TESIS DOCTORAL

INMUNOFENOTIPOS DE CANCER DE MAMA EN
PACIENTES JOVENES (40 ANOS O MENORES):
ESTUDIO DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA
DE LA ViA IGF1R, PTEN/Akt/mTOR.

Maria Planelles Asensio

UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA
2015






INMUNOFENOTIPOS DE CANCER DE MAMA EN PACIENTES
JOVENES (40 ANOS O MENORES):
ESTUDIO DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA
ViA IGF1R, PTEN/Akt/mTOR.

2015

Directores:
Dra. Gloria Peir6 Cabrera

Dr. F. Ignacio Aranda Lépez

Tesis doctoral presentada por:

Maria Planelles Asensio



UNIVERSITAS
| Miguel
X Herndandez |




DEDICATORIA

A Charo, mi madre, por ser la persona que mas admiro y por haberme dado siempre
toda la fuerza, la ayuda, el apoyo, los mejores consejos y todo el carifio.

A Ximi, por querer estar y seguir creciendo a mi lado. Tu eres el pilar de mi vida.

A Ana, por compartir conmigo cada instante de la ultima etapa de este trabajo.

Sin vosotros tres no habria sido capaz de terminarlo.



UNIVERSITAS
| Miguel
X Herndandez |




AGRADECIMIENTOS

A Gloria Peiré por su dedicacion e interés en que este trabajo saliera adelante.
A Nacho Aranda por su constante estimulo y confianza.

A Pepe Sanchez por su desinteresada colaboracién en el andlisis de datos.

A Antonio Palazén por su valiosa ayuda y consejos metodoldgicos.

A Encarna Adrover y Jose Ponce por facilitarme el acceso a los seguimientos de

las pacientes.

A los compaiieros del Hospital General Universitario de Alicante (Cristina,
Maria, Javier, Artemio, Paqui, Antonio, Ana y Miguel) y muy especialmente, a

Concha Cérdoba por su ayuda cuando la he necesitado.

A los compafieros del Hospital Virgen de los Lirios de Alcoy (Quico, Araceli, José
Luis, Amparo Oltra, Amparo Iraola y Anna) por vuestra buena disposicién y

generosidad.

Al personal técnico que ha colaborado en la realizacion de parte de este trabajo

(Maria Dolores, Cristina, Patri, Fany, Carmina, Carmen, Amparo y Amanda).

A Pepe, mi padre; a Pepe, mi hermano; a Pepe y Maruja, mis “abus” y a todos
los familiares y amigos que en algin momento supieron darme animos para

poder continuar.

A Lydia y Santiago por ofrecerme vuestra amistad y vuestro apoyo en esta

etapa final del trabajo con tantos cambios. Formais un equipo admirable.

A las pacientes que fueron seleccionadas para este estudio. Ellas son las

verdaderas protagonistas de esta Tesis Doctoral.



UNIVERSITAS
| Miguel
X Herndandez |




INDICE

ABREVIATURAS ...ttt ettt e ettt e e et et e e e eat e e eeaaa e e eesnaeeeesnnneeeennns 13
1. INTRODUCCION ..ottt ettt et et et ea et et eneee et eneeseeeereeeens 19
1.1. Epidemiologia del cAncer de Mama. .......ccccccereiiiiiiccrssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnsssssssnnnes 19
1.2. Cancer de Mama €N MUJEIES JOVENES. ......cceeererrerssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 20
1.3. Factores clinico-patoldgicos del cancer de mama........cccocevriiiiiiniiniiininnisisssssssssssssssssssssssssssnnns 21
1.4. Clasificacion molecular del cancer de mama. ........cccevvereiiiiiiiiiiineeener s 22
1.4.1. FENOtIPOS MOIECUIAIES. ..c..eviieetiee ettt et e ettt e e e st e e e ate e e s eateaeesataeeeenseeeeennees 24
1.4.2. Inmunofenotipos de cdncer de mama en pacientes JOVENES. ......ccccueerieereeenieeniieenieeseeenne 27
1.4.3. Vias moleculares en CANCer de Mama.......cueeeeeieeiiiiiiieeee e e e eeeare e e e e e e eearrereeeeeeenanens 27
1.5. Justificacion.....l.. B _"m W 3 WE B R R e B 41
2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS ...ttt et ettt eseeeereeresee et eresaeenenenens 45
2.1 HIPOTESIS ....oviiiiecceeeeeeeesssssssssssssssasass s st sttt sttt s s s s e e e ssssssssssssassssssssssssssanasasasans 45
2.2, OBJETIVOS ....ciiiiiineeeeiiiiiisnneeesssssssssssnssessssssssssssesssssssssssnnssssssssssssssnssssssssssssssnssassssssssssnnsans 45
3. MATERIALY IMETODOS ...ttt eeeeeeeeet et et eveetet et eese et ereesesseetenesseeeeneneens 49
2R I 0 1T =T 4T B0 1= =T T 49
0 Y ] 1] o XSSP 49
3.2.1. Criterios de INCIUSION. ....ocoiiuiiiieeieee ettt e et et e e e et e e e e etae e e eeateeeeetreaeeans 49
3.2.2. Criterios d& @XCIUSION. ....ceiiieiiieeeiiie e ceee et et e et e e et e e e et e e snaeeeesataeeeensaeeesnneaeesnseeananes 49
3.2.3. NUMEIO dE SUJETOS. ..eeuvrreeeuiiieieireeesitteeeestteeesesteeestseeeassteeeeassseessseaeasssseesasseeesassseeeassseeeanes 49
3.2.4. Criterios de SEIECCION. .....uviiieiee e e e et e e e e e e e e aba e e e e e e e e s enabaaaeaaaaeaan 50



3.2.5. IMUESEIAS TUMOTAIES. ..coiiiiriiii ettt e e et e e e e e e s e e e e e eeeaabeereeeeeesnasbbareeeeeeaan 50

T TV - T 1 ¢ =R 50
3.4. Recogida de variables........ccccveeeiiiiiiiiiineiiiiiininerrec e 54
2 TR Vo T 1 T3Pt 57

3.5.1. ANALISIS AESCIIPTIVO. 1iiiurieeiiiiieeeitee sttt e e ettt e e e tte e e st e e e s tte e e e e ateeesaaeeeessteeeeensaeeessssaeesnsseeaanes 57

3.5.2. Analisis inferencial (bivariante basal). ..o 58

3.5.3. Analisis inferencial (bivariante longitudinal)..........cccceeiiiiiieiiii e 59
3.6. Analisis MUIEIVAriaNte.......cccvveeeiiiiiiiiiec s 60
R 1Ty d (o] T =1 1 1T =1 =TTt 61
4. RESULTADQOS......cccoeorevenerererenens  JH N B BB 0 Q0 gy, g ) A e 65
4.1. Estudio descriptivo de variables clinicas, morfoldgicas (tipo histolégico y grado). ................. 65
4.2. Estudio descriptivo de las variables morfoldgicas en pacientes sin neoadyuvancia. ............... 67
4.3. Estudio descriptivo de las variables inmunohistoquimicas. .........ceeeeeeeeeeeeeeeeeneennenenneneeeeennnnnne 69

4.3.1. Estudio descriptivo de las variables inmunohistoquimicas (I) en toda la serie de pacientes.

4.3.2. Estudio descriptivo de las variables inmunohistoquimicas (ll) en pacientes sin
(aT<To =10 AV ULV [ o ol - S 70
4.3.3. Estudio descriptivo de las variables inmunohistoquimicas (Ill) (PTEN, IGF1R, pAkt y p-

MTOR) en pacientes SiN NEOAAYUVANCIA. ....cccuuiiiiiieieeeiiiie et et e e et e e ettt e e e etee e e s etbeeeeearaeeeenaeaeeareeeas 71

4.4. Estudio de asociacion entre inmunofenotipos y variables clinicas y morfolégicas (grado y tipo

histoldgico) en todas las pacientes de 1 SErie.......uuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeemmeereereeeeeeeeeesessessesesssssssssssnn.. 73

4.5. Estudio de asociacion entre inmunofenotipos y variables morfoldgicas en pacientes sin

NEOAAYUVANCIA. teerrrrrrrrereeeemmemmemmmmeeeeeemmemmmmeeemeesessesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 75

10



4.6. Estudio de asociacion entre inmunofenotipos y variables inmunohistoquimicas en pacientes

SIN NEOAAYUVANCIA. .evureeereeeennnrnnnnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 77
4.7. Estudio de SUPEIVIVENCIA. ..cceeeeeeeereeeeeeeeneememeemmmmmsssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 84
4.7.0. ANALISIS UNIVAITANTE. ..eiiiiiiie ettt ettt e e st e e st e e s rabae e e sabaeeeenateeessnnaeeesaseeenn 84

4.7.2. Calculo de las razones de riesgo (HR) de variables clinicas, morfoldgicas e
inmunohistoquimicas. Regresion de Cox (RECIAIVA). ..cccuueieiiuiieeeiiiie e 117

4.7.3. Calculo de las razones de riesgo (HR) de variables clinicas, morfoldgicas e

inmunohistoquimicas. Regresion de Cox (Mortalidad).........ccoeeverierieniienieenie e 121
4.7.4. ANALTISIS MUILIVAITANTE. ceeeiiiiii ittt st s sbe e e 125

5. DISCUSION ..coeirteineeteeisisese ettt 133
5.1 Variables clinicas y morfolOgicas. .......cccceiiiiiiiiieeriiiiiiiisiineneiiiinsssnneneessssssssssseessssssssssnsseens 135
5.2 Variables inmunohistoquImICas. .......cccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceccceeeeseseeeeesesseseeseseeeeeeeeeseesesssssssssesnnens 136
5.3 Inmunofenotipos y variables clinicas y morfologicas. .......cccceerrriiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiisssssssssssssssnnnns 137
5.4 Inmunofenotipos y variables inmunohistoquimicas. ......ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiininninsssssssssssssnns 139

5.5 Prondstico. Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE)/riesgo de recidiva y variables clinicas,

morfoldgicas € INMUNOhIStOQUIMICAS. ....cceeeeeeeeeeeeeeeiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneseeseenssssssssssssnnnnnnnnns 142

5.6 Prondstico. Supervivencia Global (SG)/riesgo de mortalidad y variables clinicas, morfolégicas e

(1318 T Yo o 1T deTo [ET1 T ot L3N 146
5.7 Limitaciones y fortalezas. ...cceuuuceiiiiiiiiieeccciiriiceieecccesseeeesneneee s s e s eennnssssessesennnnssssssseseennnnnnnnns 147
5.8 Implicaciones para la practica CliniCa.......cccccceerrriiiiiiiiiriieircrececcsrscessres s s s s e s s s e s s anes 149
6. CONCLUSIONES.......otiiiiiiiiiiiiitiic e 153
7. BIBLIOGRAFIA ...ttt es s es s s st s s s s s s s s s enans 156



UNIVERSITAS
| Miguel
X Herndandez |

12



ABREVIATURAS

QTA: Quimioterapia Adyuvante

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

CDI, NOS: Carcinoma Ductal Infiltrante, no especifico
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HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor
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IGF: Insulin-like Growth Factor

IGF2R: Insulin-like Growth Factor 2 Receptor
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1. INTRODUCCION

1.1. Epidemiologia del cancer de mama.

El cdncer de mama es la neoplasia mas frecuente entre las mujeres. En el afio 2012
se diagnosticaron mas de un millén y medio de casos nuevos en todo el mundo. Desde
el afio 2008, la incidencia de esta neoplasia ha aumentado en un 20%, mientras que la
mortalidad ha disminuido en un 14%. No obstante, sigue siendo la causa mas
frecuente de muerte por cancer entre las mujeres (188.000-269.000 muertes al aﬁo).[”
Sin embargo, el rango de mortalidad en los paises occidentales es mucho menor que el
de otros tipos tumorales (6-100.000 habitantes).” !

La etiologia de esta neoplasia es multifactorial. Se han descrito causas genéticas y
ambientales, ademds de factores reproductivos y hormonales.' La nuliparidad, una
larga historia menstrual, el uso de anticonceptivos, el tratamiento hormonal
sustitutivo y una edad tardia del primer parto incrementan el riesgo, mientras que el
embarazo y la lactancia materna se consideran que tienen un papel protector.[sl

En la actualidad, la incorporaciéon al Sistema de Salud de los Programas de
Prevencion de Cancer de Mama en Salud Publica ha permitido detectar la presencia de
tumores en estadios precoces y con ello, orientar a las pacientes a que sean tratadas
desde una perspectiva multidisciplinar, siguiendo las pautas establecidas en las guias
clinicas de consenso. Estas, en base a los diferentes criterios clinicos y morfolégicos del
tumor, facilitan la estandarizacidn del diagndstico y del tratamiento con el objetivo de
conseguir una mejor calidad de vida.[®

La mayor parte de los casos de cancer de mama (70-75%) aparecen en mujeres sin
antecedentes familiares, por lo que se consideran esporédicos.[7] Sin embargo, entre
un 15-20% presentan antecedentes familiares. Se desconoce con qué frecuencia esta
agregacion familiar se debe al azar, a influencias ambientales, a diferentes estilos de
vida, o bien a una susceptibilidad genética. Estos casos son considerados cdnceres de
mama de tipo familiar.

Por otra parte, existe entre un 5-10% de casos que son atribuidos a genes de alta

penetrancia y que muestran patréon de herencia autosdmico dominante. Menos de la

19



mitad son debidos a mutaciones germinales de los genes BRCA1 y BRCA2."®1 S6lo una
minoria se deben a mutaciones en genes de alto riesgo muy poco frecuentes como
ATM (Ataxia-Telangiectasia), TP53 (sindrome de Li-Fraumeni) y PTEN (sindrome de
Cowden). Los tumores de mama que se desarrollan en el contexto de estos sindromes
se consideran hereditarios y, caracteristicamente, suelen diagnosticarse en edades
muy tempranas, tienen alto riesgo de bilateralidad y estdn asociados a una fuerte

agregacion familiar.
1.2. Cancer de mama en mujeres jovenes.

Un 7% de los casos de cancer de mama se diagnostican en mujeres antes de los 40
afios. Es el tumor gue con mayor frecuencia aparece entre adolescentes y adultos
jévenes (15-35 aﬁos).[lo' 1]

A partir de los 50 afios el riesgo es mas elevado, en hasta 6,5 veces, hallandose el
pico de mayor incidencia alrededor de los 60 afos. Los resultados de diferentes
estudios son contradictorios, ya que para unos la edad ha de considerarse en si misma
un factor de mal prondstico, mientras que otros no la consideran un factor
independiente.[12'14]

Sin embargo, existen multiples evidencias de que los tumores de las pacientes de
menor edad tienen un perfil bioldgico diferente respecto a los tumores de las

pacientes de mayor edad.!™

En general, se considera que los casos a edades
tempranas muestran una serie de caracteristicas clinicas e histopatolégicas mas
agresivas.'” ¥ Los tumores de estas pacientes suelen tener un tamafio mayor y alto
grado de malignidad y las pacientes muestran peor prondstico, con un elevado
porcentaje de recidiva local y menor supervivencia global, si se compara con las

caracteristicas clinicas y morfoldgicas de los tumores grupos de pacientes mayores.[ 6

19]

Recientemente se han publicado algunos estudios que analizan la expresion génica

de los tumores en el grupo de pacientes jc')venes,[ZO]

identificAndose hasta 63 genes
gue especificamente aparecen alterados, a través de los cuales se pueden estudiar las
vias moleculares que se ven afectas, siendo alteraciones oncogénicas especificas y

distintas de las que promueven la tumorogénesis en pacientes con mayor edad.
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El tratamiento habitual en estadios iniciales del cancer de mama en estas pacientes
jévenes suele ser la cirugia conservadora seguida de quimioterapia sistémica
adyuvante (QTA) o la neoadyuvancia. En general, las pautas de tratamiento son
distintas a las que se emplean en pacientes mayores.m]

Se ha sugerido que con la mastectomia el riesgo de recidiva local es menor que con
cirugia conservadora. En caso de cirugia conservadora, es recomendable que el
seguimiento a largo plazo sea prolongado, ya que incluso tras la QTA, existe un riesgo
de recidiva local al aifio del diagndstico del 1% que se mantienen durante los 15 afos
siguientes.??

Ademas de todo lo expuesto, en las ultimas décadas la incidencia entre mujeres
jévenes parece seguir en aumento, debido probablemente a cambios relacionados con

el estilo de vida.[*®

1.3. Factores clinico-patoldgicos del cancer de mama.

El cdncer de mama es una enfermedad heterogénea. Su prondstico esta asociado a
diferentes factores morfoldgicos clasicos como el tamafio tumoral, el grado
histolégico,[zs] el estado de los ganglios axilares, la invasién vascular, la presencia de
necrosis y la distancia a los margenes de reseccion. Algunos de estos factores estan
incluidos en el sistema de estadificacion TNM,?¥ el cual permite agrupar a las
pacientes, segun el nivel de progresién tumoral que se relaciona con la probabilidad de
recidiva y, por tanto, con el prondstico. Ademas, contribuye a la toma de decisiones en
cuanto al tratamiento mas adecuado.

Desde un punto de vista histoldgico, las neoplasias infiltrantes de mama se han
venido clasificando atendiendo a criterios bien establecidos por la QOrganizacion
Mundial de la Salud (OMS), en diferentes grupos segun sean de origen epitelial,
mesenquimal, mixto, linfoide o metastasico. Existe un amplio espectro de fenotipos
morfoldgicos y subtipos especificos, cada uno de ellos con sus particularidades de
presentacion clinica y prondstica. El carcinoma ductal infiltrante no especifico (CDI,
NOS) es el tipo histolégico mas frecuente, supone el 75% de todos los tipos

tumorales.!?”!
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Recientemente, el prondstico se ha relacionado también con marcadores
biolégicos (biomarcadores) predictivos de respuesta a diferentes modalidades de
tratamiento. Sin embargo, los biomarcadores validados hasta la fecha para el
diagndstico en la practica clinica en cancer de mama con inmunohistoquimica (IHQ)
son: receptores de estrogenos (RE), receptores de progesterona (RP) y el receptor
Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2).2 2]

El antigeno Ki67 es un marcador nuclear de proliferacidon que determina la fraccién
de crecimiento en una determinada poblacién celular. La valoracién de células
tumorales Ki67 positivas, medida en porcentaje, es también un biomarcador
prondstico en la mayoria de los casos de cancer de mama.”?” 28! sy utilidad no est3

demostrada de manera universal y de hecho, muchos laboratorios no lo incluyen en el

panel de rutina de biomarcadores de cancer de mama.
1.4. Clasificacion molecular del cancer de mama.

La primera clasificacion molecular en cancer de mama fue descrita por Perou et
2 s / o o . . . ,
al®® hace ya mas de una década. En ella se definieron cinco subtipos intrinsecos
basados en los perfiles de expresidon génica de cada tumor.2%3* Esta clasificacion ha
sido la base de numerosos estudios posteriores que han confirmado ademas, su valor
L . [30, 33, 34] : i ) .
prondstico. Tras integrar los resultados de supervivencia entre los diferentes
subgrupos, éstos se han clasificado de manera general en dos grandes categorias,
dependiendo de si existe o no expresion en el tumor de receptores hormonales (RH) y

de genes dependientes, lo que indicaria mejor prondstico de las pacientes comparado

con aquellas con tumores que no expresan RH.

B

Luminal Subtype A uminal Subtype 8 ERBB2+ Basal Subtype Normal
Breast-like

Figural. Experimental dendrogram showing the clustering of the tumors into five subgroups.
Branches corresponding to tumors with low correlation to any subtype are shown in gray. Sorlie, T. Proc Natl Acad Sci USA, 2003.
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Por otra parte, se ha confirmado la existencia de una correlacién entre algunos de
los tipos histoldgicos tumorales descritos por la OMS (tubular, mucinoso, micropapilar,
neuroendocrino o meduIar)BS] con algunos de los subtipos moleculares, bien dentro
del grupo de bajo riesgo, o bien en el de alto riesgo. Cabe decir que este concepto ya
se venia sugiriendo afios antes de la era molecular por algunos investigadores, que
apuntaban que el estudio histopatolégico convencional de los tumores con
Hematoxilina-Eosina (HE) bastaba para poder clasificar los tumores morfolégicamente
y que, ademas, esta clasificacion morfolégica era ya, en si misma, un factor
prondstico.¢ 37

En cualquier caso, cada alteracion molecular puede tener un impacto clinico
diferente dependiendo del microambiente tisular en el que se desarrolle cada tumor,
de la presencia de otras alteraciones en las vias moleculares intracelulares que se
produzcan concomitantemente y de los tratamientos recibidos. Ademads, la
heterogeneidad genética del cancer de mama y el origen celular de cada subtipo
tumoral hacen necesario un analisis independiente en cada caso, para comprobar cual
de las vias moleculares intracelulares estd alterada en los diferentes subtipos

intrinsecos.!?% 38
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1.4.1. Fenotipos moleculares.

