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1. FUNDAMENTOS DEL TRATAMIENTO NEOADYUVANTE
DEL CANCER DE MAMA.

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en la mujer, siendo la segunda causa
de muerte por cancer, tras el cancer de pulmoén. Se estima que en EEUU en el 2012 se
diagnosticaran 1,638,910 de casos nuevos y habra 577,190 muertes por cancer de mama *. La
incidencia de cancer de mama en Espafia ha aumentado en los Ultimos afios debido a la
eficacia de los programas de screening, y se estima que en el 2012 habra unos 27000 casos
nuevos de cancer de mama. Sin embargo, la mortalidad por cancer de mama esta
disminuyendo: se estima que en el 2012 habra unas 6200 muertes 2, Esta disminucién en la
tasa de mortalidad es debida a los diagnésticos precoces, asi como a los avances en los
tratamientos del cancer de mama; se calcula una disminucion de un 1,8% anual de 1997 a
2006. El descenso en la mortalidad es mas patente en mujeres jovenes y de mediana edad que
en pacientes mayores °.

Se han descrito diversos factores de riesgo para el desarrollo del cancer de mama: ser
mujer (el riesgo aumenta con la edad), edad precoz de menarquia, menopausia tardia, edad
avanzada en el primer embarazo, tratamiento hormonal sustitutivo prolongado, enfermedades
proliferativas benignas de la mama, aumento de densidad mamaria en la mamografia y
mutaciones de los genes BRCA 1/2. A pesar de ello, s6lo una minoria de los canceres de
mama diagnosticados se asocia a estos factores de riesgo.

La cirugia es el tratamiento de eleccion en el cancer de mama precoz. En estadios I-1I
se ha demostrado que la cirugia conservadora y linfadenectomia seguida de radioterapia (RT)
adyuvante es equivalente a la mastectomia radical *°. En los Ultimos afios la realizacién de la
biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC) en pacientes diagnosticadas de céancer de
mama NO clinico reduce las complicaciones de la linfadenectomia, siendo equivalente a ésta
en términos de efectividad °. Recientemente se ha demostrado que no es necesaria la
realizacion de linfadenectomia en pacientes diagnosticadas de cancer de mama cT1/T2, con
BSGC positiva, sometidas a cirugia conservadora y RT adyuvante .

El tratamiento adyuvante del cancer de mama ha demostrado ser eficaz para reducir
las recaidas locales y sistémicas de la enfermedad. Dicho tratamiento debe ser individualizado
segun los diferentes factores prondsticos; edad de la paciente, nimero de ganglios afectos,
hormonosensibilidad, sobreexpresién de Her2neu, grado de diferenciacion tumoral, afectacién
linfovascular, y proliferacion (Ki67). Existen nomogramas que predicen el riesgo de recaida y
programas como Adjuvant-online, que nos informa del riesgo de recaida y reduccién del mismo
segun las diferentes opciones de tratamiento ®. La clasificacién del cancer de mama segin su
perfil de expresién génica puede ser muy util para la toma de decisiones en la adyuvancia del
cancer de mama, mas aun cuando estén finalizados los estudios prospectivos en marcha
(TAYLORX Y RXPONDER).

La administracion de quimioterapia neoadyuvante (QTn) o preoperatoria en el cancer
de mama, es una opcion considerada estandar tanto en tumores localmente avanzados
(estadios IlIA, 1lIB, IIC y tumores inflamatorios), como en tumores operables pero no
susceptibles de cirugia conservadora inicialmente (Tabla 1). Se han aducido numerosas
ventajas para esta modalidad de tratamiento: disminucion del tamafio tumoral y aumento de la
posibilidad de cirugia conservadora; infraestadificacion tumoral y ganglionar, que es ademas un
marcador predictivo de buena evolucidon posterior, y evaluaciéon de la quimiosensibilidad
tumoral. Ademas, el tratamiento sistémico precoz podria ser méas efectivo para la erradicacion
precoz de las micrometastasis y asi disminuir la posibilidad de diseminacién de células
tumorales al intervenir el tumor. Se ha estudiado la efectividad de la quimioterapia
preoperatoria, encontrando tasas de respuesta clinica en torno al 75%, tasas de respuesta
completa patolégica (RCp) del 3 — 30% en el tumor primario y del 25 — 35% en la enfermedad
ganglionar axilar ***. En los tumores localmente avanzados, en casos seleccionados se puede
plantear, segin la respuesta objetivada tras el tratamiento QT, cirugia conservadora. En
diferentes series las tasas de cirugia conservadora oscilan entre 5 y 25%. En las series mas
amplias el porcentaje de pacientes que se reconvierte de mastectomia a cirugia conservadora
tras la QTn estéd en torno al 20-25%. Por otro lado en el cancer de mama operable diversos
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estudios han demostrado que la supervivencia libre de enfermedad, asi como la supervivencia
global, son equivalentes independientemente del manejo neoadyuvante o adyuvante del tumor.

Tabla 1. Indicaciones y contraindicaciones de QTn en Ca mama operable

FIndicaciones de Q" Contraindicaciones de QTn
T3

Tumor multicéntrico

Infraestadificacion Extensas microcalcificaciones por toda la
Buenos resultados estéticos mama

Asegurar margenes negativos Enfermedades sistémicas con afectacién del
Tumor unicéntrico tejido conectivo (contraindican RT)

No existencia de CDIS extenso adyacente

Proporcion tamafio tumor/mama

No alteracion tejido conectivo

Es dificil establecer un esquema 6ptimo de QTn, pero, al igual que en la adyuvancia,
parece claro que el uso de antraciclinas y la adicion de taxanos, especialmente de forma
secuencial (Tabla 2), produce un aumento significativo en el porcentaje de respuestas, en la
tasa de RCp vy, por tanto, en la cirugia conservadora ' *°. En pacientes Her2 positivas, la
adiccion del trastuzumab ha supuesto un incremento significativo en la tasa de respuestas
patolégicas de estos tumores 16, Hoy en dia existen estudios con resultados muy
prometedores, que incluyen nuevas moléculas que bloquean la via de Her2, asi como otros
tratamientos bioldgicos. En la tabla 3 se resumen los principales estudios en neoadyuvancia
con tratamiento antiHer2.

Tabla 2. Taxanos en neoadyuvancia
Estudio N Régimen QT RCp (%) p

gBG-GEPARDUO 913 AT x4q2w 11 0,001

AC x4 — Doc x4 22

GBG-GEPATRIO A=) TAC x6

168 TAC x2 — NX x4

AGO 631 ET x4 10 0,03
Epi x3 — Tax x3g2w 18

MDACC 258 T x4—» FAC x4 14 0,01
Tw —>FAC x4 29

NSABP B27 ** 2411 AC x4 13 0,001

AC x4 —» QX—»Doc x4 14
AC x4— Doc x4

26

ECTO 451 AT x4—»CMF x4 23

ABERDEEN “° 162 CVAP x8 15 0,06
CVAPx4 — Dx4 31

ACCOG “* 632 AC x6 24 0,61
AD x6 21

Se consideran factores predictivos clasicos de respuesta a la QTn *? el tamafio

tumoral mayor de 3 cm, el tipo histolégico ductal, el alto grado histolégico y la no
hormonosensibilidad. Ademéas sabemos que el cdncer de mama tipo lobulillar, responde peor al
tratamiento de QTn %* %,
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Tabla 3. Tratamiento anti Her2 en neoadyuvancia

Estudio N Esquema RCp (%)
MDACC ** 42 Taxol-FEC 26
Taxol-FEC-T 65
NOAH 235 APx3 — Px4 — CMFx3 22
APX3 — Px4 — CMFx3 T 43
GEPARQUATRO * 445 EC- Docetaxel 16
EC- Docetaxel-T 32
GEPARQUINTO 620 ECT- Docetaxel-T 45
ECL- Docetaxel-L 29
NEO ALTTO * 455 Taxol-T 28
Taxol-L 20
Taxol-T-L 47
NEOSPHERE 417 Docetaxel-T 21
Docetaxel-T-P 39
T-P 11
Docetaxel-P 17

Desde el punto de vista pronéstico, los factores mas importantes son la presencia de
RCp, y en ausencia de ella el status axilar post—cluimioterapia. La RCp es un marcador valido y
precoz de largos supervivientes sin recaida %37 En la actualizacion de seguimiento de los
estudios NSABP B18 y B27, se pone de manifiesto que la RCp es un factor predictivo
significativo de aumento de supervivencia libre de enfermedad (SLE) y supervivencia global
(SG): en el estudio NSABP B18 con seguimiento a 16 afios, SLE HR=0.47, (p<0,001); SG
HR=0.32, (p<0,001); en el NSABP B27, con seguimiento a 8 afios, SLE HR=0.49, (p<0,001),
SG HR=0.36, (p=0,0001) **. Algunos autores, segun la definicién de RCp méas aceptada, la
ausencia de carcinoma infiltrante residual en la pieza de la cirugia, consideran que la existencia
0 no de carcinoma ductal in situ residual post-tratamiento no influye en la supervivencia de la
paciente *. Sin embargo, recientemente se ha publicado el andlisis del impacto que tiene la
RCp en la SLE y SG de las pacientes, segun las diferentes definiciones de RCp, en un estudio
que incluia 6377 pacientes incluidas en siete ensayos prospectivos en neoadyuvancia *°. La
conclusion del estudio fue que la definicion de RCp como ypTO ypNO es la que mejor discrimina
entre la evolucion favorable y desfavorable de las pacientes; ademas el analisis que hicieron
segun los diferentes subtipos IHQ tumorales al diagnéstico revela la RCp como marcador
subrogado de supervivencia en las pacientes no luminales. Por Ultimo, queda patente en este
estudio que las pacientes que alcanzan RCp son las que tienen mejor supervivencia,
independientemente del subtipo tumoral, mientras que las que no alcanzan RCp tienen una
supervivencia acorde con el subtipo tumoral al diagndéstico. Por otro lado, al igual que la
definicion de RCp, es importante la medicion de la enfermedad residual. Durante afios la
determinacion del tumor residual utilizada fue la de Miller and Payne *'; otros sistemas de
puntuacién, como el estadio patolégico de la AJCC del tumor residual se han utilizado en
diversos estudios. Probablemente la determinacion del score RCB (residual cancer burden)
publicado por Symmans sea la mejor definicion de enfermedad residual existente, ya que tiene
en cuenta, aparte del tamafio de la enfermedad residual, la celularidad encontrada, asi como la
afectacion ganglionar residual **. Ademas demostraron que el RCB era un factor prondstico
independiente de SLE y que incluso este sistema de puntuacion discriminaba subgrupos
prondsticos dentro de los diferentes grupos de enfermedad residual segun el estadio patolégico
de la AJCC.

El valor pronégstico del status axilar postquimioterapia se pone de manifiesto en el
estudio de Budzar **, en el que se concluye que el nimero de ganglios positivos tras la
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neoadyuvancia determina la SG a 5 afios, de forma que la RCp a nivel axilar supone una SG a
5 afios del 75%; 1 a 4 ganglios positivos residuales post QTn conlleva una SG a 5 afios del 40-
50%, y entre 5y 10 ganglios positivos tras la QTn la SG a los 5 afios disminuye al 30%. Chen
en su estudio determina el riesgo de recaida local tras cirugia conservadora, segun la
presencia 6 ausencia de N2-3, tumor primario residual mayor 2 cm, presencia de multifocalidad
0 permeacion vascular. Por otro lado sabemos que en funcion del estadio clinico al diagnostico,
el significado prondstico de la RCp varia. En este sentido Jeruss y col publican una propuesta
muy interesante de puntuacion, que incluye datos clinicos al diagnostico, datos biologicos y
anatomopatolégicos tras la QTn, y que permite estimar de forma mas precisa el impacto real
que la QTn tiene en el prondstico de las pacientes *°. Este sistema de estadiaje clinico-
biol6gico-patolégico fue validado posteriormente por Mittendorf y col *° en una serie de mas de
800 pacientes, confirmando el valor prondstico de este sistema. Rouzier y col en uno de sus
trabajos proponen un nomograma, donde se establece la probabilidad de SLE a 5 y 10 afios,
segun los resultados anatomopatoldgicos del tumor residual tras tratamiento QTn *’ (Figura 1).

Figura 1
NOMOGRAMA PARA PREDECIR RCp Y SLE TRAS QTn

Adaptado de Rouzier y col ¥/

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Point L n i N L i L n A n )

Residual Tumor r r v v v T v v v v v
Size at Surgery 0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

No. of
Metastatic Nodes e e B e e B e N N R AR R R R RN RN
at Surgery 5 10 156 20 25 30 35
2
Histologic Grade e,
1 3

o-

Negative
ER Status —
Positive
Ductal
Histologic Type -

Lobular

Total Polnts r | 7 T T T T T T T T T 1
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

5-Year Disease-Free r u ——— T
Probability (%) 90 80 70 605040302010

10-Year Disease-Free . T Ty ——p—y——
Probability (%) 90 80 70 6050403020 10

La QTn es también un modelo adecuado para valorar la sensibilidad de la neoplasia al
tratamiento X para la busqueda de marcadores biolégicos predictivos de respuesta o con valor
prondstico *®. Ademas de los factores clasicos, la introduccién reciente de las nuevas
clasificaciones moleculares del cancer de mama ha permitido establecer relaciones entre el
subtipo biolégico de la neoplasia (luminal, basal, Her2, normal) y la respuesta a la QTn * *°.
Los problemas de accesibilidad y coste de los estudios de expresion génica han generado un
interés reciente en la utilizacién de sistemas parecidos de clasificacion basados en técnicas
inmunohistoquimicas. La correlacién de estas clasificaciones inmunohistoquimicas con la
clasificacion molecular es controvertida y su valor predictivo para la respuesta a la QTn no ha
sido claramente establecido.

Los puntos claves del manejo neoadyuvante del cancer de mama se han puesto de
manifiesto en el dltimo articulo de consenso publicado **. Entre otros puntos, se aclaran
conceptos basicos como:

o El objetivo de la neoadyuvancia es el aumento de la supervivencia y el aumento de cirugias
conservadoras

e Las pacientes candidatas a neoadyuvancia son las pacientes con tumores localmente
avanzados y las pacientes con tumores quirdrgicos de entrada no susceptibles de cirugia
conservadora al diagnéstico con mayor probabilidad de respuesta. En la figura 2 se
muestra las pacientes con factores predictivos de respuesta.

e Ladefinicion de RCp es ypTO ypNO.
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e El estudio anatomopatolégico del tumor residual éptimo tras la neoadyuvancia deberia de
ser el propuesto por Symmans con la determinacion del RBC score:
http://www.mdanderson.org/breastcancer RCB).

e La RCp es un marcador subrogado de supervivencia, ya que las pacientes con RCp tras la
QTn presentan mejor supervivencia que las pacientes que no alcanzan RCp, siendo en
estas pacientes las caracteristicas al diagndstico el factor prondstico relevante.

e Las pacientes deben ser estudiadas con ecografia, mamografia y RMN al diagnoéstico y
antes de la cirugia. En cada ciclo de QT debe hacerse una exploracion fisica.

e Deben administrarse tratamiento con antraciclinas y taxanos, preferiblemente secuenciales
durante seis meses, o concurrentes seis ciclos.

¢ Es imprescindible la colocacion de un clip de marcaje antes del inicio de tratamiento de
quimioterapia, en ausencia de indicacion de mastectomia tras la QTn.

e Laindicacion de radioterapia adyuvante se establece segun el estadio clinico y patolégico.
La radioterapia tras mastectomia debe de realizarse en caso de tumores inflamatorios y
N+.

e Las pacientes hormonosensibles deberan recibir tratamiento hormonal adyuvante tras la
cirugia. Las pacientes Her2 deberan completar tratamiento con terapia antiHer2 tras la
cirugia.

e La quimioterapia adyuvante no esta indicada fuera de ensayo clinico.

Figura 2.
FACTORES PREDICTIVOS DE RCp.
Adaptado de Kauffman °.
Lower likelihood:
pCR
Age: =60 years
Tumor size: >4.cm
= 5 = Histology: lobular
Higher likelihood: Grade: low (G1)
Proliferation: low Ki67
Age: < 40 years ER: positive
Tumor size: <2cm Intrinsic subtype: luminal A
Histology: ductal
Grade: high (G3) —
Proliferation: highKi67
ER: negative
Intrinsic subtype: Basal-like or HER2-
enriched
4//
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El tratamiento neoadyuvante del cancer de mama es ademas el escenario ideal para
intentar aclarar la relacion existente entre el microambiente tumoral y el propio tumor. En los
ultimos afos, junto a los factores relacionados con las células neoplasicas han cobrado un
interés creciente las alteraciones del microambiente tumoral como determinantes de la
progresion neoplasica y como factores predictivos de la respuesta al tratamiento con
quimioterapia °* *. Entre los factores del microambiente que probablemente interacttien con la
QT modulando su eficacia, la respuesta inmune antitumoral, determinada por el grado y tipo de
infiltracion linfocitaria del tumor, parece especialmente importante en el caso del cancer de
mama. Asi, varias series clinicas han demostrado un mejor prondstico de aquellos tumores con

mayor nimero de linfocitos infiltrantes del tumor (TIL) ***°.
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2. BASES DE LA CLASIFICACION MOLECULAR Y LA
CLASIFICACION INMUNOHISTOQUIMICA DEL CANCER
DE MAMA.

La heterogeneidad clinica y anatomopatoldgica del cancer de mama, gue se traduce en
diferencias en la sensibilidad a las distintas modalidades del tratamiento ° (Figura 3), esta
siendo abordada en los Ultimos afios con nuevas técnicas de biologia molecular, que han dado
lugar a la aparicion de distintos sistemas de clasificacion biolégica y molecular.

Figura 3
ESQUEMA DE DIFERENCIACION TUMORAL EN CANCER DE MAMA

Adaptado de Pustaiz

HER-2

Proliferation Estrogen dependence

DIFFERENTIATION —>

rrrrrrrrrrererrrrIey

Progenitor cell m Cell survival
DNA repair  Cell survival Signal transduction |

Endocrine therapies N

A lo largo de los afios han surgido diferentes clasificaciones del cancer de mama.
Desde el punto de vista histopatolégico se distinguen dos grandes grupos: carcinomas in situ
(NOS, Intraductal) y carcinoma invasivo (carcinoma ductal infiltrante supone el 70% de los
casos, el carcinoma lobulillar infiltrante representa el 10%, seguidos por otros subtipos menos
frecuentes como carcinoma tubular, cribiforme, coloide, micropapilar, metaplésico).
Posteriormente surgieron otras clasificaciones basadas en factores biolégicos prondsticos y de
respuesta a tratamiento como son: la expresion de receptores hormonales de estrogeno y
progesterona, la sobreexpresion de Her2 grado histoldgico y la afectacion linfovascular.

Se han definido distintos perfiles de expresién génica o firmas génicas, que se han
relacionado con el pronéstico o con la respuesta al tratamiento y que han sido validadas en
series clinicas retrospectivas: Oncotype, 21 genes *® Amsterdam signature, 70 genes °
Rotterdam signature, 76 genes ®, y otras ®. Sin embargo, tal vez el trabajo mas relevante en
este sentido sea el publicado por Perou %, que ha conducido a una nueva clasificacion
molecular del cdncer de mama en cuatro entidades: luminal (posteriormente subclasificado en
luminal Ay B), basal, HER2 positivo y normal. Estudios més recientes de clasificacion en series
méas amplias y con la utilizacién de la plataforma PAM50, que podria facilitar la introduccion de
la clasificaciébn molecular en el entorno clinico, hacen dudosa la existencia del grupo normal 'y
han introducido ademés un posible subtipo claudin-low de peor prondstico ** *°. Ademas los
distintos perfiles de expresidn génica o firmas génicas se han relacionado con el prondstico o
con la respuesta al tratamiento, siendo ademas, validadas en series clinicas (Oncotype, 21
genes *%; Amsterdam signature, 70 genes *°; Rotterdam signature, 76 genes %°; etc ®'). Cada
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subtipo tiene unas caracteristicas clinico-patoldgicas especificas °° (Tabla 4), asi como

diferente prondstico y tanto esta clasificacion como un sistema predictivo derivado de la misma
y basado en un subgrupo con 50 genes han mostrado valor pronostico, predictivo o ambos en
pacientes tratadas con quimioterapia adyuvante o neoadyuvante °> ®" % En el 2012 se ha
publicado los resultados del atlas gendémico del cancer de mama, donde se establece la
existencia de cuatro subtipos de cancer de mama (luminal A, luminal B, HER2NEU y basal) y
se expone con detalle la heterogeneidad del cancer de mama 69 (Tabla 5).

Tabla 4
CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS DE LOS SUBTIPOS MOLECULARES DEL

CANCER DE MAMA
Adaptado de Tang y co

66
|

Luminal Her2 Basal
Caracteristicas de la JRI=NeS)\Ye} RE negativo RE negativo
expresion génica Genes asociados a Her2 positivo Her2 negativo

activacion RE GRB7 (ERBB2) CK 5,6,14,17

Citoqueratina 8/18 Genes proliferativos Genes proliferativos
G1-2 G2-3 G3
Bordes rayados
Alto indice mitético
Necrosis geografica
Asociacion con
tumores medulares y
carcinoma
metaplasico
Luminal A RE-, RP-, HER2+ RE-, RP-, HER2-,
RE +, RP+, HER2- CK5/6+ y/o EGFR+
Luminal B

RE+, RP+, HER2+

50-70%

Buen prondstico
Candidatas a terapia
hormonal

Pobre respuesta a
quimioterapia

15-20%

Mal pronéstico
Candidatas a terapia
con trastuzumab
Buena respuesta a
QT neoadyuvante

10-15%

Mal prondstico

No tratamiento diana
Buena respuesta a
QT neoadyuvante
BRCA1

Caracteristicas
clinicas

QT: quimioterapia, RE: Receptor estrogeno, RP: Receptor progesterona, EGFR: Receptor de
crecimiento epidérmico; CK: citoqueratina

Wirapati y col ° en su metaanalisis en el que incluyen a 2833 muijeres diagnosticadas

de cancer de mama, han demostrado la intima conexion existente entre los factores
tradicionales prondsticos y los subtipos moleculares previamente descritos, resaltando ademas
la proliferacién celular como factor prondstico independiente. Sin embargo, algunos autores "
cuestionan la utilidad de estas firmas génicas de primera generacion en la practica clinica, en
cuanto a herramienta (til y Unica para la toma de decisiones del tratamiento de un determinado
tumor. Exponen las siguientes razones en su critica:

e En primer lugar, ninguna de las firmas génicas tienen en este momento un nivel | de
evidencia en cuanto al valor predictivo de respuesta al tratamiento de las mismas, por lo
gue hay que esperar a los resultados de los ensayos en marcha, MINDACT y TAILORX
para abordar esta cuestion.

e Segundo, no existe una correlacion exacta en los genes determinados en las diferentes
firmas génicas, lo que puede traducir diferencias en la determinacion de subgrupos de mal
prondstico, entre las diferentes plataformas génicas.
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e Tercero, el valor prondstico de las firmas génicas esta en intima relacion con el nivel de
expresion de genes relacionados con la proliferacion celular, que no tiene una distribucién
bimodal, ni tiene valor prondstico claro en los tumores no hormonosensibles.

Tabla 5
CARACTERISTICAS GENOMICAS, CLINICAS Y PROTEOMICAS DE

MOLECULARES DEL CANCER DE MAMA
Adaptado de Nature 2012

LOS SUBTIPOS

Luminal A Luminal B HER2 Basal

87 82 20 10

7 15 68 2

2 1 9 80

TP53 mut 12% TP53 mut 32% TP53 mut 75% TP53 mut 84%
MDM2 14% MDM2 31% MDM2 30% MDM2 14%

PIK3CA/PTEN

PIK3CAmMut 49%
PTENmut/loss 13%
INPP4B loss 9%

PIK3CA mut 32%
PTENmut/loss 24%
INPP4B loss 16%

PIK3CA mut 42%
PTENmut/loss 19%
INPP4B loss 30%

PIK3CA mut 7%
PTEN mut/loss 35%
INPP4B loss 30%

Cluster RE alto Cluster RE bajo HER amplificado Firma basal
Proliferacion baja Proliferacion alta Proliferacion alta Proliferacion alta
Diploidia Aneploidia Aneploidia Aneploidia
Mutacion DNA PIK3CA 49%, TP53 32%, TP53 75%, TP53 84%,
TP53 12%, PIK3CA 32%, PIK3CA 42%, PIK3CA 7%
GATA3 14%, MAP3K1 5% PIK3R1 8%
MAP3K1 14%
Hipermetilacion Hipometilacion
Expresion Via estrogeno alta Via estrogeno menor EGFRy HER2 alta  Proteinas
proteinas MYB alta MYC y FOXM1 alta expresion de Reparadoras DNA
RPPA subtipos RPPA subtipos proteinas y altas
fosfoproteinas Pérdida PTEN y
INPP4B

e Cuarto, son utiles en la prediccién de recaida en los cinco primeros afos, pero no aportan
informacién sobre recaidas tardias. Posteriormente a este metaanalisis se ha publicado
una revision sistematica " muy interesante que pone de manifiesto la validez y utilidad
clinica de las diferentes clasificaciones pronosticas-firmas génicas. De las 14 que existen
actualmente (se incluye el sistema Adjuvant! y clasificacion IHQ con items, debido a la
importancia clinica de ambos sistemas), s6lo 5 cumplen criterios adecuados; entre ellas, la
informacién pronostica que dan tiene diferente nivel de evidencia. Oncotype estima con
nivel de evidencia | la recurrencia a distancia, la supervivencia global (SG) y la respuesta a
la quimioterapia, estimando con nivel de evidencia Il la recurrencia local. Con nivel de
evidencia Il estiman la recurrencia a distancia y la SG la firma génica con 70 genes, la
clasificacion IHQ y Adjuvant!; este Ultimo ademd&s proporciona informacion en cuanto a la
respuesta a la quimioterapia con nivel de evidencia Il.

e Quinto. Por Ultimo, cada vez existen mas estudios que demuestran la importancia
pronostica del microambiente tumoral. Ademas, aunque se sabe que la heterogeneidad
tumoral determina que el porcentaje de células tumorales pueda ser diferente en muestras
seriadas del mismo tumor, se desconoce si esto puede modificar la informacién pronostica
subyacente. En la actualidad se estan estudiando firmas génicas de segunda generacion
que incluyen genes relacionados con el microambiente tumoral >,

Esté claro que la utilizacion de la clasificacion molecular en la practica clinica diaria no
est4 al alcance de todos los centros, por lo que seria muy interesante saber si con técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ), mucho mas asequibles, se pueden diferenciar subgrupos que se
correspondan con los obtenidos mediante técnicas de evaluacion de expresion génica. En este
sentido, existen estudios donde se pone de manifiesto la posibilidad de clasificacion en

17



subtipos moleculares del cancer de mama desde el punto de vista IHQ ® "® 77 como muestra el

sencillo algoritmo diagnéstico propuesto por Tang y col ® (Figura 4), aunque algunos trabajos
han cuestionado la existencia de una correlacién adecuada entre ambas ® (Figura 5) *’.

Figura 4
ALGORITMO IHQ DIAGNOSTICO DEL CANCER DE MAMA

Adaptado de Tang y col *®

| Invasive carcinoma
/ [ ER() |
/ -EH{-} \ / +)
| HER2(+) | | HER2() | | HER2(+) | | HER2(-) |
' ER+ HER2+  ER+ HER2-
ﬁ:ﬁ; HE:2 - CK5/6 Luminal B Luminal A
Sul e
HER2subype - | EGFR ~.
ER-, HER2—, CK5/6+ ER-, HER2-,
&/or EGFR+ CK5/6- & EGFR-
Basal Subtype unclassified

Proposed immunohistochemical-based molecular classification.

