKA (HR 1.02, 95% Cl 1.01-1.04;
p<0.001), MYBL2 (HR 1.10, 95% C1 1.03-1.19; p=0.007), MKI67 (HR 1.0, 95% CI 1.0-
1.0; p=0.034), and CTNNB1 (HR 1.06, 95% CI 1.0-1.13; p=0.03) showed prognostic

1
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value. :
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1
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]
]
1
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1
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Multivari nalysis:

- DFS: including staging after dj herapy (HR 75.5, 95% CI 3.15-1808.6;
p=0.008), NLR (HR 1 65 95% Cl 1.2- 1 .2.86; p=0.006) and MYBL2 (HR 1.08, 95% CI
1.01-1.11; p=0.02) ined as independent variables for DFS in a regression
- 0S: including staging after djuvant therapy (HR 6.54, 95% Cl 1.36-31.49;

p=0.02), NLR (HR 1.33, 95% CI 1.08-1.64; p=0.008), TIL (HR 0.84, 95% CI 0.73-0.97;
p=0.21), AURKA (HR 1.05, 95% CI 0.99-1.10; p=0.055) and MYBL2 (HR 1.14, 95% CI

1.00-1.31; p=0.04) ined as independent variables for OS in a regression
analysis.
The analysis of models based on the consecutive addition of these biomarkers

implied a greater prog compared to staging after neoadjuvant
| treatment alone. The differences were more marked for the model that included |

| the four parameters. Analysis of prognostic capacity with the consecutive addition of

1 biomarkers is reported in Figure 1 and Table 2. '
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1

|

1
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! The objective of this study was to analyze the predictive capacity of biclogical and genetic markers in combination with clinical parameters in patients with early BC E

| s related to tumor biology and the immune system could make it possible to stratify the prognosis of these !

Table 1. Patients’ baseline characteristics F‘U“" 1 S S e e AR

addition of bi k
Curves
1-79
Age (mean, ange) A
Menstrual status g =
60 (49,6%)
Postmenopausal 61 (50,4%) -
Premenopausal s
Histologic subtype
E]
Invasive ductal carcinoma 113 (93,4%) E =
Other subtypes B (6,6%)
Cancer stage at diagnosis E /
1A 19 (16%) I
e 34 (28%) g
A 40 (33%) o0 0 0% 07 100
e 9(7%) 1-Speciicty
e 19 (16%)
Molecular subtype —Mod 1. ypTN
HR+HER2- 63 (52%) Mod 2. ypTN + NLR
HR4HERZ+ 15 (12%)
HR+HER2- 13 (11%) Mod 3. ypTN + NLR + TIL
Triple negative 27 (22%)
Not avaliable 33%) = |Mod 4. ypTN + NLR +
AURKA + MYBL2
Pathological complete
(pCR) 20 (16.5%) - = | Reference

Table 2. Analysis of prognostic capacity with the ive addition of bik rk

AUCROC

Models

Model 1: ypTN 274 0,76(058-0,94) ref  0,74(057-091) ref
Model 2: ypTH + NLR 187 0,78(0,61-0,95) 083 080(0,67-0,93) 053
Model 3: ypTH + NLR + TIL 85  085(0,73-0,98) 030 083073094 030
Model 4: ypTN + NLR + TIL +
Ve 57 091(0,80-1) 011 089(081097) 0,13
*AUC ROC: Area Under The Curve ROC. Ref: comparson of
ALC ROC and C-indax aro reponied.

