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Resumen

Introduccién: El cancer de mama tiene gran impacto en nuestra sociedad por su
elevada incidencia y por la morbilidad asociada a los tratamientos administrados. La
afectacion ganglionar en la axila es el principal predictor de supervivencia. La biopsia
selectiva del ganglio centinela (GC) emergié como una alternativa a la linfadenectomia
para evitar las temidas complicaciones de ésta, y sin embargo, su uso aun genera
debate al no presentar beneficios terapéuticos. Es por ello que predecir el estado del
GC podria ayudar a individualizar y/o abolir las indicaciones de esta técnica. El
sistema inmune (SI) desempefa un papel central en la patogénesis del cancer, con
efectos tanto inhibidores como promotores de la progresion tumoral. La presencia de
infiltrados linfocitarios tumorales (TILs) y PD-L1 constituye un factor prondstico en la
supervivencia de pacientes con cancer de mama y puede influir en los mecanismos de
diseminacion regional de esta patologia.

Objetivos: El objetivo primario de nuestro estudio fue analizar el papel predictivo de
los TILs, linfocitos T CD3, linfocitos T CD8 y PD-L1 para la presencia o ausencia de
metastasis en GC entre pacientes con cancer de mama temprano y establecer un
punto de corte de las variables estudiadas que permitiera evitar la estadificacion
ganglionar quirurgica. Se relacionaron las variables de estudio con los datos clinico-
patolégicos de las pacientes, con la probabilidad de afectacion del GC segun el
fenotipo y con la supervivencia libre de enfermedad (SLE).

Material y Métodos: Analizamos 138 biopsias incluidas en parafina del tumor primario
procedentes de pacientes con cancer de mama resecadas en Hospital Costa del Sol.
En cada una de las biopsias se cuantificaron los TILs, linfocitos T CD3 y CD8, en
forma de una variable continua y expresada en porcentaje de infiltracion en estroma

tumoral. La expresion de PD-L1 se midid6 como variable continua en celularidad
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inmune en estroma y en epitelio tumoral. Se categorizé en PD-L1+ si 21% y PD-L1- si
<1%. Los anticuerpos empleados fueron CD3(clona 2GV6), CD8(SP57) y PDL-
1(SP142).

Resultados: En las 138 muestras, la mediana de las variables analizadas fue: TILs
2% (R1 4%, 1%-5%); CD3 1,6% (RI 3,95%; 0,8%-4,75%), CD8 1,4% (RI 3,57%; 0,70%-
4,27%). Resulté PD-L1+ en ic y epitelio tumoral en el 40,2% (n:35) y 9,2% (n:8) de las
pacientes. No se encontr6 relacion entre la infiltracion de TILs, CD3, CD8 o PD-L1 con
la presencia de metastasis en GC. No se encontré punto de corte para ninguna de las
variables que permitiera predecir el estado del GC. TILs, CD3, CD8 y PD-L1 se
asociaron de forma significativa con G3, Ki67 y RE- (p<0,05). Los fenotipos HER2 y
triple negativo presentaron mas TlLs y PD-L1(p<0,05). En el analisis univariante la
afectacion del GC tuvo un efecto negativo en la supervivencia libre de enfermedad
(71,7 meses vs 78,9 meses, p:0,036).

Conclusiones: Nuestro estudio no encuentra una relacion entre la infiltracion de TILs,
CD3, CD8 6 PD-L1 en el tumor primario y el estado del GC. El predominio de
pacientes con fenotipo luminal puede haber condicionado estos resultados, si bien son
necesarios mas estudios para aclarar la funciéon de estos marcadores inmunoldgicos

como predictores de afectacion ganglionar en el cancer de mama temprano.
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1. INTRODUCCION
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A. EL CANCER DE MAMA TEMPRANO.

AA1 Epidemiologia.

El cancer de mama es un importante problema de salud publica. Es la neoplasia en la
mujer con mayor incidencia en Europa con tasas de 71 casos por cada 100000
habitantes segun el informe GLOBOCAN para el afo 2012. Si atendemos a su
mortalidad, es el tumor que produce mayor numero de muertes en la poblacion
europea tras el cancer de pulmén, con tasas de 23,1 fallecidos por cada 100000. Un
25% de los canceres de mama aparecen antes de los 50 afios y menos de un 5%,
antes de los 35 afios (1).

Entre los afios 2000 y 2007, la supervivencia relativa a 5 afios para esta neoplasia en
Europa fue del 82% (con un rango comprendido entre el 74% en Europa del Este y
82% para el norte de Europa). Los mejores datos de supervivencia se obtuvieron para
mujeres de paises en los que se ofrecia cribado masivo, como ocurria en todos los
paises nordicos, excepto Dinamarca (82%) e Irlanda/Reino Unido (79%). Los paises
del sur Croacia (76%) y Eslovenia (79%) tuvieron la tasa mas baja de supervivencia a
5 afios (1).

En relacion con la edad, la supervivencia a 5 afios fue mayor en el grupo comprendido
entre los 45-54 afnos y 55-64 anos, descendiendo significativamente entre pacientes
ancianas. La diferencia absoluta en supervivencia relativa a 5 afios entre el grupo de
mujeres de 45-54 afos y mujeres ancianas fue de 13-16% (llegando incluso a un 22%
en Irlanda/Reino Unido) (1).