Figura 5
CORRESPONDENCIA ENTRE CLASIFICACION MOLECULAR Y

CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS DEL CANCER DE MAMA
Adaptado de Sorlie y col ®

HER2-Negative HER2-Positive

ER-Positive
or ER-Negative

ER-Negative ER-Positive

Good Differentiation Poor Differentiation
Low Ki-67

High Ki-67

Pathological

Variables Basal-like (%6) Luminal A (95) Luminal B (%6) HER2-like (2%)
HER2-positive (IHC) 10 12 20 100
ER-positive (IHC) 12 96 97 46
Grade Ili 84 19 53 74
Tumor size >2 cm 75 53 69 74
Node-positive 40 52 65 66

Atendiendo a las diferentes publicaciones en las que se hace una clasificacion IHQ del
cancer de mama (Tabla 6) observamos que hay algunas diferencias entre las clasificaciones
realizadas por los diferentes autores. A pesar de ello, en la reunién de St Gallen en 2011 ® se
adoptd una clasificacion inmunohistoquimica pragmatica basada en la introduccion de Ki-67
como marcador de proliferacién junto a los tres parametros clasicos (RE, RP, Her2), que ha
sido ampliamente adoptada en el entorno clinico, aunque la correlacion real con los subtipos
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moleculares es dudosa o limitada en muchos casos ". Incluso una clasificacién similar a la de
St. Gallen, pero sustituyendo el grado histolégico por Ki67, ha mostrado una estratificacion
pronostica aceptable, de nuevo sin clara correlacién con los subtipos moleculares .

Tabla 6. Clasificaciones inmunohistoguimicas del cancer de mama

[ LUMINAL A LUMINAL B HER2NEU BASAL OTROS
Tamimi ** RE + y/o PR + (a) RE + ylo PR+ RE -y PR- RE -y PR-
y HER2 - y HER2 + y HER2 + yHER2 —
y Grado I-II y CK 5/6 +
(b) RE + ylo PR+ y/o EGFR +
y HER2 -
y Grado lll
EKA Millar ° RE + y/o PR + RE + ylo PR+ RE -y PR- RE -y PR- RE -y PR-
y HER2 - y HER2 + y HER2 + y HER2 — y HER2 —
y Ki 67< 5% ylo Ki 67 alto y CK 5/6 + y CK 5/6 -
y p53 < 10% y/o p53+ ylo EGFR + y EGFR -
RE + y/o PR + RE + ylo PR+ RE -y PR- RE -y PR- RE -y PR-
y HER2 - y HER2 + y HER2 + yHER2 — yHER2 —
y CK 5/6 + y CK 5/6 -
y/o EGFR + y EGFR -
RE + y/o PR + RE + y/o PR+ RE -y PR- RE -y PR- TNP-no basal
y HER2 - y HER2 - y HER2 + yHER2 — RE -y PR-
y Ki 67< 14% y Ki 67 >14% y EGFR + y HER2 —
0 CK 5/6 + y CK 5/6 -
LUMINAL HER2: y EGFR -
RE + y/o PR+
y HER2 +
RE + y/lo PR + RE + y/o PR+ RE -y PR- RE -y PR-
y HER2 - y HER2 + y HER2 + y HER2 —
y CK 5/6 +
ylo EGFR +
Kornegoor *° RE + y/lo PR + RE + y/o PR + RE -y PR- RE -y PR-
y HER2 - y HER2 + y HER2 + y HER2 —
y Ki 67< 14% 0 Ki 67>14% y CK 5/6 +
ylo CK 14+
RE + y/o PR + (a) RE + y/lo PR+ RE -y PR- RE -y PR-
y HER2 - y HER2 + y HER2 + y HER2 —

y Ki 67< 14%
(b) RE + y/o PR+
y HER2 -
y Ki 67 >14%

La introduccion de la clasificacion molecular del cancer de mama ha afiadido
complejidad al estudio de los factores prondsticos y predictivos en la respuesta tumoral a la
quimioterapia; sin embargo, probablemente puede mejorar la prediccion de la respuesta al
tratamiento con QTn. Los subtipos basal y Her2 positivo, presentan mayor tasa de RCp a QTn
(45% cada uno) que los tipos luminal (6% RCp) y normal (no RCp) *°, lo cual es congruente
con los factores predictores de respuesta clasicos. Ademas, de este estudio se desprenden
importantes conclusiones como que los genes asociados a la RCp son diferentes entre el
subtipo basal y Her2 positivo, lo que sugiere que varian los mecanismos de respuesta a QT
entre los diferentes subgrupos. Datos similares en cuanto a mayor tasa de RCp en los subtipos
basal y Her2 positivo son presentados por Barghava %; sus resultados ponen de manifiesto la
correlacion entre la RCp y la SG a 5 afios de estas pacientes, en comparacion con la menor
SG de las pacientes que no alcanzaron RCp (96% vs 75% SG a 5 afios). Asi mismo, existen
otros trabajos que confirman la menor supervivencia de las pacientes diagnosticadas de
cancer de mama triple negativo que no alcanzaron RCp comparadas con las pacientes no
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triples negativo. Es ademas relevante, el hecho de que las pacientes de este grupo que
alcanzaron RCp no mostraron diferencias significativas en cuanto a la supervivencia,
comparadas con las pacientes no triple negativo °. Estos datos hacen pensar en la posibilidad
de utilizar una clasificacion molecular obtenida a partir de datos inmunohistoquimicos como
factor predictivo de respuesta en el contexto de la quimioterapia neoadyuvante. En este sentido
algunos trabajos han mostrado el valor predictivo y pronéstico de este tipo de clasificaciones 89-
% si bien, otros no muestran una correlacién adecuada con la clasificacién molecular ® y el
valor predictivo puede no ser demasiado bueno en algunos subgrupos de tumores, como los
Her2+ por inmunohistoquimica, en los que mas de la mitad de casos realmente corresponden
al tipo luminal % A estos resultados contradictorios puede contribuir también el hecho de que el
panel de estudio inmunohistoquimico varia en los distintos trabajos, y pueden incluir o no la
determinacion de Ki-67 o de determinadas citoqueratinas; por otro lado, las diferentes
clasificaciones IHQ vigentes pueden diferir en la gradacion de positividad de receptores
hormonales y Her2, por lo que pueden no ser superponibles de unos trabajos a otros 8, Tang y
col "® estudiaron la relacion existente entre las cuatro definiciones IHQ de tumor basal
existentes (clasificacion por citoqueratinas (CK), triple negativo (TN), clasificacién segun
RE/Her2, y clasificacion CK/TN), observando una frecuencia de tumores basales de entre el 14
y el 40% en los carcinomas ductales invasivo, segun las diferentes clasificaciones. Asi mismo
encontraron en tumores de alto grado una variabilidad en la tasa de tumores basales entre el
19 y el 76%, segun la clasificacion empleada. Por tanto, la utilidad real de esta clasificaciéon en
el contexto de la QTn y en concreto la validez de un sistema como el propuesto por Tang,
mencionado previamente, no esta todavia claramente establecida.
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3. FUNDAMENTOS PARA EL ESTUDIO DEL VALOR
PREDICTIVO Y PRONOSTICO DE LA INFILTRACION
LINFOCITARIA  TUMORAL EN EL TRATAMIENTO
NEOADYUVANTE DEL CANCER DE MAMA.

3.1 Larespuestainmune en el microambiente tumoral.

En la actualidad existen suficientes evidencias para considerar la modulacién de la
respuesta inmune una caracteristica clave en el proceso de la progresién neoplasica, como se
refleja en la actualizacién del ya clasico esquema de Hanahan y Weinberg 9 (Figura 6). Frente
a la valoracioén exclusiva de las caracteristicas de la neoplasia como marcadores prondstico o
predictivos, en los dltimos afios se ha puesto de manifiesto la importancia que las alteraciones
del microambiente tumoral pueden tener en el pronéstico o en la respuesta al tratamiento
antineoplasico *°. Entendemos como microambiente tumoral, el formado por las células
inmunes (linfocitos, natural killer células y células presentadoras de antigenos), los vasos
sanguineos y el estroma tumoral (fibroblastos, adipocitos) % Este microambiente tumoral
potencialmente podria inducir quimiorresistencia en las células tumorales, a través de varios
mecanismos: 1. Interacciones célula a célula y célula-matriz extracelular. 2. Liberacion local de
factores solubles como IL6 que promueve la supervivencia y crecimiento tumoral; 3.
Interacciones célula-célula con las células tumorales (crosstalk y trogocitosis oncologica
(mecanismo de quimiorresistencia a través de intercambios entre puntos de union de la
membrana celular y proteinas MDR)). 4. Generacion de células tumorales resistentes,
sometidas a condiciones de hipoxia, la cual activa el factor de crecimiento plaquetario B
(PDGF-B), factor de crecimiento B (TGF-B), factor de crecimiento insulinico-2 (IGF-2) y factor
de crecimiento epidérmico (EGFR). 5. Conversién de células tumorales en células madre
tumorales ¥ %,

Figura 6 CANCEROGENESIS
Adaptado de Hanahan *°

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability ' [ Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics
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La inmunidad celular innata es la primera linea de defensa contra patdgenos y agentes
extrafios; incluye macrofagos, granulocitos, mastocitos, células dendriticas (CD) y células
natural killer (NK). Ante un desequilibrio de la homeostasis tisular (agente patdgeno, célula
tumoral...) los macréfagos locales y mastocitos secretan citoquinas, quimoquinas y otros
bioactivadores, que remodelan la matriz celular y reclutan leucocitos adicionales para reparar el
dafio tisular. Al mismo tiempo las CD se activan con los antigenos tumorales y migran a los
organos linfoides donde activan la inmunidad adaptativa % Esta activacion aguda de la
inmunidad celular innata lleva consigo la activacion de la inmunidad celular adaptativa, cuyas
células efectoras son los linfocitos Ty B.

Las células inmunes que encontramos de forma mas frecuente en el microambiente
tumoral son los macréfagos (tumor-associated macrophages o TAM) y los linfocitos T. Los
macréfagos promueven el crecimiento tumoral e intervienen en los mecanismos de
angiogénesis, invasion y metastasis ', y se ha descrito que la alta tasa de infiltracién tumoral
por macrofagos conlleva mal pronéstico. Las células T se desarrollan en el timo como una
célula progenitora comin capaz de reconocer antigenos presentados por el complejo de
histocompatibilidad mayor 6 HLA (antigeno leucocitario humano). Las células T se clasifican en
células linfocitos citotoxicos (CD8), linfocitos T reguladores (CD4+ CD25+ FOXP3+) y linfocitos
T helper (CD4) ' Los linfocitos CD8 citotéxicos producen la muerte celular mediante la
produccién de IFN-gamma y son fundamentales junto a los NK en la respuesta antitumoral 101,
Hemos de distinguir dos categorias principales de CD4: Thl-CD4, que al ser activados
secretan IFN, factor de crecimiento beta y TNF. Estas citoquinas junto a la actividad citotéxica
de los CD8 inducen el procesamiento de antigenos y la expresién de moléculas MHC clase | y
Il; ademéas el IFN activa a los macréfagos ‘% El segundo grupo de CD4, los Th2-CD4,
expresan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 que por un lado induce inactivacion de células T y por
otro lado potencia la respuesta humoral tumoral ‘. Recientemente se ha descrito el subtipo
Th17, el cual tiene un papel importante en la proteccién frente a patégenos extracelulares y en
la regulacién de procesos autoinmunes . Mientras que se desconoce el significado pronéstico
de la existencia de infiltrado tumoral por CD8, en algunas series de cancer de mama se ha
descrito que los infiltrados tumorales elevados de CD4 se correlacionan con progresion
tumoral. Las células T reguladoras se caracterizan por la expresion de CD4, CD25 y FOXP3.
Caracteristicamente protegen a los tejidos de las enfermedades autoinmunes. No esta claro el
mecanismo a través del cual inhiben células T (CD4+CD25-; CD8), CD, células NK y células B..
En la activacion de FOXP3 podria tener un papel importante la produccién tumoral de

prostaglandina E2 y la produccién por macréfagos de CCL22 %2,

Las células B precursoras maduran en la médula 6sea, dénde diferentes genes de
inmunoglobulinas (Ig) se recombinan, expresando los receptores de las células B. Los
diferentes clones maduros de linfocitos B seran activados en érganos linfoides por los
antigenos. De esta manera los linfocitos B activos secretaran diversas Ig que activaran la
cascada del complemento y reclutaran mas células de la inmunidad innata de la circulacién **.
De esta forma la inmunidad innata-adaptativa juega un papel crucial en la erradicacién
temprana de los tumores, o incluso en la regresion espontanea de los mismos. Sin embargo,
también se sabe que la activacion crénica de los linfocitos B puede conducir al desarrollo de
tumores. (Figura 7)
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Esta claro que una de las funciones del sistema inmune es eliminar células aberrantes

para impedir la formacién de tumores. Sin embargo, ante la ausencia de dicha funcién pueden
desarrollarse tumores mas agresivos Yy resistentes al sistema inmunolégico. Existen diversas y
complejas interacciones entre el tumor y el sistema inmune. Para facilitar la compresién de la
relacion entre ambos, debemos de considerar tres aspectos con entidad propia: 1. Infiltracién
del tumor por células inmunes; 2. Antigenos tumorales y la inmunidad endbégena; 3.
Inmunodeficiencias y riesgo de carcinogénesis.

1

[

Infiltracion del tumor por células inmunes. La infiltracién precoz por linfocitos determina en
la mayoria de las ocasiones el desarrollo posterior de las lesiones; asi por ejemplo,
lesiones precancerosas de cancer de mama con infiltracion por linfocitos T tienen un riesgo
30 veces mayor de desarrollar carcinoma invasivo, que otras lesiones premalignas ‘>
Ademas existen evidencias de que la mayor o menor infiltracién linfocitaria del tumor tiene
significacion pronostica: Zhang y col observaron que pacientes diagnosticadas de cancer
de ovario con mayor proporcién de infiltracion por linfocitos T tenian una mayor respuesta
clinica a la quimioterapia, asi como una mayor supervivencia media que las pacientes que
no tenian infiltracién por CD3 .

Antigenos tumorales y respuesta inmune. Se considera antigeno (Ag) tumoral cualquier
proteina que pueda ser sintetizada en cualquier momento por la célula neoplasica. Existen
dos grandes grupos de antigenos tumorales; antigenos exclusivos del tumor y antigenos
compartidos entre tumores.

» Los antigenos exclusivos de tumor son secuencias peptidicas mutadas que son
exclusivas de las modificaciones genéticas de cada tumor y por lo tanto de cada
paciente en concreto. Algunas de estas mutaciones son responsables del fenotipo
celular maligno.

» Los antigenos compartidos entre tumores son proteinas que aparecen en varias
neoplasias de distintos pacientes, habitualmente con un origen histolégico comun. Se
pueden distinguir cinco subgrupos:

= Ag virales: Son proteinas de secuencias virales habitualmente criticas en la
transformacion neoplésica, como los Ag E6 y E7 del papilomavirus o el Ag
EBNA del virus Epstein Barr.

» Ag embrionarios de expresion aberrante en el tumor. Son Ag codificados por
genes que se expresan tanto en tejidos normales como también en los
tumores: Alfafetoproteina 6 Ag carcinoembrionario (CEA), HER2, ciclina B1,
MUC1, wild type p53.
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= Ag de expresion selectiva en el testiculo y en la placenta: MAGE 1, 2, 3; BAGE,
GAGE y NY-ESO-1

» Secuencias de Ag no mutados altamente expresados en tumores. Son Ag de
diferenciacion tisular como el gp100, el PSA, o la fosfatasa acida prostética.

= Secuencias idiotipicas de regiones variables de inmunoglobulinas, que son
especificas de un clon de linfocitos B maligno (WT-1).

|

Inmunosupresién y cancerogénesis. Pacientes inmunodeprimidos, como los pacientes
trasplantados tiene un riesgo entre tres y ocho veces mayor de desarrollar cancer que los
individuos inmunocompetentes **. Los dos mecanismos basicos que explican este hecho
son la carcinogénesis viral y la disminucion de la inmunovigilancia.

Desde el punto de vista del sistema inmunitario, el desarrollo del cancer, implica el éxito
de los mecanismos de escape del tumor sobre la respuesta inmune antitumoral '* (Figura 8).
El proceso o el conjunto de mecanismos por los que el sistema inmune detecta a la célula
neoplasica y finalmente la elimina, antes de que se desarrolle el tumor propiamente dicho se ha
denominado cancer inmunoediting 19 Este complejo proceso consta de tres fases: eliminacion,
equilibrio y escape; y en todas ellas desempefia un papel clave el microambiente tumoral 1o,

concretamente los linfocitos que se encuentran en el infiltrado inflamatorio peritumoral (tumor
infiltrating lymphocytes o TIL).

Fig. 8 CANCER INMUNOEDITING
Adaptado de De Visser **®
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Todos los mecanismos a través de los cuales el tumor se transforma y adapta al
sistema inmune, lo cual supone comPIejas interacciones entre ambos, es lo que actualmente se
denomina tumor inmunosculpting *'*. Este proceso abarca desde una mutacién puntual en la
proteina de un antigeno, hasta el proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT). La EMT,
un mecanismo mediante el cual la célula tumoral cambia su fenotipo epitelial a uno
mensequimal, se relaciona con el aumento de secrecién de SDF-1 (factor-1 derivado del
estroma) que a su vez conduce a un aumento de los niveles de IL10 e inmunosupresion > '3
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Diversos estudios demuestran que la respuesta inmune tiene lugar en etapas muy
precoces, antes de la formaciéon del tumor propiamente dicho. Inicialmente su objetivo es la
erradicacion del tumor (inmunosurveillance); sin embargo los mediadores inflamatorios pueden
ser resultado de mutaciones puntuales en este proceso, lo que paraddjicamente supone la
activacion tumoral como respuesta final (immunosculpting) ' '!. Asi, en las células
displasicas, las sefiales de supervivencia a la apoptosis junto a la activacion de la via del factor
nuclear Kappa-B (NF-KB) en las células inmunes efectoras tiene como resultado la secrecion
de citoquinas, que tienen como via final la produccién de inflamacién crénica y progresion
tumoral ***. La inmunomodulacién tumoral (immunosculpting) es llevada a cabo por células
inmunes efectoras, pertenecientes a la via de la inmunidad innata u adaptativa, asi como por
citoquinas. De todos ellos, se ha de destacar por su importancia, a las células fagociticas, en
especial a los macrofagos. De hecho, el tejido mamario normal con mayor infiltracién por
macréfagos tiene un riesgo veinte veces mayor de desarrollar un carcinoma invasivo ' ***. En
la mayoria de los tumores los macroéfagos se asocian con mal prondstico, modulan el
microambiente tumoral, produciendo factores de crecimiento e induciendo fenotipos tumorales
agresivos '® ™. Las interacciones entre macréfagos y células tumorales han sido estudiadas
por Goswami y col, que demostraron una activacion bidireccional paracrina mediante la
secrecion de factor epidérmico de crecimiento (CSF-1) que activa a las células tumorales, las
cuales a su vez secretan factor-1 estimulador de colonias (CSF-1), responsable de la activacion
de macréfagos Y8 Los neutréfilos son otro grupo de células relevantes en la
inmunomodulacion tumoral. Activados por la IL-8 secretada por el tumor, secretan diferentes
citoquinas como el factor de crecimiento anti-hepatocito (HGF), oncostatina M e IL-6. Estas
citoquinas, a través de diferentes mecanismos, producen un aumento de la invasion tumoral ***.
Aparte de las células fagociticas, existen moléculas efectoras con similares propiedades. Entre
ellas destaca el TNF-alfa, el cual se sabe que activa numerosos factores de crecimiento e
inhibe reguladores de la apoptosis como el c-FLIPI y el Bcl-2 **°. Esta accién es dependiente de
dosis, ya que concentraciones muy altas de TNF-alfa ejercen acciones opuestas, como
activacion de la apoptosis y destruccion de vasos sanguineos.

En el infiltrado inflamatorio peritumoral encontramos células T efectoras (CD4),
citotoxicas (CD8), células NK, células T reguladoras (CD4+ CD25+ FOXP3) y células B (CD20).
Se ha atribuido a los desequilibrios entre las distintas poblaciones de células inmunes el
desarrollo de algunas neoplasias o la progresién tumoral. En este sentido parece fundamental
la accion de los linfocitos T reguladores. Por otra parte, en los Ultimos afios también se han
acumulado evidencias que apuntan a la relevancia de la respuesta inmune, y especialmente de
los TIL, en la respuesta a la quimioterapia. Para describir de forma precisa la interaccién entre
el sistema inmune y el tumor debemos definir con exactitud la naturaleza, densidad,
funcionalidad y localizacion de las células inmunes en el tumor ***. En el caso del cancer de
mama se ha descrito el valor predictivo para la resistencia a la QTn de firmas génicas
relacionadas con el estroma tumoral ***. Asi mismo, varios trabajos apoyan el valor pronéstico
de firmas génicas relacionadas con la respuesta inmune en el microambiente tumoral ">.

Existen evidencias de la interaccion existente entre el sistema inmune y el tratamiento
con quimioterapia. De hecho, se sabe que la composicién del infiltrado linfocitario peritumoral
tras la quimioterapia es diferente en los tumores que respondieron a la quimioterapia respecto
a los que no respondieron a la misma . Los mecanismos de cooperacion de la respuesta
inmune con la QT pueden depender de la eliminacion de poblaciones de linfocitos Treg por la
QT, de la respuesta inmune generada por la liberacion de determinados antigenos tras la
destruccion neopléasica generada por la QTn o bien de otros mecanismos no conocidos. El
valor predictivo y pronéstico de los cambios inducidos por la QT en la infiltracién linfocitaria y en
las distintas subpoblaciones de TIL B y T no se conoce bien, aunque hay datos recientes que
apoyan su relevancia tras el tratamiento con QTn. De forma similar, no hay informacion
suficiente sobre la importancia relativa de la respuesta inmune en el microambiente tumoral en
los distintos subtipos de cancer de mama, aunque de nuevo hay algunos estudios que sugieren
gue no es igual en los distintos tipos de neoplasia.
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3.2 Infiltracidn linfocitaria en cancer de mama.

En el cancer de mama se ha descrito una gran diversidad de TIL '** y su presencia
parece tener un significado pronéstico positivo ** *?°. Ruffel y col *** analizaron la composicién
de los infiltrados leucocitarios en tejido mamario normal, tejido mamario tumoral y tumor
residual tras tratamiento QTn. Observaron que en el tejido mamario tumoral predominaban los
linfocitos T activados, mientras que en tejido normal destacaban las células mieloides. Ademas
observaron que tras la quimioterapia, en tejido tumoral se incrementaba el ratio CD8/CD4 vy el
nimero de células que expresaban granzyma B, demostrando este Ultimo dato la existencia de
linfocitos funcionantes.

La infiltracién linfocitaria peritumoral se considera como factor de buen prondstico, y
algunos estudios indican que una alta expresion de genes asociados a linfocitos confiere buen
%ro_nésti_cp en cancer de mama ganglios negativos o He_r2neu positivo 127,128 _Teschendorff y col

identificaron un subgrupo de tumores RE negativo con sobreexpresion de genes de
respuesta inmune con mejor prondstico que el resto de tumores no hormonosensibles, siendo
esta sobreexpresion independiente del status axilar y de la infiltracion linfocitaria. Aaltomaa y
col '8 en su serie de 489 pacientes establecen la relacion existente entre infiltracion linfocitaria
con el status axilar, tamafio e histologia del tumor, asi como el valor predictivo en cuanto a
mejor SLE y SG de la infiltracién linfocitaria en tumores con alto indice mitético y ganglios
negativos.

Los linfocitos T peritumorales son mas habituales en carcinomas in situ de alto grado y
carcinomas invasivos **°. La composicién de los infiltrados por linfocitos T puede variar, lo cual
lleva consigo diferencias en la progresion tumoral y la supervivencia de los pacientes. Se ha
descrito en alguna serie una posible correlacion entre altos niveles de CD4 6 ratio CD4/CD8
elevada con afectacién ganglionar, tumores grandes y disminucion de la supervivencia de las
pacientes % **!, La escasa significancia pronostica de los CD8 se puede explicar a través de la
polaridad de los CD4, y mediante la accién inhibitoria de las células T reguladoras (Treg).

Probablemente el estudio retrospectivo llevado a cabo por Mahmoud y col *° sea el que
incluye un mayor nimero de pacientes, 1334, con una muestra homogénea y un seguimiento
mayor de 10 afios. Los autores hallan que la infiltracién del tumor por CD8 (total y en el
estroma distante) se asocia a una mayor supervivencia de forma estadisticamente significativa,
(analisis multivariante: HR 0,55; 95% CI 0,39-0,78; p=0,001) independientemente del grado
tumoral, afectacion ganglionar, tamafio, infiltracién linfovascular y el status Her2. Confirman
ademas que la mayor infiltracién se observa en tumores mas indiferenciados. En estudios con
menor nimero de pacientes, como en el de Sheu y col *** se concluye que los altos niveles de
CD8+ vy el descenso de la relacion CD4/CD8 se relacionaban con estadios mas avanzados de
la enfermedad y con mayor permeacién vascular y afectacion axilar; en este estudio de 24
pacientes no se realiza ningun analisis de supervivencia. La relacién entre la infiltracion por las
distintas poblaciones linfocitarias y el pronéstico también ha sido estudiada en las metastasis
ganglionares axilares del cancer de mama, como muestra el estudio de Khort **. En este
estudio se llega a la conclusién de que el perfil inmune observado en los ganglios linfaticos
axilares es un factor predictivo para la SLE. Para ello, estudian en 77 pacientes, 47 ganglios
centinelas y hasta 104 no centinelas, en los que se determinan subpoblaciones linfocitarias
CD4, CD8 y CD1la (células dendriticas). Con un seguimiento de 5 afios, llegan a la conclusiéon
de que la infiltracién por CD4, CD8, y CD1la en ganglios no centinelas, independientemente de
si son 6 no metastasicos, se correlacionan de forma estadisticamente significativa con la SLE.

Los linfocitos Treg inactivan la proliferacion y activacion de los linfocitos T a través de
citoquinas y el factor de crecimiento y transformacién beta (TGF-beta) '*. El marcador
especifico de esta poblacién de linfocitos Treg es la expresion nuclear de la proteina FOXP3
(factor de transcripcion codificado en el cromosoma X). La densidad y localizacion de los
infiltrados de Treg parece tener un valor prondstico considerable. Liu y col observaron una
mayor densidad de infiltracién linfocitaria por CD8 y FOXP3 peritumoral, que en el lecho
tumoral. Ademéas demostraron que existia una asociacion estadisticamente significativa entre
una mayor densidad de infiltracién y el alto grado histoldgico, la negatividad de RE y RP, y
tumores Her2 positivo (esto ultimo sélo se cumplia para FOXP3). Por otro lado, en este mismo
estudio se puso de manifiesto que altos niveles de FOXP3 intratumoral eran una factor
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pronéstico desfavorable para SG y SLE, siendo esto independiente del estatus hormonal; no se
demostré dicho valor pronéstico en FOXP3 peritumorales y en la infiltracion por CD8 intra y
peritumoral **.

Los linfocitos B peritumorales se encuentran con mas frecuencia en etapas tempranas
de la carcinogénesis. De hecho, en el carcinoma ductal in situ de mama (CDIS), encontramos
células B en foliculos ectopicos perivasculares asociados a las células tumorales; en estos
foliculos también se pueden encontraron DC, CD21 y células T ** ***. Mahmoud y col'*®
también estudiaron en 1470 tumores de mama la infiltracion por linfocitos B. Encontraron que la
infiltracion por CD20 tenia un patron difuso, siendo mayor en el estroma que intratumoral;
ademas, mayores recuentos por CD20 se asociaban de forma estadisticamente significativa
con alto grado tumoral, negatividad de receptores hormonales y fenotipo basal. Demostraron
que la infiltracién por CD20 tiene valor pronéstico, en cuanto que una mayor tasa de infiltracién
por CD20 se relaciona de forma estadisticamente significativa con mejor SLE y supervivencia
especifica por cancer de mama.