CONCLUSIONS

r
1 In our cohort, the creation of a p tic model integ

1 with prolif and both tissue and circulating immune |

1 biomarkers dem: d high | pacity for OS. 1

!'The validation of these fi in ir jent cohorts could impact in I

L patient’s management. :
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() Prognostic significance of changes in tumor infiltrating lymphocytes and neutrophil-to-
lymphocyte ratio after neoadjuvant chemotherapy in early breast cancer patients
( SAN ANTONIO

BREAST CANCER Esmeralda Garcia-Torralba'22, Beatriz Alvarez-Abril'23, Carlos Bravo-Pérez'2?, Esther Navarro Manzano??, Pilar de la Morena
SYMPOSIUM® Barrio'??, Alejandra Ivars'?3, Elisa Garcia-Garre'23, Gema Marin'?3, Francisco Ayala de la Pefia'?® and Elena Garcia Martinez'??
December 7-10, 2021 1. Servicio de Hematologia y Oncologia. Hospital Morales Meseguer, Murcia (Espafia). 2. Universidad de Murcia. 3. IMIB-Arrixaca

Despite continuous attempts to improve therapeutic options, there is still 30-40% of patients with early breast cancer (BC) that relapse. Biomarkers
i that could identify patients most I|ksly to benefit from new therapeutic strategies are mandatory. Current evidence shows that both markers of

. antitumor local and sy resp , such as tumor infiltrating lymphocytes (TIL) and neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR),
ne response ! post variation of these markers, should be explored.
L '

. The objective of this study was to simultaneously investigate the prognostic significance of the pre-post-NAC variation of TIL and NLR in patients with

i
of ' respectively, have prognostic value in early BC. However, not only baseline levels, but also after necadjuvant chemotherapy (NAC), as well as the pre- .
- early BC. \

j
pre-post — ~ o Figure 1. 0S5 according to the change of
HIT!IIII.S “. Il'l'l.ls Table 1. Patients’ baseline characteristics TIL and NLR after NAC

Retrospective and single-center analysis of a cohort of patients with N=47
early BC treated with neoadjuvant chemotherapy between 2001 and Wi T - o
2010 at Morales Meseguer University Hospital. Age (median, 56(21,78)

[range)

|Menstrual status  Postmenopausal g (53 75)
Premenopausal 22 (46,8%)
Invasive ductal

Histologic subtype carci R 42 (91,5%)

01 and
TIL (CD3+-TIL count:

Pre- and post-NAC TIL (CD3+-TIL counts) were assessed by tumor
tissue microarrays performed in both diagnoslic core-needle biopsy
and surgical excision specimens, respectively. Pre- and post-NAC NLR
were calculated based on laboratory analysis of blood samples
collected within 1 month of cancer diagnosis and at the moment of
breast surgery, respectively.

04 |

Overall survival

1 month of cal
moment u! breas!

Other subtypes 4 (8,5%)

Histol d Grade 1 21(4,3%
The variations of TIL and NLR after NAC were estimated by the absoclute ' | Soopic pade e 13:33 3‘3]5I
post-pre difference. We examined the association between the post-pre Grade 3 73 tas‘m! o 50 100 150 20
change of TIL and NLR (stratified into deciles, D1-D10) and survival e @ r;as} wionth
3 i ! jonths
outcomes by using Cox regression models. o 2 21 (a4,7%)
To represent the combined effect of the change of TIL and NLR on 0S T3 24 (51,1%) Change of TiL and NLR
in Kaplan-Meier curves, based on the sign of the absolute difference of | cTda-d 2 (4,2%) W | TiL post-pre diff £ 0+ NLR post-pre
post-pre values of TIL and NLR we divided patients into four groups: | [y MO 18 {38,3%) HF <D
1)TIL post-pre diff < 0 and NLR post-pre diff < 0 2) TIL post-pre diff < 0 N1 14 (29,8%) n :,:,?:1"' dIFF5 0+ HLA post-prm
and NLR pos! pre diff > 0 3) TIL post-pre dlﬁ > 0 and NLR post-pre diff = 0 N2 6(12,8%) [0 TiLpostpre diff>0+ NLR post-pre
N3 9(19,1%) 30
v = W TIL post-pre diff > 0 + NLR post-pre
Malecalar HR+ HER2- 22 (46,8%) k120
R R 132 [ Forty-seven (40%) out of 121 patienis had pre- and post-NAC Values of | HERZe HRe 8(17.0%) | Table 2 Mulivarabeanalysi
A i both NLR and TIL. Patients' baseline characteristics are shown in Table 1. | HER2+ ER- 6(12,8%)
independent predictive value (TIL The median follow-up of this group was 11.5 years (IQR: 10.5 - 125 1 | ™ 10(21,3%)
1.0 years). At the final follow-up date, overall survival (OS) was 87.2 %. | [Breastsurgery  Conservative 26 (S5,3%)
C ion lysis r led that only pre- and post-NAC values of NLR | | Mastectomy 21 (44,7%) Variable Siplp) MR gswcihR
were correlated (Spearman's Rho: 0.44, p<0.001). ' |Nodal surgery LN biopsy 12(25,5%) | Cancerrestaging o0 3 an 103-191
- . . . ' ALND 35(74,5%) | | after NAC §
In the univariable analysis, the increase in TIL and NLR after NAC | el TR 7(14,9%)
among deciles showed a negative prognostic value for OS5 (TIL: HR | & Sl Local/ : Increaseof TIL 0,049 1,53 1,00-234
154, 95%Cl 1.05-2.26, p=0.026; NLR: HR 1.32 95%Cl 0.98-1.79, | contralateral 1{0,83%)
=0.070). : i, 6(12,8%) Increaseof NLIR 0,09 142 0,95-212
Figure 1 represents the Kaplan-Meier curve for OS in the cohort |
study according to the change of TIL and NLR after NAC. The |
y g g : CONCLUSIONS