En la mayoria de los paises europeos la mortalidad ha disminuido en los ultimos afios
especialmente en mujeres jovenes debido a la mejora de tratamientos y la deteccidn
mas precoz. Sin embargo, el cancer de mama sigue siendo la principal causa de

muerte por cancer en mujeres jovenes (2).



Los datos para Espana, segun el informe GLOBOCAN 2012, situan el cancer de
mama como el primero en frecuencia entre las mujeres de la poblacién espafnola de

todas las edades (3). Ver Figura 1.

Mama: 25,215

/ (29.0%)

Otros: 24,053

(27.7%)

Melanoma de piel: 2,718
(3.1%)

Linfoma no-Hodgkin: 2,751
(3.2%)
Géstricol: 2,994
(3.4%)\‘
Péncreas: 3,032 T (14.9%)
(3.5%) \’—/—— Cuerpo uterino: 5,121
Ovario:3236 % 7 (5.9%)
(3.7%)
Pulmén: 4,935 /

5.7%%)

Colorrectal: 12,979

GLOBOCAN 2012 (IARC) - 12.10.2016

Figura 1. Incidencia de cancer en la poblaciéon femenina en Espafia en 2012

La estimacion de la incidencia global de cancer de mama en Espafa para el afio 2020

sera de 28010 casos, con un incremento gradual respecto al afio 2012 (4). (ver Tabla 1,

Figura 2)

Tabla 1. Estimacién de la incidencia de cancer de mama en Espana para 2020

Afo  Numero estimado de cancer de mama de nuevo diagnéstico Mujer
(todos los rangos de edad)

2012 25215
Edad < 65 afios 15625
Edad > o = 65 afios 9590

2020 28010
Edad < 65 afios 17044
Edad > o = 65 afos 10966
Cambio demografico 2795
Edad < 65 afios 1419
Edad > o = 65 afos 1376

Datos tomados de GLOBOCAN 2012 (IARC)
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Figura 2. Efecto demografico sobre la incidencia de cancer de mama en mujeres espafiolas en 2020

Respecto a la mortalidad en Espafa, las estimaciones extraidas del informe para el

afio 2020 indican un aumento del numero de muertes en todos los grupos de edad,

llegado a 6856 muertes (4). (Ver Tabla 2, Figura 3)

Tabla 2. Numero estimado de muertes por cancer de mama en los arfios 2012 y 2020

Ano

2012

2020

Numero estimado de muertes por cancer de mama Mujer
(todos los rangos de edad)

6075
Edad < 65 afios 2188
Edad > o = 65 afios 3887

6856
Edad < 65 afios 2445
Edad > o = 65 afios 4411
Cambio demografico 781
Edad < 65 afios 257
Edad > o = 65 afios 534

Datos tomados de GLOBOCAN 2012 (IARC)
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Figura 3. Efecto demogréafico del aumento de la mortalidad en mujeres espariolas en 2020

A.2 Etiopatogenia.

La mitad de los canceres de mama diagnosticados puede ser explicados por factores
de riesgo conocidos tales como la menarquia precoz, nacimiento del primer hijo,
menopausia tardia y procesos proliferativos del epitelio de los conductos mamarios.
Un 10% adicional se asocian con historia familiar. Por otro lado, se debe tener en
cuenta que el riesgo puede ser modificado por factores demograficos, estilo de vida y
factores medio ambientales aunque su asociacion aun no ha sido claramente
demostrada. Entre estos, destacamos:

- Edad: El riesgo de céancer de mama aumenta con la edad. Segun la base de datos
de Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) (2), la probabilidad de
desarrollar un cancer de mama en USA entre el 2006 y 2008 fue:

Entre el nacimiento y 49 afios> 1,9 (1 de cada 53 mujeres)

50 y 69 afios> 2,3 (1 de cada 44 mujeres)

60 y 69 afios—>3,5 (1 de cada 29 mujeres)

A partir de los 70 afios—> 6,7 (1 de cada 15 mujeres)

- Sexo: el cancer de mama es 100 veces mas frecuente en la mujer que en el hombre

(2).
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- Peso: el riesgo de cancer de mama asociado con el indice de masa corporal (IMC)
parece depender del estado menopausico de la mujer. Un IMC elevado y/o una
ganancia de peso durante la fase perimenopausica se ha asociado consistentemente
con mayor riesgo. En el estudio “Nurses’ Health”, las mujeres que ganaron 10 kg o
mas desde la menopausia tuvieron mas riesgo de cancer de mama comparado con las
mujeres que se mantuvieron en su peso (400 vs 339 por cada 100.000 personas/afio;
RR 1.18, 95% IC 1.03-1.35) (5). El impacto de ganar peso después de los 40 afios fue
evaluado por el “European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition” e
incluyé a mas de 200.000 mujeres. Ganar peso se asocié a un ligero pero significativo
aumento de riesgo de cancer de mama (HR 1.09, 95% IC 1.01-1.18) (6). La asociacién
entre un IMC alto y el riesgo de cancer de mama en la fase postmenopausica puede
explicarse por altos niveles de estrogenos resultantes de la conversién periférica de
sus precursores en el tejido adiposo. Al contrario que las mujeres postmenopadsicas,
un IMC elevado se asocia con menos riesgo de cancer de mama en mujeres
premenopausicas. En un estudio con mas de 2000 mujeres se objetivd que las
mujeres premenopausicas con un IMC >31 tuvieron un 46% menos de riesgo de
desarrollar un cancer de mama que aquellas con un IMC <21 (7). Sin embargo, este
aspecto es controvertido. En los ultimos afios, han aparecido datos que indican que la
obesidad central incrementa el riesgo de cancer de mama independientemente del

estado menopausico de la mujer (8).