En la tabla 7 y 8 se resumen los resultados de los principales estudios comentados.

Existen datos que sugieren que el equilibrio o la relacion entre distintas poblaciones de
células inmunes tumorales pueden reflejar de forma mas exacta el perfil de respuesta inmune
en el microambiente tumoral que el analisis de las poblaciones aisladas ** **. La relacién
entre Foxp3 y CD8 ha sido utilizada como marcador de respuesta a QT **’. La relacién entre
Foxp3 y CD3 ha mostrado su valor como marcador para la resistencia al tratamiento en otras
neoplasias *®. La ratio CD4/CD8 podria reflejar el equilibrio entre la respuesta inmune Th1 y
Th2 frente a la neoplasia > . La relacién entre macréfagos y CD8 es inversamente
proporcional, y la ratio elevada CD68/CD8 se ha relacionado con disminucion de la tasa de
RCp en pacientes en tratamiento con QTn y con menor supervivencia de las mismas ***.

Como se ha comentado previamente, diversos estudios demuestran que la respuesta
inmune que se origina durante el desarrollo del tumor depende tanto del 6rgano donde se
origina el tumor como del microambiente tumoral. En parte la heterogeneidad de las células
CD4 acumuladas en los tejidos es consecuencia de la polaridad producida por la sefializacion
de citoquinas inducida por los antigenos tumorales. La activacion Thl de los CD4 implica la
regulacién antitumoral de forma directa e indirecta. Por un lado se produce la secrecién de IFN-
gamma, FNT-alfa, asi como IL2 e IL12; mediante esta via finalmente se presentan y procesan
los Ag por las células APC y se regula la respuesta de los linfocitos citotéxicos CD8. Una
segunda via de destruccion tumoral es la llevada a cabo por la hiperestimulacion de los CD4
Thl y la produccion masiva de IFNgamma: FNTara Y granulos citoliticas. La activacion CD4 Th2
lleva consigo la activacion de la inmunidad adaptativa mediante 1L4, IL5, IL6, IL10 e IL13; lo
cual por un lado supone anergia e inhibicion de las células T y por otro la respuesta humoral a
través de los linfocitos B. El resultado final de la activacion Th2 es la inhibicion de la apoptosis
y la proliferacién tumoral '®*. En consistencia con estos datos del proceso inmunoldgico se ha
descrito en la literatura que la ratio elevada Th2/Th1l se relaciona con progresién tumoral en el
cancer de mama, incremento del tamafio tumoral y afectaciéon ganglionar *%.
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Tabla 7. Infiltracion linfocitaria en el cancer de mama ().

G " e T RS WS flaeer 0
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1999 (no
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679 Estadio

Lee

2006 **° I-1l
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Aaltomeala
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Image Analyzer No descrito No descrita
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(Estudio adicional:
determinacién de LSP.
No diferencia con

controles sanos)

CD3,CD4, CD4y
CD8,CD25, estatus
CD56, CD20  axilar

descrlto

Determinacion No descrito Grado, No No descrito Infiltracion
morfologica de necrosis descrito moderada o
extension HE. tumoral, marcada relacion
Tres patrones: difuso, tipo ductal, positiva con la
perivascular y HER2+ supervivencia
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moderada y marcada.
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Tabla 8. Infiltracién linfocitaria en el cancer de mama (ll).

T v -t

[ Mahmoud |
2011 °°

Sheu 2008 I
132

Liu 2011 **

Mahmoud
2012 **°

1334

1270

Estadio
precoz
(no
QTn)

Estadio
111l

(no
QTn)

Microarray,
determinacion
antiCD8 y contaje
por microscopio.
Determinacion de
TIL intratumoral, en
estroma adyacente
y en estroma
tumoral alejado.

Tejido parafina,
determinacion IHQ
de CD8 y FOXP3.
Recuento manual de
las diez areas con
mayor densidad de
TIL (5 de lecho
tumoral y 5 areas
periféricas)
Determinacion de
TIL en lecho tumoral
(A) y en periferia
tumoral (B).

Grado tumoral,
RE-alfa, RP,
(edad paciente)

CD8
FOXP3

CD8 (A) mas
frecuente en
tumores
indiferenciados,
no HS.

FOXP3 (A) en
Tumores
HER2+.
Correlacion
negativa con

status hormonal.

CD8/FOXP3 (B)
> en luminales

determlnado

No
determinado

determlnado

determlnado

En RE negativo,
Her2 negativo y
subtipo basal
relacion positiva con
supervivencia (sélo
totales y CD8
estroma alejado)

CDS8(A)
FOXP3(A):
<SGy SLE
CDS8/FOXP3 (B):
>SG y SLE
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3.3 Valor pronostico de subpoblaciones linfocitarias vy
subtipo tumoral.

Algunas publicaciones recientes *** *** sugieren que existe alguna relacion entre el tipo

de infiltrado linfocitario y el subtipo molecular del cancer de mama y que el valor prondstico de
los TIL o sus subpoblaciones varia dependiendo del subtipo de tumor.

Loi y col ** revisaron 2009 pacientes que habfan sido incluidas en el ensayo Fase IlI
BIG-02-98 y con un seguimiento de 8 afios. Determinaron la infiltracion linfocitaria en el tumor y
lo correlacionaron con la SLE y SG de las pacientes, objetivando que las pacientes Her2
negativas/RE negativas con mayor infiltracion linfocitaria tenian mejor prondstico
independientemente de la QT recibida, de forma que cada 10% de incremento en la infiltracion
linfocitaria intratumoral y en el estroma tumoral, suponia una disminucion en el riesgo de
recaida del 17% (p=0,03) y del 15% (p=0,02) respectivamente. Ademas el aumento de TIL
(intratumoral/estromal) suponia una disminucion del riesgo de muerte del 27%(p=0,03) y 17%
(p=0,02) respectivamente. En las pacientes Her2 positivas se vio que los incrementos de TIL se
asociaban a una reduccion en el riesgo de recaida (p=0,04) y de muerte (p=0,01), pero sélo en
aquellas pacientes tratadas con antraciclinas.

En el estudio de Mahmoud *® comentado previamente, ademas se realiza un andlisis de
supervivencia por subtipos tumorales y encuentran que la infiltracion por CD8 se asocia a una
mayor supervivencia especifica de cancer de mama y supervivencia libre de progresion en
pacientes no hormonosensibles, Her2 negativas, asi como en el cancer de mama con fenotipo
basal. Liu y col en su trabajo, demostraron que la densidad de FOXP3 intratumoral era
diferente segun el subtipo molecular, de forma que la infiltracién era mayor en los subtipos de
peor prondstico. La media de FOXP3 fue 4 células/0,0625mm2 en tumores del tipo luminal A,
10 en el subtipo Luminal B, 12 en subtipo luminal HER2, 17 en cancer de mama Her2 positivo
y 20 en tumores basales **.

Existen estudios retrospectivos que evallan a mas de mil pacientes cada uno, que relacionan
la infiltracién linfocitaria y buen pronéstico en pacientes con cancer de mama ganglios
negativos y sobreexpresion de Her2 "

En la tabla 9 se resumen los resultados de los principales estudios.
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Tabla 9. Infiltracion linfocitaria en el cancer de mama (lll).
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de las diez areas
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(B)
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difuso en el estroma.
Infiltracién linfocitaria
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TIL
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Mas frecuente No
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HER2+
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Subtipo basal

Ductales No
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No
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SLE, SG
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buen pronéstico
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y riesgo de
muerte.



3.4 Relacion de TIL y firmas génicas del cancer de mama.

Las diferentes firmas génicas publicadas hasta la fecha han sido una herramienta clave
para determinar las caracteristicas de los diferentes subtipos moleculares del cdncer de mama,
y se ha descrito con diferente nivel de evidencia el nivel prondstico de las mismas. A pesar de
todo ello, existen sutiles discrepancias entre ellas, asi como en la informacién pronostica que
cada plataforma estima. Los genes incluidos en las diferentes firmas génicas, en general estan
en relacién con el ciclo celular, invasién, metastasis y angiogénesis. Por otro lado recientes
trabajos ponen de manifiesto la importancia pronostica de determinadas expresiones génicas
en relacion con el sistema inmune "> *¥*%! En base a todo lo expuesto anteriormente, cada
vez se hace mas patente la necesidad de integrar en estas plataformas génicas ya clasicas los
genes involucrados en las interacciones del tumor con las células inmunes existentes en el
microambiente tumoral. En este sentido Geza y col 152 encuentran que aquellos canceres de
mama NO y RE positivo de bajo grado, que presentan un recurrence score intermedio o alto
son precisamente aquellos que se asocian a un estroma celular proliferativo y con mayor
namero de células inflamatorias.

Alexe y col *® estudiaron 286 tumores de mama NO, en los que definieron dos subtipos
de cancer de mama Her2 positivo con un pronéstico muy diferente e independiente del status
de hormonal. Las pacientes que mostraban sobreexpresién de genes asociados a linfocitos, asi
como una marcada infiltracion linfocitaria en el estudio histolégico mostraron una tasa de
recurrencia menor, que las pacientes que no presentaban esta infiltracion linfocitaria, siendo la
tasa de recurrencia 11% vs 58% segln el grupo. Estas diferencias no fueron encontradas en
las pacientes Her2 negativo.

Desmedt y col '** demostraron que la respuesta inmune y la invasién tumoral
modificaban el pronéstico de algunos subtipos moleculares de cancer de mama. Para ello
realizaron un meta-analisis en el que integraron los datos clinicopatolégicos y de expresion
génica de 2100 pacientes con cancer de mama. Definieron mdédulos de expresion génicos,
segun los principales procesos biolégicos: proliferacién, invasién tumoral/metastasis, alteracion
de la respuesta inmune, angiogénesis, apoptosis, hormonosensibilidad y sobreexpresién de
Her2. Con un seguimiento de 10 afos, determinaron la supervivencia libre de recaida o
supervivencia libre de metéastasis de las pacientes. Los diferentes modelos de expresion génica
conferian una informacién pronostica adicional segun los diferentes subtipos de cancer de
mama. Concluyeron que en las pacientes RE y Her2 negativo (n=189) el modulo de expresién
génica en relacién a la respuesta inmune tenia valor prondéstico, tanto en el andlisis univariante
como en el multivariante, HR 0,7 (95% CI 0,5 — 0.98); p=0,04. Altos niveles del médulo inmune,
principalmente representado por STAT1, se asociaban de forma significativa con un mejor
prondstico de las pacientes. Ademas en el subgrupo Her2 positivo (n=129) los cambios de
expresion génica en el médulo de la respuesta inmune se asociaron de forma estadisticamente
significativa con la supervivencia libre de recaida tanto en el analisis univariante como
multivariante, HR 0,56 (95%ClI, 0,36-0,86), p=0,009).

32



3.5 Relacion de TIL y respuesta a la quimioterapia.

La composicion del infiltrado linfocitario peritumoral tras la quimioterapia es diferente en
los tumores que respondieron a la quimioterapia respecto a los que no respondieron a la
misma, este hecho refleja la respuesta inmune a la quimioterapia y la muerte celular 122 gl
mecanismo mediante el cual la quimioterapia produce muerte celular es la apoptosis; sin
embargo, estudios recientes demuestran que también la muerte celular mediada por el sistema
inmune juega un importante papel ** *® (Figura 9). Algunas quimioterapias inducen apoptosis
mediante el aumento de receptores de muerte, como FAS y TNF; en otras ocasiones la
apoptosis esta inducida mediante la liberacion del citocromo C de la mitocondria. La muerte
celular no apoptética puede producirse por mecanismos de necrosis, autofagia o mitosis
catastrofica.

Figura 9 MUERTE CELULAR MEDIADA POR EL SISTEMA INMUNE
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La apoptosis o muerte celular programada, estd activada por caspasas y
tradicionalmente se ha considerado no inmunogénica; sin embargo, cada dia esta mas claro
gue la apoptosis puede suponer la activacion del sistema inmune innato. Esta activacion se
lleva a cabo por “marcadores moleculares”, que se liberan de la célula cuando muere. La
fosfatidilserina, es el mayor representante, aunque existen otras moléculas intracelulares que
son liberadas en la muerte celular y que de igual modo pueden activar el sistema inmune.
Estas moléculas producen la activacion de mediadores inflamatorios (TGF-beta, Interleukina
10, y prostanoides) La diferencia entre que la apoptosis celular active o no el sistema inmune,
se encuentra en la cantidad de apoptosis que se produce, es decir; en una apoptosis
controlada, las células muertas son fagocitadas por lo que no se liberan los activadores de la
inflamacion al exterior. Sin embargo, en una apoptosis masiva, no todas las células pueden ser
fagocitadas, desencadenandose la cascada inflamatoria y activandose el sistema inmune.

Se han postulado diferentes teorias sobre como mteraccmna la QT con el
microambiente tumoral, y el posible efecto quimiosensibilizante de los TIL *°. A continuacién se
exponen los trabajos publicados que relacionan la infiltracion linfocitaria tumoral en el cancer de
mama con la respuesta a la QTn y que han sido resumidos en la tabla 10.
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West et al **’ estudiaron los TIL como factores predictores de respuesta a antraciclinas

en pacientes diagnosticadas de cancer de mama; concluyeron en su estudio que las pacientes
diagnosticadas de cancer de mama no hormonosensibles con niveles altos de CD3 tenian
mayor SLE que las pacientes que no presentaban estos niveles de CD3 (P=0,002).
Adicionalmente, en una cohorte de pacientes sometidas a tratamiento de QTn dentro de
ensayo clinico, que aleatorizaba a las pacientes a recibir tratamiento QTn esquema FEC
(fluoracilo epirrubicina y ciclofosfamida x6c¢) vs. TET (docetaxel x3 ciclos seguido de docetaxel
epirrubicina x3 ciclos). Realizaron un estudio de expresién génica analizando la expresion de
RNA mensajero de 8 genes en relacion con los linfocitos (CD19, CD3D, CD48, GZMB, LCK,
MS4A1, PRF1, and SELL), y observaron que las pacientes con alta expresion de estos genes,
en tratamiento con QTn tenian mayor tasa de RCp (74 vs 31%) (OR 6.33, 95% Cl 2.49-16.08;
P<0.0001). Existen cuatro posibles hipotesis que explicarian la relacion existente entre las
antraciclinas y la inmunidad: En primer lugar, las antraciclinas como inhibidores de los linfocitos
Treg del microambiente tumoral, lo que implicaria el cese de la inhibicion del sistema
inmunitario. Esta teoria habria que tomarla con cautela ya que otros farmacos usados
habitualmente en combinacién, como por ejemplo la ciclofosfamida, podrian tener el mismo
efecto a nivel de los linfocitos Treg. El segundo mecanismo descrito estaria en relacion con la
linfopenia inducida por la QT, que actuaria como activacion del sistema inmune antitumoral. En
tercer lugar la QT podria sensibilizar a las células tumorales frente a las células T citotoxicas.
Este hecho podria llevarse a cabo bien mediante la activacion de las células citotéxicas
mediada por antigeno especificos; bien, mediante activacién de la via TRAIL (apoptosis
inducida por ligando, en relacién con TNF), o incluso por la induccién de receptores Fas en la
superficie de las células tumorales, lo cual llevaria consigo la apoptosis de la célula tumoral
mediada por el receptor Fas. Por Ultimo, las antraciclinas inducirian la muerte celular
inmunogénica, mecanismo en el que intervendrian las células dendriticas (DC) y CD8. Este
proceso, en el que las antraciclinas induciria la fagocitosis de la célula tumoral por las DC, se
inicia mediante la activacion de la via mediada por la calreticulina que finalmente produce la
liberacion de la parte extracelular del receptor HMGBL1/TLR4. Este mecanismo es exclusivo de
las antraciclinas.

Otro ejemplo de como la QT destruiria los linfocitos T reguladores, restaurandose asi la
inmunidad antitumoral es el trabajo de Ladoire y col **%; estudiaron 56 pacientes con cancer de
mama sometidas a QTn los autores y evaluaron el perfil inmune (CD3+, CD8, Foxp3+) antes y
después del tratamiento con QT. La alta expresion de CD3+, CD8 y Foxp3+ antes del
tratamiento se asocia a mal prondstico, mientras que tras la QTn las pacientes que alcanzaron
RCp presentaban alta expresion de CD8 y ausencia de Foxp3. Por otro lado, se postula la
teoria de que la QT activaria las células inmunes presentes en el microambiente tumoral
induciendo asi la muerte celular inmunogénica. En la misma linea del trabajo de Ladoire, Liuy
col ®® estudian el valor de los Treg y los cambios secundarios a la QT en 132 pacientes
diagnosticadas de cancer y tratadas con QTn. Sus conclusiones fueron que el descenso de
Treg peritumoral producido por la QT es factor predictivo independiente de RCp, y que ademas
los Treg intratumorales constituyen un factor prondstico independiente de SLE y SG.

El estudio mas amplio hasta la fecha es el recientemente publicado por Denkert y co
en el que estudian la infiltracién linfocitaria intratumoral y estromal (CD3, CD20, CXCR3) en las
biopsias diagnésticas de 1058 mujeres con cancer de mama sometidas a QTn e incluidas en
los ensayos GeparDuo y GeparTrio. Las pacientes con mayor infiltracion linfocitaria intratumoral
al diagnéstico alcanzaban mayor tasa de respuesta completa patoldgica (40% vs 7%), por lo
que los autores concluyen que la infiltracién linfocitaria intratumoral es un factor predictivo
estadisticamente significativo de respuesta a quimioterapia.

54
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Estudios mas recientes confirman y matizan todos estos resultados. Asi Ono et al *°

demostraron en su serie de pacientes diagnosticadas de cancer de mama y sometidas a QTn,
gue tanto en el conjunto de pacientes, como en el subgrupo de pacientes triples negativas, la
tasa de RCp era mayor que en las pacientes con niveles altos de TIL, respecto a las pacientes
gue presentaban niveles bajos (34 vs 10% p=0.0001 en el conjunto de pacientes; 37 vs 16%;
p=0,05 en las pacientes TN). Resultados similares obtienen Yamaguchi et al '® en 68
pacientes con cancer de mama sometidas a QTn. Como resultado concluyen que los niveles
altos de TIL es el mejor predictor de RCp de forma independiente (OR 4.7; IC 2.2-10.06;
p=0,0001).
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El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, y los diferentes subtipos
moleculares descritos hasta la fecha (luminal A, luminal B, Her2 positivo, triple negativo)
conllevan diferencias en cuanto al prondstico y repuesta al tratamiento. En este sentido seria
importante conocer mejor la interrelacién entre el microambiente tumoral (TIL) y los diferentes
subtipos moleculares del cancer de mama. Ignatidis y col *** investigaron la asociacion entre la
respuesta a la quimioterapia neoadyuvante en cancer de mama y los madulos de expresion
génica representativos de diferentes procesos bioldgicos en los diferentes subtipos de cancer
de mama. Hallaron que los tumores con moédulos altos de expresion génica de las vias
inmunes se asociaban a mayor tasa de RCp en todos los subtipos de cancer de mama, siendo
esta asociacion mayor en los tumores que sobreexpresan HER2. Los autores atribuyen esta
diferencia a que al efecto activador de DC de las antraciclinas se suma el efecto
inmunomodulador de la sobreexpresién de HER2 en el cancer de mama.

Otros estudios han estudiado distintas subpoblaciones linfocitarias o han evaluado la
infiltracion linfocitaria post-tratamiento, planteando de este modo diferentes hipétesis con
respecto a los posibles mecanismos de interaccion entre la QT y la respuesta inmune *2. Asf,
algunos trabajos apoyan el posible papel de la infiltracion linfocitaria post-tratamiento como un
factor predictivo de respuesta a la QTn, y plantean la posibilidad de que la lesion celular
tumoral inducida por la QT pueda activar la respuesta inmune frente a la neoplasia,
contribuyendo a la respuesta. En este sentido, De Maria *° presenta una serie de 25 pacientes
con cancer de mama, tratadas con QTn seguin el esquema paclitaxel 200mg/m2 c/15d x 4
ciclos y posteriormente sometidas a cirugia. Tras evaluar los TIL pre y post QTn, los autores
llegan a la conclusion de que la presencia de TIL tras la QTn se relaciona con el grado de
respuesta al tratamiento, mientras que sugieren que la existencia de TIL pretratamiento puede
ser predictivo de resistencia a la quimioterapia. En la discusion del estudio también se plantea
la importancia del intervalo entre el Gltimo ciclo de QT y la cirugia, y se propone como un
posible mecanismo de eliminacién de las células tumorales residuales la activacion de células
T citoliticas efectoras lo que se podria traducir en mayores tasas de RCp. En otro estudio se
pone de manifiesto el valor predictivo de TIL en cuanto a la respuesta a QTn de 73 pacientes
estudiadas, que fueron tratadas con antraciclinas y taxanos. Los autores observaron que en las
10 pacientes en las que se observé RCp existian altos niveles de p53, asi como de CD3+ y
CD83+ (un marcador de maduracion de células dendriticas) *°°. Trabajos mas recientes, como
los publicados por el grupo del Instituto Gustave Roussy, han permitido profundizar en los
mecanismos que podrian participar en estos efectos inmundgenos de la QT, que parecen
mediados por TLR4 (toll-like receptor 4), fundamental para la presentacion antigénica de
determinadas moléculas liberadas por las células tumorales apoptéticas *°°. Estos mecanismos
podrian también estar mediados por otros efectos inmunes locales o sistémicos de algunos
farmacos antineoplasicos, y en particular de los taxanos ***, que habitualmente forman parte de
los regimenes de QTn.

Por ultimo, la participacién de la infiltracién por linfocitos B en la respuesta a QTnh es
menos conocida. El trabajo de Denkert antes citado > ha evaluado la infiltracién linfocitaria B
(CD20) pre-tratamiento, demostrando su asociacién con la RCp. Sin embargo, a pesar de datos
recientes que agogan la relevancia biolégica de la respuesta B antitumoral en el cancer de
mama precoz **> ™, ningtn estudio ha valorado la infiltracién B post-tratamiento ni su posible
valor prondstico.

Por tanto, si bien hay datos que apoyan la importancia de la infiltracion linfocitaria pre-
tratamiento como factor predictivo de respuesta a la QTn, no estai totalmente establecido el
papel predictivo y prondstico de las distintas subpoblaciones linfocitarias ni de los cambios
post-QT en la presencia o la composicién de las poblaciones de TIL en este grupo de
pacientes. La evaluacion de estos cambios, ademds de su utilidad clinica, puede contribuir al
mejor conocimiento de los mecanismos de cooperacién (0 antagonismo) de la respuesta
inmune y la QTn, y, por tanto, al desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento.
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Tabla 10. Infiltracion linfocitaria en el cancer de mamay respuestaala QTn.

Estudio N Céancer
mama

Ladoire 2008 Q[ QTn
58 Estadio

11-111

DeMaria 2001 J¥is] QTn
> Estadio

>T2

Hornychova 73 QTn
2008 Estadio

-1V

PENICIiak(0l | 1058 | QTn
- Estadio

1-11

92 QTn
Estadio

1-111

Yama%uchi 68 QTn
2012 *° Estadio

Determinacion TIL

Determinacion IHQ
de extension H-E.
Recuento manual
semicuantitativo
(Black score
modificado)

Determinacion IHQ
de extension H-E.
Recuento manual
semicuantitativo
(Black score
modificado)

Segun localizacion:
linfocitos
intratumorales y en
estroma (asociados
al tumor)
Determinacion IHQ.
Recuento manual,
media de tres
campos.

Segun localizacion:
linfocitos
intratumorales(a) y
estromales(b)
Segun localizaciéon
de linfocitos:
intratumorales y
estromales (alejados
del tumor)
Determinacion IHQ
en tejido H-E,
digitalizacion y
recuento mediante
VMscope slide
explorer

Adicional en 134
muestras:
determinacion de
expresion génica
mediante RT-PCR de
CD3D, CD247
(CD3z), PTPRC
(CD45), IGKC,
CXCL9, CXCL13,
RPL37A

Score de proporcion:
Proporcién area
estroma, con
infiltracién linfocitaria
alrededor de nidos
tumorales. 0-3
seglin ausencia, 10 6
10-50 6 >50%

Score de intensidad:
0-2, seglin ausencia,
intensidad media 6
marcada

TIL score es la suma
de ambos scores.
TIL bajos= 0-2;

TIL altos =3-5
Densidad TIL:
Ausente

Débil: linfocitos
ocasionales en
estroma tumoral y
peritumoral
Moderado:
Intermedio

Denso: Infiltrado
denso en margenes
tumorales y estroma.

TIL

CD3,CD8
FOXP3,

Granzym
aB, TiIA1

CD3,
CDs,
TiAl

CD3,
CD83,
CD56,
VEGF,
CDla,
CDa31,
CD34,
SMA
CD3,
CD20

No
determina
do

CD3,
CD20

Relacion

TIL-tumor
Altos niveles CD8
y FOXP3 se
relacionan con:
No HS, N+,
tumores
indiferenciados

No HS, N+,
tumores
indiferenciados

No determinado

No determinado

Altos niveles TIL
maés frecuente en
triple negativo,
Her2- y no
hormonosensibles

Altos niveles TIL
mas frecuente en
triple negativo,
Her2- y no
hormonosensibles
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Relacion

TIL -QT
Niveles altos CD8
preQT en relacion
RCp

No relacién linfocitos
pre-QT y respuesta

Pacientes con RCp
mayor infiltracion
preQT por CD3 (ayb)
y CD83 (a)

TIL > 60% aumenta
RCp (42 vs 3%)

Alta expresion génica
en relacion  con

infiltracion linfocitaria

alta y aumento RCp

Infiltracién alta TIL
supone mayor tasa
de RCp

(34 Vs
p=0,0001)

10%

Infiltracién alta TIL
supone mayor tasa
de RCp

Variacion TIL
con QT

Disminucién
FOXP3
No variaciéon CD3
y CD8.
En RCp:
desaparece
FOXP3, aumenta
CD8, granzyma B
y Ti Al
Aumento de TIL
tras QT en
tumores con
respuesta
(+frecuentes CD8)

Disminucion:
CD68(b),
VEGF(ayb) y Ki67

Aumento: CD3 (b),
CD56(b), CD83
(b), CD1a, CD31,
CD34, SMA

No determinado

No determinado

No determinado

SLE, SG

No determinado

No determinado

No determinado

No determinado

No
diferencias
significativas

No determinado



HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

1. Hipotesis

Hipotesis principal: La respuesta inmune en el microambiente tumoral y sus
modificaciones con la quimioterapia neoadyuvante, caracterizadas mediante la evaluacion de la
presencia y el tipo de infiltrado linfocitario tumoral (TIL) en el cancer de mama antes y después
del tratamiento, pueden tener valor predictivo para la respuesta a la QT, y comportarse como
un factor prondstico para la supervivencia.

Hipotesis secundaria:
e El tipo de infiltracion linfocitaria y su importancia pronostica y predictiva de
respuesta pueden ser diferentes en los distintos subtipos de cancer de mama
(luminal, basal, Her2)

2. Objetivos del estudio

Primer objetivo: Evaluacion del tipo de infiltracion tumoral linfocitaria previa al tratamiento
con QTn en el cancer de mama, definida por las subpoblaciones T (CD3), CD4, CD8, Treg
(Foxp3) y B (CD20), macréfagos (CD68) y de sus modificaciones tras la quimioterapia
neoadyuvante.