Luminal A: Este grupo constituye entre el 50-60% de casos. Se caracteriza por la
expresion de genes dependientes de RE y otros asociados como GATA binding protein
3, X-box binding protein 1, trefoil factor 3, hepatocyte nuclear factor 3 alfa, estrogen-
regulated LIV y ciclina D1, asi como queratinas de bajo peso molecular (CK7, CKS,
CK18). Estas ultimas se expresan en el epitelio luminal de los ductos mamarios.
Ademas, este subtipo muestra una baja expresion de genes relacionados con la
proliferacién celular.!? 3¢

El estudio de expresion de p53 se ha propuesto para identificar, dentro del subtipo
Luminal, un grupo de peor prondstico. Actualmente, este marcador aporta
informacién adicional, ya que no en todos los casos en los que esta mutado PT53 habrd
sobreexpresion. Ademas, no todas las mutaciones tienen las mismas implicaciones
clinicas.l®”!

Como estos tumores expresan RE, responden bien al tratamiento con tamoxifeno
(TMX) y/o a inhibidores de la aromatasa (lA), pero la respuesta es peor con la QTA. A
pesar de ello, es el subtipo asociado a un mejor pronéstico entre las pacientes.

Luminal B-like/HER2 negativo: Si el tumor expresa RE (> 1%), no expresa HER2 y
expresa al menos una de las siguientes caracteristicas: Ki67 alto (>14%), RP (negativo o
< 20%) o alto riesgo de recurrencia, basado en los estudios de expresion multigénica (si
estuvieran disponibles). Este subtipo representa entre el 10-20% de todos los casos y
muestra expresién moderada de genes del epitelio luminal de los ductos mamarios.
Aunque expresan RE, también tienen una alta expresiéon de genes relacionados con la
actividad proliferativa como CCNB1, MKI67 y MYBL2.1%% 4]

Luminal B-like/HER2 positivo: Si el tumor expresa RE y HER2 esta sobreexpresado
o amplificado, independientemente de la expresion de RP y de la actividad
proliferativa. Este subgrupo muestra peor prondstico. Se corresponde al subtipo
Luminal B de alto riesgo, segln exprese mayor o menor actividad proliferativa y debido
a la expresion de HER2.142

HER2: Entre el 15-20% de los carcinomas de mama se incluyen en este subtipo. Se

caracteriza por expresar genes que se encuentran en el cromosoma 17g22.24,
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incluyendo el oncogén ERBB2 y un conjunto de genes como GRB7, TOPO2A, GATA4,
relacionados con genes de angiogénesis y de protedlisis.

La sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 era hasta hace unos afios un factor de
mal pronéstico.”® Desde la introduccién de tratamiento diana especifico antiHER2
(Trastuzumab®) ha habido un aumento significativo en la tasa de remision de la
enfermedad y ha mejorado mucho el pronéstico de las pacientes.[44]

Triple Negativo: Este subtipo es el menos frecuente, aproximadamente 10-15%. Se
caracteriza por la expresion de genes asociados con las células mioepiteliales (p63,
5100, EGFR, CAV1) con expresién de proteinas especificas (p63, proteina S100, EGFR y
caveolina-1, respectivamente) y/o de las células basales del epitelio mamario (CK5/6,
CK14, CK17). Ambos tipos celulares estan dispuestos en intimo contacto en el tejido
mamario normal, tanto de los lobulillos como de los conductos.

El subgrupo Basal-like esta constituido casi en su mayoria (75%) por tumores triple
negativos (TN) (RH/HER2 negativos). En la practica clinica se equipara el término Basal-

like al de TN; pero no son términos sinénimos'*!

puesto que, si bien el 70-80% de los
tumores Basal-like son TN, existe una discordancia de expresién de marcadores IHQ de
al menos un 30% en los dos grupos.[46] Asi pues, una definicidon basada en la ausencia
de expresién de RH y HER2 no basta, dado que aumenta la posibilidad de errores de
clasificacién. Por este motivo, actualmente se recomienda utilizar un panel de cinco
anticuerpos que incluya RE, RP, HER2, EGFR y CK5/6 para su clasificacion, con una
especificidad del 100% y una sensibilidad del 76%. Como consecuencia, este subgrupo
de tumores ha pasado a denominarse recientemente subtipo quintuple negativo.[47' 28
Por otra parte, los casos de cancer de mama que se desarrollan en pacientes con
mutaciones germinales de BRCA1 suelen ser del subtipo TN/Basal-like 149] y no existen
en la actualidad tratamientos diana ni QTA especifica para ellos. No suelen expresar
genes relacionados con RH ni HER2, pero existen estudios que demuestran que entre
un 15-54% de estos casos expresa al menos uno de estos marcadores.”*”
Recientemente se ha profundizado en la caracterizaciéon de este subtipo y se
sugiere que la estratificacion molecular de las pacientes con tumores TN, basado en el
perfil de expresidn génica Basal-like versus No Basal-like.l*!
Masuda et al., han propuesto subclasificar a las pacientes con tumores TN y que

reciben tratamiento neoadyuvante en 7 grupos, los cuales pueden ayudar a predecir el
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grado de respuesta patoldgica completa, lo que permitiria profundizar en el disefio de
nuevas estrategias terapéuticas dirigidas para cada paciente.[szl

Tejido mamario normal: El subtipo Normal-Breast forma parte de la clasificacién
de subtipos moleculares junto al tejido mamario normal. Expresa genes caracteristicos
del tejido adiposo y tienen un prondstico intermedio entre el subtipo Luminal y el
Basal-like. Han sido poco estudiados, pero actualmente existe controversia de la
existencia de este grupo como subtipo tumoral. Se considera que este subgrupo es el
resultado de la existencia de un artefacto técnico en los estudios de expresiéon con
microarrays.”?

Se ha descrito el subtipo Claudin-low en tumores de mama de ratones y en
estudios con lineas celulares de cancer de mama.®***! Son tumores que no expresan
RH ni HER2, muestran signos de diferenciacion metaplésica y/o tienen un patréon de
crecimiento de tipo medular-like. También se asocian con mal prondstico. Los
resultados preliminares sefialan que tienen una respuesta intermedia en los protocolos
convencionales de tratamiento con QTA, y que ésta se encuentra entre la observada
en los tumores de subtipo Luminal y los TN/Basal-like.

Durante esta ultima década han ido surgiendo numerosas plataformas génicas, las
cuales mediante técnicas moleculares clasifican cada tumor segin los genes que
exprese, en “alto” o “bajo” riesgo y los correlaciona con el prondstico, con la capacidad
metastasica y con el indice de sensibilidad a determinados tratamientos de QTA. Entre
ellos destacan OncotypeDX, Mammaprint y PAM50. Actualmente, algunos centros las
ofrecen sélo a las pacientes que cumplan determinados criterios clinico-
morfolégicos.[ssl Su objetivo ultimo es servir de ayuda, como una herramienta mas, en
la toma de decisiones terapéuticas.ml Sin embargo, en la mayoria de los hospitales su
uso se encuentra limitado, ya que estas técnicas tienen un coste mas elevado que las
convencionales.

Se han validado paralelamente herramientas de IHQ, mas accesibles econémica y
metodoldgicamente. Su finalidad es ser una técnica complementaria al diagndstico de
rutina. Mediante el uso de anticuerpos comerciales se puede reproducir la clasificacion

molecular con un reducido panel, aunque todavia con ciertas limitaciones."*®
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Los biomarcadores mas relevantes son: RE, RP, HER2 (panel bdsico de
inmunohistoquimica junto al diagndstico histopatolégico), Ki67, queratinas luminales o

de alto peso molecular, p63 y EGFR.!*® 6062
1.4.2. Inmunofenotipos de cancer de mama en pacientes jovenes.

En la literatura cientifica existe mucha menos informacién respecto a la prevalencia
de inmunofenotipos de cdncer de mama en pacientes jovenes que respecto a los
inmunofenotipos de cancer de mama en todos los grupos de edad.' 3 18 6363
Tradicionalmente, este tipo de neoplasia a edades tempranas se ha asociado con altas

[14] por lo que seria esperable

tasas de recidiva y con una menor supervivencia,
encontrar tumores con fenotipos agresivos. Sin embargo, los resultados de las series
publicadas son contradictorios. Por una parte, se ha descrito una mayor proporcién de
tumores de fenotipo Luminal B y una menor prevalencia del subtipo Luminal A% ¢
Otros estudios concluyen que el subtipo mas frecuente es el TN/Basal-like.®* ) por
tanto, se hacen necesarios mas estudios que incluyan series con mayor nimero de
pacientes, los cuales ayudarian a clarificar estos resultados.

Ademads, es imprescindible el andlisis de vias moleculares y de biomarcadores
asociados al control de las vias mas relevantes implicadas en el cdncer de mama. De
esta forma se podran determinar alteraciones que expliquen la heterogeneidad

, . . . s ez 2
tumoral y el pronéstico tan variable entre las pacientes mas Jovenes.[ ol

1.4.3. Vias moleculares en cancer de mama.

Durante esta Ultima década el numero de investigaciones relacionadas con
identificacidn, definicidon y comprensién de novedosas vias moleculares intracelulares y
de su papel, tanto en los mecanismos fisiolégicos como en los mecanismos de
transformacion neoplasica, ha aumentado exponencialmente.[es’ %l pe |a importancia
de conocer las alteraciones a nivel molecular subyace la necesidad de identificar
biomarcadores que ayuden a seleccionar dianas moleculares implicadas en la
tumorogénesis.[zol

En los dultimos afios, se ha avanzado exponencialmente en el disefio de

tratamientos farmacoldgicos dirigidos a inhibir y/o bloquear estas dianas y, a su vez,
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las rutas intracelulares implicadas en la carcinogénesis. En relacién con estos avances,
el cancer de mama a nivel molecular resulta, a la vez que heterogéneo, un reto ante las
multiples alteraciones genéticas que pueden producirse en las diferentes vias
intracelulares. Sin embargo, continta sin existir una clara respuesta a la pregunta de
por qué algunas pacientes con el mismo diagndstico histopatoldgico y caracteristicas
moleculares, que lo clasifican dentro de un determinado subgrupo molecular,
presentan diferente evolucidn clinica.

Smid et al., concluyeron que los cinco subtipos moleculares tienen capacidades de
metastatizar en diferentes érganos y que comparten caracteristicas bioldgicas y vias
moleculares con los tejidos donde metastatizan.”” Es por ello que, en la actualidad, se
estd haciendo necesario redefinir las caracteristicas moleculares de los cinco
subgrupos inicialmente descritos. Ademas, se ha sugerido que la heterogeneidad
podria ser debida, al menos en parte, a las mdultiples interacciones con el

microambiente tumoral y/o alteraciones simultaneas con otros genes."”"

1.4.3. a. Insulin-like Growth Factor 1 Receptor (IGF1R).

La via de sefalizacion controlada por IGF1R juega un papel importante en el
crecimiento y diferenciacion celular, particularmente en el crecimiento y desarrollo de
la glandula mamaria normal. Interviene ademas en diferentes procesos metabdlicos.

IGFIR es un receptor transmembrana que forma parte del sistema insulin-like
growth factor (IGF) junto con el receptor Insulin-like Growth Factor 2 Receptor (IGF2R).
El resto de componentes del sistema lo constituyen ligandos IGF (IGF1-2) y proteinas
de uniéon (binding proteins (IGFBP1-6)). Todos ellos interaccionan entre si formando
una imbricada red de sefiales intracelulares, la cual tiene repercusiéon en otras vias
bioldgicas de sefalizacion.”?

Los ligandos IGF1 e IGF2 son péptidos mitogénicos conocidos como
somatomedinas, son homadlogos entre si en el 62% de sus secuencias de aminodcidos
(aas) y, en menor porcentaje, homdlogos también con la insulina. Tienen efecto
autocrino, endocrino y paracrino en la formacion y crecimiento de la glandula

mamaria.m]
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Figura 3. Key components of the IGF-1R pathway. Zha, J. Clin Cancer Res, 2010.

El gen que codifica IGF1R estd localizado en el cromosoma 15¢g26.1. IGF1R es un
receptor proteico transmembrana heterotetramérico glicosilado que forma parte de la
familia de los receptores con actividad tirosina quinasa (TK). Esta constituido por dos
subunidades alfa (a) y dos subunidades beta (B). Las cadenas a se localizan
extracelularmente, mientras que las subunidades B son dominios transmembrana e
intracelulares.””?! Ambas se sintetizan a partir de un precursor Unico de ARN mensajero
(ARNm). La regién intracelular de la subunidad B tiene un lugar de unidén para la
fosforilacion de sustratos en el residuo 950 de tirosina, un lugar de unién al ATP en el
residuo 1003 de lisina, un dominio TK con tres tirosinas criticas (posiciéon 1131, 1135y
1136), y algunas tirosinas en el dominio C terminal (posiciones 1250, 1251 y 1316).

Existen modelos experimentales que demuestran que algunas de las funciones son
dominio-receptor-dependiente: sintesis de ADN (dependiente del dominio TK),
apoptosis y metdstasis (dependientes de dominios TK y dominio C terminal),
migracion/invasidén (dependiente de dominio TK a través de tirosina 1250/1251) y

mediacién de radioresistencia (Tyr1251).7
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La unién del ligando a la subunidad a induce un cambio conformacional en las
subunidades del receptor, dando como resultado la autofosforilacidon y la activacién

del dominio TK intracitoplasmatico,”

y como consecuencia, la activacion de
diferentes vias de sefalizacién intracelulares. IGF1R fosforilado recluta y activa
proteinas adaptadoras de sefializacion IRS-1, IRS-2 y Shc.

IRS-1 fosforilado se une a la subunidad reguladora del fosfatidil-inositol 3"quinasa
(PI13K), estimulando su actividad a través de la cual se veran aumentados los niveles de
fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3) en la membrana citoplasmatica. Esta situacion
servira para reclutar a la proteina quinasa B (PKB/Akt) en la membrana celular, donde
podra ser fosforilada y activada por PDK1 y por el complejo enzimatico mammalian
target of rapamycin (mTOR).

La activacion de Akt tiene efecto antiapoptético a través de la inhibicion de la
fosforilacion de factores pro-apoptdéticos.”®!

Por otra parte, la activacion de Shc estimula la activacién de la via de Ras-mitogen-
activated protein kinasa (RAS/MAPK) y la trasduccidn de sefiales mitogénicas a través
de la activaciéon nuclear de ELK1, produciéndose por esta via la activacion de la
proliferacién celular.

La alteracién de este sistema estda relacionada con alteraciones metabdlicas,
déficits de crecimiento y desarrollo de neoplasias. IGFIR se ha encontrado
significativamente sobreexpresado y activo en células neoplasicas de diferentes tipos
de tumores de mama, colon, pancreas, rifién, pulmoén vy melanoma.l’> 7"

Estudios epidemioldgicos y clinico-patoldgicos recientes apoyan el papel de IGF1R
como factor clave en el desarrollo y progresiéon tumoral.”® su sobreexpresiéon se
requiere para que ocurra la transformacién neoplasica, siendo paso obligado para
poder adquirir un determinado fenotipo tumoral,[79] lo cual parece tener
consecuencias funcionales, en particular en la capacidad de bloquear la apoptosis.m]

En pacientes con cancer de mama se han detectado niveles elevados de expresion
de IGFIR en un 30-80% de casos,®” aunque su valor prondstico es todavia
controvertido.®*®! un alto porcentaje de tumores de tipo Luminal A expresan IGF1R,
seguido por tumores de tipo Luminal B y HER2. Con menor frecuencia se expresa en

tumores de tipo TN/Basal-like. Como consecuencia, algunos autores han establecido la

relacion entre la coexpresion de los RH y de IGF1R.1* 88 partiendo de la base de que
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los IGFs ejercen efectos mitogénicos potentes sobre los RH, se sugiere que éstos
también potencian el crecimiento en las células neoplésicaslgo] y, por tanto, se produce
un efecto “cross-talk” entre el sistema IGF y los RH. Este efecto también puede ocurrir
en células neoplasicas que expresen EGFR, HER2 y VEGFR.®"! sin embargo, otros

Ill

estudios no han demostrado correlacién entre la expresidon de IGF1R con el “status” de

RE, pero si entre la expresion de IGF1R y los tumores de pacientes con mal
prondstico.®!

Por otra parte, el tratamiento antiestrogénico tiene también efecto sobre el
sistema IGF. Debido a este “cross-talk”, puede explicarse que el TMX produzca una
reduccion de la intensidad de la sefal IGF1R-dependiente como parte de sus
mecanismos de accién.®" El papel que ejerce el sistema IGF en la resistencia al
tratamiento endocrino ha sido objeto de varios estudios, pero los resultados son
contrapuestos.[87’ 92:941 A pesar de ello, algunos autores consideran que el estudio de
expresion de este receptor aporta informacion prondstica, especialmente en pacientes
con tumores de mama RH positivos. Recientemente, se ha sugerido que IGF1R puede
tener alguna implicacién en el desarrollo de un subgrupo de pacientes con tumores de
mama del subtipo TN/BasaI—Iike.[gs' o Pero, sin duda, uno de los aspectos mas
importantes del estudio de IGF1R es que se ha convertido en una diana clave para

estudiar estrategias terapéuticas dirigidas, utilizando anticuerpos anti-IGF1R, bien de

forma aislada, bien incluido en protocolos de tratamientos de QTA convencional y
RT [97, 98]
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Figura 4. Crosstalk between ER and mTOR Signaling. Medscape education.

Por otra parte, algunas lineas de investigacion recientes sugieren que el
incremento de expresion de IGF1R en el citoplasma del epitelio ductal benigno y de la
glandula mamaria se correlaciona con el aumento del riesgo de desarrollar cancer de
mama.’!

Por ultimo, otros autores han demostrado que niveles altos de expresion de ARNm

(100 yesistencia a tratamiento RT

IGF1R se relacionan con un alto potencial metastasico,
y a alta probabilidad de recidiva local 1101 102 Llegados a este punto, es importante
sefialar que en la literatura cientifica actual no existen apenas datos publicados sobre
el papel de IGF1R entre los diferentes inmunofenotipos y tampoco acerca de su valor

prondstico en pacientes jovenes con cancer de mama.
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1.4.2. b. Proteina fosfatasa con dominio homdélogo tensina (PTEN).

PTEN es una proteina codificada en humanos por el gen PTEN, localizado en el
cromosoma 10g22-23. Es el segundo gen supresor tumoral mas mutado tras TP53 en
humanos. Las mutaciones pueden producirse en todos los dominios de PTEN, lo que
supone que cada region sera clave en cada uno de los posibles procesos tumorales en
los que esté implicada.

Durante el desarrollo tumoral las mutaciones, deleciones y/o metilaciones del
promotor de PTEN provocan la inactivacién de su actividad enzimatica, lo que se
traduce en una ausencia de expresion proteica. Consecuentemente, se produce una
acumulacién de PIP3, esto simula el efecto de la activacion de PI3K y la activacién de
sus efectores, PDK1, Akt/PKB y Racl/cdc42 con los que estd relacionado. La
consecuencia es bidireccional, por una parte se produce un aumento de la actividad
proliferativa en la célula tumoral y, por otra parte, la inhibicidn de la apoptosis.[m]

PTEN ejerce la funcidn supresora tumoral a través de su accién fosfatasa, la cual
estd formada por 403 aa y cinco dominios funcionales: un dominio de unién (PBD), que
se corresponde con el dominio de unién de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI-4,5-P2),
un dominio fosfatasa, un dominio fosfolipido de unién a C2 (que permite inhibir la
migracion celular), una cola carboxi-terminal y un dominio de unién de reconocimiento
proteico (PDZ).

La regulacién del ciclo celular y de los mecanismos de transicién epitelio-
mesénquima (EMT) son otras de las funciones que desempefia PTEN dentro del
metabolismo celular. También tiene capacidad para inhibir el crecimiento de las células
ejerciendo un efecto antagonista al de las proteinas con actividad TK. Se ha descrito
también su accion como regulador negativo de la via de PI3K/Akt, inhibiendo la
apoptosis y promoviendo la supervivencia celular.!*®

Las mutaciones germinales de PTEN son las responsables del sindrome de Cowden
y de otros sindromes hereditarios poco frecuentes, agrupados dentro de los llamados
PTEN hamartoma tumor syndromes (PHTS). Los casos hereditarios de cancer de mama
asociados al sindrome de Cowden (25-50%) suelen aparecer en mujeres jévenes v,

frecuentemente, son bilaterales. En ellos pueden identificarse mutaciones germinales

hasta en el 80-85% de los casos. De éstas, dos terceras partes se encuentran en los
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exones 5, 7 y 8 del gen. Un 40% ocurren en el exdn 5 que codifica para el dominio
fosfatasa. Sin embargo, muchas de ellas conservan la funcién catalitica del gen de
forma parcial o completa, lo que sugiere que deben existir mecanismos alternativos de
inactivacion de PTEN.!%% 204 gj, embargo, en todos estos casos existe una pérdida de
expresion de la proteina.