- Exposicidon a los estrégenos: Niveles altos de estrégenos aumentan el riesgo de

cancer de mama tanto en fase post- como premenopausica (9). Sobre la influencia de
los estrégenos durante la fase premenopausica, se realizé un estudio por el grupo
“Nurses’ Health” que incluyd 591 mujeres premenopausicas; aquellas que tenian

niveles de estrégenos por encima del cuartil tuvieron un riesgo mayor de desarrollar
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cancer de mama comparado con aquellas que estaban por debajo del cuartil (RR 2.4,

95% IC 1.3-4.5) (10).

- Patologia mamaria: un amplio espectro de entidades patoldgicas de la mama son

consideradas benignas. Entre todas éstas, las lesiones proliferativas (sobre todo
aquellas con atipia histologica) estan asociadas a un riesgo mayor de cancer de mama
(11). Del mismo modo, las mujeres con tejido mamario denso en la mamografia
(definido como el tejido denso que comprende mas de un 75% de la mama) tienen 4-5
veces mas riesgo de desarrollar un cancer de mama comparado con mujeres de edad

similar con menos o sin densidad mamografica (12).

- Factores reproductivos: mujeres con una menarquia a los quince afios o despues

tienen menos riesgo de desarrollar un cancer de mama hormono-dependiente que
aquellas mujeres que tuvieron la menarquia antes de los 13 afios. (HR 0.76, 95% IC
0.68-0.85) (13). Por el contrario, el riesgo de cancer de mama aumenta cuando la
menopausia es tardia. Dicho riesgo aumenta un 1% por cada ano de retraso en la
menopausia (14). Por otro lado, las mujeres nuliparas tienen un riesgo mayor de
cancer de mama comparado con las mujeres con hijos (RR 1.2 a 1.7) (15). La
asociacion entre infertilidad y riesgo de cancer de mama es controvertido. Varios
estudios epidemioldgicos sugieren que la infertilidad debido a trastornos anovulatorios
disminuye el riesgo de cancer de mama (16). En otro estudio la incidencia acumulada
de cancer de mama fue de un 20%, 10% y 5% menos entre las mujeres que tuvieron
su primer hijo a los 20, 25 y 35 afios respectivamente comparado con mujeres

nuliparas (17).
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- Antecedentes de cancer de mama: el antecedente personal de carcinoma ductal in

situ o cancer infiltrante aumenta el riesgo de desarrollar otro cancer de mama invasivo
en la mama contralateral. Datos extraidos de SEER tras un analisis de 340000
mujeres con cancer de mama, pusieron de manifiesto que un 4% de las pacientes
tuvieron cancer de mama contralateral de tipo invasivo tras un seguimiento de 7.5
meses (18). La historia familiar de céancer de mama también duplica el riesgo en
familiares de primer grado. Influye el nimero de casos en la familia y la edad de
presentacion (RR: 2.9 en casos de menores de 30 afios, RR: 1.5 si es mayor de 60

afios) (19).

- Cancer de mama hereditario: Destacamos los siguientes sindromes:

1. Sindrome De Cancer De Mama Y Ovario Hereditario es el causante del 5-10% del
total de casos de cancer de mama y ovario respectivamente. Su desarrollo se debe a
mutaciones germinales en Breast Cancer Type 1 Susceptibility Protein (BRCA1), la
principal, localizada en el brazo largo del cromosoma 17 (17921) y que es responsable
de un 42% de los casos de agregacion familiar exclusiva de cancer de mama y de un
80% de los casos de herencia de cancer de mama-ovario. También puede ocurrir por
mutaciones en Breast Cancer Type 2 Susceptibility Protein (BRCAZ2), la mas frecuente
localizada en el cromosoma 13 (13912) siendo la causante de otro 10-30% de los
casos de agregacion familiar de cancer de mama exclusivamente.

2. Sindrome de Li-Fraumeni por mutacion de p53 (cromosoma 17p13.1). El 17% de los
canceres de mama presentan esta mutacion.

3. Sindrome de Cowden: sindrome autosémico dominante con hamartomas, tumores
benignos y alto riesgo de cancer de mama por mutacién PTEN (en cromosoma 10q22-

23).
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4.Sindrome de ataxia-teleangiectasia. El riesgo en portadores heterocigoticos de la

mutacion es del 2 % debido a mutacién en ATM (cromosoma 11q22-23).

- Factores relacionados con el estilo de vida: son muchos los factores analizados y

posiblemente sean los mas importantes a tener en cuenta en la génesis del cancer de
mama porque pueden ser modificados, entre ellos destacan:

1. El consumo de alcohol y tabaco se relacionan directamente con un riesgo mayor de

cancer de mama.