Sequndo _objetivo: Determinacion del valor predictivo para la respuesta a la QTn y del
valor pronéstico de la infiltracién linfocitaria tumoral, asi como de las modificaciones en la
infiltracion linfocitaria tumoral con la QTn.

» Andlisis de la correlacién de la infiltracién linfocitaria (global y por subpoblaciones) pre
y post-QTn y del cambio inducido por la QTn en el perfil de TIL con la respuesta al
tratamiento (en términos de RCp),

» Andlisis de la correlacién de la infiltracién linfocitaria (global y por subpoblaciones) pre
y post-QTn y del cambio inducido por la QTn en el perfil de TIL con la supervivencia
global y libre de enfermedad.

» Andlisis de los resultados en los distintos subtipos de cancer de mama.
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MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METODOS

1. Descripcién de la poblacion a estudio
2. Disefo del estudio

3. Estudio de la infiltracion linfocitaria
4. Andlisis estadistico de los datos
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1. DESCRIPCION DE LA POBLACION A ESTUDIO

Se han estudiado pacientes seleccionadas de forma consecutiva y diagnosticadas de
cancer de mama estadios Il o lll, en las que se ha realizado tratamiento de QT neoadyuvante,
de forma homogénea con antraciclinas y taxanos y en las que se dispone de biopsia pre- y
post-tratamiento.

El estudio diagnostico de las pacientes fue homogéneo, e incluyé el estudio de la
mama, el estudio de la axila y el estudio de extension. Ademas se coloco un clip de titanio en
los tumores de aquellas pacientes en las que la indicacion de la QT neoadyuvante fue por
cirugia conservadora.

1.1 Estudio de la mama

Incluy6 la exploracion fisica completa de la paciente, con especial atencion de las
mamas, axilas y fosas infra y supraclaviculares. Las pacientes fueron sometidas a mamografia,
ecografia de mama, resonancia magnética de mama. Se llevé a cabo una biopsia con aguja
gruesa (BAG) del tumor primario para el estudio histoldgico e inmunohistoquimico de la
neoplasia de mama.

1.2 Estudio de la axila

Para el estudio axilar se realiz6 exploracion clinica, ecografia axilar, y puncion
aspiracion con aguja fina en caso de sospecha clinica y/o ecografica de afectacion axilar
tumoral. La biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC) se realiz6 en mujeres con estudio
axilar negativo y con tumores primarios menores de 3 cm (en aquellas diagnosticadas
previamente al 2008; el limite de tamafio se aumento hasta 5 cm posteriormente).

1.3 Estudio de extensién

Ademas de analitica completa con marcadores tumorales, en las mujeres
diagnosticadas de cancer de mama estadio Il se realizé Rx Térax, ecografia abdominal y
gammagrafia 6sea. En los tumores de mama estadio Il se realiz6 TAC de térax y abdomen
superior y gammagrafia 6sea. Por ultimo se realizé ecocardiografia a las pacientes mayores de
65 afios con factores de riesgo cardiovasculares, mujeres cardidpatas y en mujeres candidatas
a tratamiento con trastuzumab.

La valoracién de la respuesta al tratamiento tras cada ciclo fue llevada a cabo con la
exploracion fisica. En el estudio intermedio tras cuatro ciclos de QT se realiz6 mamografia y
ecografia, mientras que la valoracion final de la respuesta del tumor de mama a la QT se
realizd con resonancia magnética de mama. En caso de progresion durante la quimioterapia se
indico cirugia de rescate.

1.4 Tratamiento

Todas las pacientes recibieron QT con antraciclinas y taxanos, segun los esquemas
habituales. El esquema NSABP-B27 (Adriamicina: 60 mg/m® y Ciclofosfamida: 600 mg/m? x
4ciclos, seguido de Docetaxel 100 mg/m? x4 ciclos, fue el esquema mas empleado. Ademas,
se administré trastuzumab en caso de sobreexpresién de Her2 en las pacientes diagnosticadas
a partir del 2005. La cirugia se llevd a cabo entre la cuarta y quinta semana tras la
administracion del dltimo ciclo de quimioterapia en la mayoria de los casos. Tras la cirugia las
pacientes recibieron tratamiento de radioterapia y/o hormonoterapia adyuvante si estaba
indicado.

1.5 Sequimiento
Se ha actualizado el seguimiento a Noviembre/12 para el analisis de supervivencia

global y libre de enfermedad.
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2. DISENO DEL ESTUDIO

Se han recogido de forma retrospectiva los datos clinicos y anatomopatoldgicos de las
pacientes incluidas, mediante la revision de las historias clinicas de las mismas.

Los datos clinicos recogidos se muestran en la tabla 11.

46



Tabla 11. Datos clinicos

Antecedentes personales de cancer de mama

a
Céancer de mama operable
Céancer de mama localmente avanzado
Motivo de consulta
Cribado
Paciente
Estadio clinico
1A
1B
1A
1B
J1[e
Estadio clinico tumor primario
Tx
T1
T2
T3
T4a
T4b
T4c
T4d
Estadio clinico ganglionar
NO
N1
N2
N3
Estudio axilar al diagnéstico
Axila clinicamente palpable
Axila ecograficamente positiva
Axila ecograficamente dudosa
PAAF positiva
BSGC realizada
Positividad BSGC

Los datos anatomopatolégicos del tumor fueron extraidos de los informes de anatomia
patolégica de las BAG realizadas al diagndstico, asi como de los informes anatomopatoldgicos
de la pieza de la cirugia. En la tabla 12 se muestran los datos anatomopatolégicos al
diagnéstico y en la tabla 13 los datos anatomopatoldgicos del tumor tras la administracion de
QTn.

Para el posterior andlisis de los datos se recodificaron variables como:
hormonosensibilidad (si/no), en caso de positividad o negatividad de receptores de estrogenos
y progesterona; Sobreexpresion de Her2 (si/no) en caso de positividad independientemente de
la técnica.
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Tabla 12. Datos anatomopatologicos al diagnéstico
Tipo histolégico
Ductal

Lobulillar

Otros

Grado histologico

Gl

Gll

Gl

Afectacion linfovascular
No

Si

Carcinoma in situ en BAG diagndstica
Ausente

REREE

Receptores de estrogeno y progesterona
Negativos

1-10%

11-50%

51-80%

81-100%

Sobreexpresion Her2
Total

Herceptest positivo

FISH positivo

Se realizé a demas una clasificacién IHQ para la determinacién del fenotipo tumoral,
segun la siguiente clasificacion:

Hormonosensible: RE + y/o RP +y Her2-

Hormonosensibles Her2: RE + y/o RP+y Her2+

Her2+: RE-y RP-y Her2+

Triple negativo: RE- y RP-y Her2-

48



Tabla 13. Datos anatomopatolégicos tras la QT

Estadio patolégico

Respuesta completa patolégica
Estadio patoldgico 0

RCp tumor primario

RCp ganglionar

Estadio patolégico tumor primario
ypTo

ypTis

ypTmic

ypTla

ypT1lb

ypT1lc

ypT2

ypT3

ypT4a

ypT4b

ypT4c

ypT4d

ypTXx

Estadio patolégico ganglionar
PNXx

pNOi-

pNoi+

pN1mic

pNla

pN1b

pNic

pN2a

pN2b

pN3a

pN3b

pN3c

Afectacion extracapsular ganglionar
No

Si

Tipo histolégico

Ductal

Lobulillar

Otros

Grado histoldgico

Gl

Gll

Glll

Multicentricidad en tumor residual
Ausente

Presente

Afectacion linfovascular

Si

Multifocalidad en tumor residual
Ausente

Presente

Carcinoma in situ en tumor residual
Ausente

Presente

Receptores estrégenos y progesterona
Negativos

1-10%

11-50%

51-80%

81-100%

Sobreexpresion Her2

Total

Herceptest positivo

FISH positivo

Asi mismo fueron recogidos los datos relacionados con el tratamiento administrado a
las pacientes (tabla 14)
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Tabla 14. Datos de tratamiento.

Esquema de tratamiento

ACx4 — Docetaxelx4

Antraciclinas y Paclitaxel semanal

Esquemas sin antraciclinas

Esquemas con antraciclinas sin taxano
Esquemas antraciclinas y taxanos
concomitantes

No dato

Tratamiento con Trastuzumab

No

Neoadyuvante y adyuvante
So6lo adyuvante

Cirugia

Mastectomia

Cirugia conservadora

Cirugia conservadora y mastectomia de
rescate

Cirugia conservadora y ampliacion de
margenes

Linfadenectomia

<5 ganglios resecados
6-9 ganglios resecados
10-15 ganglios resecados
16-20 ganglios resecados
21-25 ganglios resecados
>25 ganglios resecados

Como datos de seguimiento fueron recogidos la fecha de muerte y sus causas, la fecha
de recaida y los lugares de la misma (local, Contralateral, a distancia: pulmonar, 6sea,
hepatica, ganglionar y cerebral). Se calculé la supervivencia global (SG) desde la fecha de
diagnostico hasta la fecha de muerte, la supervivencia libre de enfermedad (SLE) desde la
fecha de diagndstico hasta la fecha de recaida y la supervivencia libre de enfermedad a
distancia desde la fecha de diagnoéstico hasta la fecha de recaida a distancia.
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3. ESTUDIO DE LA INFILTRACION LINFOCITARIA TUMORAL

Se ha construido un microarray de tejidos con muestras pareadas previas y posteriores
a la QTn de todas las pacientes en las que se disponia de muestra histolégica suficiente. Todas
las muestras pre y post-tratamiento se han incluido por duplicado, y se han afiadido ademas,
controles de tejido mamario, higado y amigdala normales.

Se han realizado tinciones inmunohistoquimicas del microarray de tejidos para CD4,
CD8, CD3, CD20, CD68 y Foxp3. Para ello se ha utilizado un auto-tefiidor (Autostainer Link
48, DAKO) y anticuerpos primarios de la casa DAKO (anti-CD3, # 1S503; anti-CD20cy, #
MO755; anti-CD4, # 1S649 ; anti-CD8, # 1S623 ; anti-CD68), excepto para la tincion de Foxp3,
gue se realizé con un anticuerpo de la casa eBioscience.

Las secciones tefiidas del microarray fueron escaneadas a alta resolucién con un
escaner de portas Leica, modelo Leica SCN400F y las imagenes incluidas en una base de
datos de imagenes digitales accesibles online. En colaboracion con el servicio de Analisis de
Imagen del Servicio de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de Murcia se desarrollaron
macros basadas en el programa ImageJ (NCI, NIH) para el analisis cuantitativo automatizado
de la infiltracién tumoral por poblaciones linfocitarias. Para ello se realiz6 fotografia de todo el
cilindro obtenido en la BAG realizada al diagnostico del tumor. La cuantificacion de la
infiltracion linfocitaria se realiz6 mediante la determinacién de nimero de células por mm?® en
las fotografias obtenidas a cuatro aumentos, Asi mismo se determiné el area de la muestra en
cada caso para realizar el célculo proporcional ajustado al area real del cilindro obtenido. Para
el célculo final de la infiltracion linfocitaria se realizo la media entre los dos valores obtenidos en
las muestras pareadas pre y post-QT.

Para el calculo de las ratios se realizo el cociente entre poblaciones linfocitarias, en
caso de TIL=0 se dio el valor TIL=0,01

4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para el andlisis estadistico se ha utilizado el programa SPSS 15.0. Inicialmente se ha
hecho un andlisis descriptivo de las variables categéricas y numéricas y se ha estudiado
también la normalidad de los datos mediante los graficos Q-Q. Ademas, se ha realizado un
analisis exploratorio para ver las potenciales relaciones existentes entre las variables; para ello
se han empleado tablas de contingencia para variables categoricas (o discretas con pocas
modalidades).

Para la expresion cuantitativa de las poblaciones linfocitarias empleamos la media +/-
SD. Para la expresién de las variaciones de las poblaciones linfocitarias y los ratios empleamos
como punto de corte la mediana de los mismos. Para comparar la media de infiltracion
linfocitaria de las diferentes poblaciones linfocitarias, segun las diferentes caracteristicas
clinico-patoldgicas relevantes del tumor se ha utilizado la prueba T de Student para muestras
independientes en el caso de variables normales, la prueba U de Mann-Whitney (en las que no
tenian distribuciéon normal) y el test de ANOVA. En caso de muestras apareadas utilizamos la T
de Student para muestras apareadas o bien el contraste no paramétrico de Wilcoxon para
determinar si las poblaciones linfocitarias tienen relacion entre si.

Para determinar el valor predictivo para la RCp de las distintas variables de infiltracion
linfocitaria se construyeron modelos univariantes y multivariantes de regresion logistica binaria.
Para el analisis de supervivencia (SG: global; SLE: libre de enfermedad; SLED: libre de
enfermedad a distancia) se utilizaron curvas de Kaplan-Meier. El analisis univariante del valor
para la supervivencia de las distintas variables clinicas y patolégicas se realizé con el test de
los rangos logaritmicos (log-rank). Para el analisis multivariante se construyeron modelos
utilizando el método de regresion de Cox (riesgos proporcionales).
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1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA SERIE CLINICA.

1.1. Estudio descriptivo de las caracteristicas tumorales.

Se han incluido 121 pacientes con cancer de mama estadio II-lll diagnosticadas entre
2001 - 2008; la mayoria de las pacientes fueron diagnosticadas en el periodo comprendido
entre 2004 - 2008, y todas ellas fueron sometidas a tratamiento con quimioterapia
neoadyuvante. Las caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas al diagndstico se muestran en
la tabla 15. La edad media de las pacientes fue de 56 afios (rango, 21 — 79). En el 50% de los
casos las pacientes eran premenopausicas al diagnoéstico. El 54,5% presentaban un cancer de
mama operable al diagnostico no susceptible de cirugia conservadora. El 15,7% de las
paciente presentaban un estadio IIA al diagnostico, 28% 11B, 33% IIIA, 6,6% IIIB y un 16,5%
estadio IlIC. El tumor era mayor de 5 cm en el 47% de las pacientes. En el 93% de los casos el
tipo histologico era ductal, el 49,6% de los tumores eran Glll y el 17,4% de las pacientes
presentaban tumores con afectacion linfovascular al diagnéstico. En cuanto a las
caracteristicas IHQ de los canceres de mama, se ha objetivado un 32% de negatividad en
receptores de estrogeno, receptores de progesterona o ambos (no hormonosensibilidad), y
sobreexpresion de Her2 en el 24% de los casos. Segun la clasificacion IHQ realizada, el 50,4%
de las pacientes presentaban tumores hormonosensibles; 13,2% eran hormonosensibles
Her2+; 10,7% Her2+; 21,5% triple negativo y el 4% de los casos no fueron clasificables por
falta de datos.

El 55% de las pacientes presentaban metastasis ganglionares confirmadas
citologicamente al diagndstico. En gran parte de los casos restantes, y como parte del estudio
de extensién, se realiz6 biopsia selectiva del ganglio centinela (23% de las pacientes), siendo
positiva en el 32% de los casos estudiados (7,4% del total de pacientes). El escaso porcentaje
de positividad de la técnica es atribuible al estudio radiolégico y citoldgico detallado de la axila
gue se realiza habitualmente en nuestro centro.

Tanto el esquema de quimioterapia administrado, como la cirugia realizada se resumen
en la tabla 2. El 80,2% de las pacientes recibieron quimioterapia neoadyuvante (QTn) con el
esguema ACx4 seguido de Docetaxel x4. Se utiliz6 paclitaxel semanal tras las antraciclinas en
el 8,3% de las pacientes. En 1,7% de las pacientes se administraron esquemas sin
antraciclinas y el 3,3% de las pacientes recibieron esquemas sin taxanos. Un 4% (n=5) de las
pacientes recibieron trastuzumab solo de forma adyuvante; en cuatro de los casos sus
diagndsticos fueron previos a los estudios pivotales de trastuzumab, por lo que este se inicio en
los meses siguientes a la cirugia; la quinta paciente presentaba tumor Her2- al diagnéstico,
pero en el tumor residual se encontr6 sobreexpresién de Her2. Por otro lado, 8 pacientes que
presentaban tumores Her2+ al diagnéstico no recibieron tratamiento con trastuzumab en la
neoadyuvancia, ni en la adyuvancia, ya que el diagnéstico de los tumores fue previo a la
aprobacion de trastuzumab en este contexto.
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Tabla 15. Caracteristicas clinico-patoldgicas al diagndstico

Antecedentes familiares cancer mama
(\[e]
Si
Desconocido
Status menopausico
Postmenopausia 49,6
Premen
Motivo de neoadyuvan
Céancer de mama operable
cer de mama local
Motivo de consulta
Cribado 19,0
SICINES
Estadio clinico
1A
1B
A
1B

Estadio clinico tumor primario
T1-2 43,0
T3-4
Estadio clinico ganglionar
NO-1
N2-3
Tipo histolégico
Ductal 93,4
Lobulillar
Otros
Grado histolégico
Gl-11
Glll
No disponible
Afectacion linfovascular

74,4

18,2
No disponible

Carcinoma in situ en BAG diagnéstica
Ausente
Presente
No disponible

Receptores estrégenos y progesterona
No hormonosensible 32,2
Hormonosensible 66,1
No disponible

Sobreexpresion Her2
Negativo
Positivo
No disponible

Triple negativo
No 74,4
Si 21,5
No disponible

Subtipos IHQ pre-quimioterapia
Hormonosensible
Hormonosensible HER2+
HER2NEU+
Triple Negativo
No disponible

Estudio axilar al diagnéstico
Axila clinicamente palpable 51,0
Axila ecograficamente positiva 67,5
Axila ecograficamente dudosa 4,2
PAAF positiva 72,8
BSGC realizada 23,1
Positividad BSGC 7,4

En cuanto al tipo de cirugia realizada tras la quimioterapia, la tasa de cirugia
conservadora fue 41,3%, si bien se realiz6 ampliacion de mérgenes en el 2,5% de las
pacientes y el 4% de las mismas requiri6 una mastectomia de rescate tras la cirugia
conservadora inicial. Se realizé linfadenectomia en el 86% de las pacientes, obteniéndose al
menos diez ganglios linfaticos en el 97,5% de los casos (tabla 16).
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Tabla 16. Datos de tratamiento
121 100%

Esquema de tratamiento
ACx4 — Docetaxelx4 97 80,2
Antraciclinas y Paclitaxel semanal 10 8,3
Esquemas sin antraciclinas 2 1,7
Esquemas con antraciclinas sin taxano 4 3,3
Esquemas antraciclinas y taxanos concomitantes 8 6,6

Quimioterapia adyuvante
No 107 88,4
Si 14 11,6
Tratamiento con Trastuzumab
No 99 81,8
Neoadyuvante y adyuvante 17 14,0
Solo adyuvante 5 4,1
Cirugia
Mastectomia 62 51,7
Cirugia conservadora 50 41,3
Cirugia conservadora y mastectomia de rescate 5 4,1
Cirugia conservadora y ampliacion de margenes 3 2,5
No disponible 1 0,8

Linfadenectomia
<5 ganglios resecados

6-9 ganglios resecados 104 86,0
10-15 ganglios resecados 1 0,8
16-20 ganglios resecados 2 1,7
21-25 ganglios resecados 28 23,1
>25 ganglios resecados 29 24,0
No disponible 19 15,7
25 20,7

2 1,7

Respuesta a la guimioterapia vy relacién con las caracteristicas clinico-
anatomopatolégicas tumorales.

Se alcanzé un 17,4% de respuestas completas patoldgicas (RCp), definida como
ypTO/ypTis ypNO; en el 20,8% de las pacientes se objetivd RCp a nivel del tumor primario y
hasta 26,4% de RCp axilares. La distribucidn de estadios patolégicos tras la QTn fue: 17,4%
estadio 0; 9,9% estadio 1A; 24% IIA; 16,5% 1IB; 22,3% IlIA; 2,5% IIIB y 5,8% estadio IlIC. En el
estudio IHQ del tumor residual se han encontrado los siguientes datos: 17,4 % de los tumores
con negatividad en receptores de estrdgeno, en receptores de progesterona o ambos; 6,6 %
con sobreexpresion de Her2. Los resultados de la clasificacion IHQ del tumor residual son los
siguientes: 52,1% hormonosensibles; 5% hormonosensibles Her2+; 2,5%, Her2+; 13,2% triple
negativo; el 6,6% de las pacientes no eran clasificables por falta de alguno de los datos (tabla
17). Por tanto, se observé un mayor porcentaje de hormonosensibilidad y una menor frecuencia
de Her2 en el tumor residual.
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Tabla 17. Datos anatomo-patolégicos del tumor residual.

Estadio patolégico
0

1A

1B

1A

1B

A

1B

nc

No disponible
Respuesta completa patolégica

RCp global (ypTO/Tis ypNO)

RCp tumor primario (ypTO/Tis)

RCp ganglionar (ypNO)
Estadio patolégico tumor primario

ypTo

ypTis

ypTmic

ypTla

ypT1lb

ypTlc

ypT2

ypT3

ypTda

ypT4b

ypT4c

ypT4d

ypTx

No disponible
Estadio patolégico gangliol

pNOi-

pNoi+

pN1mic

pNla

pN1b

pNic

pN2a

pN2b

pN3a

pN3b

pN3c

No realizada linfadenectomia
Grado histolégico

Gl

(e]]]

Gl

No disponible
Multicentricidad en tumor residual

Ausente

Presente

No disponible
Afectacion linfovascular

No disponible
Multifocalidad en tumor residual

Ausente

Presente

No disponible
Carcinoma in situ en tumor residual

Ausente

Presente

No disponible
Receptores estrégenos y progesterona

No hormonosensible

Hormonosensible

No disponible (RC|
Sobreexpresion HER2NEU

Negativo

Positivo

No disponible
Triple negativo

Subtipos IHQ en el grupo sin RCp
Hormonosensible
Hormonosensible HER2+
HER2NEU+
Triple Negativo
No disponibles
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1.2. Estudio del valor predictivo de respuesta de las
caracteristicas tumorales.

En el analisis de la tasa de RCp segun el fenotipo tumoral se objetivan diferencias
significativas entre los diferentes subtipos, (tabla 18) estadio patolégico 0 (p<0,001 y la RCp en
el tumor primario (p<0,001), aunque no para la RCp axilar (p=0,4).

Tabla 18. Relacion de la respuesta patologica con fenotipo tumoral

N Estadio RCp tumor RCp ganglionar
patolégico 0 primario
Todas las pacientes 121 (100%) 21 (17,4%) 25 (20,8%) 32 (26,4%)
Hormonosensibles 61 (50,4%) 2 (3,3%) 3 (4,9%) 12 (19,7%)
Hormonosensibles HER2+ 16 (13,2%) 3 (18,8%) 3 (18,8%) 4  (25,0%)
Her2+ 13 (10,7%) 8 (61,5%) 8 (61,5%) 6 (46,2%)
Triple negativo 26 (21,5%) 7 (26,9%) 7 (26,9%) 10 (38,5%)

En el analisis univariante de las caracteristicas clinico-patologicas en relacién con la
RCp encontramos que la hormonosensibilidad, el grado histolégico tumoral, la sobreexpresion
de Her2 y los subtipos IHQ tumorales eran factores predictivos de RCp (tabla 19).

Tabla 19.

Andlisis univariante: caracteristicas clinico-anatomopatolégicas y
RCp

Variable independiente p OR IC 95%
Inferior-superior
020 187  071- 4091
065 075  022- 257
059 130  049- 341
031 166  061- 448
033 159  061- 411
09 103  029- 3,67
0006 614  1,68-2240
011 018  002- 149
00001 013  0,04- 0,37
0001 522  183-1449
00004 208  138- 3,14

Para el andlisis multivariante de la RCp se han incluido el fenotipo tumoral (que incluye
tanto la hormonosensibilidad como el Her2) y el grado histolégico, manteniendo Unicamente el
fenotipo tumoral el valor predictivo para RCp (tabla 20).

Tabla 20.

Analisis multivariante: caracteristicas clinico-anatomopatol6gicas y RCp

Variable independiente p OR IC 95%
Inferior-superior

Grado histolégico 0,075 3,49 0,88 — 13,81
0006 1,87  119- 293

61



1.3. Estudio del valor prondéstico de las caracteristicas
tumorales.

La mediana de seguimiento de las pacientes ha sido de 60 meses (punto de corte en
Noviembre 2012). Aun no se ha alcanzado la mediana de la supervivencia global (SG), de la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) ni de la supervivencia libre de enfermedad a distancia
(SLED).

El 18% (n=22) de las pacientes han fallecido: 19 de las pacientes fallecidas murieron
debido a la enfermedad, una paciente murié por toxicidad durante el tratamiento (fiebre
neutropénica), una paciente murié por insuficiencia cardiaca y una paciente muri6 a causa de
un carcinosarcoma uterino que desarroll6 durante el seguimiento del cancer de mama. Se ha
observado un 23,1% de recaidas: el 13,3% fueron a distancia, el 5,8% locales y a distancia de
forma concomitante, y el 3,3% recaidas locales. La recaida a distancia méas frecuente fue en
localizacién 6sea (9,2%), seguida de la recaida pulmonar (7,5%) y la ganglionar (6,7%) (tablas
21y 22). Enlafigura 10 se muestran las curvas de supervivencia en el grupo completo.

Tabla 21. Recaidas ] ]
I 121 100%

Recaida

Totales 23,1
Locales 3,3
Contralateral 0.8
A distancia 13’3
Local y a distancia 5’ 8

Tabla 22. Recaidas a distancia
121 100%

Recaidas a distancia

Pulmonar 9 7,5
Osea 11 9,2
Hepatica 6 50
Ganglionar 8 6,7
Cerebral 3 2,5
Otras 3 2,5

En el andlisis de supervivencia realizado se ha objetivado que la presencia de RCp
ganglionar es factor de buen pronéstico para SLE (p<0,001), SLED (p<0,001) y SG (p=0,02).
Ademas, la existencia de RCp global es factor de buen prondstico para SLE (p=0,04) (figura
11). En el analisis realizado segun las caracteristicas clinico-patolégicas relevantes se ha
demostrado que la presencia de afectacion linfovascular al diagndstico se correlaciona con
peor SLE (p=0,03) y SLED (p=0,04); ademés, la afectacion ganglionar voluminosa al
diagnéstico ha sido identificada como factor de mal prondstico para SG (p=0,01), SLE
(p=0,004) y SLED (p=0,002) (tabla 23).
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Tabla 23. Andlisis de supervivencia segun las caracteristicas anatomoclinicas al

diagnostico.

(log-rank) (log-rank) (log-rank)
p=0,04 p=0,06 p=0,68
p=0,00006 ~ p=0,00001 p=0,02
p=0,16 p=0,23 p=0,86
p=0,26 p=0,78 p=0,10
p=0,09 p=0,23 p=0,11
p=0,03 p=0,04 p=0,11
p=0,74 p=0,92 p=0,73
p=0,43 p=0,91 p=0,22
p=0,16 p=0,13 p=0,31
p=0,06 p=0,07 p=0,12
p=0,004 p=0,002 p=0,01
p=0,75 p=0,82 p=0,58
p=0,33 P=0,17 p=0,35

Figura 10. Curvas de SLE y SG.
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Para el andlisis multivariante para SLE se realizé una regresion de Cox, incluyendo las
diferentes caracteristicas clinico-anatomopatolégicas no interrelacionadas que hubieran
demostrado valor pronéstico para SLE en el andlisis univariante. EI modelo final incluyé el
estadio clinico ganglionar al diagnéstico y la RCp tras la QTn, mientras que el fenotipo tumoral
perdioé su valor independiente para la SLE (tabla 24). En el andlisis multivariante para la SG
solamente el estadio ganglionar al diagnéstico conservé su valor predictivo independiente.