La inactivacion de PTEN también se ha identificado en tumores esporadicos,
ademas de en cdncer de mama, en glioblastoma, tumores de endometrio, préstata y

[105, 106

pulmon. 'Pueden detectarse mutaciones de PTEN hasta en un 5% de canceres de

mama esporadico. Es poco frecuente encontrar polimorfismos de los exones 3y 7,

pero puede existir pérdida de heterozigosidad hasta en un 40%. La pérdida de

expresién de PTEN se ha descrito en un 15-50% de los casos de cancer[103]"°Y y

7

ocasionalmente, se ha asociado a mal prondstico en pacientes con tumores
espordadicos y hereditarios.!**”!

Algunos autores han podido demostrar la asociacién entre la pérdida de expresién
de PTEN y/o su inactivacion y el subtipo Basal-like, asi como su valor en el pronéstico
de las pacientes.[los’ 109]

Por otra parte, en estudios recientes se ha demostrado un papel esencial de PTEN
en los mecanismos de resistencia a Trastuzumab® en pacientes con cancer de mama
HER2 positivo. La inactivacion de PTEN por diferentes mecanismos, como su falta de

.y . 110-112
expresion, tienen lugar en el 30-50% de estos casos. 110112
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Figura 5. Resistance to Trastuzumab due to PTEN deficiency. Pandolfi, P. N Engl J Med 2004.M3

1.4.2. c. Via de sefializacion de PI3K/Akt/mTOR.

Esta via molecular intracelular tiene un papel clave en la regulacion de la
supervivencia celular, proliferacion, migracidon, apoptosis, metabolismo y
angiogénesis.!'** 11

La familia de proteinas PI3K se divide en tres clases principales, éstas estdn
constituidas por una molécula de fosfatidil-inositol (Pl), componente de las
membranas lipidicas de las células eucariotas, y por las fosfoquinasas (PIKs) que
fosforilan entre otros, el P1.11 Todas ellas tienen una subunidad reguladora p85 y una
subunidad catalitica p110. Los genes PIK3CA, PIK3CB y PIK3CD codifican las isoformas
homdlogas p110a, p110B y p11086, respectivamente.[ml Las mutaciones descritas en
PIK3CA (3926.3) son las alteraciones genéticas que ocurren con mas frecuencia en esta
via.

En condiciones fisioldgicas, una vez que PI3K fosforila Pl-4, 5-P2 y genera el
segundo mensajero 3, 4, 5-PI3P, se desencadena una cascada efectora en la célula
mediada por la unién a proteinas especificas, con al menos dos tipos diferentes de

dominios de unidn lipido-proteina, llamados FYVE y homdlogo de plekstrina (PH). Los

dominios PH son proteinas globulares de 100 aa que se encuentran en muchas otras
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proteinas, incluyendo la protein serina/treonina quinasa 1 dependiente de PI3P (PDK1)
y Akt (Proteina quinasa B (PKB)). Ademas, la subunidad catalitica p110a, puede estar
regulada por los receptores TK, de unién a factores de crecimiento y, también, por los
receptores asociados a proteinas G.

Las mutaciones activantes de PIK3CA en diversos “hot spots” se producen con mas
frecuencia en las posiciones E542K, E545K y H1047R. Estas constituyen mas del 80%
del total de mutaciones descritas en PIK3CA en cancer de mama. Los resultados de
estudios in vitro y con cristalografia por rayos X sugieren que las mutaciones en E542K
y E545K (exdn 9) anulan las interacciones moleculares, mientras que las mutaciones en
el exén 20 (dominio H1047R) producen una activacion constitutiva del gen.!***!

En estudios con ratones transgénicos, la inactivacidon genética o farmacoldgica de la
expresion de PIK3CA (H1047R) da como resultado la desaparicién de tumores
mamarios. Sin embargo, algunos de ellos recidivan y pueden hacerse resistentes a la
inhibicién de PI3K por la via de c-myc."*®

En otros estudios se ha podido demostrar que las mutaciones en el exén 20 de
PIK3CA son relativamente frecuentes, pudiendo ocurrir hasta en el 23-33% de tumores
de subtipo HER2,1** y entre el 28-47% en tumores de subtipo Luminal A. No obstante,

también han identificado mutaciones activantes en los exones que codifican Ia

subunidad reguladora p85a de PIK3CA.1*?%
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Figura 6. Via PI3K/PTEN/Akt/mTOR.

Ademas de su actividad para favorecer el crecimiento y supervivencia celular, la via

[121]

PI3K interactia con los RE de forma directa e indirecta, ya que ésta puede ser

activada por los RE. Ademas, la activacién de la via PI3K puede dar lugar a resistencia
antiestrogénica, como ha sido demostrado en diversos modelos experimentales,[m' 1231
la cual puede revertirse tras la inhibicion de la via PI3K. Por ello, determinados
estudios sugieren que la combinacién de antiestrogenos y de inhibidores de la via PI3K
puede ser una estrategia clinicamente mas efectiva que el empleo de tratamiento
antiestrogénico Gnico.t24 19

Se ha demostrado que las mutaciones activantes de PIK3CA provocan resistencia a
tratamientos anti-HER2 como Trastuzumab®, debido a la activacion adicional en esta
ruta, independientemente de los dimeros HER2/HER3. También se ha descrito que los
tumores HER2 positivos son sensibles a los inhibidores de PI3K y de mTOR, tanto antes
como después de adquirir resistencia a tratamientos con Trastuzumab® y/o Lapatinib®
(inhibidor dual de HER1/HER2). Esto sugiere que las células tumorales resistentes son
PI3K dependientes y que, las pacientes con tumores resistentes a tratamientos

dirigidos se podrian beneficiar de los inhibidores de PI3K.128!
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Akt es una serina/treonina quinasa (PKB) de 57 KiloDaltons (KD). Es el homdlogo
celular de la oncoproteina viral v-Akt. Interviene en la regulacion de las proteinas que
participan en la proliferacién celular, metabolismo, supervivencia, invasién, migracion,
apoptosis celular y en los mecanismos de reparacion del ADN.

El genoma de los mamiferos contiene tres genes AKT que codifican las isoformas
Aktl (PKBa), Akt2 (PKBB) y Akt3 (PKBy), las cuales comparten mas del 80% de la
secuencia de aas. La localizacion cromosdmica de cada gen AKT en humanos se ha
identificado con técnicas de FISH en los cromosomas 1432 (AKT1), 19913.1-13.2
(AKT2) y en 144 (AKT3). Cada uno codifica una proteina que contiene un dominio PH,
el extremo N-terminal, un dominio quinasa central y un dominio regulador C-terminal.
Todos ellos estdn expresados en diferentes proporciones en tejido pulmonar, renal y
cerebro y su sobreexpresién puede detectarse en los tumores de mama, colon vy
ovario.!*?’!

Para poder realizar las funciones celulares atribuidas a Akt, ésta se ha de unir a
PIP3. De la interaccién de éste con su dominio PH a través de PDK, tendrd lugar la
fosforilaciéon de la posicion Thr308, con la consiguiente activacion parcial de Akt.
Posteriormente, la fosforilacion de la posicidn Ser473 por PDK2 (mTORC2) generara la
activacion completa de Akt. Una vez activada Akt, ésta es capaz de fosforilar multiples
proteinas (Bad, IKKa, Forkhead (FOXO) family, GSK-3, GLUT4, P21/Wafl, P27/Kip1,
mTOR, TSC2) que activaran mecanismos celulares con el objetivo de obtener un
resultado neto en el incremento de apoptosis, proliferacion, crecimiento, metabolismo
y supervivencia celular.!*®

Cualquier alteracion en los diferentes niveles de esta ruta conlleva a la
transformacion neoplasica de las células.™?® 3% se han descrito mutaciones activantes
y amplificacién de AKT1 y AKT2 que producen una hiperactivacion de Akt, detectada en
hasta el 3,8% de tumores de mama de tipo Luminal.™3

Recientemente, en algunos modelos preclinicos y en ensayos clinicos, se han
empleado farmacos que actian como inhibidores competitivos de las tres isoformas
de Akt. Estos se unen al dominio PH e impiden el cambio conformacional de la
molécula, impidiendo asi su activacion.[*%

mTOR (mammalian Target of Rapamycin) es una serina/treonina quinasa de 289

KD. Esta codificada por el gen FRAPI, localizado en el cromosoma 1. Pertenece a la
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familia de proteinas TOR que tienen funciones pleiotrdpicas, participa en la regulacién
del inicio de la transcripcion de ARN mensajero (ARNm) y en la traduccion a proteinas
en respuesta a concentraciones intracelulares de aas y de otros nutrientes esenciales.
Interviene también en la organizacion del citoesqueleto de actina, en el transporte de
sustancias a la membrana plasmatica a través del citosol, en la degradacidon de
proteinas y en la biogénesis del ribosoma. Regula rutas de seializacién esenciales para
la célula y esta implicada en la activacién de estimulos de crecimiento y de progresidon
del ciclo celular.

Existen dos complejos que contienen mTOR. Por una parte, el complejo sensible a
rapamicina (complejo mTORC1) que interacciona con la proteina Raptor (regulatory-
associated protein of mTOR) y fosforila los efectores de mTOR, como la quinasa S6K1y
el factor de iniciacion eucaridtico de union a proteina 1 (4EBP1). El segundo complejo
no es sensible a rapamicina (complejo mMTORC2), pero se caracteriza por su interaccién
con Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR) y controlar el citoesqueleto de
actina y la unién a Akt.

La proteina mTOR controla la traduccion de determinados ARNm que se
transforman, en respuesta a sefiales inductoras de crecimiento, en proteinas
esenciales para la progresion del ciclo celular. Esta activacién provoca la fosforilacién y
activacion de la proteina p70S6K y del factor 4EBP1. La proteina p70S6K se une a la
membrana mitocondrial y fosforila la proteina pro-apoptética BAD inactivandola,
consiguiéndose asi un aumento en la supervivencia celular.

La inhibicién de mTOR provoca un incremento a nivel de ARNm y de la cantidad de
proteina ciclina D1 y una disminucion de la eliminacion del inhibidor de TK
dependiente de la ciclina p27, con lo que se disminuye el avance de la fase G1 en el
ciclo celular.[1*3% 134

La activacion de mTOR en cancer de mama se ha descrito asociada a tumores de
fenotipo agresivo.ms] Recientemente, se ha sugerido que mTOR es un efector potente
en el tratamiento con Lapatinib®.[l36] También se ha establecido la relacidon existente
entre la resistencia al tratamiento antiestrogénico en tumores de mama RE positivos y
la activacién de mTOR. Por otra parte, se sabe que el inhibidor de mTOR, Everolimus®

(Rapamicina), en combinacidon con IA mejora la supervivencia libre de enfermedad
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(SLE) en pacientes en estadios avanzados que previamente han sido tratadas con IA no
esteroideos.!*”!

La Rapamicina, y también sus analogos (rapalogos), compuestos por la proteina
FK506 (FKBP12), se unen a mTOR e inhiben la actividad quinasa de mTORC1 pero no la
de mTORC2. La inhibicion de mTORC1 provoca un feedback negativo en todos los
receptores que pueden activar la via PI3K (IGF1R, IRS-1 y HER3) lo que sugiere que la

inhibicidn directa de la via puede ser muy efectiva.

PIP2
C PI3K > C PDK1

TSC1/2

(citopl+nucl)

(citoplasma)
Rapamycin

Sintesis proteinas
Crecimiento celular

Figura 7. Via PI3K/PTEN/Akt/mTOR y accién de Rapamicina.

Hasta la fecha, existen algunos estudios que han analizado el estado de mTOR y el
efecto de estos tratamientos en mujeres postmenopdusicas con cancer de mama. Sin
embargo, existen pocos trabajos en la literatura que analicen el estado de mTOR en el
subgrupo de mujeres jévenes.[138’ 139]

Con todo lo anteriormente comentado, se pone de manifiesto la relevancia de
identificar el estado de IGF1R, PTEN y de la via molecular PI3K/Akt/mTOR en la

patogénesis, crecimiento y progresion tumoral, asi como el papel importante que

juega esta ruta intracelular como diana terapéutica potencial.**
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1.5. Justificacion

En la actualidad existen un escaso numero de estudios publicados respecto a los
subtipos de cancer de mama en pacientes jovenes.

Asimismo, se desconoce la relevancia de las alteraciones moleculares en IGF1R,
PTEN y de algunos biomarcadores asociados a la via de sefalizacion de PI3K/Akt/mTOR
entre los distintos inmunofenotipos. Esta ruta intracelular ha suscitado mucho interés
en los ultimos afios como potencial diana terapéutica. Por ello, es de gran relevancia
estudiar las alteraciones en los biomarcadores implicados en esta via intracelular. De
esta forma, se podra determinar su papel en los diferentes subtipos de cancer de
mama entre las pacientes mas jévenes.

En este trabajo se pretende, mediante técnicas de inmunohistoquimica y utilizando
biomarcadores de rutina validados, clasificar por inmunofenotipos una serie de
tumores de mama diagnosticados en pacientes jévenes. Ademads, se identificaran las
alteraciones en la expresion inmunohistoquimica de biomarcadores asociados a la via
de IGF1R, PTEN/Akt/mTOR.

Por tanto, el interés principal del presente estudio estd dirigido a identificar
marcadores prondsticos y/o predictivos, con el fin de complementar las herramientas
diagndsticas ya existentes en Patologia. De este modo, podria facilitarse el estudio de
nuevas opciones terapéuticas en algunas pacientes jovenes, las cuales tienen en la

actualidad escasas alternativas de tratamiento adyuvante y/o neoadyuvante.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

Puesto que las pacientes jovenes con cancer de mama tienen mal prondstico seria
esperable encontrar en nuestro trabajo las caracteristicas clinico-patolégicas que lo
expliquen, es decir, tumores de fenotipo agresivo.

Por otra parte, también seria esperable que esta agresividad estuviera relacionada
con la alteracién de alguno de los componentes de la via PTEN, IGF1R/Akt/mTOR, lo
que confirmaria la asociacion entre esta via intracelular con la aparicidon de cancer de

mama en el subgrupo de pacientes jévenes.
2.2. OBJETIVOS

Los objetivos de nuestro trabajo son los siguientes:

1. Determinar los inmunofenotipos y su distribucién en pacientes de 40 afios o
menores diagnosticadas de carcinoma infiltrante de mama.

2. Analizar la asociacién de los inmunofenotipos con las variables clinicas y
morfoldgicas de toda la serie de pacientes incluidas en el estudio.

3. Analizar la asociacién de los inmunofenotipos con las variables morfolégicas
en las pacientes sin tratamiento neoadyuvante.

4. Analizar la asociacién de los inmunofenotipos con los componentes de la via
PTEN, IGF1R/pAkt/mTOR mediante técnicas de inmunohistoquimica en las pacientes
sin tratamiento neoadyuvante.

5. Analizar el valor prondstico de las variables clinicas, morfoldgicas e
inmunohistoquimicas (PTEN, IGF1R/pAkt/mTOR) en relacion con la variable de
respuesta supervivencia libre de enfermedad (SLE) en las pacientes sin tratamiento
neoadyuvante.

6. Analizar el valor prondstico de las variables clinicas, morfoldgicas e
inmunohistoquimicas (PTEN, IGF1R/pAkt/mTOR) en relacion con la variable de

respuesta supervivencia globlal (SG) en las pacientes sin tratamiento neoadyuvante.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Diseio del estudio.

Estudio observacional de cohortes retrospectivo en pacientes diagnosticadas y

tratadas de carcinoma infiltrante de mama.

3.2. Sujetos.

3.2.1. Criterios de inclusion.

Para analizar el objetivo general se incluirdn las pacientes de 40 afios o menores
con diagndstico de carcinoma infiltrante de mama a las que se les haya realizado
tratamiento quirdrgico (mastectomia o tumorectomia), con o sin linfadenectomia
axilar, con o sin estudio de ganglio centinela, hayan o no recibido quimioterapia

neoadyuvante.
3.2.2. Criterios de exclusion.

- Pacientes con diagndstico de carcinoma infiltrante de mama que tengan mas de
40 afos.

- Para el estudio de los objetivos 3, 4, 5 y 6 se excluirdn las pacientes que hayan
recibido quimioterapia neoadyuvante.

- Material histoldgico insuficiente o inadecuado para realizar los estudios de

inmunohistoquimica (diametro microscdpico del tumor menor de 5 mm).

3.2.3. Nimero de sujetos.

Un total de 250 pacientes:

- 224 pacientes de hasta 40 afos de edad con diagndstico de carcinoma
infiltrante de mama que han sido diagnosticadas y tratadas, con seguimiento clinico en
el Hospital General Universitario de Alicante (HGUA). De éstas, 71 pacientes fueron

tratadas con neoadyuvancia.
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- 26 pacientes del Hospital Virgen de los Lirios de Alcoy (Alicante) (HVLA) todas
ellas sin tratamiento neoadyuvante.

- Del numero total de pacientes de la muestra (n=250) se seleccionaron para el
analisis inferencial las pacientes sin neoadyuvancia (n=179), calculdndose la potencia
de la muestra para contrastar una razon de riesgos (HR) distinta de 1. Para ello se
asume un HR esperado de 2,7, un porcentaje de censura del 80%, una proporcién de
expuestos del 50% y un nivel de significacién del 5%. Con estos parametros se ha

calculado una potencia de 84,41%.
3.2.4. Criterios de seleccion.

Las pacientes fueron seleccionadas de forma no consecutiva de la base de datos
de los servicios de Patologia del HGUA y del HVLA. Estas incluyen pacientes que han
sido biopsiadas e intervenidas quirdrgicamente y cuyas piezas quirurgicas han sido
estudiadas y diagnosticadas en el servicio de Patologia tanto del HGUA, como del
HVLA. Se incluyeron pacientes que cumplian criterios de inclusion desde el afio 1989

hasta el afio 2010.
3.2.5. Muestras tumorales.

Se han obtenido 2 punch de tejido, procedente de los bloques de tejido tumoral
parafinado, para construccion de tissue microarray (TMA). El material ha sido
proporcionado por el Biobanco del Hospital General Universitario de Alicante
(colecciones C_001 CARCINOMA DE MAMA INFILTRANTE (HISTORICA) y C_008
CARCINOMA DE MAMA INFILTRANTE) y por el Banco de Tumores del Hospital de Alcoy.

3. 3. Variables.

Variables explicativas

Clinicas:
e Edad (afios).
e Antecedentes familiares: si o no.

e Tipo de intervencion quirdrgica: Tumorectomia o mastectomia.
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Quimioterapia previa a la cirugia: si o no.

Localizacion: Mama derecha o izquierda.

Lateralidad: Unilateral o Bilateral.

Metastasis: si 0 no.

Morfoldgicas:

Microscopicas:

©)

O

Tamafio tumoral (mm).

Tipo histolégico: Ductal (NOS), y otros (lobulillar, medular,

sarcomatoide, metaplasico), segun la clasificacion de la Organizacidn

Mundial de la Salud (OMS).

Grado histolégico combinado (clasificacion de Nottingham):

- Grado I: formacion de tubulos >75%, pleomorfismo nuclear leve
y nimero de mitosis menor a 6 en 10 campos de 400x (campo de
gran aumento (CGA)).

- Grado II: formaciéon de tubulos entre 25-75%, pleomorfismo
nuclear moderado y entre 6 y 10 mitosis en 10 CGA.

- Grado lll: formacion de tubulos <25%, pleomorfismo nuclear alto
y mas de 10 mitosis en 10 CGA.

Presencia o ausencia de invasion linfatica.

Presencia o ausencia de necrosis tumoral.

Presencia o ausencia de componente de carcinoma in situ (CDIS).

Estado ganglionar: Presencia o ausencia de infiltracion tumoral en

ganglios axilares (por puncién, ganglio centinela y/o vaciamiento

axilar).

Inmunohistoquimicas:

Mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) se valorard la expresidon de

diferentes marcadores en el tumor: RE, RP, HER2, Ki67, PTEN, IGF1R, pAKT, p-mTOR.

Receptores de Estrogenos (RE): tincion nuclear. Valoracién en porcentaje e

intensidad. Se considera positivo si la tincidn es igual o mayor al 1%.

Receptores de Progesterona (RP): tincién nuclear. Valoracién en porcentaje e

intensidad. Se considera positivo si la tincidn es igual o mayor al 20%.
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HER2: tincion de membrana.
Se valora como NEGATIVO:
o Ausencia de tincidn o tincidon fina e incompleta en <10% de las

membranas de las células neopldsicas.

o) Intensidad 1+ (débil) en >10% de tincion de membrana fina e
incompleta.
o Intensidad 2+ (moderada) de membrana fina y completa, en los

que se realiza técnicas de hibridaciéon in situ con
fluorescencia (FISH) (si >10%/2+) y el tumor no estd
amplificado.

Se valora POSITIVO si la tincién de membrana es igual o mayor de 10% de
intensidad 3+ (intensa) o casos con 2+ de tincién de membrana fina y/o <10% con
tincion de membrana gruesa y completa amplificados, confirmados con técnicas de
FISH.