2. El trabajo en turnos nocturnos es reconocido por la IARC (International Agency For

Research On Cancer) y la OMS (Organizacién Mundial para la salud) como un posible
carcinégeno. En 2012 un estudio en personal de enfermeria publicé que los turnos
nocturnos podrian asociarse a un riesgo aumentado de cancer de mama (OR 1.8, 95%
1.26-1.65). Esta relacion podria ser debida a la supresion nocturna de melatonina por
la glandula pineal por lo que bajos niveles de melatonina se asociarian con un
aumento del riesgo de cancer de mama (20).

3. El ejercicio fisico es un factor protector frente al cancer de mama segun arroja un

meta-analisis publicado recientemente. Dependiendo de la intensidad y de la duracién
del ejercicio, el riesgo puede verse reducido hasta un 20% (21).

4. La dieta con alto contenido en grasas puede aumentar el riesgo, sobre todo con las
grasas poli-insaturadas, mientras que los acidos grasos omega-3 y el aceite de oliva
tendrian un papel protector. ElI consumo de fruta, verdura y fibra tendrian también un
papel protector. La soja y los fitoestrogenos podrian ser factor protector, sin embargo
algunos estudios experimentales muestran un efecto proliferativo sobre los tumores

hormono-sensibles. Actualmente esta asociacion es controvertida (22).
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A.3 Diagnéstico clinico y patolégico.

Diagnostico clinico.

Para llevar a cabo un adecuado diagndstico de cancer de mama son necesarias e
imprescindibles las siguientes pruebas complementarias:

- Examen clinico: palpacion bimanual de las mamas y de los ganglios linfaticos

locorregionales asi como la deteccion de posibles metastasis a distancia (hueso,
higado y pulmén).

- Pruebas de imagen: mamografia y ecografia bilateral junto con ecografia de los

ganglios linfaticos regionales en caso de sospecha clinica de afectacion. La
resonancia magnética de la mama (RMN) no se recomienda de rutina, pero debera
tenerse en cuenta en casos especiales: cancer de mama familiar con mutacion BRCA
presente, implantes mamarios, cancer lobulillar, sospecha de
multifocalidad/multicentricidad o bien grandes discrepancias entre examenes
convencionales y examenes clinicos.

- Estudio histolégico: es necesario realizar una biopsia del tumor primario mediante

aguja gruesa. En el caso de sospecha de los ganglios linfaticos, se recomienda una

PAAF de los mismos para confirmar o no la presencia de metastasis.

Para completar la valoracion inicial diagndstica se debe llevar a cabo lo siguiente:

- Anamnesis completa.

- Antecedentes familiares relacionados con cancer de mama u otras neoplasias.

- Estudio analitico completo que incluya parametros hematologicos y bioquimicos con
test de funcién renal, hepatica, fosfatasa alcalina y calcio. Es fundamental conocer el
estado menopausico de la mujer y en caso de duda medir los niveles de estradiol y

hormona foliculo estimulante (FSH).
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- Estudio radiolégico de extension: radiografia PA y lateral de térax en todas las
mujeres. Estudio abdominal (TAC o ecografia) y gammagrafia 6sea en mujeres con

alta carga ganglionar o estadios IllA tras la evaluacion locorregional.

Diagnostico patoldgico.

Una vez tomada la biopsia del tejido mamario afecto y tras la cirugia, es importante
analizar el tejido obtenido para conocer una serie de datos anatomo-patolégicos que
nos permitiran conocer el tipo de cancer de mama ante el que nos encontramos y sus
caracteristicas principales, lo que va a condicionar el tratamiento posterior del mismo.
El primer dato que se extraera al analizar la biopsia de la mama es el tipo de tumor. La
clasificacion histopatologica de los tipos de cancer de mama por microscopio de luz
convencional realizado por el patdlogo y basada en la clasificacion de la OMS es la
siguiente:

- Carcinoma ductal invasivo: la mayoria son "sin otra especificacién”. El resto son
carcinoma de tipo mixto, carcinoma pleomoérfico, carcinoma con células gigantes
osteoclastos o carcinoma con rasgos de coriocarcinoma.

- Carcinoma lobular invasivo.

- Carcinoma tubular.

- Carcinoma cribriforme invasivo

- Carcinoma medular

- Carcinoma mucinoso

- Carcinoma de células en anillo de sello

- Tumores neuroendocrinos: entre ellos tenemos el carcinoma neuroendocrino solido,
el tumor carcinoide atipico, el carcinoma de célula pequefia, el carcinoma
neuroendocrino de célula grande.

- Carcinoma papilar invasivo.
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- Carcinoma micropapilar invasivo

- Carcinoma apocrino

- Carcinoma metaplasico: entre ellos tenemos el carcinoma metaplasico puro epitelial,
el carcinoma de células escamosas, el adenocarcinoma con metaplasia de células
fusiformes, el carcinoma adenoescamoso, el carcinoma mucoepidermoide.

- Carcinomas mixtos epitelio/mesénquima

- Carcinoma rico en lipidos

- Carcinoma secretor

- Carcinoma oncocitico

- Carcinoma adenoide quistico

- Carcinoma de células actinicas

- Carcinoma de células claras rico en glucégeno

- Carcinoma sebaceo

Ademas del tipo histoldgico el informe patolégico debe incluir:

- Grado de diferenciacion.

- Invasion linfo-vascular.

- Tamanfo tumoral infiltrante.