Tabla 24. Analisis multivariante: caracteristicas clinico-anatomopatoldgicas y
supervivencia.

Variable independiente IC 95% IC 95%
Inf - sup Inf - sup

284 125-643 001 386 1,38-10,77
010 001-079 014 021 0,02- 1,70
122 090- 165 034 120 081- 1,76
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Figura 11. Curva de SLE seglin RCp.
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1.4 Conclusiones del estudio de las caracteristicas
tumorales.

En esta serie se han analizado 121 pacientes diagnosticadas de cancer de mama
estadio II-ll tratadas con QTn con antraciclinas y taxanos. Se alcanzé un 17% de RCp

(ypTO/ypNO), los subtipos tumorales Her2 y triple negativos fueron los que alcanzaron mayor
tasa de RCp.

El fenotipo tumoral es factor predictivo de RCp (p=0,006).

La RCp es factor de buen pronostico para SLE (p=0,02) y la afectacion ganglionar
voluminosa es factor de mal prondstico para SLE (p=0,01) y SG (p=0,01).
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2. ESTUDIO DE LA INFILTRACION LINFOCITARIA BASAL.

2.1. Estudio descriptivo de la infiltracion linfocitaria
basal.

En 93 pacientes (76%) se dispuso de muestra valida y suficiente para construir un
microarray de tejidos con muestras pareadas previas y posteriores a la QTn. En el 94% de las
muestras incluidas en el microarray se ha podido hacer una cuantificacién microscopica y
analisis digital de las imagenes adecuada.

Se han analizado los datos de infiltracion linfocitaria pre-QT, segln las subpoblaciones
de linfocitos CD3, CD4, CD8, FOXP3, CD20 y CD68 (tabla 11). La infiltracion media por CD3
pre-QT ha sido de 172,33 (+334,5), con una mediana de 35 CD3/mm? La media de CD4/mm?
pre-QT fue de 67 (+123,9), con una mediana de 4,6 CD4/mm?. La infiltracién media por CD8
era de 30,2 CD8/mm?® (+101,9), con una mediana de 0,0 CD8/mm®. Se ha observado una
infiltracion media de 6,9 FOXP3/mm? (+17,9), con una mediana de 1,3 FOXP3/mm®. La media
de CD20 pre-QT fue de 42,08 CD20/mm?® (+83,0), con una mediana de 1,2 CD20/mm®. La
infiltracion por CD68 pre-QT fue de 33,9 CD68/mm” (+45,0), con una mediana de 18,9
CD68/mm°. Se ha determinado la tasa de ausencia de infiltracién linfocitaria segin las
diferentes subpoblaciones, es decir, el porcentaje de tumores que al diagnostico no presentaba
infiltracion por alguna de las subpoblaciones de TIL; los resultados fueron: 12% de los tumores
no tenian TIL CD3, 21% de los tumores sin infiltracion por CD4, 76% de los tumores no
presentaban células CD8, 24% FOXP3, 28% CD20 y 10% de los casos no mostraban
infiltracion por CD68 al diagnéstico.

Asi mismo, se han correlacionado las subpoblaciones linfocitarias pre-QT con las
caracteristicas principales clinico-anatomopatoldgicas del tumor; en general no hay relacién
estadisticamente significativa entre ambas (tabla 11). Como excepciones, hay que destacar
que la infiltracion pre-QT por CD68 es mayor en tumores cT3-4 (p=0,02) que en tumores cT2-
T1; también es mayor en tumores no hormonosensibles (p=0,01) y muestra una tendencia
similar, pero no significativa, en tumores HER2+ (p=0,06). Ademas, la infiltracibn por
macrofagos (CD68) tiende a ser mayor, de nuevo sin alcanzar significacion estadistica, en los
subtipos tumorales IHQ HER2+ y triple negativos (p=0,06) que en el resto de los subtipos
tumorales. En el analisis realizado de las subpoblaciones de TIL en relaciéon con la edad
encontramos que la media de infiltracién por CD8 pre-QT era mayor en mujeres mayores de 40
afios (p=0,04) que en mujeres menores, mientras que en mujeres mayores de 40 afos la
infiltracion por CD20 es en el 100% de los casos mayor a la media de infiltracién (p=0,05). En la
tabla 25 se muestra la infiltracion linfocitaria pre-QT por las diferentes subpoblaciones de TIL,
segun las principales caracteristicas clinico-anatomopatolégicas del tumor.
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Tabla 25. Subpoblaciones linfocitarias y caracteristicas clinico-anatomopatolégicas del tumor al diagnéstico.

Estatus menopausico

Premenopausia 126,40 + 213,74 6516 + 116,17 52,11 + 136,19 382+ 60 41,42 + 86,61 36,83 + 53,01
Postmenopausia 21221%41067 69,23 % 131,73 11,20 + 52,86 0,04 * 241 42,69 + 80,84 31,29+ 37,18
p=0,47 p=0,32 “p=0,15 p=0,82 p=0,98 p=0,83

Tipo histolégico
Ductal
Lobulillar

Estadio clinico

1A 69,80 + 655,99 82,34 +141,24 39,69 + 94,39 6,52 + 20,37 14,01 + 35,85 14,53 + 18,19
1B 167,04 + 276,15 81,28 + 146,92 20,65+ 73,42 6,79+ 8,42 58,78 + 99,09 38,08 + 46,98
A 59,27 + 80,58 56,23 + 120,51 49,08 + 149,87 7,34 + 26,56 25,88 + 73,23 41,56 + 58,40
s 6152 + 87,49 18,30 + 34,77 27,95 + 55,90 6,38+ 8,12 420+ 7,43 45,75 + 45,91
lnc 237,29 + 237,73 65,67 + 96,43 226+ 7,31 719+ 8,91 83,91 +101,89 30,47 + 35,51

p=0,09 p=0,87 p=0,73 p=1,00 p=0,12 p=0,56
cT1-cT2 248,04 + 467,68 65,81 + 113,96 48,50 +136,14 4,97 + 13,29 52,18 + 97,67 23,27 + 37,92
cT3 -cT4 120,05 + 186,55 68,39 + 131,69 18,23 + 70,50 8,45 + 20,85 35,11 + 71,69 41,83 + 48,78

p=0,24 p=0,44 p=0,77 p=0,42 p=0,48 p=0,02
cNO-cN1 186,92 + 386,58 81,70 + 141,51 31,03 + 92,09 5,22 +11,83 29,88 + 70,01 31,98 + 47,31
cN2-cN3 143,74 + 200,88 39,74 + 75,00 28,85 + 119,75 10,39 +26,20 64,53 +100,58 37,62 + 41,40

p=0,38 p=0,29 p=0,49 p=0,38 p=0,72 p=0,48

Grado histolégico

Gl-1
Gl
Afectacion linfovascular
Ausente 191,12 + 361,43 70,51 + 131,89 34,38 + 111,34 7,59 + 19,72 44,27 + 84,91 36,56 + 48,70
Presente 88,47 + 151,15 51,16 + 72,42 11,21 + 31,08 4,06 + 3,65 32,32 + 76,57 23,15 + 24,10
p=0,23 p=0,90 p=0,66 p=0,29 p=0,56 p=0,64
Hormonosensibilidad
No
Si
Sobreexpresion Her2
Negativo 169,34 + 359,42 51,19 +101,74 35,18 + 112,50 6,22 + 12,27 35,53 + 78,08 27,10 + 40,97
Positivo 188,41 + 277,85 109,73 + 163,09 18,97 + 71,98 9,07 + 27,70 60,56 + 95,53 50,68 + 51,98
p=0,65 p=0,25 p=0,58 p=0,83 p=0,14 p=0,06

Subgrupos IHQ
RE+ y/o RP+y Her2-
RE+ y/o RP+y Her2+
RE-y RP-y Her2+
RE-y RP-y Her2-
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2.2. Estudio del valor predictivo de respuesta de la

infiltracion linfocitaria basal.

Se ha analizado la posible asociacion existente entre la infiltracién por linfocitos y
macroéfagos pre-QT con la respuesta inducida por quimioterapia neoadyuvante. Los datos mas
relevantes de este analisis son los siguientes:

Relaciéon de lainfiltracién linfocitaria pre-QT con la respuesta al tratamiento.

Los niveles mas elevados de TIL pre-QT: CD3 (324 vs. 138 CD3/mm?, p<0,001), CD4
(147 vs. 48 CD4/mm?, 40:0,003), FOXP3 (8,4 vs. 6,6 FOXP3/mm? p=0,01) y CD20 pre-QT
(92,8 vs. 30,7 CD20/mm*, p<0,001) se asocian a la aparicion de respuesta completa patoldgica
tras QT neoadyuvante (tabla 26).

Tabla 26. TIL pre-QT y RCp

TIL/mm® pre-QT [RIGIEL RCp No RCp p
mediat+DE
CD3
(n=71) (n=13) (n=58)
172,33 + 334,50 324,33 + 233,18 138,26 + 345,70 0,0004
CD4
(n=73) (n=14) (n=59)
67,33 + 123,89 146,94 + 161,77 48,44 + 106,28 0,003
CD8
(n=73) (n=13) (n=60)
30,25 + 101,97 358+ 12,93 36,03 + 111,65 0,15
FOXP3
(n=68) (n=13) (n=55)
6,97 + 17,98 8,37+ 9,26 6,63 + 19,53 0,01
CD20
(n=71) (n=13) (n=58)
42,08 + 83,05 92,82 + 94,10 30,71 + 76,73 0,0002
(n=12) (n=49)
55,65 + 65,73 28,60 + 37,48 0,12

CD68
(n=61)
33,92 + 45,09

Debido a este hallazgo, se ha calculado la diferencia de RCp existente entre los
tumores con alta y baja infiltracion linfocitaria al diagnéstico. Para ello se ha establecido como
punto de corte la media de infiltracién linfocitaria tumoral, para cada subpoblacion linfocitaria
(tabla 27). Se ha objetivado, que al igual que en la totalidad de la muestra, la tasa de RCp en
cada subtipo de TIL est4 en torno al 20%. En los tumores con infiltraciéon por CD3, CD4 y CD20
mayor a la media de infiltracion se muestra que la tasa de RCp se duplica respecto a la tasa de
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RCp objetivada tras la QTn en tumores con infiltraciones menores a la media, siendo este
incremento significativo, CD3 (p<0,001), CD4 (p<0,001), CD20 (p<0,001).

Tabla 27. Andlisis de la tasa RCp segun TIL > media.

TIL > media Tasade repuesta  RCp (%) p
no RCp VS. RCp TIL > media vs. TIL > media
81,7 vs. 18,3 69,2 vs. 30,8 0,0002
80,8 vs. 19,2 64,3 vs. 35,7 0,0003
82,2 vs. 17,8 7,7vs. 92,3 0,49
80,9 vs. 19,1 38,5vs. 61,5 0,16
81,7 vs. 18,3 61,5vs. 38,5 0,0004
80,3vs. 19,7 50,0 vs. 50,0 0,26

Estudio de laimportancia de la ausencia de infiltracién linfocitaria al diagndstico.

Algunos tumores no presentaban infiltracion linfocitaria (TIL=0) por algunas de las
subpoblaciones de TIL. Como ya se ha explicado, el porcentaje de este hecho es variable,
segun las diferentes subpoblaciones, y conlleva una disminuciéon de la tasa de RCp variable
segun las diferentes subpoblaciones de TIL. La ausencia de infiltracion por CD20 (p=0,01) y por
FOXP3 (p=0,02) conlleva una disminucion significativa de la tasa de RCp objetivada en cada
subtipo (tabla 28).

Tabla 28. Analisis TIL=0y RCp

N (%) Tasa de repuesta RCp (%) p
No RCp vs. RCp (%)  TIL=0vs. TIL>0

15 (12%) 81,7 vs. 18,3 7,7vs. 92,3 0,19
26 (21%) 80,8 vs. 19,2 14,3 vs. 85,7 0,06
56 (76%) 82,2vs. 17,8 92,3vs. 7,7 0,14
29 (24%) 80,9 vs. 19,1 15,4 vs. 84,6 0,02
35 (28%) 81,7 vs. 18,3 7,7vs. 92,3 0,01
12 (10%) 80,3 vs. 19,7 16,7 vs. 83,3 0,77
10 (8,3%) 80,9vs. 19,1 7,7vs. 92,3 0,43

*TILa (CD4 + CD8 + CD3 + CD20)

Andlisis de ratios entre poblaciones linfocitarias tumorales como_factor
predictivo de respuesta.

A continuacion se exponen los datos del andlisis realizado de las ratios FOXP3/CDS8,
FOXP3/CD3, CD4/CD8 y CD68/CD8, en base a la importancia de la interaccion entre las
diferentes subpoblaciones linfocitarias comentado previamente. En esta serie, las pacientes
gue obtuvieron una RCp presentaban una ratio FOXP3/CD8 (p=0,009) méas elevada que las
pacientes que no presentaron RCp con la QTn (tabla 29). Por el contrario, no se ha encontrado
una asociacion con la respuesta al tratamiento y la ratio FOXP3/CD3. En el analisis la ratio
CD4/CD8, las pacientes con RCp tras la QTn presentaban ratios mayores que las no
alcanzaron RCp (p<0,001).

En el analisis realizado se pone de manifiesto que los tumores que alcanzan RCp tras

la QTn presentan ratios més elevados de CD4/CD8 (p<0,001), FOXP3/CD8 (p<0,001),
CD68/CD8 (p=0,04) respecto a los tumores que no presentan RCp (tabla 29).
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Tabla 29. Relacion entre el Ratio de poblaciones linfocitarias y RCp

RATIOS RCp completa
(media + DE)

RCp t. primario RCp axilar

CD4/CD8

No RCp 168,09+ 447,68 168,09+ 447,68 155,62 + 425,41
RCp 1576,02+1631,77 1576,02+1631,77 487,62 + 836,36
p=0,0001 p=0,0001 p=0,07
FOXP3/CD3
No RCp 3,85+ 18,71 3,85+ 18,71 4,26 + 21,07
RCp 0,11+ 0,27 0,11+ 0,27 0,21+ 0,36
p=0,44 p=0,44 p=0,16
FOXP3/CD8
No RCp 59,92 + 195,63 59,92 + 195,63 72,74 + 232,03
RCp 82,29 + 93,91 82,29 + 93,91 39,48 + 61,33
p=0,009 p=0,009 p=0,42
CD68/CD8
No RCp 184,40+ 297,27 184,40+ 297,27 260,37+ 369,08
RCp 546,12+ 665,69 546,12+ 665,69 335,14+ 572,97
p=0,04 p=0,04 p=0,81

Andlisis univariante y multivariante del valor de la infiltracién linfocitaria como
factor predictivo de la respuesta (RCp) al tratamiento neoadyuvante.

Para analizar el valor predictivo de la infiltracion linfocitaria para la RCp se han usado
modelos de regresién logistica en los que la infiltracion por las distintas poblaciones fue incluida
como variable dicotémica utilizando la media como punto de corte para la infiltracién por TIL
pre-QT. En el andlisis univariante para la RCp se confirma el valor predictivo de RCp que
tienen la infiltracion tumoral por TIL alta pre-QT (mayor de la media de infiltracion) de CD4
(p=0,001), CD3 (p=0,001) y CD20 (p=0,001). Asi mismo, se demuestra que la ratio de
infiltraciéon tumoral por las diferentes subpoblaciones de linfocitos T también es predictiva de
RCp: la ratio CD4/CD8 es significativa (p=0,01) con una OR de 7,48; la ratio FOXP3/CD8 se
asocia con una OR de 5 a la aparicién de RCp (p=0,02). También la ratio CD68/CD8 (p=0,002)
(tabla 30).

Tabla 30. Analisis univariante: TIL y RCp
Variable independiente P OR IC 95%

Inferior-superior
Infiltracion pre-QT > media

0,001 9,61 2,49 - 37,02
0,001 8,82 2,43 - 31,96
0,46 0,47 0,05- 4,09
0,001 8,71 2,31-32,74
0,16 2,50 068- 9,15
0,26 2,06 057 - 7,41

Ratios pre-QT > mediana

0,01 7,48 1,52 - 36,77
0,16 0,22 0,02 - 1,86
0,02 5,00 1,23 - 20,24
0,02 1,00 1,000-1,003

Se realizdé un analisis multivariante para la RCp tras QTn integrando las variables
clinico-patoldgicas que habian demostrado significacion estadistica en el estudio univariante
para RCp (fenotipo inmunohistoquimico, grado histoldgico) junto con cada uno de los
pardmetros de infiltracion linfocitaria con valor predictivo en el estudio univariante. En la tabla
31 se recogen los valores de OR y nivel de significacion para los modelos multivariantes
construidos con cada una de las variables de infiltracion linfocitaria; en todos los modelos
construidos, el fenotipo mantuvo su valor predictivo de la RCp (con OR entre 2,1y 3,1, y p
entre 0,007 y 0,02), mientras que el grado histolégico no fue significativo en ningin caso.
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Tabla 31. Andlisis multivariante: TIL y RCp
Variable independiente P OR IC 95%

Inferior-superior
Infiltracion pre-QT > media

CD3 0,007 11,70 1,97- ,69,23
CD4 0,005 11,00 2,02 - 59,73
CD38 0,85 0,80 0,78 - ,8,24
CD20 0,005 15,34 2,26 -104,11
FOXP3 0,83 1,18 0,25- 5,40
CD68 0,87 1,12 0,25- ,5,04

Ratios pre-QT > mediana

CD4/CD8 0,01 8,54 1,45 - 50,19
FOXP3/CD3 0,13 0,17 0,01- 1,68
FOXP3/CD8 0,05 4,96 0,99 — 24,95
CD68/CD8 0,23 2,65 0,53 - 13,22

En el andlisis multivariante para la RCp se confirma el valor predictivo de RCp que
tienen la infiltracion tumoral por TIL alta pre-QT (mayor de la media de infiltracion) de CD4
(p=0,005), CD3 (p=0,007) y CD20 (p=0,005). Ademas, solamente la ratio CD4/CD8 (p=0,01) y
la ratio CD4/CD8/CD68 (p=0,01) son predictivas de RCp, mientras que la ratio FOXP3/CD8 se
hallaba al limite de la significacion (p=0,05).

La ausencia de infiltracion linfocitaria tumoral por alguna subpoblacion de TIL es
predictiva de quimiorresistencia (definida como ausencia de RCp). El andlisis univariante para
la ausencia de RCp, en el que se utiliza como variable dicotémica la ausencia o presencia de
TIL demuestra que la ausencia de FOXP3 en el infiltrado tumoral predice quimiorresistencia
con una OR de 5,3 (p=0,04) y que la ausencia de CD20 se asocia con una OR de 17 a la
ausencia de RCp (p=0,008). En el andlisis multivariante para la ausencia de RCp, solamente la
no infiltracion basal por CD20 confirm6 su valor para predecir la quimiorresistencia con una OR
de 70 (p=0,02) (tabla 32).

Tabla 32. Analisis univariante y multivariante: TIL=0y no RCp

TIL=0 IC 95%
Inferior-superior

Analisis univariante

CD3 3,81 0,45 — 32,02
CD4 4,11 0,84 — 20,96
CD8 0,22 0,02- 1,90
FOXP3 5,30 1,07 — 26,18
CD20 17,0 2,07 -139,64
CD68 1,28 0,24 - 6,80
TlLa* 2,34 0,27 - 20,38
Analisis multivariante

CD3 3,68 0,35- 37,68
CD4 4,38 0,76 — 25,08
CD8 0,27 0,02- 2,58
FOXP3 4,84 0,80 - 29,14
CD20 70,75 4,84-1033,51
CD68 0,78 0,10- 5,86
TlLa* 1,73 0,14 - 20,97
*TILa (CD4 + CD8 + CD3 + CD20)
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2.3. Estudio del

linfocitaria basal.

valor pronéstico de la infiltracidn

En el analisis de supervivencia realizado segun las subpoblaciones de TIL pre-QT
(tabla 33), solamente la infiltracién global elevada por linfocitos T (CD3 por encima de la media
de infiltracién) fue identificada como factor de buen pronéstico para SG (p=0,05), SLE (p=0,01)
y SLED (p=0,02) (figura 2). Por el contrario, la ratio FOXP3/CD3 elevada (mayor de la mediana
del ratio) se relacion6 de forma muy significativa con peor SG (p=0,01), SLE (p=0,007) y SLED
(p=0,003) (figura 12 y 13).

Tabla 33. Analisis de supervivencia segin TIL pre-QT

(log-rank) (log-rank)  (log-rank)
TIL pre-QT >media

p=0,05 p=0,01 p=0,02
p=0,09 p=0,16 p=0,18
p=0,20 p=0,49 p=0,54
p=0,20 p=0,29 p=0,20
p=0,93 p=0,91 p=0,97
p=0,57 p=0,83 p=0,81

Ratio TIL pre-QT > mediana

p=0,20 p=0,24 p=0,13
p=0,01 p=0,007  p=0,003
p=0,77 p=0,78 p=0,99
p=0,23 p=0,57 p=0,16

Figura 12. Curvas de SLE y SG segun infiltracién linfocitaria por CD3 pre-QT.
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Figura 13. Curvas de SLE y SG segun ratio FOXP3/CD3 pre-QT.
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Ademas se realiz6 un andlisis de la SLE segun la infiltracién linfocitaria basal y el
fenotipo tumoral al diagnostico; no se han encontrado asociaciones significativas,
probablemente debido al pequefio tamafio muestral de los grupos incluidos en este subandlisis
(tabla 35).

Tabla 35. Andlisis de SLE segun fenotipo tumoral, TIL pre-QT y RCp

TIL pre-QT Hormonosensible Her2 Triple negativo
CD3 p=0,10 p=0,12 p=0,13
CD4 p=0,91 p=0,12 p=0,23
CD8 p=0,93 p=0,59 p=0,32
FOXP3 p=0,31 p=0,21 p=0,34
CD20 p=0,41 p=0,80 p=0,19
CD68 p=0,96 p=0,40 p=0,99
CD4/CD8 p=0,73 p=0,68 p=0,13
FOXP3/CD3 p=0,15 p=0,07 p=0,21
FOXP3/CD8 p=0,98 p=0,80 p=0,55
CD68/CD8 p=0,49 p=0,80 p=0,96

En la tabla 36 se muestran los resultados del andlisis de la ausencia de infiltracion
linfocitaria tumoral basal como factor pronéstico. La ausencia de linfocitos CD20 al diagnéstico
fue un factor de mal pronéstico para SLE (p=0,02) y SLED (p=0,03) (figura 14).

Tabla 36. Analisis de supervivencia segun TIL pre-QT = 0.
TIL=0 SG SLE SLED

(log-rank) (log-rank)  (log-rank)
CD3 p=0,21 p=0,09 p=0,06
CD4 p=0,11 p=0,31 p=0,19
CD8 p=0,20 p=0,45 p=0,53
FOXP3 p=0,68 p=0,68 p=0,93
CD20 p=0,09 p=0,02 p=0,03
CD68 p=0,29 p=0,31 p=0,25
TlLa p=0,15 p=0,30 p=0,24

*TILa (CD4 + CD8 + CD3 + CD20)
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Figura 14. Curvas de SLE y ausencia de infiltracion basal por
CD20.
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Por dltimo se realizé un analisis multivariante para SLE y SG donde se incluyeron las
variables que habian demostrado valor en el estudio multivariante clinico (SLE: RCp y cN2-3;
SG: cN2-3) y los distintos parametros de infiltracion linfocitaria con valor pronéstico para SLE
en el andlisis univariante. La ratio FOXP3/CD3, la infiltracion pre-QT por CD3 y la ausencia de
de infiltracion pre-QT por CD20 perdieron su valor pronéstico de forma independiente en el
andlisis multivariante, si bien se acercaron a la significacion estadistica especialmente en el
caso de la ratio FOXP3/CD3 (p=0.06) (tabla 37).

Tabla 37. Analisis multivariante TIL y supervivencia (SLE y SG)
SLE SG
Variable independiente p OR IC 95% p OR IC 95%
Inf - sup Inf - sup

FOXP3/CD3 alto

0,27 0,30 0,38- 235

0,01 506 147-17,35 0,07 8,69 1,80—41,93
0,06 290 091 - 961 006 341 091 -1272

Ausencia CD20

0,49 046 0,05 4,30

0,005 558 1,69-1838 0,06 889 1,85-4265
0,09 333 082-1356 022 297 050-17,41



2.4 Conclusiones del estudio de la infiltracidn linfocitaria
basal.

Los resultados obtenidos en el estudio de la infiltracion linfocitaria basal se pueden
resumir de la siguiente manera:

Estudio descriptivo de la infiltracién linfocitaria basal.

» La infiltracion del cancer de mama por las diferentes subpoblaciones de TIL y
macroéfagos, en general, no tiene relacion estadisticamente significativa con las
caracteristicas clinico-anatomopatolégicas al diagnostico del mismo. Como
excepciones hemos encontrado:

»  Mayor infiltracién por CD68 (p=0,04) y CD20 (p=0,05) en mujeres mayores de
40 afios.

» Lainfiltracion por CD68 es mayor en tumores cT3-T4 (p=0,02).

» La infiltracion por macréfagos (CD68) es mayor en los subtipos tumorales IHQ
HER2+ y triple negativos (p=0,006); a pesar de ello, no hay ningun patrén de
infiltracion linfocitaria especifico segun el subtipo IHQ de cancer de mama.

Estudio _de la infiltraciéon linfocitaria basal. Estudio del valor predictivo de
respuesta. Estudio del valor prondstico.

Las pacientes diagnosticadas de cancer de mama sometidas a QTn con RCp
presentaban, respecto a las pacientes que no presentaron RCp con la administracion de QTn:
o Mayores niveles de infiltracion linfocitaria pre-QT por CD3 (p=0,0004), CD4
(p=0.003), FOXP3 (p=0,01) y CD20 (p=0,0002).
o Ratio pre-QT mas elevadas CD4/CD8 (p=0,0001), FOXP3/CD8 (p=0,0009),
CD68/CD8 (p=0,04).

La infiltracion por CD3 (p=0,0002), CD4 (p=0,0003) y CD20 (p=0,0004) mayor a la
media de infiltracién se asocia a un aumento significativo de la tasa de RCp. Por el contrario, la
ausencia de infiltracion por CD20 (p=0,01) y por FOXP3 (p=0,02) conlleva una disminucién
significativa de la tasa de RCp objetivada en cada subtipo.

Estudio del valor predictivo de respuesta.

En el andlisis univariante realizado para RCp, son factores predictores de RCp:
o Los niveles altos de TIL pre-QT CD3 (p=0,001), CD4 (p=0,001) y CD20
(p=0,001).
o La relaciéon existente entre linfocitos reguladores, efectores y citotoxicos y
macrofagos FOXP3/CD8 (p=0,02), CD4/CD8 (p=0,01), CD68/CDS8
(p=0,002) y la ratio CD4/CD8/CD68 (p=0,05).
o La ausencia de TIL pre-QT FOXP3 (p=0,04) y CD20 (p=0,008) es factor
predictor de no RCp.
En el andlisis multivariante realizado para RCp, incluyendo el fenotipo tumoral, son
factores predictores independientes de RCp
o Infiltracion tumoral por TIL alta pre-QT (mayor de la media de infiltracion)
de CD4 (p=0,005), CD3 (p=0,007) y CD20 (p=0,005).
o Ratio CD4/CD8 elevada (p=0,01), FOXP3/CD8 elevada (p=0,05) y ratio
CD4/CD8/CD68 (p=0,01).
o Laausencia de CD20 pre-QT predice quimiorresistencia (p=0,02).
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Estudio del valor prondstico.