Ki67: tincidon nuclear. Se valora como indice de actividad proliferativa bajo menor

de 14% y un indice de actividad proliferativa alto, igual o mayor de 14%.

CK5/6: tincion citoplasmatica. Se considera como positiva una expresion mayor o

igual al 1%.

EGFR: tincién de membrana.

Se valora como NEGATIVO:

o Ausencia de tincién o tincién fina e incompleta en <10% de la
membrana de las células neoplasicas.

o) Intensidad 1+ (débil) en >10% de tincion de membrana fina e
incompleta de la membrana de las células neoplasicas.

o) Intensidad 2+ (moderada) de membrana fina y completa de la
membrana de las células neopldsicas.

Se valora POSITIVO si la tincion de membrana es igual o mayor de 10% de
intensidad 3+ (intensa) o casos con 2+ de tincion de membrana completa y fina.

PTEN: tincion membrana, nuclear y/o citoplasmatica. Se valora su expresion de
forma semicuantitativa (porcentaje e intensidad) (score 0-300) usando H score que se
obtiene multiplicando el porcentaje de células positivas (PP) por la intensidad de

tincidon, medida éste con un score de intensidad (Sl (1, 2, 3)).
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PTEN es un gen supresor tumoral, hemos considerado pérdida de expresion
inmunohistoquimica de PTEN en este trabajo, un valor <60 y expresion de PTEN
conservada una expresién >60 (valor del percentil 25, en nuestra serie), por ser el valor
mas préoximo a los puntos de corte utilizados en la literatura.

IGF1R: tincion de membrana. Se valora su expresion de forma semicuantitativa
(porcentaje e intensidad) (score 0-300) usando H score que se obtiene multiplicando el
porcentaje de células positivas (PP) por la intensidad de tincion, medida éste con un
score de intensidad (SI (1, 2, 3)).

IGF1R es un oncogén, hemos considerado la sobreexpresion inmunohistoquimica
de IGF1R para este trabajo, en el valor >240 (valor del percentil 75, en nuestra serie),
por ser el valor mds préximo a los puntos de corte mas utilizados en la literatura.

PAKT: tincidn citoplasmatica. Se ha valorado su expresion de forma
semicuantitativa (porcentaje e intensidad) (score 0-300) usando H score que se
obtiene multiplicando el porcentaje de células positivas (PP) por la intensidad de
tincion, medida éste con un score de intensidad (SI (1, 2, 3)).

En el presente trabajo hemos considerado pAKT activado (fosforilado), el valor
>100 (valor del percentil 75, en nuestra serie), por ser el valor mas proximo a los
puntos de corte mas utilizados en la literatura.

p-mTOR: tincion citoplasmatica. Valoracion en porcentaje e intensidad de forma
semicuantitativa (score 0-300) (porcentaje e intensidad) utilizando H score que se
obtiene multiplicando el porcentaje de células positivas (PP) por la intensidad de
tincion, medida éste con un score de intensidad (SI (1, 2, 3)).

En el presente trabajo hemos considerado p-mTOR activado (fosforilado) el valor
de >120, (valor del percentil 75, en nuestra serie), por ser el valor mas préximo a los
puntos de corte mas utilizados en la literatura.

Inmunofenotipos (Criterios St. Gallen (2013)"*®

1. Luminal A-like: Si el tumor expresa RE (>1%), RP (>20%) y Ki67 (<14%) y no
expresa HER2.
2. Luminal B-like/HER2 negativo: Si el tumor expresa RE (>1%), RP (<20%) o

negativo, Ki67 (>14%) y no expresa HER2.
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3. Luminal B-like/HER2 positivo: Si el tumor expresa RH y expresa HER2,
independientemente de la actividad proliferativa.
4. HER2 No Iluminal: Si el tumor expresa HER2 y no expresa RH,
independientemente de la actividad proliferativa.
5. Triple Negativo (TN)/Basal-like: Si el tumor no expresa RH ni HER2,
independientemente de la actividad proliferativa y/o expresa CK5/6 y/o expresa

EGFR.

Variables de respuesta

- Supervivencia libre de enfermedad (SLE): tiempo transcurrido en meses desde
el momento del inicio del tratamiento quirdrgico y la aparicion de recidiva
(tanto local como a distancia).

- Supervivencia global (SG): tiempo transcurrido en meses desde el momento del
inicio del tratamiento quirurgico y la fecha del ultimo control clinico o del exitus
de la paciente.

- El seguimiento clinico es de minimo dos afios.
3.4. Recogida de variables.

Para la recogida de las variables se ha elaborado una base de datos a partir de la
base de datos general del servicio de Anatomia Patoldgica del HGUA, donde se reflejan
todas las variables:

- Las variables clinicas edad, tipo de intervencién quirurgica, antecedentes
familiares, localizacién y lateralidad se han obtenido del informe
anatomopatoldgico de la pieza de reseccidn quirudrgica.

- Las variables clinicas estadio, tratamiento neoadyuvante y metastasis se han
obtenido del informe clinico de seguimiento oncoldgico de cada paciente.

- Las variables morfoldgicas microscdpicas: tamano tumoral, tipo histoldgico,
grado diferenciacién, necrosis, invasion linfatica, componente intraductal
asociado (CDIS) y estado ganglionar se han obtenido tras la observacion de un
corte y tincion con Hematoxilina-Eosina del bloque de parafina. En él ha sido

incluido un corte representativo del tumor y ha sido valorado por al menos dos
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observadores de forma independiente. En el caso del estado ganglionar se ha
valorado, bien la puncién con aguja fina (PAAF) del ganglio o los ganglios
sospechosos, o bien la biopsia de ganglio centinela y/o el estudio
histopatoldgico del vaciamiento axilar.
El estudio de las variables inmunohistoquimicas RE, RP, HER2, Ki67,

CK5/6 y EGFR se ha realizado en la pieza de reseccidn quirurgica tras haberla
fiado en formaldehido al 10% y haber incluido en parafina secciones
representativas del tumor. Tras seleccionar el bloque mas adecuado con tumor
se construyeron matrices de tejido (TMA). En cada matriz se incluyeron dos
cilindros de 1 mm de didmetro tras haber seleccionado el drea tumoral en el
bloque mas representativo de cada tumor. Se han incluido entre 20 y 25 casos
en cada bloque. Se utilizé un “arrayer” de tejidos manual (Beecher Instruments
Tissue Arrayer). Posteriormente, las técnicas IHQ se realizaron sobre cortes de
4 micras de los TMA construidos de manera automatizada, con el equipo
Techmate-500 y con sistema de visualizacién de alta sensibilidad Envision®
(Dako).

- En las pacientes con tratamiento neoadyuvante, el estudio se hizo en la biopsia
diagndstica (BAG (Biopsia con aguja gruesa)).

- Se han utilizado los siguientes anticuerpos:

Anticuerpo Clon Vendedor Dilucidén

REa clon 1D5 Dako 1:50

RP Clon PgR 636 Dako 1:50

HER-2 cerbB2 HercepTest Kit comercial
Kie7 MIB-1 Dako 1:100

CK5/6 Clon D5/16B4 Dako 1:100

EGFR Clon E30 Dako Kit comercial

El estudio de las variables inmunohistoquimicas PTEN, IGF1R/pAkt/p-mTOR se
ha realizado en los tumores de pacientes de 40 afios o menores sin tratamiento
neoadyuvante, construyendo TMA vy utilizando el sistema de visualizacién de alta

sensibilidad Envision® (Dako).

55



Anticuerpo Clon Vendedor Dilucién
p-Akt (Serd73) Clon 14-5 Dako 1:10
Alpha-IGF1R Clon 24-31 Neomarkers 1:400
PTEN Clon 6H2.1 Dako 1:100
p-mTOR (Ser2448) Clon 49F9 Cell Signaling 1:50

La valoracién de los resultados de inmunohistoquimica se realizd en el microscopio

Optico por dos observadores (GP y MP) de forma independiente.

Figura 8. TMA y tincién inmunohistoquimica de IGF1R
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Figura 9. Valoracién inmunohistoquimica biomarcadores via IGF1R, PTEN/pAkt/mTOR.
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3.5. Analisis.

3.5.1. Anadlisis descriptivo.

Se ha realizado un andlisis descriptivo de las variables cuantitativas explicativas
clinicas (edad) y morfoldgicas (tamafio tumoral). Para ello, se ha demostrado mediante
el test Z de Kolmogorov-Smirnov que las variables siguen una distribucién no
paramétrica. Posteriormente, para ambas variables, se ha obtenido la mediana y el
rango intercuartilico (percentiles 25-75).

La variable edad se estudié en todas las pacientes incluidas en el estudio (n=250).

La variable tamafio tumoral se estudié en todas las piezas quirlurgicas cuyas
pacientes no habian recibido tratamiento neoadyuvante (n=179).

Por otra parte, la variable tamafio tumoral se categorizd en tres grupos (T1 (tumor
de didmetro maximo menor o igual a 2 cm), T2 (tumor de didmetro maximo mayor de
2 cm, pero menor o igual a 5 cm), T3 (tumor de didametro maximo mayor de 5 cm)),
segln los criterios de la clasificacion clinica TNM y también se categorizd en dos grupos
T1yT2+T3.

En todas las pacientes incluidas en el estudio se ha realizado el andlisis de las
variables cualitativas explicativas clinicas: antecedentes familiares, tipo de
intervencion quirudrgica, localizacion, lateralidad y quimioterapia previa, utilizando la
frecuencia absoluta y los porcentajes de cada uno de los valores de las variables.

También se han analizado las variables cualitativas explicativas morfoldgicas
microscopicas: tipo histolégico, grado diferenciacidén, invasidén linfatica, necrosis,
carcinoma in situ, estado ganglionar axilar y estadio en aquellas pacientes que no han
recibido tratamiento neoadyuvante, estudiando la frecuencia absoluta y el porcentaje
de cada uno de los valores de las variables.

El analisis descriptivo de las variables inmunohistoquimicas se ha realizado en
los tumores de las pacientes que no han recibido tratamiento neoadyuvante,
obteniéndose la frecuencia absoluta y los porcentajes para cada una las variables RE,

RP, HER2, Ki67, CK5/6 y EGFR.
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En el analisis descriptivo de las variables inmunohistoquimicas PTEN, IGF1R,
pAkt y p-mTOR se observé que todas ellas seguian una distribucidn no paramétrica,
por lo que se obtuvo la mediana y el percentil 25-75 de cada una de ellas.

También se ha definido la variable inmunofenotipo, aplicando para cada caso

28]

los criterios de St. Gallen! y se ha obtenido la frecuencia absoluta y los porcentajes

de cada uno de los valores de esta variable.

3.5.2. Analisis inferencial (bivariante basal).

3.5.2.1. Analizar la asociacion entre Inmunofenotipos y variables
clinicas en todas las pacientes de nuestra serie.

Se ha correlacionado la variable explicativa inmunofenotipo con las variables
explicativas clinicas: tipo de intervencidon quirdrgica, localizacion, lateralidad,
quimioterapia previa y antecedentes familiares mediante la prueba de Chi cuadrado de
Pearson.

El estudio de la correlacidon entre la variable edad, respecto a la variable

explicativa inmunofenotipo, se ha realizado mediante la prueba Kruskal-Wallis.

3.5.2.2. Analizar la asociacion entre Inmunofenotipos y variables

morfologicas de las pacientes sin neoadyuvancia.

Se ha correlacionado la variable explicativa inmunofenotipo en las pacientes que
no han recibido quimioterapia previa (n=179) con las variables explicativas
morfoldgicas microscopicas: tipo histoldgico, grado diferenciacion, invasion linfatica,
necrosis, carcinoma in situ, estado ganglionar y estadio.

El estudio de la asociacion entre la variable tamafio tumoral, respecto a la variable

explicativa inmunofenotipo se ha realizado mediante la prueba Kruskal-Wallis.
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3.5.2.3. Analizar la asociacion entre Inmunofenotipos y variables
Inmunohistoquimicas PTEN, IGF1R, pAkt y p-mTOR en las pacientes sin
neoadyuvancia.

Primeramente, para poder realizar el estudio de asociacién de las variables
inmunohistoquimicas PTEN, IGF1R, pAKT y p-mTOR con el resto de variables clinicas y
morfoldgicas se han definido los cuatro cuartiles de los valores de cada una de ellas y
los puntos de corte de sobreexpresion (en el caso de IGF1R>240, pAkt>100, p-
mMmTOR>120 y de pérdida de expresion (PTEN<60), atendiendo a la proximidad de los
valores mas utilizados en la literatura para cada una de las variables. Posteriormente,
mediante tablas de Chi cuadrado se ha estudiado la asociacion entre los

inmunofenotipos y estas variables inmunohistoquimicas.

3.5.3. Analisis inferencial (bivariante longitudinal).

3.5.3.1. Analizar el valor pronodstico de las variables Clinicas,
Morfoldgicas e Inmunohistoquimicas (IGF1R, PTEN, pAkt y p-mTOR) en
relacion con la Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) entre las
pacientes sin neoadyuvancia.

Se ha realizado un andlisis univariante de la supervivencia estudiando Ia
asociaciéon entre cada una de las variables clinicas (edad, antecedentes familiares, tipo
de intervencién quirurgica, lateralidad y localizacién), morfoldgicas (tamafio tumoral,
tipo histoldgico, grado diferenciacidn, invasidn linfatica, necrosis, carcinoma in situ,
estado ganglionar y estadio) e inmunohistoquimicas (IGF1R, PTEN, pAkt y p-mTOR) con
la variable de respuesta SLE, mediante las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier

(test log-rank).
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3.5.3.2. Analizar el valor prondstico de las variables clinicas,
morfoldgicas e inmunohistoquimicas (IGF1R, PTEN, pAkt y p-mTOR) en
relacion con la variable de respuesta Supervivencia Globlal (SG) entre las
pacientes sin neoadyuvancia.

Se ha realizado un andlisis univariante de la supervivencia global estudiando la
asociacion entre cada una de las variables clinicas (edad, antecedentes familiares, tipo
de intervencién quirurgica, lateralidad y localizacién), morfoldgicas (tamafio tumoral,
tipo histoldgico, grado diferenciacidon, invasidn linfatica, necrosis, carcinoma in situ,
estado ganglionar y estadio) e inmunohistoquimicas (IGF1R, PTEN, pAkt y p-mTOR) con
la variable de respuesta SG, mediante las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier

(test log-rank).

3.5.3.3. Calculo de las razones de riesgo (HR) crudas obtenidas
mediante modelos de regresion de Cox (p-valor obtenido a través del
Score test).

Se calcularon las razones de riesgo crudas (HR) a través de modelo de regresion
de Cox utilizando como variable dependiente el tiempo hasta el evento (muerte o
recidiva) y como variable independiente el factor de estudio. La bondad de ajuste de

este modelo se determiné mediante el score (log-rank) test.
3.6. Analisis multivariante.

Se construyd un modelo de regresion de Cox para determinar qué variables se
asociaban a la mortalidad, calculando los HR ajustados. Con el nimero de pacientes de
la muestra (n=179), seleccionamos un numero maximo de variables explicativas en el
modelo (una por cada 10 fallecimientos, lo que produjo tres variables en el
modelo).[m] Se incluyd la variable clinica metdstasis (si o no) para tener otra variable
clinica en este andlisis. Para ello se comprobaron todas las posibles combinaciones que
contenian un maximo de tres variables (2.952), calculando el estadistico C en cada una

de ellas. La combinacion con el valor mas elevado fue la seleccionada. La bondad de
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ajuste del modelo se obtuvo mediante el score test. Este modelo fue transformado en
sistema de puntos mediante la metodologia de Framingham.[m] Se determinaron
grupos de riesgo basados en cambios mayores del 15% en la probabilidad de muerte.
Finalmente se representaron las curvas de supervivencia mediante la técnica de
Kaplan-Meier y se compararon los cuatro grupos utilizando log-rank test. Este mismo
proceso fue repetido para el analisis del seguimiento (SLE), salvo que se emplearon 5

variables en el modelo y el nimero total de combinaciones fue de 83.682.
3.7. Cuestiones generales.

Todos los analisis fueron realizados con a=5% y de cada parametro relevante se

calculd su intervalo de confianza (IC).

El analisis de todos los datos se ha realizado utilizando los programas estadisticos

IBM SPSS Statistics versiones 19 y 20.
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4. RESULTADOS

4.1.

histoldgico y grado).

Estudio descriptivo de variables clinicas,

morfoldgicas (tipo

Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de las variables clinicas, morfoldgicas (tipo y grado) de toda la serie de

pacientes (n=250).

% (n) Mediana
(P25-P75)
Edad (afios) 100 (250) 36 (32-39)
Quimioterapia previa a la cirugia
Si 28,4 (71)
No 71,6 (179)
Localizacién
Derecha 48 (120)
Izquierda 52 (130)
Lateralidad
Unilateral 86 (215)
Bilateral 14 (35)
Antecedentes familiares
Si 16,8 (42)
No 83,2 (208)
Intervencion quirurgica
Mastectomia 59,2 (148)
Tumorectomia 40,8 (102)
Tipo histolégico
CDI, NOS 94 (235)
Otros 6 (15)
Grado
I 6,8 (17)
Il 30,4 (76)
1] 62,8 (157)

recibieron neoadyuvancia.
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La afectacidn fue unilateral en el 86% de los casos.

La Tabla 1 muestra que el 71,6% de las pacientes de nuestro estudio no



El tipo de intervencidn quirdrgica mas frecuente fue la mastectomia (59,2%). El
tipo histoldgico diagnosticado con mas frecuencia es el CDI, NOS (94% de los casos).
El grado Ill (alto grado de malignidad) fue el mas frecuente (62,8%) en toda la

serie de pacientes estudiadas.
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4.2. Estudio descriptivo de las variables morfolégicas en pacientes sin

neoadyuvancia.

Tabla 2. Caracteristicas descriptivas de las variables morfolégicas en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

% n) Mediana
(P25-P75)
Tamaiio tumoral (mm) (179) 20 (15-26)
Tamaio
T1 50,3 (90)
T2 45,8 (82)
T3 3,9 (7)
Tamaio
T1 89 (49,7)
T243 90 (50,3)
Tipo
CDI NOS 93,9 (168)
Otros 6,1 (12)
Grado
[ 6,1 (11)
I 27,4 (49)
I 66,5 (119)
Invasidn Linfatica
Si 46,4 (83)
No 53,6 (96)
Necrosis
Si 43,6 (78)
No 56,4 (101)
Carcinoma In Situ
Si 55,3 (99)
No 44,7 (80)
Estado ganglionar
Positivo 43 (77)
Negativo 57 (102)
Estadio
I 38,5 (69)
I 40,8 (73)
Il 18,4 (33)
\Y 2,2 (4)
Estadio
(1+11) 79,3 (142)
(N+1V) 20,7 (37)
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En la Tabla 2 observamos que el 93,9% de los tumores de las pacientes de
nuestra serie que no recibieron tratamiento neoadyuvante eran de Tipo histoldgico
CDI, NOS.

El 66,5% de casos mostraron alto grado de malignidad y el 55,3% tenian
asociado componente de CDIS.

El 40,8% de las pacientes se clasificaron en Estadio Il, siendo los Estadios

iniciales (I+11) los mas frecuentes (79,3%).
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4.3. Estudio descriptivo de las variables inmunohistoquimicas.

4.3.1. Estudio descriptivo de las variables inmunohistoquimicas (I) en toda la
serie de pacientes.

Tabla 3. Distribucién por inmunofenotipos (Criterios de St Gallen)[zsl en toda la serie de pacientes (n=250).

Luminal A Lum B/HER2- LumB/HER2+ HER2 No TN/Basal
Lum.
% 27,2 31,6 13,2 8,4 19,6
(n) (68) (79) (33) (21) (49)

40
30
2
E
=
a
2 204
=]
o
19,6%
10 13,2%
0= T T
Luminal A Luminal BHER2- Luminal BHER2+ HER2 MolLurninal THBasal

Inmunofenotipos (StGallen)

Figura 10. Distribucion de inmunofenotipos de todas las pacientes de nuestra serie (n=250).
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4.3.2. Estudio descriptivo de las variables inmunohistoquimicas (Il) en

pacientes sin neoadyuvancia.

Tabla 4. Caracteristicas descriptivas de las variables inmunohistoquimicas (1) en pacientes sin neoadyuvancia

(n=179).
% (n) Mediana (P25-P75)

RE

>1% 65,9 (118)

<1% 34,1 (61)
RP

>20% 52,0 (93)

<20% 48,0 (86)
HER2

Positivo 20,7 (37)

Negativo 79,3 (142)
Ki67

>14% 62,6 (112)

<14% 37,4 (67)
CK5/6

>1% 16,8 (30)

<1% 31,3 (56)
EGFR

>1% 8,9 (16)

<1% 43,0 (77)
PTEN 120 (60-190)
IGF1IR 120 (15-240)
pAkt 40 (0-100)
p-mTOR 60 (0-120)

Los resultados de la Tabla 3 muestran que mas de la mitad de los tumores
expresan RE y RP (65,9% y 52%, respectivamente) y son HER2-(79,3%). La actividad
proliferativa (Ki67) es >14% (alta) en el 62,6% de los casos y sélo un 8,9% de los
tumores son positivos para EGFR. Un 16,8% son positivos para CK5/6. La mediana de
expresion de PTEN es de 120 (60-190) y de IGF1R 120 (15-240). pAkt y p-mTOR
muestan medianas de expresion menores: 40 (rango 0-100) y 60 (rango 0-120),

respectivamente.