- Estudio inmunohistoquimico (IHQ) del receptor de estrégeno (RE), receptor de
progesterona (RP), HER2/neu. El estudio de amplificacién del gen HER2 puede ser
determinado directamente en todos los tumores infiltrantes usando la técnica de
“hibridacion in situ”, sustituyendo a la IHQ, o realizandose sélo en aquellos tumores
que son ambiguos por IHQ (score +2).

- indice de proliferacion Ki67.

- Estado ganglionar: numero de ganglios extraidos, niumero de ganglios afectos,
micrometastasis, macrometastasis, presencia de células aisladas o afectacion

extracapsular.

8



Estos datos extraidos del estudio de la pieza tumoral permitiran clasificar al cancer de

mama en diferentes subtipos como se recoge en la siguiente tabla:

Tabla 3. Definicion de los subtipos intrinsecos de cancer de mama segtn la conferencia de consenso de
S. Gallen 2015 y guias de practica clinica de la ESMO(23)

Suptipo
intrinseco

Definiciéon subrogada
clinicopatolégica

Notas

Luminal A

Luminal A-like

RE positivo

HER2-negativo

Ki67 bajo

El score Ki67 debe ser
interpretado segun la mediana de
los valores de laboratorio
obtenidos en cada centro

RP alto

Se sugiere el corte en 20%

Firma molecular de bajo riesgo
(si esta disponible)

Luminal B

Luminal B-like

RE positivo

HER2 negativo

Ki67 elevado o RP bajo

Firma molecular de alto riesgo
si esta disponible

Luminal B-like (HER2 positivo)

RE positivo

HER2 positivo

Cualquier Ki67

Cualquier RP

Sobreexpresion
HER 2

HER2 positivo (no luminal)

HER2 positivo

Ausencia RE y RP

Basal-Like

Triple negativo

En un 80% de los casos se
solapa el fenotipo triple negativo
con basal-like.

RE y RP ausente

HER2 negativo

El fenotipo triple negativo incluye
también subtipos

Como medular y adenoide
quistico con bajo riesgo de
recurrencias.
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A.4  Estadificacion.

La AJCC (American Joint Committee on Cancer) designd la clasificacion TNM para la
estadificacion del cancer de mama, empleada tanto para la estadificacion clinica como
patolégica. Esta se basa en el tamafio del tumor (T), el estado ganglionar (N), y la
presencia o no de metastasis (M). Las definiciones para las categorias TNM de la 7°

edicion de la AJCC son las siguientes (24):

Tabla 4. Estadificacién del cancer de mama en la 72 edicién de la AJCC(24). Tumor Primario (T)

X No se puede evaluar el tumor primario.

TO No existe prueba de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ.

Tis CDIS.

Tis CLIS.

Tis Enfermedad de Paget del pezé.n sin carcinpma asocian (Nota: la

(Paget) enferme~dad de Paget con carcinoma asociado se clasifica de acuerdo con
el tamafio del tumor)

T1 El tumor mide < 20mm en su mayor dimension

T1mi El tumor mide <1 mm en su mayor dimension.

T1a El tumor mide >1 mm pero <5 mm en su mayor dimension.

T1b El tumor mide >5 mm pero <10 mm en su mayor dimension.

T1c El tumor mide >10 mm pero <20 mm en su mayor dimension.

T2 El tumor mide >20 mm pero <50 mm en su mayor dimension.

T3 El tumor mide >50 mm en su mayor dimension.

T4 El tumor mide cualquier tamafio con extension directa a la pared pectoral o
a la piel (ulceraciéon o nédulos cutaneos).

T4a Extension a la pared toracica que no solo incluye adherencia o invasion a
los musculos pectorales

Tab Ulceracion o nédulos satélites ipsilaterales o edema (incluyendo la piel de
naranja) la cual no satisface el criterio de carcinoma inflamatorio.

T4c Ambos, T4a y T4b.

T4d Carcinoma inflamatorio.
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Tabla 5. Estadificacién del cancer de mama en la 72 edicion de la AJCC(24). Ganglios linfaticos regionales

(N)

52 No se puede evaluar el ganglio linfatico regional (p.ej., se extirpo
previamente).

NO No hay metastasis regional a los ganglios linfaticos.

N1 Metastasis en grado ipsilateral movible I, Il ganglio linfatico axilar o axilares.

Metastasis en grado ipsilateral I, Il ganglios linfaticos axilares que estan
clinicamente fijos o apelmazados.

o

N2 o : o :
Metastasis en ganglios mamarios ipsilaterales internos detectados
clinicamente en ausencia de metastasis a ganglio linfatico axilar

clinicamente manifiesta.

Metastasis en ganglios axilares ipsilaterales fijos entre si o a otras

N2a
estructuras.

Metastasis solamente en ganglios mamarios internos ipsilaterales
N2b detectados clinicamente en ausencia de metastasis clinicamente manifiesta

en ganglios axilares

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) infraclaviculares ipsilaterales

o

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) mamarios ipsilaterale(s) interno(s)
clinicamente detectado(s)a con metastasis manifiesta en ganglios linfaticos
N3 axilares

o

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) supraclaviculare(s) ipsilaterale(s) con

implicacion axilar o mamaria interna de ganglios linfaticos o sin esta.