En el estudio univariante para supervivencia han demostrado relevancia como
factor prondstico los siguientes factores:

Son factores prondésticos positivos:
o La infiltracion tumoral alta por CD3 al diagnéstico es un factor prondstico
positivo para SLE (p=0,01) y SLED (p=0,02).
Son factores prondsticos negativos:
o El ratio de infiltracion FOXP3/CD3 elevado al diagnostico es un factor
pronéstico negativo para SG (p=0,01), SLE (p=0,007) y SLED (p=0,003).
o La ausencia de linfocitos CD20 pre-QT es factor de mal prondstico para
SLE (p=0,02)

En el estudio multivariante se ha perdido la significacion pronostica de dichos
factores.
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3. ESTUDIO DE LA VARIACION DE LA INFILTRACION
LINFOCITARIA CON LA QUIMIOTERAPIA.

3.1. Estudio descriptivo de la variacién de la infiltracion
linfocitaria con la quimioterapia.

La administracién de quimioterapia (antraciclinas y taxanos) produce un descenso
significativo en la infiltracion tumoral por CD4 (p=0,01), CD20 (p=0,04) y CD68 (p=0,03),
mientras que la disminucién no es significativa en la infiltracion por CD3 (p=0,47). Por el
contrario, la quimioterapia da lugar a un aumento en la infiltracion por CD8 (p<0,001) y FOXP3
(p=0,86) en las pacientes estudiadas en este trabajo (tabla 38).

Tabla 38. Variacién de TIL con la QTn

CD3 p=0,47*
pre-QT (n=71)
172,33 + 334,50

post-QT (n=88)

100,43 + 117,43
(n=71)
Variacion
(post-QT - pre- -78,46 + 360,56

CDh4
pre-QT

post-QT

Variacion

CD8 p=0,0001*
pre-QT (n=73)
30,25 + 101,97

post-QT (n=89)
37,03+ 66,65

\EUE)] (n=73)
3,75 +110,74

\EUE)]
p=0,04*
pre-QT (n=71)

42,08 + 83,05

post-QT (n=88)
14,17 + 53,89

\EUE)] (n=71)
-33,86+ 78,03

pre-QT

post-QT

Variacion
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3.2. Estudio del valor predictivo de respuesta de la
variacion de la infiltracion linfocitaria con la
guimioterapia.

Para el analisis de la variacion de subpoblaciones linfocitarias con la quimioterapia se
utilizé como medida la diferencia entre el valor de TlLpesi-qr Y €l valor TlLye.or, de tal manera
gue valores negativos implican un descenso del grado de infiltracion y valores mayores o
positivos de dicha diferencia indican un menor descenso o incluso un aumento de la infiltracién
por TIL. En dicho analisis encontramos que las pacientes con RCp tras la QT presentaban
descensos de los TIL mayores que las pacientes que no habian presentado RCp: CD3; -259 vs
-37 CD3/mm? (p=0,001); CD4; -119 vs. -36 CD4/mm? (p=0,01); CD20 -81 vs. -23 CD20/mm?
(p=0,01); CD68; -36 vs. 0,27 CD68/mm? (p=0,02). Las variaciones de CD8 fresentaron el
sentido contrario y ademas no fueron significativas, CD8; 39 vs. -4 CD8/mm* (p=0,08) y lo
mismo ocurrié con FOXP3; 1,17 vs. 0,3 FOXP3/ mm? (p=0,12). En la tabla 39 se muestran las
variaciones de TIL en la poblacion total, poblacion con RCp y pacientes sin RCp, y ademas se
comparan con los linfocitos pre y post-QT en cada grupo de pacientes.

Tabla 39. Andlisis de la relacién de las variaciones de TIL y RCp

TIL/mm Total RCp No RCp P
media+DE

CD3
pre-QT (n=71) (n=13) (n=58)

172,33 + 334,50 324,33 + 233,18 138,26 + 345,70 0,0004
post-QT (n=88) (n=17) (n=71)
100,43 + 117,43 94,98 + 158,88 101,74 + 106,58 0,25
p=0,47*
Variacion (n=71) (n=13) (n=58)
(post-QT - -78,46 + 360,56 -259,59 + 249,85 -37,87 + 370,61 0,001
CD4
pre-QT (n=73) (n=14) (n=59)
67,33 + 123,89 146,94 + 161,77 48,44 + 106,28 0,003
post-QT (n=88) (n=17) (n=71)
21,99 + 69,64 58,38 + 145,88 13,27 + 27,66 0,31
p=0,01*
Variacion (n=73) (n=14) (n=59)
T- -52,28 + 122,94 -119,93+175,28 -36,23 + 102,52 0,01
CD8
pre-QT (n=73) (n=13) (n=60)
30,25 + 101,97 358+ 1293 36,03 + 111,65 0,15
post-QT (n=89) (n=17) (n=72)
37,03 + 66,65 65,61 + 121,59 30,28 + 43,95 0,35
p=0,0001*
Variacion (n=73) (n=13) (n=60)
- 3,75 + 110,74 39,42 + 46,51 -3,97 + 119,10 0,08
FOXP3
pre-QT (n=68) (n=13) (n=55)
6,97 + 17,98 837+ 926 6,63 + 19,53 0,01
post-QT (n=88) (n=17) (n=71)
16,51 + 85,56 53,73 + 190,42 7,60 + 19,86 0,82
p=0,86*
Variacion (n=68) (n=13) (n=55)
T- 0,48 + 23,03 1,17 + 27,44 0,32 + 2215 0,12
CD20
pre-QT (n=71) (n=13) (n=58)
42,08 + 83,05 92,82 + 94,10 30,71 + 76,73 0,0002
post-QT (n=88) (n=17) (n=71)
14,17 + 53,89 40,83 + 119,40 7,79+ 11,70 0,73
p=0,04*
Variacion (n=71) (n=13) (n=58)
(post-QT - pre- -33,86 + 78,03 -81,31 + 86,12 -23,23 + 72,71 0,01
CD68
pre-QT (n=61) (n=12) (n=49)
33,92 + 45,09 55,65+ 65,73 28,60 + 37,48 0,12
post-QT (n=87) (n=16) (n=71)
39,08 + 70,77 19,44 + 2352 43,51 + 76,98 0,61
p=0,03*
Variacion (n=61) (n=12) (n=49)
(post-QT - pre-QT) -7,04 + 58,85 -36,93 + 62,27 0,27 + 56,24 0,02

80



Para analizar el valor predictivo para la RCp de la variacion de la infiltracion linfocitaria
con la QTn se han usado modelos de regresion logistica en los que la variacion de TIL, definida
como TlLpestor — TlLpe-gr, fue incluida como variable dicotomica utilizando la mediana como
punto de corte. En el analisis univariante para la RCp se confirma que los descensos menores
de la infiltracién por TIL CD4 (p=0,02), CD3 (p=0,01) y CD20 (p=0,01) con la quimioterapia se
asociaban a una menor probabilidad de RCp y por tanto eran predictivos de resistencia al
tratamiento (tabla 40). La relacion de las variaciones de CD8 con la RCp mostrd un sentido
opuesto y no fue significativa.

Tabla 40. Andlisis univariante de la variacion de TIL inducida por la QTny RCp

Variacion de TIL > mediana P OR IC 95%
i Inferior-superior
0,01 0,12 0,02- 0,63
0,02 0,21 0,05- 0,85
0,14 2,57 0,71 - 9,27
0,10 0,35 0,10- 1,24
0,01 0,15 0,03- 0,64
0,22 0,44 0,11- 1,66

En el analisis multivariante para la RCp, que incluy6 el fenotipo tumoral, se confirma el
valor predictivo de RCp obtenido en el estudio univariante para la variaciéon de la infiltracion
linfocitaria: menores descensos de la infiltracion por TIL CD4 (p=0,03), CD3 (p=0,005) y CD20
(p=0,006) (diferencia post-pre mayor de la mediana) con la quimioterapia eran predictivos de la
ausencia de RCp, y, por tanto, de resistencia a la quimioterapia con antraciclinas y taxanos
(Tabla 41).

Tabla 41. Analisis multivariante de la variacion de TIL inducida por laQTny RCp

Variaciéon de TIL > mediana P OR IC 95%
Inferior-superior
0,005 0,06 0,00- 0,43
0,03 0,17 0,03- 0,85
0,21 2,53 0,59 - 10,84
0,33 0,49 0,11 - 2,05
0,006 0,06 0,09- 0,45
0,43 0,54 0,11 - 2,50

Andlisis del impacto de lainfiltracion linfoide en la RCp por subtipos.

A pesar de gque ya se ha demostrado que la infiltracién linfocitaria no tiene relaciéon con
los subtipos IHQ del cancer de mama, se estudié si la variacion inducida por la QT en las
diferentes poblaciones de TIL era diferente segun los subtipos IHQ tumorales. En general los
descensos producidos con la QT en CD3, CD4, CD20 y CD68 en los diferentes subtipos IHQ
son congruentes con lo objetivado en la poblacion general, excepto en los subtipos
hormonosensible Her2+ y triple negativo en los que se produce un amento de las poblaciones
linfocitarias. Este hecho requiere un mayor estudio en poblaciones con una N mayor.

En el andlisis realizado para la asociacion de los cambios de infiltracién linfoide con la
RCp solamente son estadisticamente significativos los descensos de CD4 en los tumores
hormonosensibles y Her2+, asi como las variaciones de CD8 en los tumores luminales y el
descenso de CD68 en tumores Her2+ (tabla 42); aunque es posible que la escasa significacion
de los cambios sea debida al pequefio tamafio muestral en cada subtipo IHQ.
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Tabla 42. Analisis de la variacién de TIL inducida por la QTn y fenotipo tumoral

(n=36) (n=10) (n=10) (n=14)
180,37 + 408,12 79,95 + 103,04 296,86 + 355,28 140,98 + 193,08
(n=45) (n=11) (n=11) (n=20)

83,29 + 94,08 144,22 + 172,16 74,38 + 49,13 126,78 + 150,71

p=0,45 p=0,33 P=0,20 P=0,68

(n=37) (n=10) (n=10) (n=15)
31,00 + 91,94 547 + 14,82 32,46 + 101,56 45,25+ 155,63
(n=46) (n=11) (n=11) (n=20)
26,34 + 34,13 54,52 + 85,63 29,02+ 2358 56,29 + 113,05

p=0,04 p=0,01 p=0,11 p=0,09

CD20
pre-QT (n=35) (n=10) (n=10) (n=15)
26,86 + 57,74 23,31+ 5556 97,81 + 144,44 55,77 + 112,30
post-QT (n=45) (n=11) (n=11) (n=20)
6,89+ 841 15,54 + 16,60 7,50 + 15,50 34,11 +110,83
p=0,22 p=0,79 p=0,07 p=0,48

CD68
pre-QT

post-QT

Asi mismo, a pesar de las limitaciones antes comentadas respecto al tamafio muestral,
han sido analizadas las diferencias existentes en las variaciones linfocitarias con la QT segun
los subtipos IHQ y la existencia o no de RCp (tabla 43). En las pacientes hormonosensibles
Her2+ que no alcanzaron RCp se produce un aumento de CD8 (p=0,03), asi como en las
Her2+ con RCp tras la QT (p=0,04). En las pacientes triples negativas que alcanzaron RCp se
objetivaron descensos estadisticamente significativos de CD3 (p=0,04) y CD68 (p=0,04). Estos
resultados han de ser valorados con cautela dado el pequefio tamafio muestral de cada subtipo
IHQ tumoral.
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Tabla 43. Analisis de la variacion de TIL segun fenotipo tumoral y RCp

TIL/mm*
media+DE

(n=1) (n=2) (n=5) (n=5)
191,46 212,53 + 194,60 389,20 + 308,02 330,76 + 290,06

(n=2) (n=3) (n=6) (n=6)
18,06 + 24,61 97,34+ 6131 58,91 + 42,54 155,52 + 262,72
p* p=0,65 p=0,08 p=0,04

no RCp pre-QT (n=35) (n=8) (n=5) (n=9)
180,05 + 414,08 46,81 + 44,32 204,53 + 409,65 35,55+ 64,51

post-QT (n=43) (n=8) (n=5) (n=14)

86,32+ 95,12 161,80 + 199,93 92,94 + 54,62 114,47 + 7814

p=0,58 p=0,20 p=0,50 p=0,06

pre-QT

post-QT

no RCp

pre-QT (n=1) (n=2) (n=5) (n=5)
0,00 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00 9,32 + 20,86
post-QT (n=2) (n3) (n=6) (n=6)
14,65 + 19,79 64,17 + 30,43 33,06 + 27,53 115,88 +201,90
p* p=0,18 p=0,04 p=0,34
no RCp pre-QT (n=36) (n=8) (n=5) (n=10)
31,95 + 93,09 6,84 + 16,49 64,92 +143,43 63,22 +190,80
post-QT (n=44) (n=8) (n=5) (n=14)
26,87 + 34,68 50,9 + 100,78 24,18 + 19,73 30,75 + 25,70

p=0,06 p=0,03 p=0,68 p=0,13

pre-QT

post-QT

no RCp pre-QT

post-QT

pre-QT (n=1) (n=2) (n=5) (n=5)
48,34 97,74 +115,93 85,81 + 61,32 106,75 +136,50
post-QT (n2) (n3) (n=6) (n=6)
1,53+ 2,17 27,58 + 17,48 326+ 3,78 98,13 +197,80
p* p=0,65 p=0,08 p=0,13
no RCp pre-QT (n=34) (n=8) (n=5) (n=10)
26,23 + 58,49 4,70+ 8,40 109,81+159,21 30,28 + 95,77
post-QT (n=43) (n=8) (n=5) (n=14)
7,1+ 851 11,02 + 14,87 12,60 + 22,87 6,66 + 14,22

p=0,34 p=0,48 p=0,68 p=0,23
| p* dato no disponible, dado el pequefio tamafiomuestral

pre-QT

post-QT

pre-QT

post-QT
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3.3. Estudio del valor prondstico de la variacion de la
infiltracion linfocitaria inducida por la quimioterapia.

En el andlisis prondstico de las variaciones de TIL inducidas por la QTn, solamente
fueron estadisticamente significativos los descensos mayores en la infiltracion tumoral por
CD3 tras quimioterapia, que se comportaron como un factor de buen prondstico para SLE
(p=0,005), SLED y SG (tabla 44). Estos datos apoyan la hip6tesis inicial del proyecto de que las
variaciones producidas por la QT en la infiltracion linfocitaria T basal son un factor relevante
desde el punto de vista pronostico; lo que subraya la idea del efecto inmunolégico de la QT,
especialmente en tumores con infiltracion linfocitaria basal alta (figura 15).

Tabla 44. Andlisis de supervivencia segln la variacion de TIL.

Variacion de TIL > mediana SG SLE SLED
(TILpost.or = TlLpre.or) > mediana (log-rank) (log-rank) (log-rank)
CD3 (post-pre) alto p=0,02 p=0,005 p=0,009
CD4 (post-pre) alto p=0,44 p=0,58 p=0,76
CD8 (post-pre) alto p=0,86 p=0,45 p=0,62
FOXP3 (post-pre) alto p=0,76 p=0,41 p=0,27
CD20 (post-pre) alto p=0,21 p=0,99 p=0,14
CD68 (post-pre) alto p=0,23 p=0,41 p=0,62
Figura 15. Curvas de SLE y SG segun variacion de CD3 tras la QTn.
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En el andlisis multivariante para SLE y SG, en el que se incluyeron las variables
clinicas significativas (SG: cN2-3; SLE: RCp y cN2-3), la variacién de CD3 con la QTn perdi6 su
valor pronostico de forma independiente para SLE y SG (tabla 31), aunque en el caso de la
SLE mostré una tendencia que rozo la significacion estadistica (p=0.08) y una OR clinicamente
significativa (4.54) (tabla 45).

Tabla 45. Andlisis multivariante de las variaciones de TIL y supervivencia.

I sLE SG

Variable independiente p OR IC 95% p OR IC 95%
Inf - sup Inf - sup
063 057  005- 573
0,009 4,95 1,48 — 16,54 0,01 7,81 1,62 — 37,50
CD3 (post-pre) alto 0,08 4,54 0,82- 24,91 0,11 7,17 0,63 - 81,01
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3.4 Conclusiones del estudio de la variacion de la
infiltracion linfocitaria inducida por la quimioterapia.

En el estudio de la variacion de la infiltracion linfocitaria inducida por QT se obtuvieron
los siguientes resultados:

» Con la administracion de QT (antraciclinas y taxanos) las subpoblaciones de TIL
varian de forma significativa. Existe una disminucion significativa en la infiltracién
por CD4 (p=0,01), CD20 (p=0,04), CD68 (p=0,037), mientras que el descenso de
CD3 no fue estadisticamente significativo (p=0,47). Por el contrario, tras la QTn se
produce un aumento en la infiltracion tumoral por CD8 (p=0,0001) y FOXP3
(p=0,86), aunque este Ultimo no es significativo.

» Las pacientes diagnosticadas de cancer de mama sometidas a QTn con RCp
presentaban, respecto a las pacientes que no presentaron RCp con la
administracion de QTn:

o Descensos mayores tras la administracion de QTn en los TIL CD3
(p=0,001), CD4 (p=0,01), CD20 (p=0,01), (p=0,02).

Estudio del valor predictivo de respuesta.

En el andlisis univariante realizado para RCp, son factores predictores de RCp:
o Los descensos altos (mayores de la mediana de descenso) en la infiltracion
linfocitaria producida por la QT en CD3 (p=0,01), CD4 (p=0,02), y CD20
(p=0,01).
En el andlisis multivariante realizado para RCp, incluyendo el fenotipo tumoral, son
factores predictores independientes de RCp
o Descensos importantes (mayores de la mediana de descenso) de
la infiltracibn por TIL CD3 (p=0,005), CD4 (p=0,03), y CD20
(p=0,006) con la quimioterapia.

Estudio del valor prondstico.

Son factores prondsticos positivos:

o EIl descenso elevado de CD3 producido por la QT es un factor
prondstico positivo para SG (p=0,02), SLE (p=0,005) y SLED
(p=0,009). La significacién del descenso de CD3 fue mayor que la
obtenida con su valor pre-QT y con la infiltracién post-QT, lo que
sugiere que el cambio inducido por QT en el perfil de respuesta
inmune es mas relevante que la respuesta inmune basal, lo que
subraya la idea del efecto inmunolégico de la QT, especialmente
en tumores con infiltracién linfocitaria basal alta. El valor pronéstico
del descenso de CD3 se acerca también a la significacién
estadistica en el analisis multivariante (p=0.08).
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4. ESTUDIO DE LA INFILTRACION LINFOCITARIA TRAS LA
QUIMIOTERAPIA.

4.1 Estudio descriptivo de la infiltracion linfocitaria tras la
guimioterapia.

En la tabla 46 se muestran la infiltracion linfocitaria post-QT por las diferentes
subpoblaciones de TIL, segun las principales caracteristicas clinico-anatomopatolégicas del
tumor. Los recuentos de TIL post-QT no se asocian de forma estadisticamente significativa a
ninguna de las variables clinico-patologicas del tumor al diagnéstico con valor pronéstico.
Como excepcién se encontré una mayor infiltracion post-QT de CD8 (p=0,01) y CD20 (p=0,03)
en tumores poco diferenciados (grado 3) al diagnostico. Los recuentos de TIL post-QT tampoco
se asocian de forma estadisticamente significativa a ninguna de las variables
anatomopatolégicas del tumor residual tras la QTn (tabla 47).
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Tabla 46. bpoblaciones linfocitarias post-QTy caracteristicas clinico-anatomopatolégicas del tumor al
diagnagstico.

Estatus menopausico

Premenopausia 108,17 + 105,43 16,82 + 28,89 36,75 + 50,76 25,05 + 117,99 17,64 + 74,36 47,06 + 87,70
Posmenopausia 93,04 + 128,61 26,92 + 93,50 37,29 + 79,78 7,58 + 20,52 10,54 + 13,99 31,29 + 48,77
p=0,07 p=0,16 p=0,42 p=0,96 p=0,07 p=0,94

Tipo histolégico
Ductal
Lobulillar

Estadio clinico

1A 88,29 +127,92 16,55 + 36,67 23,88+ 42,00 8,65+ 24,25 577+ 844 40,13 + 78,92
1B 87,87 + 82,18 15,79 + 30,44 34,20+ 36,13 12,23 + 28,65 11,53 + 15,53 46,04 + 89,69
A 116,98 + 124,14 13,40 + 30,30 33,38+ 57,95 594 + 10,57 6,79+ 9,95 45,70 + 64,62
B 91,81 + 55,66 4,09 + 4,08 21,86 + 19,78 069+ 098 9,84+ 15,63 13,40 + 14,99
nc 109,66 + 166,46 58,69 +153,67 65,99 + 127,56 54,6 + 202,90 41,07+ 127,68 18,66 + 25,34

p=0,89 p=0,27 p=0,44 p= 0,45 p=0,32 p=0,70
cT1-cT2 109,67 + 142,75 30,91 + 100,78 42,55 + 86,16 27,26 + 128,17 22,38 + 80,16 32,77 + 60,34
cT3 -cT4 93,41 + 94,75 15,20 + 28,87 32,72 + 46,66 8,35+ 20,90 7,93 + 14,57 43,75 + 77,86

p=0,76 p=0,84 p=0,77 p=0,68 p=0,23 p=0,27
cNO-cN1 97,52 + 110,56 15,75 + 33,05 33,12 + 48,43 9,72 + 23,88 9,72 + 13,35 41,44 + 78,10
cN2-cN3 106,68 + 132,89 35,34 +113,88 45,55 + 95,68 31,07 + 148,39 23,71 + 93,97 33,83 +51,79

p=0,73 p=0,87 p=0,74 p=0,45 p=0,13 p=0,84

Grado histolégico

Gl-1
Gl
Afectacion linfovascular
Ausente 104,14 + 124,86 24,22 + 75,29 39,19 + 71,98 19,08 + 93,17 16,11 + 58,58 42,01 + 75,54
Presente 80,86 + 65,18 10,17 + 10,17 25,45 + 20,13 294+ 322 3,91+ 5,67 23,82 + 34,96
p=0,93 p=0,46 p=0,89 p=0,74 p=0,14 p=0,40
Hormonosensibilidad
No
Si
Sobreexpresion Her2
Negativo 96,67 + 115,05 21,57 + 77,42 35,42 + 68,81 18,48 + 98,71 15,27 + 62,09 38,83 + 74,70
Positivo 109,30 + 128,61 23,69 + 42,64 41,77 + 62,66 10,84 + 24,30 11,52 + 16,20 33,67 + 53,58
p=0,56 p=0,63 p=0,46 p=0,37 p=0,56 p=0,47

Subgrupos IHQ
RE+ y/o RP+ y Her2-
RE+ y/o RP+ y Her2+
RE- y RP- y Her2+
RE- y RP- y Her2-
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Enfermedad residual
No Enfermedad
Enfermedad

Estadio clinico patolégico
pTmic 47,98 + 42,96 143 + 2,02 1184+ 7,24 198+ 1,07 2,27+ 1,02 4,81+ 6,80
pT1-T2 112,83+ 119,89 16,23 + 32,18 34,49 + 51,13 8,92 + 22,87 8,79+ 12,83 52,02 + 88,90

pT3-T4 85,16 + 69,54 8,01 + 13,49 23,11+ 20,90 534+ 11,94 6,28+ 9,31 29,08 + 40,29
p=0,48 p=0,45 p=0,52 p=0,73 p=0,57 p=0,41
pNmic 162,66 + 161,62 25,79 + 41,53 37,46 + 54,35 16,04 + 34,43 10,04 + 12,93 105,9+191,52
pN1-N2 104,69 + 72,68 6,65+ 9,10 28,65 + 23,07 5,47 + 10,24 9,25+ 12,04 35,40+50,22
78,42+ 60,92 9,79+ 17,03 18,82 + 18,42 193+ 205 1,30 + 1,39 38,05 + 50,76
p=0,28 p=0,08 p=0,58 p=0,27 p=0,34 p=0,20
w ----
Hormonosensibilidad
\[e]
Si
Sobreexpresion Her2
Negativo 103,72+ 112,30 14,76 + 29,56 31,39 + 46,81 8,21 + 21,32 7,67 + 10,96 44,04 + 79,85
Positivo 136,02 + 52,78 7,17 + 4,46 30,52 + 17,07 4,45+ 555 4,80+ 5,26 73,05 + 72,75
p=0,06 p=0,81 p=0,40 p=0,58 p=0,92 p=0,13
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4.2 Estudio del valor pronostico de la infiltracion
linfocitaria tras la quimioterapia.

En el andlisis de la supervivencia segun las subpoblaciones de TIL tras la QTn, se ha
objetivado que las pacientes con niveles mayores de la media de infiltracion por CD68
presentaban peor SLE que las pacientes con niveles menores de CD68 en el tumor residual
(tabla 48) (figura 16).

Tabla 48 . Andlisis de supervivencia segun TIL post-QT

TIL post-QT > mediana Jsi€] SLE SLED
(log-rank) (log-rank) (log-rank)

p=0,95 p=0,08 p=0,33
p=0,75 p=0,69 p=0,51
p=0,98 p=0,51 p=0,47
p=0,14 p=0,58 p=0,72
p=0,08 p=0,82 p=0,82
p=0,71 p=0,03 p=0,17
p=0,82 p=0,79 p=0,58
p=0,15 p=0,06 p=0,08
p=0,55 p=0,82 p=0,59
p=0,23 p=0,57 p=0,16

Se realiz6 también un analisis multivariante para SLE y SG, donde se incluyeron las
variables clinicamente relevantes (RCp y afectacion ganglionar para SLE, afectacion ganglionar
para SG) y los distintos parametros de infiltracion linfocitaria con valor pronéstico para SLE en
el andlisis univariante. La infiltracion post-QT por CD68 (p=0,07 para SLE y p=0,39 para SG)
perdio su significacion en el estudio multivariante.

Andlisis de la infiltracién linfoide en la enfermedad tumoral residual (resistente a

QTn)

El tumor residual tras la QTn podria ser considerado como la fracciéon del tumor
resistente a la quimioterapia, por lo que el analisis de las caracteristicas del infiltrado inmune en
él podria ofrecer informacién vélida sobre cudl es el perfil de respuesta en el microambiente
tumoral que puede mediar la resistencia al tratamiento. El estudio de la infiltracion linfoide
tumoral en aquellas pacientes que no habian conseguido respuesta completa del tumor
primario tras QTn no mostré diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de las
distintas poblaciones linfoides.

El analisis prondstico de la infiltraciéon linfocitaria tumoral en las pacientes que no
alcanzaron RCp confirma el valor pronéstico negativo de la infiltracion residual por CD68
(p=0,05) para la SLE, si bien no hubo diferencias para la SG ni la SLED (tabla 49). En el
andlisis multivariante para SLE, donde se incluyeron las variables clinicamente relevantes, se
confirma el valor prondstico negativo de la infiltracién por CD68 en la neoplasia residual tras
QTn (tabla 50).
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Tabla 49. Analisis univariante de supervivencia segun TIL post-QT en pacientes sin RCp.

TIL post-QT > mediana
p=0,89 p=0,06 p=0,26
~ p=039  p=08  p=064

p=0,73 p=0,21 p=0,19
- ps017  p=069  p=084

p=0,09 p=0,96 p=0,60
~ px077  p=005  p=024
p=0,75 p=0,92 p=0,84
- p=024  p=009  p=013
p=0,94 p=0,97 p=0,79

CD68/CD8 ~ p=020

Tabla 50. Andlisis multivariante de SLE y TIL post-QT en pacientes sin RCp

e sl
Variable independiente [l OR IC 95%

Inf - sup
0,007 3,72 1,43 - 9,65
0,05 2,54 0,96 - 6,67

Figura 16. Curvas de SLE segun CD8 post-QT.
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Andlisis del impacto prondstico de la infiltracién linfoide post-OTn por subtipos.