70



4.3.3. Estudio descriptivo de las variables inmunohistoquimicas (lll) (PTEN,
IGF1R, pAkt y p-mTOR) en pacientes sin neoadyuvancia.

Tabla 5. Distribucion de cuartiles de las variables inmunohistoquimicas PTEN, IGF1R, pAkt y p-mTOR en los

tumores de pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

% (n)

(Q1)

PTEN (0-60) 27,4 (49)

IGF1R (0-20) 25,1 (45)

pAkt (0) 27,9 (50)

p-mTOR (0) 27,4 (49)
(Q2)

PTEN (70-100) 20,1 (36)

IGF1R (25-120) 27,9 (50)

pAkt (1-30) 21,2 (38)

p-mTOR (1-60) 24,0 (43)
(@3)

PTEN (120-190) 27,9 (50)

IGF1R (140-225) 20,7 (37)

pAkt (40-100) 26,2 (47)

p-mTOR (70-120) 24,0 (43)
(Q4)

PTEN (200-300) 24,6 (44)

IGF1R (240-300) 26,3 (47)

pAkt (120-300) 24,6 (44)

p-mTOR (140-300) 24,0 (43)

En la Tabla 5, las variables inmunohistoquimicas PTEN, IGF1R, pAKT y p-mTOR

se agruparon en cuatro cuartiles para estudiar la distribucidén de sus valores.
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Tabla 6. Puntos de corte para cada variable de la via PTEN, IGF1R/pAkt/p-mTOR en los tumores de

pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

% (n)

PTEN_P25

Pérdida expresién 21,8 (39)

No pérdida 78,2 (140)
IGF1R_P75

No sobreexpresién 73,7 (132)

Sobreexpresion 26,3 (47)
pAkt_P75

No activado 74,3  (133)

Activado 25,7 (46)
p-mTOR_P75

No activado 70,9 (127)

Activado 29,1 (52)

Para el objetivo del presente trabajo de tesis, se escogieron los percentiles
como puntos de corte para definir la pérdida/ no sobreexpresiéon/ no activacidn versus
no pérdida/sobreexpresidn/activacion, siendo para PTEN el Percentil 25 (P25) y para
IGF1R, pAkt y p-mTOR el Percentil 75 (P75), como observamos en la Tabla 6. Estos
puntos de corte son también los puntos de corte que mas se intentan aproximar a los

publicados en la literatura.
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4.4. Estudio de asociacion entre inmunofenotipos y variables clinicas y morfolégicas (grado y
tipo histolégico) en todas las pacientes de la serie.

Tabla 7. Estudio de asociacion entre inmunofenotipos y variables clinicas y morfoldgicas (grado y tipo) en todas

las pacientes de la serie (n=250).

Luminal A LumB/HER2- LumB/HER2+ HER2 No Lum TN/Basal P
(n=68) (n=79) (n=33) (n=21) (n=49)
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(P25-P75) (P25-75) (P25-P75) (P25-P75) (P25-P75)
Edad (afios) 37(33-39) 36 (31-39) 36 (33-39) 36 (32-39) 36 (32-38) 0,453
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Quimio prev.
Si 353 (24) 26,6 (21) 364 (12) 23,8 (5) 18,4 (9) 0,250
No 64,7 (44) 73,4  (58) 63,6  (21) 76,2 (16) 81,6 (40)
Localizacién
Derecha 51,5 (35) 43 (34) 42,4 (14) 52,4  (11) 53,1  (26) 0,702
lzquierda 48,5 (33) 57 (45) 57,6 (19) 47,6 (10 46,9  (23)
Lateralidad
Unilateral 79,4 (54) 86,1 (68) 90,9 (30) 95,2 (20) 87,8 (43) 0,317
Bilateral 20,6 (14) 13,9 (11) 9,1 (3) 4,8 (1) 12,2 (6)
Ant famil.
Si 16,2 (11) 19 (15) 15,2 (5) 9,5 (2) 18,4 9) 0,872
No 83,8 (57) 81 (64) 84,8  (28) 90,5 (19) 81,6 (40)
Cirugia
Mastect. 55,9 (38) 58,2 (46) 66,7 (22) 85,7 (18) 49 (24) 0,053
Tumorect. 44,1 (30) 41,8 (33) 333 (11) 14,3 (3) 51 (25)
Tipo
CDI, NOS 94,1 (64) 93,7 (74) 97 (32) 100 (21) 89,8 (44) 0,492
Otros 5,9 (4) 6,3 (5) 3 (1) 0 (0) 10,2 (5)
Grado
| 17,6 (12) 51 (4) 0 (0) 0 (0) 2 (1) <0,001
Il 44,1 (30) 40,5 (32) 21,2 (7) 4,8 (1) 12,2 (6)
1] 38,2 (26) 54,4 (43) 78,8 (26) 95,2 (20) 85,7 (42)
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En la Tabla 7 podemos observar que el estudio de las variables clinicas y
morfoldgicas (grado y tipo) de toda la serie de pacientes, respecto a la distribucidon
por inmunofenotipos: edad, quimioterapia previa, tipo de intervencion quirurgica,
localizacion, lateralidad, antecedentes familiares y tipo histolégico no ha mostrado
diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, el grado de diferenciacion
[1l, mostré un mayor porcentaje en tumores del subtipo HER2 No luminal y TN/Basal,
encontrandose diferencias significativas entre los tumores con Grado | y Il en los

diferentes subtipos (p<0,001).
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4.5.

Tabla 8. Estudio de asociacidn entre inmunofenotipos y variables morfoldgicas en pacientes sin

Estudio de asociacion entre

inmunofenotipos

morfoldgicas en pacientes sin neoadyuvancia.

neoadyuvancia (n=179).

y variables

Luminal A LumB/HER2- LumB/HER2+ | HER2 No Lum TN/Basal P
(n=44) (n=58) (n=21) (n=16) (n=40)
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(P25-P75) (P25-75) (P25-P75) (P25-P75) (P25-P75)
Tamafio (mm) | 17 (12-20) 20,50 (12-30) | 23 (17-28) 24 (16-29) 19,50 (15-28) 0,004
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Tamaiio
T1 659 (29) 50 (29) 33,3 (7) 31,2 (5) 50 (20) 0,145
T2 31,8 (14) 46,6  (27) | 66,7  (14) 62,5 (10) 42,5 (17)
T3 2,3 (1) 3,4 (2) 0 (0) 6,2 (1) 7,5 (3)
Tamaiio
T1 65,9 (29) 50 (29) 333 (7) 31,2 (5) 47,5 (19) 0,058
T2+T3 34,1 (15) 50 (29) 66,6 (14) 68,8 (11) 52,5 (21)
Tipo
CDI, NOS 93,2 (41) 94,8 (55) 100 (21) 100  (16) 35 (87,5) 0,253
Otros 6,8 (3) 5,2 (3) 0 (0) 0 (0) 5 (12,5)
Grado
| 20,5 (9) 34 (2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) <0,001
Il 45,5 (20) 34,5 (20) 23,8 (5) 0 (0) 10 (4)
1 34,1 (15) 62,1 (36) 76,2 (16) 100 (16) 90 (36)
Necrosis
Si 25 (11) 39,7 (23) 57,1 (12) 56,2 (9) 57,5 (23) 0,015
No 75 (33) 60,3 (35) 42,9 (9) 43,8 (7) 42,5 (17)
Inv. linfatica
Si 43,2 (19) 46,6 (27) 61,9  (13) 68,8 (11) 32,5 (13) 0,074
No 56,8 (25) 53,4 (31) 38,1 (8) 31,2 (5) 67,5 (27)
Ca. In Situ
Si 54,5 (24) 67,2 (39) 47,6  (10) 68,8 (11) 37,5 (15) 0,038
No 45,5 (20) 32,8 (19) | 52,4  (11) 31,2 (5) 62,5 (25)
Estado gangl.
Si 36,4 (16) 43,1  (25) 42,9 (9) 75 (12) 37,5 (15) 0,093
No 63,6 (28) 56,9 (33) 57,1 (12) 25 (4) 62,5 (25)
Estadio
| 50 (22) 41,4 (24) 23,8 (5) 12,5 (2) 40  (16) 0,149
I 34,1 (15) 31 (18) 52,4  (11) 68,8 (11) 45  (18)
1] 13,6 (6) 22,4 (13) 23,8 (5) 18,8 (3) 15 (6)
\% 2,3 (1) 52 (3) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Estadio
1+l 84,1 (37) 72,4 (42) 76,2 (16) 81,2 (13) 85 (34) 0,517
+v 15,9 (7) 27,6 (16) 23,8 (5) 18,8 (3) 15 (6)
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Respecto a los resultados expuestos en la Tabla 8, los tumores HER2-No Luminal y
Luminal B-like/HER2+ presentaron medianas de tamafo tumoral superiores a las
medianas de los subtipos Luminal A, Luminal B-like/HER2- y TN/Basal (p=0,004).

En el grado de diferenciacidon, encontramos diferencias entre los inmunofenotipos,
siendo el grado histoldgico Il el mas frecuente en el subtipo HER2 No Luminal (100%),
seguido del TN/Basal (90%), . Luminal B-like/HER2+ (76,2%) y Luminal B-like/HER2-
(62,1%), y en el 34,1% en los Luminales A (p<0,001).

En cuanto a la presencia de necrosis tumoral, los subtipos Luminal A y Luminal B-
like HER2- son los que menos frecuentemente la muestran, en un 75% y 60,3% de los
casos, respectivamente (p=0,015).

La presencia de CDIS asociado se observé mas frecuentemente en los tumores con
inmunofenotipo HER2 No Luminal (68,8%), seguido de los Luminales B-like/HER2-
(67,2%) y Luminal A (54,5%), y, menos frecuente en los de los subtipos Luminal B-
like/HER2+ (47,6%) vy Triple Negativo (37,5%), siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p=0,038).

El estudio de asociacién de los inmunofenotipos con las restantes variables
morfolégicas (invasion linfatica, tipo histoldgico, estado ganglionar y estadio), no ha

demostrado resultados estadisticamente significativos.
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4.6. Estudio de asociacion entre inmunofenotipos vy variables
inmunohistoquimicas en pacientes sin neoadyuvancia.

Tabla 9. Estudio de asociacidn entre inmunofenotipos y variables IHQ en pacientes sin neoadyuvancia

(n=179).
Lum A LumB/HER2- LumB/HER2+ HER2 No Lum TN/Basal P
(n=44) (n=58) (n=21) (n=16) (n=40)
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
IGF1R
No sobreexpresado 72,7 (32) 65,5 (38) 57,1 (12) 75 (12) 95 (38) 0,006
Sobreexpresado 27,3 (12) 34,5 (20) 42,9 (9) 25 (4) 5 (2)
PTEN
Pérdida expresion 11,4 (5) 19 (11) 23,8 (5) 0(0) 45 (18) <0,001
Expr. conservada 88,6 (39) 81 (47) 76,2 (16) 100 (16) 55 (22)
pAkt
No activado 72,7 (32) 86,2 (50) 66,7 (14) 68,8 (11) 65 (26) 0,132
Activado 27,3 (12) 13,8 (8) 333 (7) 31,2 (5) 35 (14)
p-mTOR
No activado 68,2 (30) 70,7 (41) 85,7 (18) 56,2 (9) 72,5 (29) 0,391
Activado 31,8 (14) 29,3 (17) 143 (3) 43,8 (7) 27,5 (11)

En la Tabla 9 observamos que los tumores con inmunofenotipo Luminal B-
like/HER2+ sobreexpresan con mas frecuencia IGF1R (42,9%). Sin embargo, los
tumores con inmunofenotipo TN/Basal son los que menos lo sobreexpresan (95%),
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,006).

Se observa una pérdida de expresion de PTEN en el 45% de los tumores con
inmunofenotipo TN/Basal y una expresion conservada de PTEN en los demas
subgrupos, entre el 55-100% (p<0,001).

Sin embargo, la activacion de pAkt y de p-mTOR no ha mostrado diferencias

estadisticamente significativas entre los diferentes inmunofenotipos.
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Tabla 10. Estudio de correlacion entre variable inmunohistoquimica IGF1R, PTEN, pAkt y p-mTOR y

variables clinicas en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

IGF1R PTEN pAkt p-mTOR
No sobrexpr. Sobreexpr. Pérdida expr. No pérdida No activado Activado No activado Activado
(n=132) (n=47) (n=39) (n=140) (n=133) (n=46) (n=127) (n=52)
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Edad
<35 50,8(67)  34(16) 59 (23) 42,9 (60) 42,1 (56) 58,7 (27) 52,8 (67) 30,8 (16)
>35 49,2(65)  66(31) 41 (16) 57,1 (80) 57,9 (77) 41,3 (19) 47,2 (60) 69,2 (36)
p=0,048 p=0,074 p=0,052 p=0,007
Localizacién
Derecha 47 (62) 53,2 (25) 51,3 (20) 47,9 (67) 43,6 (58) 63(29) 50,4 (64) 44,2 (23)
Izquierda 53 (70) 46,8 (22) 48,7 (19) 52,1(73) 56,4 (75) 37(17) 49,6 (63) 55,8 (29)
p=0,454 p=0,705 p=0,023 p=0,454
Lateralidad
Unilateral 86,4 (114) 89,4(42) 89,7 (35) 86,4 (121) 87,2 (116) 87 (40) 85(108) 92,3 (48)
Bilateral 13,6 (18) 10,6 (5) 10,3 (4) 13,6 (19) 12,8(17) 13(6) 15 (19) 7,7 (4)
p=0,598 p=0,584 p=0,964 p=0,187
Ant. Familiares
Si 18,2 (24)  8,5(4) 23,1(9) 13,6 (19) 16,7 (22) 13 (6) 17,3(22) 11,5(6)
No 81,8 (108) 91,5(43) 76,9 (30) 86,4 (121) 83,5 (111) 87 (40) 82,7 (105) 88,5 (46)
p=0,117 p=0,148 p=0,573 p=0,333
Cirugia
Mastect. 58,3(77) 48,9(23) 56,4 (22) 55,7 (78) 61,7 (82) 39,1(18) 49,6 (63) 71,2 (37)
Tumorect. 41,7 (55) 51,1(24) 43,6 (17) 44,3 (62) 38,3 (51) 60,9 (28) 50,4 (64) 28,8 (15)
p=0,265 p=0,938 p=0,008 p=0,008

En la Tabla 10 observamos que los tumores de las pacientes >35 afios mostraron
sobreexpresion de IGF1R con mayor frecuencia (66%) comparada con la de los tumores
en pacientes de menor edad (34%) (p=0,048). De manera similar, las pacientes >35 afos
tenian tumores que mas frecuentemente p-mTOR estaba activado (69,2%), a diferencia
de las pacientes menores de 35 afios en sélo un 30,8% (p=0,007).

Por otra parte, a las pacientes que por razones clinico-patolégicas se les realizd
mastectomia, tenian tumores con mayor frecuencia pAkt no activado y a las que se les
realizé tumorectomia tenian pAkt activado (61,7% y 60,9%), siendo estas diferencias
significativas (p=0,008). También se observé que el 56,4% de los tumores con pAkt no
activado la localizacion fueen la mama izquierda mientras que el 63% con pAkt
activado fue en la mama derecha (p=0,023). Por el contrario, a las pacientes con
tumores con p-mTOR activado se les realizd con mds frecuencia una mastectomia
71,2% que en las que no estaba activado que se les realizd tumorectomia 50,4%

(p=0,008).
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variables morfolégicas en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

Tabla 11. Estudio de asociacion entre variable inmunohistoquimica IGF1R, PTEN, pAkt,

mTOR vy

IGF1R PTEN pAkt p-mTOR
No sobreexpr. ~ Sobreexpr. Pérdida expr. No pérdida No activado Activado No activado Activado
(n=132) (n=47) | (n=39) (n=140) | (n=133) (n=46) | (n=127) (n=52)
% (n) % (n) % (n) % (n) | % (n) % (n) % (n) % (n)
Tamafio
51,5(58) 46,8 (22) 46,2 (18) 51,4(72) | 48,9(65) 54,3 (25) 48,8 (62) 53,8(28)
™ 43,2(57) 53,2 (25) 48,7 (19) 45(63) | 47,4(63) 41,3(19) 46,5 (59) 44,2 (23)
S 5,3(7) 0(0) 51(2) 3,6 (5) 3,8(5) 4,3(2) 4,7 (6) 1,9(1)
” p=0,182 p=0,799 p=0,776 p=0,617
Tamafio
50,8 (67) 46,8 (22) 46,2 (18) 50,7 (71) | 48,1(64) 54,3(25) 48,8(62) 51,9(27)
™ 49,2 (65) 53,2(25) 53,8(21) 49,3(69) | 51,9(69) 45,7(21) 51,2 (65) 48,1(25)
123 p=0,642 p=0,614 p=0,467 p=0,706
Tipo
92,4 (122) 97,9 (46) | 87,2(34) 95,7(134) | 94(125) 93,5(43) 94,5(120) 92,3 (48)
cornos 7,6 (10) 2,1(1) 12,8 (5) 43(6) | 6(8) 6,5 (3) 5,5(7) 7,7 (4)
orres p=0,182 p=0,050 p=0,902 p=0,581
Grado
6,8 (9) 4,3(2) 5,1(2) 6,4 (9) 6,8 (9) 4,3(2) 5,5(7) 7,7 (4)
! 27,3 (36) 27,7 (13) 12,8(5) 31,4 (44) 27,1(36) 28,3(13) 26(33)  30,8(16)
! 65,9 (87) 68,1(32) 82,1(32) 62,1(87) 66,2 (88) 67,4(31) 68,5(87) 61,5(32)
. p=0,820 p=0,056 p=0,839 p=0,649
Necrosis
) 37,9 (50) 59,6 (28) 41(16) 44,3 (62) 40,6 (54) 52,2 (24) 47,2 (60) 34,6 (18)
> 62,1(82) 40,4 (19) 59 (23) 55,7 (78) 59,4 (79) 47,8(22) 52,8 (67) 65,4 (34)
Ne p=0,010 p=0,717 p=0,172 p=0,122
Inv. linfatica
i 43,2 (57) 55,3 (26) 43,6 (17) 47,1 (66) 46,6 (62) 45,7 (21) 49,6 (63) 38,5(20)
B 56,8 (75) 44,7 (21) 56,4 (22) 52,9 (74) 53,4 (71) 54,3 (25) 50,4 (64) 61,5 (32)
Ne p=0,152 p=0,694 p=0,910 p=0,175
Carcinoma In Situ
) 49,2 (65) 72,3 (34) 51,3 (20) 56,4 (79) 54,9 (73) 56,5 (23) 52(66) 63,5 (33)
B 50,8 (67) 27,7 (13) 48,7 (19) 43,6 (61) 45,1 (60) 43,5(20) 48 (61) 36,5(19)
No p=0,006 p=0,568 p=0,848 p=0,160
Estado ganglionar
- 43,2 (57) 42,6 (20) 38,5 (15) 44,3 (62) 47,4 (63) 30,4 (14) 43,3 (55) 42,3(22)
Positivo 56,8 (75) 57,4 (27) 61,5 (24) 55,7 (78) 52,6 (70) 69,6 (32) 56,7 (72) 57,7 (30)
Negativo
p=0,949 p=0,516 p=0,046 p=0,902
Estadio
38,6 (51) 38,3(18) 35,9 (14) 39,3 (55) 35,3(47) 47,8(22) 37 (47) 42,3 (22)
I 42,4 (56) 36,2 (17) 43,6 (17) 40 (56) 41,4 (55) 39,1 (18) 37,8 (48) 48,1(25)
! 16,7 (22) 23,4 (11) 20,5(8) 17,9(25) 21,1(28) 10,9 (5) 22,8 (29) 7,7 (4)
. 2,3(3) 2,1(1) 0(0) 2,9 (4) 2,3(3) 2,2 (1) 2,4 (3) 1,9 (1)
V p=0,755 p=0,701 p=0,341 p=0,119
Estadio
81,1(107) 74,5(35) | 79,5(31) 79,3(111) | 76,7(102)  87(40) | 74,8(95) 90,4 (47)
! 18,6 (25) 25,5(12) 20,5 (8) 20,7 (29) 23,3 (31) 13 (6) 25,2(32) 9,6(5)
v p=0,338 p=0,978 p=0,138 p=0,019
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En la Tabla 11 podemos observar que la mayoria de los tumores de Tipo
histolégico CDI, NOS (95,7%) tienen expresion conservada de PTEN, a diferencia de los
otros tipos histoldgicos (12,5%) que si presentan pérdida de expresion de PTEN, siendo
estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,050).