N3a Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) infraclaviculares ipsilaterales y axilares

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) mamarios internos ipsilaterales y

N3b
ganglio(s) linfatico(s) axilares.

N3c Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) ipsilaterales supraclaviculares.
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Tabla 6. Estadificacién del cancer de mama en la 72 edicion de la AJCC(24). Ganglios linfaticos regionales
(pN) patolégico

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales (p.ej., extirpacion

pNX
previa o no se extirpd para un estudio patoldgico).
No se identificé metastasis en ganglios linfaticos regionales por medios
PNO histologicos.
pNO(i-) No afectacion histologica, inmunohistoquimica negativa
ONO(i+) No afectacion histoloégica, inmunohistoquimica positiva, pero sin acimulos
celulares mayores a 0.2 mm
Histologicamente no hay metastasis a ganglio linfatico regional, hallazgos
pNO(mol-)

moleculares negativo (RT-PCR).

Hallazgos moleculares positivos (RT-PCR), pero no se localiz6 metastasis
pNO(mol+) | a ganglio linfatico regional alguno mediante histologia o

inmunohistoquimica

pN1mi Micrometastasis (>0,2 mm o >200 células pero ninguna >2,0 mm).

Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares y/o metastasis microscopicas en
pN1 ganglios de la cadena mamaria interna detectadas por biopsia de ganglio

centinela pero no clinicamente aparentes

Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares, al menos una metastasis
N1a
P >2.0 mm.

Metastasis en ganglios mamarios internos con micrometastasis o
pN1b macrometastasis detectada mediante biopsia de ganglio linfatico centinela

pero sin deteccién clinica.

Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares y ganglios linfaticos
pN1c mamarios internos con micrometastasis o macrometastasis localizado

mediante biopsia de ganglio linfatico pero sin deteccién clinica.

Metastasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares o en ganglios de la cadena
pN2 mamaria interna ipsilateral clinicamente aparentes en ausencia de

metastasis ganglionares axilares.

Metastasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares (al menos un depdsito
pN2a
tumoral >2 mm).

Metastasis en ganglios linfaticos mamarios internos detectados

pN2b clinicamente en ausencia de metéstasis a ganglio linfatico axilar.
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pN3

Metastasis en 210 ganglios linfaticos axilares; o en ganglios
infraclaviculares; o en ganglios de la cadena mamaria ipsilateral
clinicamente aparentes en presencia de afectacién de 1 o mas ganglios
axilares ipsilaterales; o en mas de 3 ganglios axilares con afectacion
microscopica de ganglios de la cadena mamaria interna ipsilateral no
clinicamente aparentes; o metastasis en ganglios supraclaviculares

ipsilaterales

pN3a

Metastasis en 210 ganglios linfaticos axilares (por lo menos un depésito
tumoral >2,0 mm) o metastasis a los ganglios infraclaviculares

ipsilaterales

pN3b

Metastasis en >3 ganglios linfaticos axilares y ganglios mamarios internos
detectados clinicamente en presencia de metastasis a ganglio linfatico
axilar de 21 ganglio linfatico axilar positivo; o metastasis en >3 ganglios
linfaticos axilares y ganglios linfaticos internos mamarios con
micrometastasis o macrometastasis localizada mediante biopsia de

ganglio linfatico centinela pero sin deteccion clinica.

pN3c

Metastasis en ganglios linfaticos ipsilaterales supraclaviculares.

Tabla 7. Estadificacién del cancer de mama en la 72 edicién de la AJCC(24). Metastasis a distancia (M)

MO

No hay prueba clinica o radiolégica de metastasis a distancia.

cMO(i+)

No hay prueba clinica o radiolégica de metastasis a distancia, pero si
deteccion de depdsitos células tumorales moleculares o microscépicas en
la sangre circulante, médula ésea u otros tejidos ganglionares no
regionales que tienen <0.2 mm en pacientes sin signos o sintomas de

metastasis.

M1

Hay metastasis a distancia segun lo determinan medios clinicos o
radiograficos clasicos o se comprueba por medios histologicos que tiene

>0.2 mm.
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Tabla 8. Estadificacion del cancer de mama en la 72 edicién de la AJCC(24). Estadios
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A.5 Tratamiento quirurgico del tumor primario.

La cirugia conservadora (CC) de la mama basada en la tumorectomia o
cuadrantectomia es equivalente a la mastectomia y debe ser considerada como
primera opcion en la mayoria de los casos en los estadios I-Il. No esta indicada en los
casos de enfermedad difusa de la mama, en casos con margenes positivos en los que
la re-excision muestra enfermedad residual o no pueda llevarse a cabo con resultados
cosméticos aceptables. Otras contraindicaciones para la CC son la irradiacion previa
de la mama, enfermedades del tejido conectivo con afectacion de la piel o tumores con
un diametro superior a 5 cm en los que la neoadyuvancia no ha sido efectiva. La
radioterapia durante el embarazo esta contraindicada, por tanto la mastectomia debe
considerarse si es necesario para completar el tratamiento locorregional antes del

momento del parto.

A.6  Tratamiento quirurgico de la enfermedad regional.