Por otra parte, los mecanismos de resistencia mediados por la respuesta inmune
podrian ser diferentes en los distintos grupos de neoplasia. Por ello se ha realizado un analisis
pronéstico en funcion del fenotipo tumoral al diagnostico y de la infiltracién linfoide post-QTn
tanto en el conjunto de las pacientes como en aquellas que no alcanzaron la respuesta
completa en el tumor primario y que presentaban tumor residual (tabla 51). Asi, se ha
objetivado que en las pacientes diagnosticadas de cancer de mama subtipo hormonosensible
la infiltraciéon alta post-QT por CD8 (p=0,04), CD20 (p=0,05) y CD68 (p=0,04) es un factor
prondstico adverso para SLE. Ademas en las pacientes con cancer de mama hormonosensible
gue no alcanzaron RCp, la alta infiltracion linfocitaria por CD8 se relaciona con menor SLE
(p=0,04). En las pacientes diagnosticadas de cancer de mama Her2+ la infiltracién linfocitaria
del tumor residual por CD68 es un factor de mal pronostico para SLE, tanto en el conjunto de
estas pacientes (p=0,02), como en el subgrupo que no alcanzé RCp (p=0,04). Los resultados
de este subestudio requieren confirmacion en una serie mayor de pacientes.

Tabla 51. Analisis de SLE segun fenotipo tumoral, TIL post-QT y RCp.

Hormonosensible Her2 Triple negativo

e Total no RCp Total no RCp Total no RCp
p=0,27 p=0,31  p=0,70 p=0,22 p=0,49  p=0,88
p=0,65 p=0,64  p=0,62 p=0,48  p=0,37
p=0,03 p=0,04  p=0,94 p=0,22 p=0,17  p=0,14
p=0,18 p=0,19  p=0,62 p=0,20  p=0,20
p=0,05 p=0,07 p=0,62 = p=0,61  p=0,08 p=0,30
p=0,04 p=0,06 ~ p=0,02 p=0,04 p=0,98  p=0,54
p=0,69 p=0,67 p=0,27 = p=0,61  p=0,58 p=0,48
p=0,29 p=0,34  p=0,62 p=0,12  p=0,20
p=0,99 p=0,90 p=0,90 ' p=0,41 = p=0,43 p=0,55
p=0,15 p=0,15 p=0,90 p=0,61  p=0,97 p=0,88
p=0,52 p=0,51 p=0,55 ' p=0,61  p=0,50 p=0,96
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4.3 Conclusiones del estudio de la infiltracion linfocitaria
tras la quimioterapia.

En el estudio de la infiltracién linfocitaria tras la quimioterapia se han encontrado los
siguientes resultados:

» Los TIL presentes en el tumor residual no se asocian de forma estadisticamente
significativa a ninguna de las variables clinico-patolégicas del tumor al diagnéstico
con valor pronéstico. Como excepcion hayamos una mayor infiltracién post-QT de
CD4 (p=0,05), CD8 (p=0,01) y CD20 (p=0,03) en tumores poco diferenciados al
diagnoéstico.

» Las pacientes que presentaron infiltracion linfocitaria tumoral alta post-QT por
CD68 tras la administracion de QTn presentaron menor SLE (p=0,03).

» Las pacientes sin RCp tras la QTn con alta infiltracion alta pos-QT por CD68
presentan menor SLE (p=0,05). En el analisis multivariante se confirma el valor
prondéstico negativo en estas pacientes.

» El andlisis por subtipos IHQ de cancer de mama ha permitido demostrar un
significado distinto para las distintas poblaciones inmunes en los distintos tipos de
neoplasia:

o En los tumores hormonosensibles son factores prondsticos negativos para
SLE:
e En general, la infiltracion alta post-quimioterapia por CD68
(p=0,04), por CD8 (p=0,03) y CD20 (p=0,05). Ademas, en
pacientes hormonosensibles que no alcanzaron RCp con
la QTn, la infiltracion alta del tumor residual post-QT por
CD8 (p=0,04) se asocia a una disminucion de la SLE

o En los tumores Her2+ la infiltracion alta post-QT por CD68, en el conjunto

de las pacientes (p=0,02), asi como en las pacientes sin RCp (p=0,04) se
asocia con disminucién de SLE.
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En este trabajo se han estudiado 121 pacientes diagnosticadas de cancer de mama
estadio II-1ll sometidas a tratamiento de QTn (antraciclinas y taxanos secuenciales en su mayor
parte), diagnosticadas la mayoria entre 2004 y 2008 y con una mediana de seguimiento de 5
afios. El hallazgo principal de este trabajo ha sido la identificacion de factores predictivos de
respuesta y prondsticos en intima relacion con la infiltracion por células inmunes existente en el
microambiente tumoral, que ademas son independientes de los factores predictivos y
prondsticos clasicos dependientes del propio tumor.

A continuacién se analiza la relevancia tanto de los factores predictivos y prondsticos
dependientes del propio tumor como los dependientes de la infiltracion linfocitaria del tumor
encontrados en este estudio.

1. FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA Y
PRONOSTICOS DEPENDIENTES DEL TUMOR.

Las pacientes incluidas en nuestra serie, en general tienen un perfil similar a las
incluidas en otras series de neoadyuvancia '*’. La tasa de RCp (ypTO/ypTis ypNO) fue del
17,4%: en el 20,8% de las pacientes se objetivd RCp a nivel del tumor primario y hasta 26,4%
de RCp axilares. Estos datos son congruentes con lo publicado en estudios previos *°. Aunque
la definicion estricta de RCp es ypTO ypNO, la inclusién de pacientes sin carcinoma invasor
pero con carcinoma ductal in situ tras la QTn, no modifica significativamente los resultados en
los andlisis de RCp como factor prondstico ** *®®. La distribucién de RCp segun el fenotipo
tumoral al diagnéstico mostré diferencias significativas (p<0,001), dato en concordancia con lo
publicado en la literatura ** % *** *° Barghava y col %, en un estudio con 359 mujeres
diagnosticadas de cancer de mama y tratadas con QTn, observaron que el 13% de las
pacientes alcanzaron RCp y que fueron los subtipos IHQ HER2 (33%) y triple negativo (30%)
los que alcanzaron mayor tasa de RCp. Resultados similares fueron publicados por Rouzier y
col *, que determinaron el perfil de expresion génica de 82 pacientes diagnosticadas de cancer
de mama y tratadas con QTn: el 45% de los tumores Her2 y el 45% de los triples negativos
alcanzaron RCp. En el presente estudio el 61% de los tumores Her2 y el 27% de los triples
negativos alcanzaron RCp con la QTn frente al 3,3% de los hormonosensibles Her2 negativos y
al 18% de los hormonosensibles Her2 positivos.

En este estudio la tasa de cirugia conservadora tras la QTn en pacientes con cancer de
mama fue del 41,3%. En las pacientes con indicacion de neoadyuvancia por carcinoma de
mama operable al diagnéstico no susceptible de cirugia conservadora al diagndstico se realizé
cirugia conservadora tras la QTn en el 62% de las pacientes. Estudios clasicos y muy sélidos
demostraron en su momento el aumento de la tasa de cirugia conservadora en estos tumores
operables de entrada. Rouzier y col *"* analizaron de forma retrospectiva 594 pacientes con
cancer de mama T2-T3 que recibieron tratamiento con QTn: el 48% de las pacientes fue
susceptible de cirugia conservadora tras el tratamiento. Bonadonna *"* estudié 536 pacientes
con cancer de mama incluidas en ensayos prospectivos que incluian tratamiento de QT neo y
adyuvante. En el 62% de las pacientes incluidas con tumores mayores de 5 cm se realizé
cirugia conservadora. En el estudio NSABP-18 ™ se incluyeron 1523 pacientes con cancer de
mama que fueron randomizadas a quimioterapia esquema AC neoayuvante 6 adyuvante. La
tasa de cirugia conservadora fue mayor en las pacientes que recibieron QTn (67,8% vs,
59,7%).

En el analisis de factores predictivos de respuesta (RCp) fueron significativos el grado
histolégico y el fenotipo tumoral. Sin embargo, solamente el fenotipo tumoral se comporté como
factor predictivo independiente en el estudio multivariante (p=0,006). Estos datos reflejan la
relevancia creciente de la clasificacion fenotipica o molecular del cancer de mama, que también
ha sido comunicada por otros autores > ** Yoo '"® analiz6 de forma retrospectiva 276
pacientes diagnosticadas de cancer de mama que habian sido tratadas con QTn: el 16.3% de
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las pacientes alcanzaron RCp, y el subtipo triple negativo fue un factor predictivo de respuesta
independiente (OR= 3,21; p=0,02).

En nuestra serie la RCp y el estadio clinico ganglionar al diagndstico son factores
pronésticos para SLE y la afectacion ganglionar al diagnostico lo es para la SG. El valor
pronéstico de la RCp ha sido demostrado ampliamente por varios grupos. Asi, Kuerer y col "
describen en una serie de 372 pacientes diagnosticadas de cancer de mama localmente
avanzado e incluidas en dos ensayos de neoadyuvancia, que las pacientes diagnosticadas de
cancer de mama en tratamiento con QTn y RCp presentaban mayor SG y SLE que las que no
alcanzaron RCp (SG a 5 afios 89 vs. 64%; SLE a 5 afios 87 vs. 58%), aunque no demuestran
el valor pronostico de la afectacion ganglionar al diagndstico. Yoo 178 en su serie retrospectiva,
previamente comentada, encontré que la RCp se asociaba de forma significativa a mayor SLE
de las pacientes (p=0,008). La relevancia del valor prondstico de la afectacion 9ang|ionar al
diagnéstico en el cancer de mama también ha sido demostrada. Mendoza y col *'° estudian en
una serie retrospectiva de 215 pacientes con cancer de mama (54% estadio precoz y 46%
localmente avanzado) los factores predictores de desarrollo precoz de metéstasis (< 24 meses
tras cirugia y adyuvancia) y concluyen que el tamafio tumoral y la afectacion ganglionar son los
mayores predictores de aparicion precoz de metastasis 6seas y viscerales junto con el fenotipo
triple negativo. Un estudio retrospectivo con mayor nimero de pacientes (813) demuestran que
las pacientes con mayor afectacion ganglionar al diagnéstico presentan menor supervivencia
tras la recaida de la enfermedad (42 meses en NO vs. 20 meses en N1 vs 13 en N2-N3),
confirmando ademas en el andlisis uni y multivariente su valor independiente como factor
predictor de muerte relacionada con el cancer *’’. Resultados similares han sido descritos en
otros estudios *"®.

100



2. FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA Y PRONOSTICO
DEPENDIENTES DE LA INFILTRACION LINFOCITARIA.

2.1 Determinacion de la infiltracion linfoide basal (pre-
guimioterapia).

En los estudios publicados hasta la fecha la determinacion de TIL y sus puntos de corte
son muy variables, y los recuentos de TIL en su mayoria manuales. Este hecho hace
dificilmente interpretables los resultados y podrian ser una dificultad afiadida para la
implantacion de la técnica como parte del estudio anatomopatoldgico rutinario del cancer de
mama. Por ello, la introduccién de sistemas de analisis morfométrico automatizado podria
simplificar su realizacion a la vez que hacer mas objetiva y reproducible la valoracion de cada
caso. En este estudio, el analisis de la infiltracion linfocitaria ha sido por tanto realizado con
este tipo de abordaje: tras un escaneado a alta resolucion con escaner de portas Leica
SCN400F, las imagenes digitalizadas fueron analizadas con un programa de andlisis de
imagen, previa optimizacion de la técnica mediante la comparacién con la evaluacion
anatomopatolégica habitual hasta conseguir recuentos consistentes. Un segundo punto clave
metodoldgico es la localizacion de la infiltracion linfocitaria, dado que algunos trabajos han
evaluado de forma diferenciada los linfocitos intratumorales y los estromales. Sin embargo, las
definiciones son muy variables entre los diferentes estudios *** '* y, por otra parte, esta
distincién no parece ser relevante a la luz de lo publicado por Mahmoud ***y por Loi y col **°,
que determinan que ambos tipos de poblaciones, y probablemente los linfocitos de estroma
peritumoral (cercano y distante) en mayor medida, se asocian con el pronéstico y la respuesta
al tratamiento. En consecuencia, en nuestro estudio no se ha hecho distincién entre los
linfocitos intratumorales y estromales para el recuento de TIL. Por otro lado la determinacion
cuantitativa de la infiltracion linfoide tumoral no es sinénimo de la actividad de los linfocitos
presentes en dicho infiltrado; sin embargo, es un abordaje que puede ser faciimente integrable
en el estudio inmunohistoquimico inicial de la neoplasia, lo cual le confiere un valor afiadido
como potencial marcador clinico predictivo de respuesta y pronéstico. Desde el punto de vista
metodoldgico, la serie estudiada, a pesar de tener un pequefio tamafio muestral que ha sido
limitante en la obtencién de datos significativos en el analisis por subgrupos, es una serie muy
homogénea en cuanto al diagndéstico llevado a cabo en todas las pacientes, tratamiento de QT
y determinacién de respuesta en las mismas, hecho este Ultimo de vital importancia para la
obtencién e interpretacion de los datos.

En este estudio en general no se ha encontrado relacién estadisticamente significativa
entre las subpoblaciones linfocitarias pre-QT y las principales caracteristicas clinico-patoldgicas
del tumor. Como excepciones se ha visto que la infiltracion pre-QT por CD68 es mayor en
tumores cT3-4, en tumores no hormonosensibles, y tiende a ser mayor en los subtipos
tumorales IHQ HER2+ y triple negativos. Los datos publicados previamente respecto a la
relacion existente entre la infiltracion linfocitaria en general y las caracteristicas clinico-
patoldgicas del tumor son heterogéneos y a veces contradictorios entre los diferentes estudios.
Existen datos de que en tumores Her2+ la infiltracion linfocitaria total es mayor **’, asi como la
infiltracion por FOXP3 '*. Ademés los tumores no hormonosensibles se relacionan con
infiltracion por CD8 ** ™% FOXP3 '* y €D20 **'. Por otro lado, la presencia de metastasis
ganglionares axilares y el grado histologico alto se asocian con mas frecuencia a infiltracion
linfocitaria tumoral *** *?> ' Ademas, existen datos de asociacién de diferentes subtipos de
TIL con las caracteristicas del tumor, que en este estudio no se ha demostrado, muy
probablemente debido a las limitaciones que el tamafio muestral para este tipo de subestudios.
Los TIL CD8 se han relacionado con tumores indiferenciados, no hormonosensibles y con
afectacion ganglionar *® *%; la infiltracién por FOXP3 se ha relacionado con tumores HER2+,
indiferenciados y no hormonosensibles **; los TIL CD20 son mas frecuentes en tumores

indiferenciados, no hormonosensibles y basales **".

Por dltimo, en el andlisis realizado de las subpoblaciones de TIL en relacion con la edad
encontramos que la media de infiltracién por CD8 pre-QT era mayor en mujeres mayores de 40
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afios, dato congruente con lo publicado % Ademas en mujeres mayores de 40 afios la

infiltracion por CD20 es en todos los casos mayor a la media de infiltracion, dato que contrasta
con lo publicado por Mahmoud que estudio el impacto prondstico de la infiltracion linfocitaria B
en 1902 mujeres diagnosticadas de cancer de mama, las cuales fueron sometidas a cirugia y
diferentes tratamientos adyuvantes. Encontré que la alta infiltracion por CD20 era inversamente
proporcional a la edad de las pacientes 1% Estos datos no son congruentes con los resultados
de otro estudio publicado 124 en el gue la revision de la anatomia patoldgica de 1919 casos de
cancer de mama intervenidas reveld6 una tasa de infiltracion linfocitaria del 17%
independientemente de la edad de la paciente; sin embargo, en el mismo trabajo se observo
gue en pacientes menores de 40 afios la infiltracion linfocitaria se relacionaba con una mayor
supervivencia de las pacientes. Posiblemente la diferencia en los diferentes estudios del
porcentaje de pacientes jévenes justifique en parte la diversidad de resultados obtenidos en la
posible relacion de la edad y la infiltracion linfocitaria. Ademas, puede que el tamafio muestral
de nuestra serie sea limitante a la hora de encontrar relaciones significativas entre la infiltracion
tumoral y las caracteristicas clinico-anatomopatolégicas del tumor. Sin embargo, el hecho de
que la infiltracién por TIL no esté en relacion con el fenotipo o el estadio tumoral, sugieren que
el tipo de respuesta inmune en el microambiente tumoral no es explicable Gnicamente por otras
caracteristicas del tumor y apoyan su valor independiente predictivo y pronostico.

2.2 Infiltracion linfoide elevada inicial como marcador de
buen prondstico y marcador de respuesta.

En esta serie, los niveles mas elevados de TIL pre-QT: CD3 (p<0,001), CD4 (p=0.003),
FOXP3 (p=0,01) y CD20 pre-QT (CD20/mm?® p<0,001) se asociaron a la aparicién de
respuesta completa patolégica tras QT neoadyuvante. Ademas tanto el anadlisis univariante
como el multivariante confirman el valor predictivo para la RCp de TIL pre-QT CD3, CD4 y
CD20 elevados (mayor de la mediana de infiltracién). Estos datos ponen de manifiesto la
cooperacién entre la respuesta inmune y los efectos del tratamiento (por mecanismos de
liberacion antigénica y de modulaciéon inmune), que aparentemente es mayor en aquellos
tumores que ya tienen una respuesta inmune importante antes del tratamiento. Otras
publicaciones han mostrado resultados similares. Denkert y col ** estudian retrospectivamente
1058 biopsias diagnosticas de pacientes incluidas en estudios multicéntricos de neoadyuvancia
en cancer de mama. Sus resultados muestran que las pacientes con tasa de infiltracion
linfocitaria mayor al 60% presentaban incremento en la tasa total de RCp (40 vs. 7,2%)
respecto a las pacientes con menor tasa de infiltracién linfocitaria al diagnéstico. En el presente
estudio las pacientes con infiltracion linfocitaria (CD3, CD4 y CD20) mayor a la media duplican
la tasa de RCp de forma significativa (tabla 13). Ono y col **° estudiaron 474 pacientes con
cancer de mama estadios II-lll y tratadas con QTn, y encontraron que las pacientes Her2+ y
triples negativas tenian mayor tasa de RCp; ademas, las pacientes triples negativas con altos
niveles de TIL presentaban RCp en mayor medida que las pacientes con bajos niveles de TIL
(37 vs 16%). Ignatidis *** investigd la asociacion entre los moédulos de expresién génica y la
respuesta a la QTn en el cancer de mama. Sus conclusiones fueron que los tumores con alta
expresibon de moédulos de respuesta inmune presentaron mayor tasa de RCp
independientemente del subtipo tumoral. West y col **’ demuestran también en otra cohorte de
cancer de mama no hormonosensible que recibié tratamiento QT neoadyuvante, que las
pacientes con alta expresion genética de mediadores inmunes presentaban mayor tasa de RCp
que las pacientes con baja expresién génica inmune (74 vs. 31%).

La infiltracién elevada inicial por linfocitos como marcador de buen prondstico ya ha
sido demostrada en otras series ** y probablemente traduce la existencia de una respuesta
inmune antitumoral robusta en el microambiente tumoral. En este trabajo solamente los CD3
altos (mayores de la media de infiltracion) se han identificado como factor de buen pronéstico
para SG, SLE y SLED. Este resultado estd en la misma linea de lo publicado por Zhang y col

en cuya serie de 186 canceres de ovario se demuestra que las pacientes cuyos tumores
estaban infiltrados por CD3 al diagndstico tenian una supervivencia mayor a los 5 afios que las
gue no presentaban infiltracion por CD3 (338 vs. 4,5%). Resultados similares han sido
publicados posteriormente por otros autores *** también en cancer de mama. West **’ estudié
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255 pacientes con cancer de mama no hormonosensible tratadas con QT adyuvante: las
pacientes con mayores niveles de infiltraciéon tumoral por CD3 que recibieron antraciclinas
presentaron mayor SLE (p=0,002) que las que tenian niveles menores de CD3. Esta asociacion
no se observé en aquellas pacientes en las que el esquema de quimioterapia no incluia
antraciclinas. El hecho de que tumores con mayor infiltracion linfocitaria tumoral al diagndstico
se relacione con mejor pronostico ha sido también descrito por otros autores 125, 128

Por otro lado y en intima relacidn con lo expuesto, en esta serie, se ha identificado que
la ausencia de infiltracion por CD20 (p=0,01) es un marcador de quimiorresistencia y conlleva
una disminucion significativa de la tasa de RCp objetivada en cada subtipo. Por el contrario,
infiltraciones mayores de la media se relacionan con una mayor tasa de RCp en los tumores
sometidos a tratamiento de QTn. En el estudio de Denkert >, comentado previamente, en el
gue se incluia la determinacién de CD3, CD20 y CXCR3, la alta tasa de infiltracion linfocitaria
fue un factor predictivo de RCp. Ademas, en este trabajo, la ausencia de CD20 en el infiltrado
tumoral es un factor de mal pronostico para SLE (p=0,02); sin embargo, no se ha establecido la
gue la alta infiltracion por CD20 pre-QT sea un factor de buen pronéstico. Estos datos son
congruentes con lo publicado en la literatura: infiltraciones altas por CD20 en pacientes
diagnosticados de melanoma y cancer de ovario son predictivos de buen prondstico % .
Mahmoud ** estudi6 una serie de 1470 pacientes con cancer de mama localizado y tratadas
con cirugia, en la que se demostré que las pacientes con mayor tasa de infiltracion tumoral por
CD20 al diagnéstico presentaron mayor supervivencia especifica por cancer de mama (p=0,03)
y tiempo a la recaida (p=0,001). De los diversos mecanismos que se han involucrado en la
actividad antitumoral que tienen los TIL CD20, destacan principalmente tres: En primer lugar,
los CD20 actuan como células presentadores de Ag a linfocitos CD4 y CD8; de esta forma las
células CD20 se unen a los Ag tumorales a través de moléculas Ig de su superficie y tras
procesarlos presentan los péptidos a los linfocitos T a través del sistema MHC clase | y Il.
Ademas, las células B secretan linfotoxinas que inducen la secrecion de moléculas de adhesién
por las células del estroma; la secrecién de citoquinas y chemoquinas es la responsable del
reclutamiento de otras células linfoides. Por Ultimo, y no menos importante, los linfocitos B

Eiasnlesgl la propiedad de polarizar las células T a TH1 o Th2, segun la secrecion de IFN,z, 0 IL4

Con respecto a los Foxp3, no esta claro su valor como factor predictivo, ni como factor
prondstico. En la literatura existen datos tanto que apoyan su valor pronéstico adverso, como
otros apoyando su comportamiento como factor de buen prondstico % 133 1°8 18 187 Eg
probable que para una mejor identificacién de los linfocitos T reguladores sea mas correcto la
determinacién de CD25+ FOXP3+, dado que la especificidad de Foxp3 para la identificacién de

Treg no es absoluta 2.

Los macréfagos que infiltran los tumores (TAM) se clasifican, en analogia con la
diferenciacién Thl Th2 linfocitaria, en TAM M1y M2. Los macréfagos M1 estan regulados por
IFN-gamma, TNF-alfa y GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos),
lo cual produce la activacibn de su capacidad citotéxica, produccién de citoquinas
proinflamatorias y presentacion antigénica *** **°. Los M2 pueden ser activados por IL4, IL3,
IL10, TGF-B e incluso por corticoides, y su activacién pone en marcha procesos que alteran la
sefializacion de citoquinas e inactivan las APC; por otro lado, su activacion puede iniciar
mecanismos a través de PTX3 (long pentraxin 3, factor de crecimiento fibroblastico)
fibronectinas y otros mediadores que inducen la remodelacién del estroma y endotelio
favoreciendo asf la angiogénesis . La respuesta a la QT esta en parte regulada por el
microambiente tumoral: se ha demostrado en modelos murinos de cancer de mama que entre
otros mecanismos produce reclutamiento de los monocitos/macréfagos mediante la unién de
éstos con factores inducidos en el contexto de la accion de la QT, como CSF-1 e L34 **. De
hecho, se ha demostrado que el bloqueo de la sefial CSF-1 en combinacion con la QT produce
una disminucién de la generacion metastasis y de los procesos implicados en la progresion
tumoral, que traduce aumento de supervivencia de las pacientes *'. En el presente estudio se
ha objetivado que la QTn produjo un descenso significativo de CD68; sin embargo, a diferencia
de lo publicado por otros autores *** *** 2 no se ha objetivado que la infiltracién alta pre-QT
por CD68 ni sus variaciones con la QT fuera factor predictivo de respuesta ni factor prondstico.
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En este estudio las pacientes que alcanzaron RCp tenian valores por encima de la
media de infiltracion de CD4, siendo ademas la infiltracion elevada de CD4 un predictor de RCp
tanto en el andlisis univariante como en el multivariante. Ademas, se han encontrado similares
resultados para la ratio de infiltracion CD4/CD8 (p<0,001). Sin embargo, no se ha establecido el
significado prondstico de la infiltracion basal alta por CD4 ni de la ratio CD4/CD8 elevada, a
diferencia de lo publicado por Khort y col 130 gue establecio el valor pronéstico de la infiltracion
por CD4 CD8 y CDla en los ganglios axilares de las pacientes diagnosticadas de cancer de
mama. El hecho de que la ratio CD4/CDS8 elevada se relacione con un aumento de la SLE
gqueda patente en el trabajo de Recchia y col 198 gue administraron a pacientes metastasicas en
respuesta a QT (antraciclinas y paclitaxel) un tratamiento de inmunoterapia de mantenimiento a
base de dosis bajas de IL2 y acido cis-retinoico, observado que las pacientes que elevaban el
ratio CD4/CD8 con el tratamiento presentaban mayor SLE. En otros trabajos se reconoce la
importancia de la alta infiltracion por CD4 como mecanismo importante para la erradicacion
tumoral %,

Muy probablemente el equilibrio o la relacion entre distintas poblaciones de células
inmunes tumorales pueden reflejar de forma mas exacta el perfil de respuesta inmune en el
microambiente tumoral que el andlisis de las poblaciones aisladas *****. Nuestros resultados
en la determinacion de la importancia predictiva de respuesta y pronostica de las ratios
FOXP3/CD8 (ratio elevada es factor predictivo de RCp) y FOXP3/CD3 (ratio elevada como
factor pronostico adverso para SG, SLE y SLED) estan de acuerdo con otros trabajos previos.
Liu y col **" encontraron que la ratio elevada FOXP3/CD8 en pacientes diagnosticados de
carcinoma de pulmon no microcitico estadio lll-IV (n=159) era un factor predictivo de respuesta
a esquemas basados en platino. Suzuky y col **® estudiaron en 956 pacientes diagnosticados
de adenocarcinoma de pulmoén estadio | la relevancia pronostica de la infiltracion linfocitaria
tumoral, y entre otros resultados observaron que los tumores con una ratio FOXP3/CD3
elevada presentaban mayor tasa de recurrencia a los cincos afios que los pacientes con ratios
bajas (85 vs. 77%; p=0,004). Por otra parte, se ha descrito que la relacién entre macréfagos y
CD8 es inversamente proporcional. En el trabajo de DeNardo y col, la ratio elevada CD68/CD8
se relaciond con disminucién de la tasa de RCp en pacientes con cancer de mama en
tratamiento con QTn y con menor supervivencia de las mismas **'. En el presente estudio se
ha encontrado que las pacientes con RCp presentan ratios elevadas de CD68/CD8. Los datos
hallados en nuestro estudio son contrarios a los publicados por DeNardo ***,que validé sus
resultados en una serie amplia de pacientes con cancer de mama con y sin afectacion
ganglionar. Sin embargo, el andlisis del perfil inmune en la serie neoadyuvante se realizé
mediante tPCR de CD8 y CD68 en muestras obtenidas mediante aspiracion con aguja fina,
gue probablemente tienen un contenido que en la mayoria de casos es exclusivamente tumoral
y con escasa 0 nula representacién del estroma peritumoral. Por el contrario, en nuestra serie
el andlisis se ha basado en estudios con aguja gruesa, que incluyen tanto tumor como estroma.
Aungue no disponemos en nuestro trabajo de un andlisis diferenciado de la infiltracion de CD8
y CD68 de acuerdo a su localizacién, es posible que la representatividad de la muestra sea
distinta entre ambos estudios. Por otra parte, de acuerdo a Loi (13), la infiltracién linfocitaria
estromal, cercana o distante, parece ser mas relevante que la intratumoral, lo que podria
explicar los resultados discordantes con nuestros datos.