Respecto a los niveles de expresion de IGF1R, observamos una correlacidon
significativa entre la sobreexpresion con la presencia de necrosis (59,6%) (p=0,010) y de
carcinoma in situ asociado (72,3%; p=0,006).

En el 69,6% de pacientes cuyos tumores tenian p-Akt activado se observé que el
estado ganglionar axilar fue negativo (p=0,046) y hubo una tendencia con el diagndstico
de la enfermedad en estadios mas precoces (87%; p=0,138).

Por ultimo, hubo un predominio de tumores con p-mTOR activado (90,4%) que
se encontraban en Estadios iniciales en el momento del diagndstico (p=0,019), mientras
que observamos sélo una tendencia con la ausencia de necrosis (65.4%; p=0,122),

invasion linfovascular (61.5%; p=0,175) y la presencia de CDIS (63.5%; p=0,160).
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Tabla 12. Estudio de asociacion entre las variable inmunohistoquimicas (IGF1R, PTEN, pAkty p-

mTOR) en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

IGF1R PTEN pAkt
No sobreexpr. ~ Sobreexpr. Pérdida expr. No pérdida No activado Activado
(n=132)  (n=47) (n=39) (n=140) | (n=133) (n=46)
PTEN
Pérdida expr. 25,8 (34) 10,6 (5)
No pérdida 74,2 (98) 89,4 (42)
p=0,031
pAkt
No activado 81,1(107) 55,3 (26) 84,6 (33) 71,4 (100)
Activado 18,9 (25) 44,7 (21) 15,4 (6) 28,6 (40)
p=0,001 p=0,096
p-mTOR
No activado (n=127) 68,9 (91) 76,6 (36) 76,9 (30) 69,3 (97) 69,9 (93) 73,9(34)
Activado (n=52) 31,1(41) 23,4 (11) 23,1(9) 30,7 (43) 30,1(40) 26,1(12)
p=0,321 p=0,353 p=0,608

En la Tabla 12 hemos reflejado cdmo los diferentes componentes de esta via
molecular muestran diferentes grados de expresién, cuando se combinan entre si,
segln en qué punto esté alterada la misma.

En la presente serie detectamos sobreexpresion de IGF1R en el 26,3% de los
tumores, pérdida de PTEN en 21,8% y activacién de pAKT y de p-mTOR en el 25,7% y
29,1%, respectivamente (ver Tabla 6). Ademads, vemos que dentro del grupo de
tumores con sobreexpresion de IGF1R, el 10,6% presentan, ademads, pérdida de
expresion de PTEN, en el 44,7% tienen pAkt activado y el 23,4% p-mTOR activado.

Por otra parte, dentro de los tumores con pérdida de PTEN, el 15,4% de los
casos muestran activacion de pAkt y el 23,1% activacién de p-mTOR.

El 26,1% de los tumores con pAkt activado, asocian también la activacion de p-

mTOR, de manera no significativa.
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Sobreexpresion IGF1R

26,3%

No pérdida PTEN

No sobreexpresion

78,2%

IGF1R73,7%

pAkt no activado

74,3%

p-mTOR no activado

70,9%

Figura 11. Estudio de asociacion entre las variable inmunohistoquimicas (IGF1R, PTEN, pAkt y mTOR)

en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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p=0,031

Pérdida de PTEN

Sobreexpresion de IGF1R ] - -

p=0,096

p=0,608

P-mTOR activado

Figura 12. Estudio de asociacion entre las variables inmunohistoquimicas (IGF1R, PTEN, pAkt y p-

mTOR) en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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4.7. Estudio de supervivencia.

4.7.1. Analisis univariante.

4.7.1.1. Supervivencia libre de enfermedad (SLE) y variable clinica (quimioterapia

previa) de todas las pacientes de la serie (n=250).

Tabla 13. SLE y variable clinica (quimioterapia previa) en todas las pacientes de la serie (n=250).

Pacientes (n) % libre de enfermedad p
Quimio previa
Si (71) 53,5 <0,001
No (179) 71,5

*Test log rank

En la Tabla 13 observamos que el 71,5% de las pacientes de toda la serie que no

recibieron neoadyuvancia no mostraron recaida en el seguimiento, mientras que el

53,5% de las que si recibieron neoadyuvancia no mostraron recaida, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p<0,001).

Funciones de supervivencia

0,5

0,6

0,4

Supervivencia acumulada

0,21

0,0

p=<0,001

Quimioterapia
previa
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1No
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535%

a0

T
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T
130

SLE (meses)

T T
200 230

Figura 13. SLE y pacientes con y sin neoadyuvancia (n=250).
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4.7.1.2. Supervivencia libre de enfermedad (SLE) y variables clinicas en pacientes

sin neoadyuvancia (n=179).

Tabla 14. SLE y variables clinicas en pacientes con neoadyuvancia (n=179).

Pacientes (n) | % libre de enfermedad | p
Edad
<35 (83) 72,3
0,995
>35 (96) 70,8
Localizacion
Derecha (87) 77
0,139
Izquierda (92) 66,3
Lateralidad
Unilateral (156) 73,1
0,511
Bilateral (23) 60,9
Ant. Familiares
Si (28) 78,6
0,506
No (151) 70,2
Cirugia
Mastect. (100) 63
0,002
Tumorect. (79) 82,3

*Test log rank
Los resultados de la Tabla 14 muestran diferencias estadisticamente
significativas entre las pacientes a las que se les realizé6 tumorectomia y no
presentaron recidiva (82,3%) y aquellas pacientes a las que se les realizd6 mastectomia

y no presentaron recaida en el seguimiento (63%) (p=0,002).
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Figura 14.SLE y tipo de cirugia en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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4.7.1.3. Supervivencia libre de enfermedad (SLE) y variables morfolégicas e
inmunohistoquimicas de pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

Tabla 15. SLE y variables morfoldgicas e inmunohistoquimicas en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

Pacientes % libre de p
(n) enfermedad

Tamaiio 0,025
T1 (90) 81,1
T2 (82) 62,2
T3 (7) 57,1

Tamafio 0,003
T1 (89) 82
T2+T3 (90) 61,1

Tipo 0,415
CDI (168) 70,8
Otros (112) 81,8

Grado 0,644
I (11) 72,7
I (49) 75,5
1] (119) 69,7

Grado 0,451
[+11 (60) 75
I (119) 69,7

Grado 0,535
I (11) 72,7
H+111 (168) 71,4

Necrosis 0,074
Si (78) 62,8
No (101) 78,2

Inv.linfatica <0,000
Si (83) 53
No (96) 87,5

Carcinoma in situ 0,218
Si (99) 75,8
No (80) 66,2

Estado ganglionar <0,000
Positivo (77) 57,1
Negativo (102) 82,4
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Estadio <0,000
I (69) 79,7
I (73) 74
i (33) 57,6
\% (4) 0

Estadio 0,001
[+I1 (142) 76,8
+1v (37) 51,4

IGF1R 0,744
<240 (132) 73,5
>240 (47) 66

PTEN 0,641
<60 (39) 76,9
>60 (140) 70

pAkt 0,530
<100 (133) 71,4
>100 (46) 71,7

p-mTOR 0,832
<120 (127) 70,9
>120 (52) 73,1

Inmunofenotipos 0,738
Luminal A (44) 72,7
LumB/HER2- (58) 70,7
LumB/HER2+ (21) 57,1
HER2 No Lum (16) 75
TN/Basal (40) 77,5

Inmunofenotipos 0,500
Luminales (123) 69,1
HER2 No Lum (16) 75
TN/Basal (40) 77,5

*Test log rank




En la Tabla 15 observamos que las pacientes cuyos tumores presentaban menor
tamafio (p=0,025), sin signos de invasién linfatica (p<0,000) ni afectaciéon de ganglios
axilares (p<0,000) y se diagnosticaron en Estadios iniciales (p=0,001), presentaron
menor porcentaje de recidiva durante el seguimiento que aquellas que presentaron
mayor tamafio tumoral, signos de invasion linfatica y afectacion de ganglios axilares y
se diagnosticaron en Estadios avanzados, mostrando diferencias estadisticamente

significativas.
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Figura 15. SLE y Tamafio tumoral (mm) en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 16. SLE y Tamafio tumoral (mm) T1 vs T2+T3 en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Supervivencia acumulada
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Figura 17. SLE y Grado (I vs ll+1ll) en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 18. SLE e invasion linfatica en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Supervivencia aculmulada
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Figura 19. SLE y estado ganglionar en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Supervivencia acumulada
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Figura 20. SLE y Estadios (Inicial I-ll/Avanzado llI-IV) en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Supervivencia acumulada
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Figura 21. SLE e Inmunofenotipos en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Supervivencia acumulada
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Figura 22. SLE y expresion de IGF1R en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Supervivencia acumulada
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Figura 23. SLE y expresion de PTEN en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Supervivencia acumulada
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Figura 24. SLE y estado de activacion de pAkt en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Supervivencia acumulada
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Figura 25. SLE y estado de activacion de p-mTOR en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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4.7.1.4. Supervivencia global (SG) y variable clinica (quimioterapia previa) de

pacientes de toda la serie (n=250).

Tabla 16. SLE y variable clinica (quimioterapia previa) en todas las pacientes de la serie (n=250).

Pacientes (n) % supervivencia | p
Quimio previa
Si (71) 80,3% 0,039
No (179) 81,6%

*Test log rank

En la Tabla 16 observamos que el 81,6% de las pacientes de toda la serie que no

recibieron neoadyuvancia sobrevivieron durante el seguimiento, mientras que el

80,3% de las pacientes que si recibieron neoadyuvancia sobrevivieron, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p=0,039).
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Figura 26. SG y pacientes con y sin neoadyuvancia (n=250).
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4.7.1.5 Supervivencia global (SG) y variables clinicas de pacientes sin
neoadyuvancia (n=179).

Tabla 17. SLE y variables morfoldgicas e inmunohistoquimicas en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

Pacientes (n) % supervivencia p
Edad 0,107
<35 (83) 77,1
>35 (96) 85,4
Localizacion 0,434
Derecha (87) 83,9
Izquierda (92) 79,3
Lateralidad 0,285
Unilateral (156) 80,8
Bilateral (23) 87
Ant. Familiares 0,599
Si (28) 85,7
No (151) 80,8
Cirugia
Mastectomia (100) 76 0,038
Tumorectomia (79) 88,6

*Test log rank
Los resultados de la Tabla 17 muestran diferencias estadisticamente
significativas entre las pacientes a las que se les realizé tumorectomia y sobrevivieron
durante el seguimiento (88,6%) y aquellas pacientes a las que se les realizd
mastectomia y sobrevivieron (76%) (p=0,038). Se observa también una tendencia a una
mayor supervivencia entre pacientes con mas de 35 afios (85,4%) (p=0,107) que entre

aquellas de menor edad.
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Supervivencia acumulada
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Figura 27. SG y tipo de cirugia en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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4.7.1.6 Supervivencia global (SG) y variables morfolégicas e inmunohistoquimicas
de pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

Tabla 18. SLE y variables morfolégicas e inmunohistoquimicas en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).

Pacientes (n) | % supervivencia p

Tamaiio
T1 (90) 86,7 0,273
T2 (82) 76,8
T3 (7) 71,4

Tamaiio
T1 (89) 87,6 0,071
T2+T3 (90) 75,6

Tipo
CDI (168) 80,4 0,110
Otros (112) 100

Grado
I (11) 90,9 0,429
Il (49) 85,7
1] (119) 79

Grado 0,244
I+1 (60) 86,7
] (119) 79

Grado 0,319
I (11) 90,9
H+111 (168) 81

Necrosis
Si (78) 71,8 0,021
No (101) 89,1

Inv.linfatica
Si (83) 68,7 <0,000
No (96) 92,7

Carcinoma in situ
Si (99) 87,9 0,032
No (80) 73,8

Estado ganglionar
Positivo (77) 71,4 0,002
Negativo (102) 87,2
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Estadio
I (69) 87 <0,000
I (73) 86,3
i (33) 69,7
\% (4) 0

Estadio
[+I1 (142) 86,6 0,001
NI+ (37) 62,2

IGF1R
<240 (132) 83,3 0,615
>240 (47) 76,6

PTEN
<60 (39) 87,2 0,548
>60 (140) 80

pAkt
<100 (133) 82 0,925
>100 (46) 80,4

p-mTOR
<120 (127) 81,1 0,779
>120 (52) 82,7

Inmunofenotipos
Luminal A (44) 86,4 0,467
LumB/HER2- (58) 75,9
LumB/HER2+ (21) 81
HER2 No Lum (16) 87,5
TN/Basal (40) 82,5

Inmunofenotipos 0,840
Luminales (123) 80,5
HER2 No Lum (16) 87,5
TN/Basal (40) 82,5

*Test log rank
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En la Tabla 18 observamos que las pacientes cuyos tumores mostraron con mas
frecuencia presencia de necrosis, signos de invasion linfatica, ausencia de componente
de carcinoma in situ, afectacion ganglionar axilar y Estadio avanzado al diagndstico
sobrevivieron menos durante el seguimiento (71,8%, 68,7%, 73,8%, 71,4% y 62,2%,
respectivamente), siendo las diferencias estadisticamente significativas con respecto
aquellas pacientes que presentaron las caracteristicas contrarias a las anteriores, las
que sobrevivieron mas durante el seguimiento (89,1%, 92,7%, 87,9%, 87,2% y 86,6%,
respectivamente) (p=0,021, p<0,000, p=0,032, p=0,002 y p=0,001).
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Figura 28. SG y Grado histoldgico (I vs lI+11) en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 29. SG y Necrosis en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 30. SG e Invasion linfatica en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 31. SG y estado ganglionar axilar en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 32. SG y asociacion con CDIS en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 33. SG y Estadio en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 34. SG y Estadio (I+1/111+IV) en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 35. SG y sobreexpresion de IGF1R en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 36. SG y expresion de PTEN en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 37. SG y activacion de pAkt en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 38. SG y activacion de p-mTOR en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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Figura 39. SG y activacion de p-mTOR en pacientes sin neoadyuvancia (n=179).
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4.7.2. Calculo de las razones de riesgo (HR) de variables clinicas, morfolégicas e
inmunohistoquimicas. Regresion de Cox (Recidiva).

Tabla 19. SLE y variables clinicas, morfoldgicas e inmunohistoquimicas Regresion de Cox (Recidiva).

Variable HR 1C (95%) P
Edad (por 1 afio) 1 0,951-1,051 0,987
Edad 0,989
<35 0,996 0,573-1,731
>35 1
QT previa <0,001
Si 3,075 1,936-4,884
No 1
Localizacion 0,127
Derecha 0,648 0,369-1,137
lzquierda 1
Lateralidad 0,533
Bilateral 0,796 0,387-1,636
Unilateral 1
Ant. familiares 0,500
Si 0,746 0,318-1,750
No 1
Cirugia 0,002
Mastectomia 2,622 1,412-4,867
Tumorectomia 1
Tamaio 0,024
T3 2,681 0,784-9,162
T2 2,148 1,188-3,884
T1 1
Tamaiio 0,003
T2+3 2,382 1,318-4,306
T1 1
Tipo 0,392

117



Otros 1,838 0,446-7,566
CDI, NOS 1

Grado 0,713
1] 1,511 0,464-4,924
Il 1,263 0,354-4,511
I 1

Inv. Linfatica <0,001
Si 4,713 2,449-9,072
No 1

Necrosis 0,086
Si 1,620 0,929-2,825
No 1

CDIS 0,219
Si 0,709 0,409-1,230
No 1

Estado ganglionar <0,001

Positivo 3,167 1,755-5,714
Negativo 1

Estadio <0,001
IV 14,635 4,677-45,796
1 2,593 1,226-5,484
Il 1,412 0,707-2,818
I 1

Estadio 0,001
(11+1v) 2,624 1,466-4,695
(1+11) 1

IGF1R 0,747
>240 0,907 0,502-1,641
<240 1




PTEN 0,606
<60 0,827 0,402-1,702
>60 1
pAkt 0,494
>100 1,248 0,660-2,358
<100 1
p-mTOR 0,848
>120 0,942 0,509-1,744
<120 1
Inmunofenotipos 0,696
TN/Basal 0,774 0,325-1,844
HER2 No Lum 1,059 0,341-3,289
LumB/HER2+ 1,455 0,612-3,462
LumB/HER2- 1,250 0,596-2,624
Lum A 1

Nota: Edad y QT previa
n=250.

Resto de variables
n=179

HR, hazard ratio;

IC, intervalo de
confianza
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En la Tabla 19 observamos que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,001) entre las pacientes que fueron tratadas con neoadyuvancia y
las que no. En aquellas el riesgo de recidiva tumoral es de 3,075 veces mas que el de
las que no la recibieron. También se observa que existe 2,622 veces mas riesgo de
recidiva entre pacientes que se sometieron a una mastectomia que entre las que se
realizé tumorectomia. Existe también un riesgo de 1,838 veces mas de recidiva ente las
paciente cuyos tumores son de tipo CDI, NOS que entre las que tienen tumores de
Otros tipos histolégicos.

Las pacientes que presentan invasion linfatica, necrosis, y afectacién de
ganglios axilares tienen un riesgo de recidiva mayor (<0,001, 0,086 y <0,001,
respectivamente) que aquellas pacientes que no lo presentan.

En cuanto al tamano existe un riesgo de mas de 2 veces de recidiva cuando éste
es mayor de 20 mm y cuando es mayor de 50 mm (p=0,024 y p=0,003).

A su vez, cuanto mayor es el Estadio en el momento del diagndstico el riesgo de
recidiva es de entre 1,412 veces mas (Estadio Il), 2,593 (Estadio Ill) y 14,635 (Estadio
IV) (p<0,001). Y de 2,624 veces mas en los Estadios avanzados (p=0,001).
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4.7.3. Calculo de las razones de riesgo (HR) de variables clinicas, morfolégicas
e inmunohistoquimicas. Regresion de Cox (Mortalidad).

Tabla 20. SG y variables clinicas, morfoldgicas e inmunohistoquimicas Regresiéon de Cox (Mortalidad).

Variable HR IC (95%) p
Edad (por 1 afio) 0,966 0,908-1,028 0,276
Edad 0,685
<35 1,153 0,578-2,300
>35 1
QT previa 0,039
Si 1,942 1,023-3,685
No 1
Localizacion 0,435
Derecha 0,760 0,381-1,517
Izquierda 1
Lateralidad 0,285
Bilateral 1,891 0,577-6,204
Unilateral 1
Ant. familiares 0,599
Si 0,756 0,266-2,151
No 1
Cirugia 0,039
Mastectomia 2,200 1,022-4,734
Tumorectomia 1
Tamafiio 0,273
T3 2,384 0,533-10,664
T2 1,673 0,812-3,448
T1 1
Tamaiio 0,072
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T2+3 1,923 0,932-3,967
T1 1
Tipo 0,110
Otros 22,569 0,065-7805,77
CDI NOS 1
Grado 0,430
I 2,885 0,391-21,305
I 2,040 0,251-16,594
| 1
Inv. Linfatica <0,001
Si 4,504 1,955-10,377
No 1
Necrosis 0,021
Si 2,296 1,112-4,739
No 1
CDIS 0,033
Si 0,470 0,231-0,955
No 1
Estado ganglionar 0,002
Positivo 2,998 1,453-6,186
Negativo 1
Estadio <0,001
v 13,063 3,989-42,777
i 2,472 1,004-6,086
Il 1,113 0,452-2,740
I 1
Estadio 0,001
(H1+1v) 3,048 1,528-6,081
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(I+11)

IGF1R 0,615
>240 0,831 0,403-1,714
<240 1
PTEN 0,549
<60 0,748 0,289-1,938
>60 1
pAkt 0,925
>100 1,038 0,482-2,235
<100 1
mTOR 0,779
>120 0,896 0,415-1,932
<120 1
Inmunofenotipos 0,468
TN/Basal 1,354 0,455-4,030
HER2 No Lum 1,083 0,218-5,367
Lum B/HER2+ 1,364 0,385-4,835
Lum B/HER2- 2,229 0,856-5,807
Lum A 1

Nota: Edad y QT
previa n=250.
Resto de variables
n=179

HR, hazard ratio;
IC, intervalo de
confianza
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En la Tabla 20 observamos que existen diferencias estadisticamente
significativas entre las pacientes que recibieron neoadyuvancia y aquellas que no la
recibieron (p=0,039), ya que en las primeras existe un riesgo de hasta 1,942 veces mas
de mortalidad que en las pacientes que no la recibieron.

También se observa un riesgo mayor de mortalidad, de hasta 2,200 veces mas
entre las pacientes a las que se les realizé mastectomia que entre las que les realizd
tumorectomia (p=0,039).