El estado de afectacion ganglionar regional sigue siendo un pilar central en el cancer
de mama ya que es el factor pronéstico de mayor peso en la actualidad, siendo
importante para la toma de decisiones terapéuticas en las pacientes. Los lugares de
mayor frecuencia de diseminacion regional linfatica son los ganglios axilares, seguidos
de los de la cadena mamaria interna y los supraclaviculares (25). En lineas generales,
en aquellas pacientes con axila clinicamente negativa se recomienda la biopsia
selectiva del ganglio centinela (BSGC) para determinar si los ganglios axilares estan o
no afectos. Este procedimiento por el contrario, no esta indicado cuando existe
afectacioén clinica axilar. La linfadenectomia axilar (LA) estaria indicada en pacientes
afectacién ganglionar axilar confirmada en el preoperatorio y, hasta hace pocos afos,

en pacientes con BSGC positivo.
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De todos los factores prondsticos conocidos, la afectacién ganglionar metastasica en
la axila es el principal predictor de supervivencia global y recurrencia. La LA era el
procedimiento diagndéstico que se empleaba para la estadificacion de la axila en los
afios 90 sin que esto redundara en un beneficio terapéutico para las pacientes que
finalmente no tenian ganglios afectados por metastasis. En este sentido la BSGC
emergié como una alternativa que pudiera evitar las temidas complicaciones de la LA
(infecciones, problemas en la cicatrizacion de la herida, dolor, linfedema y limitacién
funcional y de calidad de vida). Hansen et al fueron los primeros en aplicar el concepto
de BSGC en cancer de mama en 1994 como un método menos invasivo (26). Desde
entonces han sido varios los ensayos que han demostrado que esta técnica predice
con gran fiabilidad el estado de afectaciéon o no de la axila, siendo mas costo-efectivo
que la LA (27). Sin embargo, 20 afios después, quedan sin resolver ciertas
controversias en relacion a diferentes aspectos técnicos y clinicos que giran alrededor
de esta técnica. Los datos publicados sobre la tasa de falsos negativos (FN) oscila
entre 5,5%-16,7%, lo cual sobrepasa la recomendacion de guias internacionales
segun las cuales debe ser < 5% (28). Actualmente es estandar el uso del radiotrazador
coloidal sélo o en combinacion con tinta azul en casos de dificultad para detectar
ganglio centinela (GC) con una tasa de identificacion inicial del 82% y 92%
respectivamente (29). Tampoco esta claro el nimero de ganglios que deben ser
extirpados durante la cirugia para asegurar la deteccion del verdadero GC y asi
minimizar el riesgo de quitar multiples ganglios no centinela. La linfoescintigrafia
demuestra que el 30% de los tumores mediales tienen en la cadena mamaria interna
su primer sitio de drenaje y hasta en un 15% ocurre en los tumores laterales, siendo
mas probable su deteccién cuando la inyeccion del radiotrazador es peritumoral (30).

Los tumores multifocales/multicéntricos tienen mayor riesgo de afectaciéon de

ganglionar. Hay datos heterogéneos respecto a la eficacia y seguridad de la BSCG en
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este subgrupo (31). Ademas, la técnica de BSGC no esta exenta de complicaciones
(como reacciones alérgicas o infecciones).

A pesar de las controversias, el analisis de BSGC es un estandar en el cancer de
mama temprano y su estado condiciona la necesidad o no de realizar una LA a pesar
de que hasta un 25% de las pacientes con afectacion patoldgica del ganglio centinela
tendran una LA negativa.

Los datos expuestos han condicionado la puesta en marcha de estudios destinados a
suprimir definitivamente la LA y/o predecir la afectacion del GC de una forma precoz

evitando cualquier procedimiento quirdrgico axilar.

Ganglios linfaticos
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Figura 4. Biopsia selectiva de ganglio centinela en cancer de mama
Adaptado de http://www.cancer.gov/about-cancer/diagnosis-staging/staging/sentinel-node-biopsy-fact-
sheet

Estudios para evitar el uso de LA.

En pacientes con enfermedad estadio I-1l y menos de tres ganglios axilares afectados
tras la BSGC y CC, la LA axilar puede evitarse sin que tenga un impacto negativo en
la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG), siempre que
la paciente reciba un tratamiento adyuvante adecuado (con radioterapia adyuvante).
Hoy dia, conocemos los resultados de 4 estudios randomizados que plantearon evitar

la LA en pacientes con NO clinico y BSGC positivo (32).
27



El primero es el estudio del grupo ACOSOG, Z0011 (33). En este estudio, las
pacientes con cancer de mama cT1-2N0O con GC positivo (hasta 2 ganglios afectados,
con afectacion macro o microscopica) y tratadas con CC mas radioterapia (RT) se
aleatorizaron a la realizacion de LA versus observacion. Se incluyeron 891 pacientes
de las 1900 previstas y su objetivo primario era la SG. Fue cerrado antes de los
previsto por lento reclutamiento y menos eventos de los esperados. Tras un
seguimiento de 6,8 afios no se objetivaron diferencias en la SG (> 90% en los brazos
del ensayo) y las tasas de recidiva axilar fueron menores al 1% en ambas ramas, a
pesar de que en el grupo de LA un 27% tenian afectados otros ganglios axilares.