Por dltimo, se ha sugerido que la repercusion pronostica de la infiltracion linfocitaria
basal es variable dependiendo del subtipo de cancer de mama. Esta variabilidad ha sido puesta
de manifiesto especialmente en grandes series de pacientes tratadas con quimioterapia
adyuvante, en las que el impacto prondstico ha sido en ocasiones Unicamente significativo en
tumores no hormonodependientes o/y del grupo Her2 *"°. En esta serie, el impacto prondstico
de la infiltracién linfocitaria basal no mostrd heterogeneidad entre los distintos fenotipos, si bien
el tamafio muestral puede haber limitado los resultados y de hecho la division de la muestra
condujo a la pérdida de la significacion estadistica (p=0,10-0,15 en los tres subgrupos) del
impacto en supervivencia de la infiltracion por CD3.
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2.3 Variaciones inducidas por la quimioterapia en las
poblaciones linfocitarias con la respuesta al tratamiento
como factor pronoéstico y predictivo de respuesta a la QT.

La quimioterapia sistémica induce cambios en la respuesta inmune, que estan todavia
poco caracterizados, aunque hay una evidencia creciente de la existencia de mecanismos de
cooperacion entre QT e inmunidad. Se sabe, por estudios realizados en cancer de mama con
linfocitos de sangre periférica, que una linfopenia excesiva inducida por quimioterapia puede
ser un marcador de mal prondstico *** *°. Sin embargo, més alla del analisis poco detallado de
la inmunosupresion producida por la QT, el andlisis del cambio inducido por QT en el patrén de
respuesta inmune del microambiente tumoral ha sido abordado solo en unos pocos trabajos. El
cancer de mama tratado con QTn es un modelo ideal para valorar estos cambios, dada la
posibilidad de estudio histolégico pre- y post-tratamiento, y de hecho varios articulos recogen el
patrén de cambio en el infiltrado inmune tras tratamiento >> **" *® 182 aunque los resultados
han sido dispares.

Precisamente el que consideramos como resultado mas novedoso de este trabajo es la
demostracion de que el tipo de cambio de infiltracion linfocitaria tumoral inducido por QTn esta
asociado tanto a la respuesta anti-tumoral como a la supervivencia, lo que sugiere la existencia
tanto de mecanismos de cooperacion QT-inmunidad en la destruccion tumoral como de
modulacion por la QTn de la respuesta inmune anti-tumoral a largo plazo.

En nuestra serie, la administracion de quimioterapia produce un descenso en la
infiltraciéon tumoral por CD4, CD20 y CD68; y un aumento en la infiltracion por CD8, sin
variaciones significativas en FOXP3. La cifra global de infiltracion T (CD3) mostr6 una
tendencia a aumentar, que no fue significativa probablemente por la direccién opuesta de los
cambios de CD4 y CD8. La comparacién de estos cambios globales con lo referido por otros
autores es dificil por la ausencia de datos en muchos trabajos, si bien otros estudios han
mostrado también estabilidad de las cifras de CD3 y CD8 'y disminuciones de CD68 **.
Més llamativos son los resultados que muestran una asociacién entre la variacion de las
distintas subpoblaciones de células inmunes y la respuesta al tratamiento. Asi, las pacientes
con RCp tras la QTn presentaban descensos significativamente mayores de CD3, CD4, CD20 y
CD68 en comparaciéon con las pacientes que no habian presentado RCp. En el andlisis
multivariante se mantenian como factores predictivos de quimiorresistencia (no RCp) los
descensos menores de CD4, CD3 y CD20. La tendencia fue la opuesta para CD8, con cifras
estables o aumentadas en pacientes con RCp, aunque la diferencia no alcanzé la significacion
estadistica (p=0,08). El aumento de CD8 ya ha sido relacionado con la respuesta en dos
publicaciones anteriores >> '*®, asi como el descenso de FOXP3 que produce la QTn en las
pacientes que alcanzan RCp **®. Solamente Ruffell y cols, describen una pequefia serie de
pacientes con cancer de mama (n=6) tratadas con QTn en la que el andlisis exhaustivo del
infiltrado leucocitario muestra un descenso de CD4 y de CD20 asociado a un aumento de CD8,
que se interpreté como un indicador del descenso de la respuesta Th2, aunque no se aportan

datos de respuesta al tratamiento *’.

Por otra parte, no existen, hasta donde sabemos, estudios previos que demuestren un
impacto prondéstico del cambio de infiltrado linfocitario inducido por la QTn. En nuestra serie los
descensos mayores de CD3 con la QT se asociaban a mayor SG, SLE y SLED. Se podria
sugerir que estos datos estédn condicionados por el mayor efecto de la QTn en tumores con
infiltracién linfocitaria basal alta, en los que es mas facil que ésta también induzca un descenso
mayor en la infiltracion por TIL. Asi, el impacto prondstico del descenso de CD3 podria
relacionarse con la mayor frecuencia de RCp, uno de los factores clave en la supervivencia. Si
bien en el andlisis multivariante para la SLE, el valor del descenso de CD3 perdi6 su valor
independiente, la p=0.08 roza la significacion estadistica y sugiere que el efecto inmunoldgico
de la QT puede estar relacionad con la respuesta inmune antitumoral post-tratamiento a largo
plazo y no solo con la respuesta a la quimioterapia. La modificacion del perfil de infiltracion por
la QTn podria estar relacionada con cambios en el balance de la respuesta inmune en el
microambiente tumoral. Existen datos experimentales amplios que demuestran que cuando la
infiltracién linfocitaria del tumor tiene un perfil Th2, el resultado es la proliferacion tumoral **.
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Por el contrario, la infiltracion predominante por CD8 y CD4 Th1 conlleva la destruccion tumoral
%8 Teniendo en cuenta gue nuestros resultados parecen ser similares al cambio de perfil de
respuesta inmune inducido por QTn en el estudio de Ruffell y cols, es posible que el cambio de
patrén de infiltracion por TIL traduzca un descenso de Th2 a favor de Thl: disminucién de CD3,
CD4, CD20, CD68 y aumento significativo de CD8. Esta modulacion de la respuesta inmune
anti-tumoral probablemente es llevada a cabo tanto por la actividad citotoxica de la
quimioterapia como por la activacion de las células inmunes preexistentes 122 Aunque el
andlisis del tipo de respuesta requeriria otro abordaje metodoldgico, nuestros datos sugieren
que el descenso mas acusado de CD3 puede ser un marcador de la capacidad de la
quimioterapia para modular el balance de la respuesta inmune, relacionado con la eficacia de la
respuesta linfocitaria anti-tumoral post-tratamiento y con su impacto en la supervivencia a largo
plazo.

Por ultimo, la aparente discordancia que plantea el impacto pronéstico tanto de la
mayor infiltracién basal como de la mayor disminucion de la infiltracion por TIL, podria sugerir
que el perfil de infiltrado inmune asociado a una mayor respuesta a QTn (y, por tanto,
relacionado con una mayor cooperacion inmunidad-QT en la destruccion celular) es distinto del
patron de infiltrado linfocitario post-tratamiento, asociado a una respuesta anti-tumoral mas
robusta y por tanto mas relevante para la supervivencia.

Con respecto al analisis de las variaciones de TIL segun el fenotipo tumoral al
diagndstico, potencialmente relacionado con diferentes mecanismos de modulacién inmune ***,
nuestros datos sugieren que este problema debe ser abordado en una serie mayor de
pacientes, ya que el limitado nimero de pacientes en el andlisis por subtipos tumorales impide
obtener conclusiones vélidas.

2.4 Analisis de la relevancia pronostica del infiltrado linfocitario
en el tumor residual.

El andlisis de la composicién del microambiente tumoral en el tumor residual de las
pacientes que no responden a la QTn, es sin lugar a dudas un punto de partida excelente en el
estudio de la quimiorresistencia y un marco ideal para disefiar nuevas estrategias terapéuticas
en estas pacientes de mal pronéstico 2%, Existen varios estudios previos en cancer de
mama que han evaluado el perfil de infiltracion por células inmunes en el tejido tumoral
residual. De Maria en su serie de 25 pacientes con cancer de mama y tratamiento
neoadyuvante, determind que la presencia de TIL tras la QT se relacionaba con la respuesta a
la misma, siendo en su serie la infiltracién post-QT predominante la infiltracién por CD8 >°. Asi
mismo, otros autores demostraron que las pacientes con tumor residual tras la QTn
presentaban la ratio CD8/CD4 elevada '°’. Sin embargo en otros estudios se concluye que la
infiltracion linfocitaria en el cancer de mama tras la QTn disminuia en el tumor residual de las
pacientes que no habian alcanzado RCp, mientras que la infiltracion por macréfagos
aumentaba °°. En nuestra serie, los recuentos de TIL post-QT no se asociaban de forma
significativa a ninguna de las variables anatomopatoldgicas del tumor residual. Ademas no se
encontraron diferencias significativas en la infiltracién por los diferentes subtipos de TIL segln
la existencia o no de RCp con la QTn (tabla 25). Este hecho apoya que la infiltracién linfocitaria
tras la QT es independiente del tumor residual.

El andlisis de la muestra post-QT, tanto de las pacientes respondedoras como las no
respondedoras, encontramos que las pacientes con mayor infiltracion por CD68 post-QT
presentaban peor SLE (p=0,03). Existen trabajos publicados donde se describe que la
infiltracién tumoral por macréfagos es factor predictivo de mal prondstico *°2?*, pero no existe
hasta la fecha ningun trabajo sobre el significado prondstico de la infiltracion linfocitaria residual
tras la QT. Aunque en el estudio de Hornychova comentado previamente '*, las pacientes sin
RCp presentaba aumento de CD68 a diferencia de las que alcanzaron RCp, no se analizé la
transcendencia pronostica que este hecho pudiera tener.
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Es muy posible que los mecanismos de resistencia mediados por la repuesta inmune
difieran entre los diversos fenotipos tumorales. En el andlisis segin los subtipos tumorales al
diagnéstico, en el fenotipo Her2 la alta infiltracién por CD68 es un factor de mal pronéstico para
SLE. Ademas, en los tumores hormonosensibles al diagndstico se ha objetivado que la alta
infiltracion post-QT por CD8 (p=0,04), CD20 (p=0,05) y CD68 (p=0,04) era un factor prondstico
adverso para SLE. Estos datos parecen estar en contradiccién con los perfiles relacionados
con la respuesta en lo que respecta a la infiltracion por CD8, y son necesarios estudios
adicionales y con tamafios muestrales mayores para aclarar el valor de la respuesta inmune en
el tumor residual post-QTn.

2.5 Perspectivas de futuro. Implicaciones clinicas vy
terapeuticas.

El hallazgo principal de este trabajo ha sido la identificacion de factores predictivos de
respuesta y prondésticos en intima relacion con la infiltracion por células inmunes existente en el
microambiente tumoral, que ademas son independientes de los factores predictivos y
prondsticos clasicos dependientes del propio tumor.

En este estudio se ha puesto de manifiesto que la infiltracion elevada pre-QT linfocitaria
tumoral por CD3, CD4 y CD20, asi como las ratios elevadas CD4/CD8 y FOXP3/CD8 tienen un
valor independiente (analisis univariante y multivariante) como factor predictivo de RCp. Este
hecho lleva consigo la posibilidad de poder seleccionar a priori las pacientes respondedoras a
la QT para tratamiento neoadyuvante, especialmente en el caso de que la indicacion de
neoadyuvancia sea con intencién de cirugia conservadora. Ademas el hecho de que no exista
relacion significativa entre la infiltracion linfocitaria tumoral y el fenotipo de cancer de mama,
significa que podriamos seleccionar a estas pacientes desde la combinacion de dos factores
predictivos de respuesta: los dependientes del tumor y los dependientes del microambiente
tumoral. Si bien es verdad que habria que validar los datos obtenidos en una serie mayor de
pacientes, también lo es que el hecho de poder determinar la infiltracién linfocitaria por
métodos rutinarios de IHQ supondria una implantacién facil y no costosa de la técnica desde el
punto de vista asistencial. Esté claro, que habria que determinar el punto de corte de infiltracién
tumoral para la toma de decisiones de forma estandarizada, pero es probable que con la
validacion de los datos en una serie mayor, el valor del punto de corte de infiltracién tumoral
alta vs baja quedara también estandarizado.

Por otro lado, los resultados de este trabajo permiten plantear la posibilidad de nuevas
dianas terapéuticas inmunes. Las pacientes con cancer de mama y sometidas a tratamiento
neoadyuvante que no alcanzan RCp son las pacientes con peor pronéstico y mayor riesgo de
recaida, pero a dia de hoy no esta claro si el tratamiento adyuvante adicional con QT
proporciona una ventaja afiadida. Por ello, este grupo es el ideal para el estudio de nuevas
estrategias terapéuticas que incrementen la supervivencia. En este estudio las pacientes con
alta infiltracion post-QT de CD68 presentan peor SLE tanto en pacientes respondedoras como
no respondedoras. Este dato podria servir para seleccionar a las pacientes potencialmente
incluibles como poblacién diana de nuevas estrategias de tratamiento inmune adyuvante. En
particular, el ejemplo de las pacientes con cancer de mama Her2, que son las que alcanzan
mayores tasas de RCp con el tratamiento neoadyuvante desde la inclusién de trastuzumab en
el esquema de tratamiento, hace pensar que la actividad inmunolégica de los tratamientos,
como ocurre con el trastuzumab, puede contribuir a la mejoria de la supervivencia.

Es muy probable que el mejor tratamiento que podamos ofrecer a las pacientes con
cancer de mama en un futuro sea una combinacion de armas terapéuticas, que, ademas de la
QT, la cirugia, el tratamiento hormonal y los tratamientos antidiana ya consolidados como
tratamiento efectivo (tratamiento antiHer2), incluird también otros tratamientos frente a
potenciales dianas inmunolégicas. En este sentido y a la luz de los resultados alcanzados en
este estudio quiza sea clave el estudio de tratamientos antiCD68 y de farmacos capaces de
modular el balance Th1/Th2. Existen diversos trabajos publicados que investigan la potencial
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efectividad en la erradicacion tumoral de mecanismos basados en el papel de la IL-2 como
inductor de la proliferacion de CD8, o en la actividad de IFN-gamma, cuyo efecto es probable
que se lleve a cabo mediante la maduracion de las células dendriticas y terapias celulares
adoptivas. En el caso particular del cancer de mama se esté investigando entre otros la vacuna
Eps8 y el papel del tratamiento de mantenimiento con dosis baja de IL2 y &cido cis-retinoico 205,

En resumen, la neoadyuvancia es el contexto ideal para la exploracién de nuevas
dianas terapéuticas, dado que por un lado permite estudiar in vivo potenciales marcadores
predictivos de respuesta y por otro la enfermedad residual tras la QT constituye un escenario
rico en factores pronoésticos y marcadores de resistencia que pueden facilitar la seleccion de las
pacientes candidatas a tratamiento adicionales. En este trabajo se ha puesto de manifiesto la
importancia del microambiente tumoral, concretamente los TIL como factor predictivo de
respuesta y pronostico, aunque es necesaria la validacion de los resultados hallados en este
estudio.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos propuestos, se han obtenido las siguientes conclusiones:

1. En relacion a la evaluacion del tipo de infiltracion tumoral linfocitaria previa al tratamiento
con QTn en el cancer de mama, definida por las subpoblaciones T (CD3), CD4, CD8, Treg
(Foxp3) y B (CD20), macréfagos (CD68) y su valor como marcador de respuesta y factor
pronostico:

a.

La infiltracién del cancer de mama por las diferentes subpoblaciones de linfocitos y
macréfagos no se relaciona con las caracteristicas clinicas y anatomopatolégicas al
diagnoéstico.

La infiltracion elevada (superior a la media) por las subpoblaciones linfocitarias CD3,
CD4 y CD20 se asocia a un aumento significativo de la tasa de respuesta completa
patoldgica (RCp) tras quimioterapia neoadyuvante, de forma independiente al fenotipo
tumoral. Por el contrario, la ausencia de infiltracién por CD20 y por FOXP3 conlleva
una disminucion significativa de la tasa de RCp.

Las ratios elevadas CD4/CD8 y FOXP3/CD8 predicen de forma independiente la
aparicion de RCp tras el tratamiento.

La infiltracion global basal elevada por linfocitos T (CD3) se asocia a una mayor
supervivencia libre de enfermedad y global de las pacientes. Por el contrario, la ratio
FOXP3/CD3 elevada y la ausencia de linfocitos CD20 se relacionaron con peor
supervivencia libre de enfermedad y global. Aunque estos resultados no fueron
confirmados en el andlisis multivariante para supervivencia global, si mostraron una
tendencia fuerte, muy cercana a la significacion estadistica, para la supervivencia libre
de enfermedad.

2. Enrelacion a la evaluacion de las variaciones inducidas por la quimioterapia neoadyuvante
(QTn) en la infiltracién linfocitaria definida por las subpoblaciones T (CD3), CD4, CD8, Treg
(Foxp3) y B (CD20), macréfagos (CD68) y su valor como marcador de respuesta ala QT y
factor pronéstico las conclusiones de este estudio son:

a.

Con la administracion de QT (antraciclinas y taxanos) existe una disminucién
significativa en la infiltracion por CD4, CD20, CD68, y un descenso no significativo de
CD3. Por el contrario, con la QTn se produce un aumento significativo en la infiltracién
tumoral por CD8.

Las pacientes diagnosticadas de cancer de mama que alcanzaron una RCp tras la QTn
presentaron descensos mayores de la infiltracién tumoral por CD3, CD4, CD20. Estas
variaciones han sido ademas identificadas como factores predictores independientes
de RCp.

El descenso elevado de CD3 producido por la QT se ha relacionado con mayor
supervivencia global y libre de enfermedad de las pacientes, si bien solamente en el
andlisis multivariante para la supervivencia libre de enfermedad se observa una
tendencia cercana a la significacion estadistica.

3. En relacion a la evaluacion en la infiltracion linfocitaria definida por las subpoblaciones T
(CD3), CD4, CD8, Treg (Foxp3) y B (CD20), macréfagos (CD68) tras la quimioterapia y su
valor como factor prondstico las conclusiones de este estudio son:

a.

Los linfocitos y macrofagos presentes en el tumor residual no se asocian de forma
estadisticamente significativa a ninguna de las variables clinico-patoldgicas del tumor
con valor prongéstico.
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b. Lainfiltracién post-QT alta por CD68 se ha relacionado con peor supervivencia tanto en
pacientes con RCp como en aquellas pacientes resistentes al tratamiento. En estas
Ultimas, la infiltracion elevada por CD68 en el tumor residual es un factor prondstico
independiente para la supervivencia libre de enfermedad.

4. Como conclusién general, en el cancer de mama estadio IlI-1ll tratado con QTn, al margen
de los factores predictivos y pronésticos clasicos dependientes del propio tumor, el tipo de
infiltracion por células inmunes del microambiente tumoral se comporta también como un
factor independiente predictivo de respuesta y con valor pronoéstico. ElI conocimiento del
perfil de respuesta inmune tumoral en cada paciente podria permitir una mejor seleccion de
las pacientes para el manejo neoadyuvante del cancer de mama, asi como para la
seleccién de subgrupos de pacientes con peor pronéstico en las que, ademas del
tratamiento convencional, podrian plantearse nuevas estrategias terapéuticas, iniciales o
de mantenimiento, dirigidas a dianas relacionadas con la modulaciéon de la respuesta
inmune antitumoral.
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Baseline CD4/CD8 tumor infiltrating lymphocytes (TIL) ratio
predicts pathologic response to neoadjuvant chemotherapy (NC) in breast cancer

UNIVERSIDAD DE

Elena Garcia-Martinez, Ginés Luengo Gil, Asuncién Chaves Benito, Teresa Garcia Garcia,
M? Angeles Vicente Conesa, Marta Zafra Poves, Elisa Garcia Garre, Vicente Vicente Garcia, Francisco Ayala de la Pefia.

Hospital G. Universitario Morales Meseguer. Murcia. Spain

Background: Tumor microenvironment immune response has been correlated with chematherapy efficacy. The aim of
this study was to determine whether baseline and post-treatment CD4 and CD8 TIL predict tumor response in women
with breast cancer (BC) receiving NC.

Patients Clinical data were refrospectively collected from 121 consecutive pafients with stage |l or IIl breast cancer

who received NCT in the Depariment of Hematology and Medical Oncology, University Hospital Morales Meseguer.

Methods: We analyzed TIL CD4 and CD8 subpopulations in BC patients treated with sequential and
taxanes NC. A fissue microamay with paired pre- and post-NC biopsies was built, and immunchistochemically stained
for CD4 and CD8. Tumor area-adjusted momphometric analysis was performed with Image J software after shide
scanning and digitalization (resulis expressed as TIL countmm?). Statistical analysis was done with SPSS 15.0
softwars.

Resuits: We included 121 wnsecuuve pauenls Clinical stages: 15, 7% 114, 28% 1B, 333% \IIA 6,6% I, 16,5% lIC.
Histology: 93% ductal infiltrating Phenotypic Y immur (IHC): 50,4% RE+
andlor RP+ and HER2NEU negative; 13,2% RE+ andior RP+ and HERZNEU positive; 8,9% RE- and RP- and
HER2NEU positive; 21,5% RE- and RP- and HER2ZNEU negative; 5% non-classifiable. Treatment: 80.2% AC x 4
courses followed by docetaxel x 4 courses. Pathological response: complete pathologic response (pCR) rate was
17 4% (primary tumor pCR: 20,7%; axillary pCR: 35,5%). After a median follow up of 52 months neither overall survival
(OS) nor disease free survival (DFS) has been reached

Mean prechemotherapy CO4 count was 53,88 (+ 107,53, SD). We did not found any associafion with clinical or
pathologic tumor characteristic at diagnosis (stage, grade, ivity , HERZNEU ion or IHC
tumor classification). Mean CD4 count was signiicantly higher in patients achieving pCR than in patients without pCR
(11243 vs 49,91 CD4/mm?; p<D,009). Mean pre-chemotherapy CD8 count was 16,23 (+ 56,96, SD) and was higher in
grade 3 carcinomas (32,83 vs 22 37, p=0,03), no other association with tumor characteristics or with pCR was found

Mean variation in CD4 after NC {=postNC — preNC count) was 47 35 (+ 104,49) CD4/mm?, and it was larger in patients
with pCR (102,01 vs 36,85 CD4/mm?; p=D,010). An opposite non-significant trend was observed for CD8 variation after
NC (pCR: 39,42 vs non-pCR: 20,22, p=0,14).

To integrate the influence of both CD4 and CD8 on response to chemotherapy, the predictive value of pre-reatment
ratio between CD4 and CDB counts (CD4/CD8) was analyzed. We found a highly significant difference for CD4/CD8
between patients with and without pCR to NC (103 vs 17, p<0.002). Multivariate logistic regression analysis
demonsirated that only a high pretreatment CD4/CD8 ratio (p=0,006), hormone sensitivity (p=0,03) and Her2
overexpression (p=0.01) independently predicted pCR after NC. No differences in overall or disease-free survival were
demonstrated for high vs. low CD4/CDG pre-NC ratio.

C A high CD4/CDE ratio i predicted complete response in patients
with invasive breast cancer receiving anthracyclines chemotherapy and taxanes NC. Our results support the
contribution of tumor microenvironment immunalogic respanse fo effects on breast cancer. [Supported by GEICAM-
Beca Ana Ballil]

Breast cancer is the most common cancer among women(1). Locally advanced breast cancer (LABC) and operable
breast cancer are cumently considered as indications for neoadjuvant chemotherapy (NCT).

Interactions between the tumor and the immune system following immuncsurveillance may result in sculpting of the
tumor for increasingly aggressive growth and further resistance to immune (2). Tumor i 1C:
includes both adaptive and innate immune responses that may limit the development and growth of neoplasms. T cells
seem to be critical for immunosurveillance, alihough the balance of their subpopulations may favor either tumor
elimination or tumor escape.

Tumer infiltrating lymphocites (TIL) medulates tumor invasion, growth, metastasis, and patient outcomes (3). Several
studies have shown that ;higher infitration by?TIL are associated with improved outcome (4-6)

ER and PR status were assessed by IHC, and Her-2 sialus was assessed by either
mnrescantln situ hybndization or a validated IHC method (Herceptest, Dako North America, 5 Inc.).

Pathological complete response (pCR) was defined as the absence of invasive carcinoma both in the breast and the
axilla, regardless of the presence of carcinoma in situ.

We performed an immunohistochemical classification of breast tumor: RE+ andior RP+ and HER2NEU negafive; RE+
andlor RP+ and HER2MEU positive; RE- and RP- and HER2NEU positive; RE- and RP- and HER2ZNEU negative;
non-classifiable.

Jreatment Preoperative chemotherapy included both taxanes and anthracyclines. NSABP-B27 regimen was the most
frequently used, including cyclophosphamide (600 mgim2/21 days) and dowxorubicin (60 mg/m2/21 days) for 4
courses, followed by docetaxel (100 mg/m2/21 days) for 4 cycles.7 After its approval, trastuzumab was administered
concomitantly with taxanes fo those patients whose tumors nveremrassed HER2.

After definitive surgery, hormone therapy, and was following standard
indications._
Tumoral Ly A tissue y with paired pre- and post-NC biopsies was buik, and

immunehistochemically stained for CD4 and CDB. Tumor area-adjusted morphometric analysis was performed with
Image J software after slide scanning and digitalization (results expressed as TIL count/mm2)

Statistical Analyses Stafistical analysis was camied out with SPSS 15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

Patients demographics are summarized in Tables 1 and 2. Pathological
response: complete pathologic respanse (pCR) rate was 17 4% (primary
tumor pCR: 20,7%; axillary pCR: 35,5%) (Figure 1). After a median
follow up of 52 months neither overall survival (OS) nor disease free
sunvival (DFS) has been reached.
Mean pre-chemotherapy CD4 count was 59,98 (+ 10753, 5D). We did
not found any association with clinical or pathologic fumor characteristic
at diagnosis (stage, grade, homonosensitivity, HER2NEU
<pi ion or IHC tumor ifi cati Mean CD4 and CD8 count
were signfficantly higher in patients achieving pCR than in patients
without pCR. (Table 3).

To integrate the influence of both CD4 and CDB on response to
chemotherapy, the predictive value of pre-treatment ratio between CD4
and CD& counts (CD4/CD8) was analyzed. We found a highly significant
difference for CD4/CD8 between patients with and without pCR to NC
(103 wvs 17; p<0002). Multivariate logistic regression analysis
3 - demonstrated that only a high pretreatment CD4/CD8 ratio (p=0,006),
Ay - hormone sensitivity (p=0,03) and Her2 overexpression (p=0.01)
b i independently predicted pCR after NC (Table 4). No differences in
overall or disease-free survival were demonstrated for high vs. low
‘CD4/CDE pre-NC ratio.
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Predictive value of tumor infiltrating lymphocytes (TIL) for response
to breast cancer neoadjuvant chemotherapy (NCT).
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