'
!
_ : subgroup of patients with no increment in TIL (TIL post-pre diff = 0 and
e Ml ll | NLR post-pre diff < 0; TIL post-pre diff 5 0 and NLR post-pre diff > 0, | = = = = = = = = == == = === = = = = === ===
the lowest OS (29. i N=25) showed the most favorable prognosis, with no deaths registered + The integrated ch terization of the variati of TIL and NLR
i during the follow-up. In this subgroup, 9/25 (36%) patients achieved
!

after NAC identifies different prognostic subgroups in early BC
patients. In our cohort, both the increment of TIL and/or NLR after

! ]
! 1
! 1
pathological complete response (pCR). As regards patients with any ' | I
: MAC are associated to a worse prognosis. I
| |
I I
1 |

grade of TIL increment (TIL post-pre diff = 0, N=22), the subgroup of

amd | NLR patients with no increment in NLR (NLR post-pre diff = 0, N=5) showed

nestic sub

Future validation of these findings in large, multicenter cohorts might
allow treatment optimization by means of new siralegies such as
immunotherapy.

an intermediate prognosis (20% of deaths), whereas patients with -
concurrent increment in NLR (NLR post-pre diff > 0, N=17) had the !
poorest OS (29.4% of deaths). No patient with TIL increment achieved |
pCR. Differences observed between groups were statistically significant |
(Log Rank p=0.042). :

1

In the multivariable analysis, adjusted by cancer restaging after NAC
(Table 2), both the increase of TIL and NLR after NAC among deciles

I M):e am Fﬂd “mldﬂm‘mnm; sage breast cancer. Chn WWD'\(U ZOIQ I.Du'\-MC ool Ym
? ifiating lymphocyes s progras in difrent wobtypes of brisst cancer, Larcet Gricol. 2078, 3. Garcia-larsines (. ot . Tumen-rdirating

CONTACT

esmeralda.garcia add independent predictive value (TIL: HR 150, 0000l 1.00-2. 34, 1 e o e o e . e e e e PR o b
] e i L SABCS MO0

et i profien el U thisgs ier Pety L it g prieel oSt a6 prisgiat of bresal aier Biaas) Caniis Rt

P=0.049; RNL: HR 1.42 95%C] 0.95-2.12, p=0.09).

Esmeralda Garcia-Torralba, Beatriz Alvarez-Abril, Carlos Bravo-Pérez, et al.; Abstract P4-
07-11: Prognostic significance of changes in tumor infiltrating lymphocytes and
neutrophil-to-lymphocyte ratio after neoadjuvant chemotherapy in early breast cancer
patients. Cancer Res 15 February 2022; 82 (4 Supplement): P4-07-11.
https://doi.org/10.1158/1538-7445.SABCS21-P4-07-11
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