Por otra parte, las pacientes cuyos tumores con invasién linfatica, necrosis y
afectacién de los ganglios axilares tuvieron mas riesgo de mortalidad (4,504; 2,296 y
2,998, respectivamente) (p<0,001; p=0,021 y p=0,002). Sin embargo, las pacientes
cuyos tumores presentaron asociacidén con carcinoma in situ presentaron 0,470 veces
menos riesgo de mortalidad que aquellas que no tenian asociacién con carcinoma in
situ (p=0,033).

Respecto al Estadio existe un riesgo de entre 1,113 y 13,063 veces mas de
mortalidad cuanto mayor es el mismo (p<0,001) y de 3,048 veces mas en los Estadios

avanzados que en los iniciales (p=0,001).
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4.7.4. Analisis multivariante.

Tabla 21: Razones de riesgo ajustadas para SLE (recidiva) (n=179).

Variable HR (1C 95%) p
Mastectomia 1,23 (0,59-2,55) 0,587
CDI, NOS 2,87 (0,68-12,12) 0,151
Invasion linfatica 2,08 (0,96-4,51) 0,065
Metastasis 9,31 (4,76-18,21) <0,001
PAKT (por unidad) 1,00 (1,00-1,01) 0,552

HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianza; pAKT, AKT fosforilada.
Bondad de ajuste: X’=115,5 p<0,001.

Estadistico C: 0,813 (error estandar: 0,044).

En la Tabla 21 observamos que las pacientes cuyos tumores mostraron invasion
linfatica presentaron un riesgo mayor de recidiva en 2,08 veces mas que aquellos

tumores que no mostraron invasién linfatica (p=0,065).

Por otra parte, las pacientes con metastasis tenian aumentado el riesgo de recidiva

en 9,31 veces respecto a las que no tenian metdstasis (p<0,001).

125



Tabla 22. Resultados de modelo predictivo para SLE (recidiva) (n=179).

Metastasis Puntos Histologia Puntos Invasioén linfatica Puntos
No 0 Otros 0 No 0
Si 6 CDI 2 Si 4

Riesgo cada 2 afos (%)
Suma de puntos
Aios Bajo (<2) Medio (2) Alto (3-4) Muy alto (25)
2 0,80-1,35 2,20-2,25 3,60-5,95 9,55-24,10
4 1,75-2,95 4,80-4,85 7,80-12,65 19,95-45,65
6 2,50-4,15 6,70-6,75 10,90-17,40 27,05-57,85
8 2,90-4,85 7,80-7,85 12,60-20,00 30,85-63,55
10 3,35-5,55 8,95-9,00 14,40-20,75 34,65-68,85
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Tabla 23: Razones de riesgo ajustadas para supervivencia global (mortalidad) (n=179).

Variable HR (IC 95%) p
Tamafio tumoral (por 1 mm) 1,01 (0,99-1,03) 0,237
Invasion linfatica 2,66 (1,07-6,59) 0,034
Metastasis 3,86 (1,85-8,05) <0,001

HR, hazard ratio; IC, intervalo de confianza.
Bondad de ajuste: X’=40,74 p<0,001.

Estadistico C: 0,764 (error estandar: 0,052).

En la Tabla 23 observamos que por cada mm que aumenta el tumor, aumenta el
riesgo de mortalidad en 1,01 veces. En este caso a pesar de que el p-valor es de 0,237,

globalmente si que es significativo (p<0,001).

Por otra parte, las pacientes cuyos tumores que presentan invasion linfatica,
presentan un riesgo de 2,66 veces mas de mortalidad que las pacientes que no lo

presentan (p=0,034).

En cuanto a los casos que presentan metdstasis muestran un riesgo mayor de
mortalidad, de hasta 3,86 veces mas que aquellos casos que no presentan metastasis

(p<0,001).
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Tabla 24. Resultados de modelo predictivo para supervivencia global (mortalidad) (analisis

multivariante (n=179)).

Metastasis Puntos Tamaiio tumoral (mm) Puntos Invasion linfatica Puntos
No 0 <15 0 No 0
i 6 16-35 1 -
Si Si 4
236 2

Riesgo cada 2 afios (%)

Suma de puntos
Afos Bajo (<2) Medio (2-4) Alto (5-7) Muy alto (28)
2 0,60-0,80 0,95-1,60 2,00-3,20 4,00-10,00
4 2,40-3,05 3,80-6,10 7,55-11,90 14,75-33,65
6 4,00-5,10 6,35-10,00 12,40-19,20 23,60-49,85
8 6,55-8,25 10,25-16,00 19,70-29,70 35,90-68,05
10 7,80-9,85 12,25-18,90 23,25-34,60 41,50-74,75
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5. DISCUSION
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5. DISCUSION

Los casos diagnosticados de cancer de mama en mujeres jovenes suelen
presentarse como tumores de caracteristicas clinicas e histopatoldgicas concretas:
mayor tamafo tumoral, menor positividad para RH, alto grado de malignidad, invasién
linfatica y mayor nimero de ganglios axilares afectos, respecto a los tumores de las
pacientes de mayor edad.'3 143 144

Teniendo en cuenta que el cdncer de mama se considera en la actualidad una
enfermedad heterogénea constituida por una agrupacion de subtipos tumorales con
diferente expresion génica (Luminal A, Luminal B, HER2 y TN/Basal-like) que lleva
asociada diferentes implicaciones prondsticas y terapéuticas, es el subtipo TN/Basal-
like el de mayor incidencia entre las pacientes jovenes y el que se asocia con un peor
prondstico.*!

Ademas, se ha demostrado que existe una clara diferenciacion bioldgica en la
tumorogénesis del cdncer de mama entre pacientes jovenes, ya que se ven afectadas
vias oncogénicas distintas y a diferentes niveles, respecto a las alteraciones detectadas
a nivel molecular en los tumores de pacientes mayores. Estos niveles moleculares son
el objetivo de multiples investigaciones por ser puntos sensibles para el disefio de
diferentes dianas terapéuticas.[13' 201

En el presente estudio se han incluido 250 casos de pacientes con 40 afios o
menores, no consecutivas, con diagndstico de carcinoma infiltrante de mama, de los
cuales un mayor porcentaje (71,6%) no recibieron neoadyuvancia y presentaron
tumores de tipo histolégico CDI, NOS y grado lll.

De entre las pacientes que no recibieron neoadyuvancia (n=179), la mayoria
presentaron tumores con tamafio menor de 20 mm, grado lll, asociados a componente
CDIS, sin afectacion de ganglios axilares y que se diagnosticaron en estadios iniciales.

El inmunofenotipo mas frecuente de toda la serie fue el Luminal B/HER2-, seguido
del Luminal A y del TN/Basal, siendo el HER2 No Luminal y el TN/Basal los subgrupos
gue mostraron asociacion significativa con tumores grado lll. El inmunofenotipo HER2

No Luminal se asocio de forma significativa con la presencia de CDIS y la afectacién de

ganglios axilares.
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En cuanto a la asociacidn de los diferentes inmunofenotipos con los componentes
de la via IGF1R, PTEN, pAkt y p-mTOR encontramos que ésta existe entre los
inmunofenotipos Luminal B/HER2- y Luminal B/HER2+ y con la sobreexpresion de
IGF1R. A diferencia de otros subtipos, como el TN/Basal en el que se observa una
asociacion significativa con la pérdida de PTEN.

Es destacable también la asociacion significativa que se observa entre las
pacientes cuyos tumores que sobreexpresan IGF1R con variables clinicas (>35 afios) y
con algunas variables morfoldgicas (tumores sin necrosis, con presencia de CDIS, con
pérdida de expresidn inmunohistoquimica de PTEN y con presencia de pAkt activado).

Los tumores con pérdida de PTEN se asocian con tumores de tipo CDI y grado lll.

Los tumores con presencia de pAkt activado presentan asociacién significativa con
localizacion en mama derecha, ausencia de afectacion de ganglios axilares vy
tumorectomia.

Los tumores con p-mTOR activado se asocian de forma significativa con tumores
de pacientes > 35 afios de edad, a las que se les ha realizado una mastectomia y que se
diagnostican en estadios iniciales.

Por otra parte, existe un mayor porcentaje libre de enfermedad que es significativo
entre pacientes de toda la serie (n=250), y en pacientes sin neoadyuvancia (n=179), a
las que se les ha realizado una tumorectomia, presentan tamano tumoral menor de 20
mm, sin invasion linfatica, sin afectaciéon de ganglios axilares y que se diagnostican en
estadios inicales. Y existe un mayor porcentaje de supervivencia global en pacientes
con tumores sin necrosis y con CDIS.

Asimismo, existe un mayor riesgo de recidiva y mortalidad en pacientes que han
recibido QT previa y presentan asociado al tumor invasidn linfatica, necrosis y
afectaciéon de ganglios axilares, todos ellos reconocidos factores clasicos de mal
prondstico.

Los factores prondsticos independientes de nuestra serie, en cuanto a la recidiva
son la invasion linfatica, el tipo histoldgico y la presencia de metdstasis.

En cuanto a la mortalidad, encontramos que son factores prondsticos
independientes el tamafo tumoral, la invasidn linfatica y la presencia de metastasis.

Nuestros resultados muestran, por tanto, que las variables clinico-morfolégicas

clasicas son las que marcan el prondstico en el subgrupo de pacientes jovenes.
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También podemos sefialar que hemos encontrado asociacién entre los diferentes
inmunofenotipos y la expresién inmunohistoquimica de algunos de los diferentes
componentes de la via (IGF1R y PTEN), pero no asi significacion en su valor prondstico,

ni de recidiva ni de mortalidad, entre los diferentes inmunofenotipos.
5.1 Variables clinicas y morfoldgicas.

Respecto al tratamiento neoadyuvante, se ha de tener en cuenta que la mayoria de

7] aunque existen ensayos clinicos randomizados

pacientes jévenes serian candidatas,
de grandes grupos de pacientes que comparan la QTA con la neoadyuvancia,
demostrando que no existen diferencias en el prondstico de la enfermedad.'®*¥ sin
embargo, estos estudios también apuntan que pacientes con estadios clinicos
localmente avanzados a las que se les da tratamiento neoadyuvante, pueden
beneficiarse posteriormente de la opcién de cirugia conservadora, tanto si la respuesta
al tratamiento ha sido parcial o total, si se compara con aquellas pacientes a las que se
les da solamente QTA.

Por otro lado, se debe tener presente que la neoadyuvancia suele ofrecer una
oportunidad para determinar "in vivo" si el tratamiento estd siendo efectivo o no y que
puede, en caso de que el resultado sea negativo, abrir paso a otras lineas de
tratamiento alternativas, siempre que esté indicado. En definitiva, la principal razén de
ofrecer quimioterapia neoadyuvante es el alto riesgo de recidiva local que ocurre en
las pacientes jévenes.m' 22, 145]

Sin embargo, y a pesar de lo expuesto anteriormente, en 148 de los 179 casos de
las pacientes de nuestro estudio que no recibieron neoadyuvancia (59,2%) se realizd
mastectomia y en 102 casos tumorectomia (40,8%). Esto podria estar relacionado con
el tamafio tumoral y con la afectacion ganglionar al diagnéstico.

En nuestra serie, el 43% de casos tenian afectacién ganglionar axilar en el
momento del diagnéstico.

Respecto al tamafio tumoral entre nuestras pacientes, éste fue menor de 20 mm

en la mitad de casos (50,3%), seguido de tumores que median entre 20 y 50 mm. La

mediana del tamafio tumoral fue de 20 mm, por lo que si podemos afirmar que son
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tumores de tamano considerablemente mayor del que se detecta en mujeres de
mayor edad.[™>

Una explicacién al alto porcentaje de pacientes sin neoadyuvancia en nuestro
estudio, podria también deberse a que la mayoria de las pacientes son diagnosticadas
en Estadio | y Il (38,5% y 40,8%, respectivamente), siendo un resultado muy similar al
observado por otros autores.®! A pesar de ello, en nuestra serie no hemos podido
demostrar que los tumores de este grupo de pacientes joévenes tengan mayor
porcentaje de invasion linfatica, afectacion ganglionar axilar ni mayor presencia de
necrosis tumoral, como ha sido descrito en estudios previos.[143, 144]

Por otra parte, el 62,8% de nuestros casos fueron tumores de alto grado de
malignidad, lo cual es una caracteristica histopatoldgica comun en la literatura
cientifica relacionada con cancer de mama en mujeres jovenes, lo que también se
observa entre las pacientes jévenes que no recibieron neoadyuvancia de nuestro
estudio (66,5%)./** 8

Ademas, nuestro grupo de pacientes mostré una mayor presencia de CDIS asociado

al carcinoma infiltrante (55,3%).
5.2 Variables inmunohistoquimicas.

Aunque estudios previos han demostrado mayor frecuencia de tumores que no

14
[146] en nuestros resultados

expresan RH y si HER2 en tumores de pacientes jovenes,
encontramos un mayor porcentaje de expresion de RE, RP y un menor porcentaje de
expresion de HER2. Ademas, hemos podido comprobar que la mayoria de los tumores
expresan indices de proliferacién altos (Ki67 >14%). Todo ello da como resultado, en la
distribucién por inmunofenotipos de nuestra serie, un mayor nimero de pacientes con
tumores del subtipo Luminal B-like/HER2- (31,6%). Este resultado ha sido descrito
también en algunos estudios recientes,'® & 141 |o que difiere de lo tradicionalmente
publicado en la literatura cientifcia, en la que se describia el inmunofenotipo TN/Basal
como el subgrupo mas representativo entre las mujeresjévenes.[Gl’ 671

Carvalho et al.,[67] pudo demostrar que el 26% de los casos de mujeres jovenes

con cancer de mama presentaron inmunofenotipo Basal-like, definido como un tumor

TN asociado a positividad para EGFR y/o CK5/6. En nuestra serie, el 19,6% de casos
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correspondia al inmunofenotipo TN. Ademas, algunos de los tumores de este subtipo
mostraron una clara expresion de anticuerpos de tipo Basal-like, EGFR y/o CK5/6,
positivos (20% y 27,5%, respectivamente), aunque no se haya podido comprobar en
todos los casos.

Respecto al inmunofenotipo Luminal A, encontramos que es el segundo subtipo en
frecuencia (27,2%) y que el subtipo Luminal B-like/HER2+ es también mas frecuente
que el HER2 No Luminal. Estos resultados confirman el cambio que se viene sugiriendo
en algunos estudios, respecto a la distribuciéon de inmunofenotipos entre pacientes

jovenes.[©®!

5.3 Inmunofenotipos y variables clinicas y morfoldgicas.

La mastectomia fue la intervencidn quirdrgica realizada con mas frecuencia entre
las pacientes cuyos tumores fueron categorizados dentro del subtipo HER2 No
Luminal, seguidas de pacientes con tumores de subtipo Luminal B-like/HER2+ y de
subtipo Luminal B-like/HER2-, predominando también la mastectomia en los demas
subtipos.

Aunque se ha descrito que uno de los factores de riesgo mas importantes para la
recidiva local después de cirugia conservadora es la edad (>35 aﬁos),[ml en hasta
nueve veces mas riesgo, ningln estudio ha podido demostrar hasta la fecha que la
cirugia conservadora en mujeres jévenes tenga un impacto negativo en la
supervivencia.[148] Es mas, se ha confirmado que en el caso del subtipo TN, no parece
tener un riesgo aumentado de recidiva local a los 5 afios y, por tanto, estas pacientes

(149 c6mo ocurre con los casos TN/Basal

pueden ser candidatas a cirugia conservadora,
de nuestro estudio, donde se realizd mas frecuente la tumorectomia, al igual que
sucede entre las pacientes del subtipo Luminal A.

Llama la atencidn la escasa asociacidn de las pacientes jovenes de nuestra serie con
los antecedentes familiares, siendo las pacientes con tumores de subtipo Luminal B-
like/HER2- las que se asociaron con mas frecuencia a éstos (19%), seguido por
pacientes con tumores de subtipo TN/Basal (18,4%). Estos resultados son similares a

los obtenidos por Keegan et al.** En su estudio se hace referencia a que el riesgo de

desarrollar tumores del subtipo TN/Basal es bajo, a pesar de la tendencia a considerar
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la Historia Familiar como el Unico factor de riesgo asociado a la aparicién de tumores
TN, y de que ésta se asocie positivamente con todos los subtipos.“so]

Respecto a las variables morfolégicas analizadas entre las pacientes jovenes sin
neoadyuvancia (n=179), cabe destacar las diferencias estadisticamente significativas
respecto al tamaifio tumoral entre los diferentes subtipos. Los tumores del subtipo
TN/Basal tienen una mediana de tamafio tumoral de 19,50 mm, mientras que en los
tumores HER2 No Luminal la mediana es de 24 mm, por lo tanto podriamos afirmar
que los tumores de algunos de los subtipos mds agresivos, como HER2 No Luminal,
tienen mayor tamano entre pacientes sin neoadyuvancia.

Por otra parte, se observa alto grado de malignidad en el 100% de los casos HER2
No Luminal y en el 90% de los casos TN/Basal. En ninguno de estos dos grupos se
encuentran tumores de bajo grado, siendo estos resultados similares a los descritos
por otros autores.'® 47!

Otra variable morfoldgica a destacar es la mayor presencia de CDIS asociado al
componente infiltrante en los subtipos Luminales, siendo mayor en el subtipo Luminal
B-like/HER2-.*Y Existen algunos autores que apoyan la teoria de que el CDIS precede
a la aparicién del componente infiltrante, aunque no en todos los subtipos de cancer
de mama, por lo que las posibilidades de progresion tumoral difieren entre unos y
otros.>> 3 Kluber et al., sugiere que aunque el fenotipo Luminal A es el que con mas
frecuencia asocia CDIS y carcinoma infiltrante es, sin embargo, el subtipo Luminal B-
like/HER2+ el que muestra una progresién tumoral mas rapida entre los subtipos

1., 1154 propone que el

Luminales, después del subtipo TN. Por otra parte, Liao et a
subtipo HER2 es el que presenta un componente de CDIS mas extenso junto al
componente infiltrante y apoya la hipdtesis de que la sobreexpresién de HER2 o la
amplificacién del gen esta implicada en la transicion del CDIS a infiltrante.™™> Estos
resultados no han sido confirmados en el grupo de mujeres jovenes, tan sélo los
descritos por VandenBussche et al 1151 Aunque también en nuestra serie observamos
que un alto porcentaje de pacientes con tumores de subtipo HER2 No Luminal (68,8%)
también presenta asociacién con CDIS.

Los tumores de inmunofenotipo HER2 No Luminal y Luminal B-like/HER2+

mostraron una tendencia a mayor invasion linfatica y a la positividad ganglionar axilar,

lo cual es esperable al ser tumores de fenotipo mas agresivo.

138



Por otra parte, el 85% de las pacientes con tumores de subtipo TN se
diagnosticaron en nuestra serie en estadio inicial, mientras en el subtipo Luminal

B/HER2-, el 27,6% fue el que con mas frecuencia se diagnostico en estadio avanzado.
5.4 Inmunofenotipos y variables inmunohistoquimicas.

El andlisis de los diferentes componentes de la via IGF1R, PTEN, pAkt y p-mTOR ha
sido realizado utilizando los cuartiles de expresion de cada variable.

IGF1R es un receptor homodimérico tirosin-quinasa activado por IGF1/2, ligandos
de unidn, cuyo resultado es el bloqueo del crecimiento tumoral y la apoptosis. Este
receptor estd presente en tumores de mama y en otros tumores. Recientemente, Law
et al., ha podido demostrar que IGF1R activado puede estar sobreexpresado en todos
los subtipos de cancer de mama, a pesar del status de RE y/o HER2.53) pero hasta
donde hemos podido comprobar, no existe un sistema de valoracién
inmunohistoquimica universalmente aceptado respecto a la intensidad y al patréon de
expresion de IGF1R.™ La tincién de membrana estd siempre presente cuando estd
sobreexpresado, pero puede haber casos en los que aparezca tincidn citoplasmatica
acompafante, como hemos observado en algunos casos de nuestra serie. La tincién
citoplasmatica Unica se considera negativa, no indica sobreexpresion. Para conseguir
un indice de valoraciéon hemos utilizado el score IRS (intensidad de la tincion
multiplicado por el porcentaje de expresién inmunohistoquimica), como utilizan la
mayoria de autores en la literatura.™* ! sin embargo, otros interpretan la tincidn
inmunohistoquimica de IGF1R de manera similar al sistema de valoracion descrito para
la expresion de HER2 (Hercep Test)™. 1%

En nuestro estudio, la variable Inmunohistoquimica IGF1R muestra diferencias de
expresion que resultan estadisticamente significativas entre los diferentes subtipos.
Observamos un mayor porcentaje de sobreexpresion en los subtipos Luminales, siendo
los Luminales B-like/HER2+ los que con mayor frecuencia sobreexpresan IGF1R
(42,9%).

Por otra parte, la no sobreexpresion de IGF1R se observa con mas frecuencia (95%
de casos) en el subtipo TN/Basal. Estos resultados son bastante similares a los

| [82, 156, 157]
’

obtenidos en algunos estudios previos respecto al subgrupo Lumina en los
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que IGF1R esta frecuentemente sobreexpresado en los subtipos Luminal A/B y esta
sobreexpresion esta relacionada también con la expresion de RE.™® Ppero los
resultados de algunos de estos estudios muestran también una expresion de IGF1R
heterogénea en el subgrupo HER2 y disminuida en el subgrupo TN/Basal.

Otros autores han demostrado la mayor expresion de IGF1R en tumores RE
negativos,®® y cémo en éstos tumores puede activarse pAkt.®l A este respecto,
Esparis-Ogando et al,™®8 han descrito recientemente qgue tras el tratamiento con
antagonistas de IGF1R se observa una disminucién de la expresién de pAkt y un
aumento de los niveles de p27, lo cual puede ser un futuro punto de conexion entre
estas dos vias moleculares.

Por otro lado, los antagonistas de IGF1R han demostrado interactuar con las vias
de HER2 y con RE, siendo esta interaccion bidireccional y pudiendo ocurrir entre varios
miembros de los receptores de la familia HER2.™% Este "cross-talk" entre IGF1R con
RE y HER2 sugiere también que IGF1R puede ser una diana de tratamiento especifica
para los subtipos Luminales y HER2. Algunos estudios “in vitro” apoyan estas
presunciones, ya que se ha observado un efecto sinérgico en el receptor IGF1R con
tratamiento antiestrégenico.[m]

Un hecho bastante bastante demostrado es el papel que juega también IGF1R en
los mecanismos de resistencia al tratamiento endocrino. Luego, en las pacientes con
tumores de subtipo Luminal a las que se les trataria por protocolo con tratamiento
antihormonal, seria importante estudiar la expresion en el tumor de IGF1R, ya que este
“status” interferiria en la respuesta al tratamiento.!®” 994

Respecto al subtipo HER2, existen evidencias de que la activacién de IGF1R puede
dar lugar a mecanismos de resistencia contra los tratamientos que estan dirigidos a la
familia de receptores EGFR, incluyendo HER2/neu. 1% 161]

La pérdida completa del status de PTEN se ha encontrado significativamente
asociada a la negatividad de la expresiéon de RE y, mas concretamente, al subtipo
TN/Basal en diferentes estudios.!1%® 162 163 Nyectros resultados son similares a los
obtenidos en éstos, ya que el subtipo TN/Basal estd asociado con mas frecuencia al

cuartil 1 correspondiente al de pérdida de expresién del anticuerpo PTEN, por lo que

podemos afirmar que los tumores de fenotipo TN/Basal suelen tener una pérdida de
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expresion de PTEN, lo que sugiere un papel importante de la alteracion de este gen
supresor en la patogenia de un subgrupo de tumores con este fenotipo agresivo.
También hemos podido comprobar que no existe un criterio unitario para la
valoracion de la expresidon inmunohistoquimica de PTEN. Algunos autores valoran la
intensidad de la expresion citoplasmdtica de la proteina PTEN de forma
semicuantitativa, valorando el porcentaje y multiplicandolo por la intensidad de la

tincién citoplasmatica, %!

considerando pérdida de expresion el valor 0. Sin embargo,
en otros estudios esta valoracién considera la pérdida de expresién de PTEN cuando la
expresién de este marcador es menor de 75 en la valoracién!**? o menor de 50%,!**
111 por lo que podriamos considerar que el valor del percentil 25 de nuestra serie, es
equivalente a la pérdida de expresidon de PTEN en nuestro estudio.

Una de las funciones bien conocidas de PTEN es la regulacion negativa de la via
PI3K a través de la defosforilacidn del fosfoinositol (PI) capaz de activar Akt (PI[3-5]P3
a PI[4,5]P2), y ademas, se admite que la pérdida o baja expresién de PTEN es la
responsable de la activaciéon de Akt en los tumores de fenotipo TN/Basal.*®¥ En
nuestra serie, el subtipo TN/Basal muestra, efectivamente, una mayor expresion de
pAkt (pAkt activado en el 35% de casos). Sin embargo, la activacion de pAkt no es tan
frecuente en los subtipos HER2 ni en los Luminales.

Por otra parte, la pérdida de expresiéon de PTEN tiene como consecuencia la
activacion de otras quinasas, entre ellas, mTOR, la cual promueve en condiciones
fisioldgicas la progresién del ciclo celular, la proliferacién y supervivencia celular y
juega un papel muy importante en la resistencia al tratamiento endocrino en tumores
de mama que expresan RH. Nuestros resultados muestran una menor expresion de
MTOR (p-mTOR no activado) en los subtipos Luminal B/HER2+ (85,7%) y TN/Basal
(72,5%) y una mayor expresion (p-mTOR activado) en los subtipos HER2 No Luminal
(43,8%), Luminal A (31,8%) y Luminal Blike/HER2- (29,3%). Los subtipos Luminal
Blike/HER2+ y TN/Basal son los que muestran menor activacion de p-mTOR.

Respecto a la asociacidn entre las variables morfolégicas y la expresién
inmunohistoquimica de los diferentes componentes de la via entre las pacientes que

no recibieron neoadyuvancia (n=179), encontramos que los tumores que median entre

20 y 50 mm tendian a sobreexpresar IGF1R. Sin embargo, no se encontrdé ninguna
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asociacion entre el tamafio tumoral y otras variables inmunohistoquimicas de la via, ni
siquiera cuando esta variable se agrupé en dos categorias.

En cuanto al tipo histolégico encontramos que si habian diferencias
estadisticamente significativas entre los tumores de tipo CDI, NOS y los otros tipos
tumorales, puesto que el 87,2% de los CDI, NOS mostré pérdida de expresion de PTEN,
mientras que solo el 12,8% de los otros tipos tumorales mostraron pérdida de
expresion de PTEN.

Es destacable también que el 82,1% de los casos con pérdida de expresién de PTEN
fueron tumores de grado Ill, mientras que solo el 5,1% de los tumores grado |
mostraron pérdida de PTEN.

Respecto a la presencia de necrosis tumoral encontramos que los tumores de las
pacientes de nuestra serie mostraron una asociacion entre la sobreexpresan IGF1R y
presencia de ésta (59,6%) y que existen diferencias significativas entre aquellos
tumores que no la presentaron (40,4%). Asimismo, existen diferencias entre aquellos
tumores que no sobreexpresan IGF1R y no estdn asociados a necrosis (62,1%) y entre
los que si se asocian a necrosis (37,9%).

Por otra parte, observamos una tendencia a la significacién entre tumores que
presentan p-mTOR activado y no muestran necrosis y aquellos que muestran p-mTOR

activado y presentan necrosis.

5.5 Prondstico. Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE)/riesgo de
recidiva y variables clinicas, morfolagicas e inmunohistoquimicas.

Nuestros resultados muestran que la SLE en las pacientes a las que se les realiza
una intervencion quirudrgica del tipo tumorectomia es mayor que en aquellas a las que
se les realiza mastectomia. Algunos autores consideran que debido a la relativa baja
incidencia y prevalencia de cancer de mama en mujeres jévenes, es dificil saber si la
evidencia de los estudios randomizados y controlados que muestran las misma
supervivencia entre pacientes mastectomizadas y a las que se realiza sélo
tumorectomia es aplicable a la poblacion joven. En la actualidad no existen suficientes
estudios que hayan demostrado que la tumorectomia tiene menor supervivencia que

la mastectomia. Por tanto, la cirugia conservadora no esta contraindicada en mujeres
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jévenes (<40 afios). Sin embargo, estas pacientes deberian ser advertidas de que no
existen datos que prueben contundentemente que la tumorectomia tenga una
supervivencia equivalente a la mastectomia en su grupo de edad.*®*

Otros autores concluyen que en las pacientes jovenes con cancer de mama, en
estadios iniciales, el control del tumor es mas dificil después de la cirugia conservadora
que de la mastectomia. Ademas, afirman que la QTA mejora significativamente el
control local del tumor si se aplica junto a la tumorectomia, por lo que la QTA deberia
ser considerada en la mayoria de pacientes menores de 40 afios a las que se les realice
una tumorectomia.'*

Por otra parte, el tiempo de seguimiento recomendado en este subgrupo de
pacientes deberia ser mayor del habitual, ya que se ha demostrado que incluso con
tratamiento sistémico, existe un riesgo anual de recidiva del 1% tras 15 afios después
de haber finalizado el mismo.??

Las pacientes de nuestro estudio que no recibieron neoadyuvancia mostraron
mayor SLE que las que si la recibieron. Como se comentaba anteriormente, esto puede
ser debido a que a las pacientes con estadios avanzados de la enfermedad sean a las
qgue se les haya ofrecido el tratamiento neoadyuvante. Esta opcion terapéutica se
ofrece con dos objetivos, el primero intentar reducir el tamafio tumoral para
posteriormente poder intervenir quirdrgicamente y, el segundo, para comprobar "in
vivo" si el tumor responde al tratamiento de quimioterapia.m’ 143]

Respecto al tamaio tumoral, las pacientes que presentaban tumores con tamafio
igual o menor de 20 mm tenian mejor SLE que las pacientes con mayor tamafo
tumoral. El tamafio tumoral es, después del estado axilar, el factor prondstico clasico y
mas importante para establecer el prondstico de las pacientes.”GS] Ya fue adoptado
por la American Joint Comittee on Cancer (AJCC) y, aunque fue controvertido al inicio
cdmo medirlo, se acordé que siempre se debe medir el tamafio microscépico del
componente infiltrante.™™®® Es necesario sefalar gue el resultado obtenido no es el que
cabria esperar en este grupo de pacientes jévenes, segun los resultados encontrados
en la literatura cientifica, puesto que algunos autores confirman que estas pacientes
son diagnosticadas cuando el tumor alcanza mayor tamafio y, por tanto, tendran peor

prondstico.™!
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La invasion linfatica es también otra variable morfoldgica que presenta diferencias
respecto a la SLE, ya que las pacientes que presentaban signos de invasion
linfovascular mostraron menor supervivencia, de acuerdo con los resultados de otros
autores.!*®”!

La presencia de necrosis asociada al tumor es un factor de mal prondstico en
nuestra serie, ya que las pacientes en cuyos tumores se identifica tienen peor SLE. En
la literatura existen estudios que relacionan la presencia de necrosis asociada a
tumores en diferentes érganos sdélidos (mama, rifién, pulmdn, tracto gastrointestinal)
con las supervivencia, siendo factor prondstico independiente y estando relacionado
con la respuesta inmune de cada paciente, tanto a nivel local como a nivel
sistémico.*®® En los tumores de mama se ha relacionado la presencia de necrosis con
recidivas precoces y peor supervivencia.'® Existen también algunos estudios que
describen un subtipo histopatolégico especifico de CDI, el carcinoma necrotizante
central, que esta asociado al subtipo basal-like y que muestra un comportamiento mas
agresivo.[m’ 7]

En nuestros resultados se observd una mejor SLE entre las pacientes que
presentaron CDIS asociado, de acuerdo con estudios previos que sugieren que su

[172] gip embargo, otros

presencia es un factor de buen prondstico independiente.
autores no lo han podido demostrar.™® En relacion a estos hallazgos, otros autores si
gue han comprobado que la menor extension del componente in situ asociado al
componente infiltrante, se correlaciona con una menor actividad proliferativa y a un
menor numero de ganglios linfaticos axilares afectos. Por lo que concluyen que los
tumores con ambos componentes tuvieron una tendencia de comportamiento menos
agresiva. También sugieren que son claras las diferencias bioldgicas entre los dos
grupos y que la carcinogénesis de los carcinomas infiltrantes puros puede favorecer el
fenotipo basalioide que estd asociado a multiples defectos en genes supresores
tumorales como P53y BRCA1/2.1173

Respecto al estadio, encontramos que las pacientes en estadios avanzados tienen
peor SLE, mientras que las que presentan estadios iniciales tienen mejor SLE. Estos
resultados son similares a los encontrados en la literatura cientifica. Lo cual llama la
atencidén, a pesar del escaso numero de pacientes de nuestra serie diagnosticadas en

estadio IV.”!
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Ninguna de las pacientes cuyos tumores mostraron asociacion con alguno de los
componentes de la via IGF1R, PTEN/pAkt/p-mTOR estudiados por IHQ, mostré
diferencias significativas en el tiempo libre de enfermedad entre las pacientes
estudiadas. Y tampoco se encontraron diferencias en cuanto a la recidiva entre los
diferentes inmunofenotipos.

Como demuestran algunos de los estudios que tienen en cuenta el prondstico de
las pacientes jovenes, el riesgo de recidiva a los 5 afios y en la mortalidad esta
aumentado en pacientes menores de 35 afos respecto a las de mas de 35 afos, a
pesar de fueron tumores de pequeiio tamano. Probablemente esto fue debido a que
no respondieron al tratamiento.””! Nuestro estudio de célculo de razones de riesgo
respecto a la recidiva no mostrd estos riesgos (ni recidiva ni mortalidad) aumentados
en cuanto a los subgrupos de edad.

Sin embargo, si que se observa un riesgo mayor de recidiva entre las pacientes que
recibieron neoadyuvancia, se les realizd mastectomia, tenian tumores de mayor
tamafio, de grado lll, con presencia de invasion linfatica, afectacién de ganglios axilares
y diagndstico en estadios avanzados. Algunos de estos resultados se encuentran
también descritos por otros autores en estudios previos.mg]

En el estudio multivariante respecto al seguimiento (recidiva), encontramos que es
la invasién linfatica, uno de los factores histopatolégicos clasicos, el que actia como
factor prondstico independiente en nuestro estudio, al igual que en otros que estudian
el cancer de mama en mujeres sin que se estratifique por edades, en los que también
aparece este factor.™®% Los otros dos factores pronésticos independientes de nuestro
estudio, la presencia de metastasis y el tipo histoldgico, también han sido recogidos
por otros autores.”

Por otra parte, no se han encontrado resultados en nuestra serie que demuestren
que alguno de los inmunofenotipos y/o de los componentes de la via molecular
estudiada, tengan significado prondstico respecto a la recidiva, siendo por tanto, y

principalmente, algunos de los factores morfolégicos clasicos los que determinan el

riesgo de recidiva.
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5.6 Prondstico. Supervivencia Global (SG)/riesgo de mortalidad y
variables clinicas, morfoldgicas e inmunohistoquimicas.

En cuanto al analisis de la SG, nuestras pacientes con tumores sin necrosis, sin
invasién linfatica, con presencia de CDIS y sin afectacion de ganglios axilares, vivian
mas tiempo, de acuerdo con otros resultados encontrados.

Ademads, se observa una tendencia a la significacion respecto a las pacientes que
presentaban tumores con un tamaifio mayor a 20 mm, comparado con aquellas en las
que era menor a 20 mm.

Con los resultados de nuestra serie también hemos podido demostrar que existe
un mayor riesgo de mortalidad entre pacientes que han recibido quimioterapia previa,
se les ha realizado mastectomia, en el momento del diagndstico presentaron mayor
tamafio tumoral, invasidn linfatica, afectacidon de ganglios axilares y se diagnosticaron
en estadios avanzados.

El tamafio tumoral, la invasidon linfatica y la presencia de metdstasis tuvieron un
valor prondstico independiente en cuanto a predecir el riesgo de muerte de nuestras

pacientes, conforme se ha venido describiendo en la literatura cientifica.
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5.7 Limitaciones y fortalezas.

Una vez presentados y discutidos los resultados obtenidos es imprescindible
analizar y determinar las principales limitaciones y fortalezas que hemos tenido en la
realizacion de nuestro trabajo.

En primer lugar, cabe decir que la muestra es una serie retrospectiva de casos de
pacientes pertenecientes a dos centros hospitalarios y que no en todos ellos se han
podido recuperar los cortes representativos del tumor para poder completar el estudio
inmunohistoquimico de los tumores de subtipo TN, ya que no todos han podido ser
clasificados como TN/Basal, por no haber podido realizar el estudio
inmunohistoquimico con CK5/6 y con EGFR. Por ello, la informacién respecto al
porcentaje de tumores de este subtipo es incompleta, aunque tampoco relevante ya
gue el analisis se hizo englobandolo con los TN.

Por otra parte, hemos observado que en la literatura cientifica existen diferentes
métodos de valoracién IHQ de los diferentes componentes de la via IGF1R,
PTEN/pAkt/p-mTOR, ya que no existe consenso al respecto ni un método estdndar de
valoraciéon, como es el caso de HER2.

También hemos encontrado pocos casos de pacientes jovenes con antecedentes
familiares, debido probablemente a que se trate de una cohorte pequena.

Por ultimo, es muy probable que las diferentes pautas de QTA hayan podido influir
en la evolucion de las pacientes y que por ello, no hayamos encontrado diferencias
prondsticas entre los inmunofenotipos y tampoco entre éstos y los biomarcadores de
la via estudiada, por lo que se requieren mas estudios futuros que tengan en cuenta la
pautas de tratamiento utilizadas.

A pesar de ello, hemos podido realizar un estudio estadistico amplio y completo, ya
que la potencia estadistica del mismo es buena. Tras haber realizado el andlisis
multivariante, se ha obtenido un sistema de puntos para poder determinar el
prondstico de las pacientes con la mayoria de las variables del estudio univariante que

resultaron significativas.
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5.8 Implicaciones para la practica clinica.

Nuestros resultados demuestran que algunos de los factores morfoldgicos clasicos,
como la presencia de invasion linfatica, el tamafio tumoral y el tipo histoldgico siguen
siendo imprescindibles para determinar el prondstico de la enfermedad del cancer de
mama, incluso entre las pacientes mas jovenes. Por lo tanto, su valoracién en la rutina
deberia seguir incluyéndose en el estudio bdsico de las piezas quirldrgicas de mama,
formando parte del informe de Patologia. Ademas de que también puedan realizarse
estudios moleculares complementarios ulteriores en el tumor que apoyen y confirmen
el prondstico de la enfermedad en cada paciente.

A pesar de que hemos encontrado asociacidn entre alguno de los inmunofenotipos
y la sobreexpresién o pérdida IHQ de alguno de los componentes de la via IGF1R,
PTEN/Akt/p-mTOR estudiada, lo que demuestra la relacion de cada tipo tumoral con
estos marcadores y con la alteracién en las diferentes vias intracelulares, no hemos
podido demostrar el valor prondstico de estos marcadores en el subgrupo de
pacientes joévenes, por lo que seria necesario la realizaciéon de futuras investigaciones
con un numero mas elevado de pacientes jovenes con cancer de mama para poder
confirmar estas mismas asociaciones y, sobre todo, determinar el o los factores

prondsticos claves de la via molecular que sirvieran como posibles dianas terapéuticas.
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6. CONCLUSIONES

151



UNIVERSITAS
| Miguel
X Herndandez |

152



6. CONCLUSIONES

1. El subtipo Luminal B-like/HER2- es el mas frecuente en nuestra serie, seguido del

subtipo Luminal A, TN/Basal, Luminal B-like/HER2+ y HER2 No Luminal.

2. La mastectomia fue la intervencién quirdrgica realizada con mas frecuencia entre las
pacientes cuyos tumores fueron del subtipo HER2 No Luminal, seguidas del subtipo
Luminal B-like/HER2+. Existe escasa asociacion con los antecedentes familiares, siendo

el subtipo Luminal B-like/HER2- el que se asocia con mas frecuencia.

3. Las pacientes con tumores del subtipo TN/Basal son las que tienen tumores de
menor tamafo en nuestra serie. El 100% de los tumores de subtipo HER2 No Luminal y
el 90% de los TN/Basal son de grado lll. Se identifica asociacion de CDIS con el
componente infiltrante en los subtipos Luminales, siendo mayor en el subtipo Luminal

B-like/HER2-.

4. Existe alteracion de la expresién IHQ de alguno de los componentes de la via IGF1R,
PTEN/Akt/mTOR entre las pacientes jovenes. La sobreexpresion de IGF1R en el subtipo
Luminal B-like/HER2+ y la pérdida de expresion de PTEN en el subtipo TN/Basal apoya
gue la alteracion de esta via estd relacionada con la patogenia de estos subtipos
moleculares, y a su vez, deberia considerare su potencial relevancia como diana

terapéutica en un futuro préximo.

5. Las pacientes que no recibieron neoadyuvancia, a las que se les realizd
tumorectomia, tenian tumores con tamano menor a 20 mm, sin invasion linfatica y sin
necrosis, con CDIS asociado y estadio inicial al diagnéstico, mostraron una mayor SLE.
Son factores prondsticos independientes de recidiva el tipo histoldgico tumoral, la

presencia de invasidn linfatica y de metastasis.

6. Las pacientes que no recibieron neoadyuvancia, a las que se les realizd
tumorectomia, sin invasion linfatica y sin necrosis, con CDIS asociado y estadio inicial al
diagndstico, mostraron una mayor SG. Son factores prondsticos independientes de SG

el tamafo tumoral, la presencia de invasién linfatica y de metastasis.
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