El estudio IBCSG 23-01 aleatorizd a pacientes con cancer de mama cT1-2NO con
afectacién del GC exclusivamente microscépica (< 2 mm, incluyendo la afectacion
celular aislada), tratadas con CC o mastectomia, a la realizacion de LA vs
observacion. La RT se administraba en la mama en los casos de cirugia conservadora
y se permitia la RT de areas ganglionares en los casos de la LA que tuviesen 4 o mas
ganglios positivos. El objetivo primario era la SLE. Se incluyeron 934 pacientes de las
1960 previstas. También se cerrd antes de los previsto por los mismos aspectos que el
estudio ACOSOG. En este estudio un 13% de las pacientes con LA presentaron
afectacion axilar ademas del GC y en un 10% se realizé mastectomia. Con un
seguimiento de 5 afios tampoco se objetivaron diferencias y la tasa de recidiva
regional fue solo del 1% (34).

El estudio AATRM 048/13/2000, realizado en pacientes con cancer de mama T< 3,5
cm cNO con afectacion del GC solo microscoépica, éstas eran aleatorizadas a LA vs
observacion, siendo el objetivo primario la SLE. Se incluyeron 247 pacientes y con un
seguimiento de 5 afios tampoco se objetivaron diferencias (35).

Para finalizar, en el ensayo AMAROS (36), pacientes con cT1b-2NO, tratadas con CC

o mastectomia, con BSGC positivo fueron aleatorizadas a la realizacion de LA vs la
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administracion de RT (axila niveles | + Il + Ill + supraclavicular medial, 25x2 Gy o
equivalente). Se permitia RT en los pacientes con LA con 4 o mas ganglios afectados.
En este estudio el objetivo primario fue la recidiva axilar a los 5 afios. Se incluyeron
1425 pacientes con GC positivo (de un total de 4806 cNO registrados). En el grupo de
LA un 33% presentd afectacion ganglionar. Con una mediana de seguimiento de 6,1
afios no se objetivaron diferencias siendo la tasa de recidiva axilar a los 5 afios inferior
al 2%. En todos estos estudios la mayoria de las pacientes recibieron tratamiento
sistémico con hormonoterapia y/o quimioterapia sin diferencia, en este aspecto, en
ambas ramas. En todos ellos no se objetivaron diferencias ni en la recidiva local, ni
regional, ni en la supervivencia libre de progresion ni en SG con cifras en todos ellos
superiores al 90% y con muy bajas tasas de recidiva axilar. La incidencia de linfedema

fue, en todos los estudios, menor en la rama sin LA.

Factores predictivos de afectacion del ganglio centinela:

Dado que la afectacion del ganglio centinela es el factor que predice con mas certeza
la presencia de metastasis en los ganglios axilares, parece interesante investigar
factores bioldgicos capaces de estimar el riesgo de afectacion del ganglio centinela.
Hasta ahora se han llevado a cabo multiples estudios encaminados a predecir la

afectacién del ganglio centinela:

A. Estudios basados en los datos clinico-patologicos.

La mayoria de los estudios publicados sobre predictores de metastasis en los ganglios
de la axila tanto en la era pre-ganglio centinela como en la actual, recogian los datos
de forma retrospectiva sin mencionar como se hacia la recogida de los mismos.
Tampoco habia una revisién patoldgica central de las muestras. En estos estudios, el

tamano tumoral, la edad, invasion linfovascular y el subtipo histolégico eran las

29



variables mas frecuentes descritas al mismo tiempo que eran considerados factores
independientes predictores de afectacion ganglionar metastasica. Unicamente dos
estudios, Ravdin et al (37) y Gann et al (38), validaron sus modelos estadisticos en
otras bases de datos. En los estudios de ganglio centinela, las variables asociadas con
las metastasis eran bastante similares. Esto se confirmd en un estudio realizado por
un grupo del MSKCC el cual public6 un nomograma basado en datos clinico-
patolégicos como la edad, el tamafio tumoral, tipo histolégico especifico, localizacion,
invasion linfovascular, multifocalidad, grado nuclear y receptores hormonales (RH). De
todos estos datos, la localizacién tumoral (exceptuando la region del cuadrante
supero-interno), el estado de los RE y RP actuaron como predictores independientes
de metastasis en el GC (39). La menor tasa de metastasis en GC en tumores del
cuadrante supero interno sugiere la posibilidad de que existan rutas alternativas de

flujo linfatico, sobre todo a la cadena ganglionar mamaria interna.

B. Factores serolégicos que pueden predecir el estado ganglionar.

Wu SG et al. estudiaron en 1148 pacientes con cancer de mama el posible valor
predictivo de afectacion axilar del antigeno carcinoembrionario (CEA) y del antigeno
tumoral 15-3 (CA15-3). Una mediana de 15 ganglios fueron extraidos; el 67,8% de las
pacientes no tenian afectacion ganglionar y 32,2% si tenian metastasis ganglionares
axilares. El analisis univariado mostré que la localizacion tumoral (p=0.024), estadio
(p=0.001), grado (p<0.001), invasién linfovascular (LVI) (p<0.001), nivel de CEA
(p<0.001), Ca15-3 (p<0.001) y subtipos de cancer de mama (p<0.001) se asociaban
de forma significativa con la presencia de metéstasis axilares(40).

La determinacion de los niveles de VEGF-C en sangre periférica de pacientes con
cancer de mama temprano candidatas a BSGC también ha sido estudiado como

posible factor predictivo de la afectacidon axilar. Este estudio que recogid, de forma
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prospectiva, 174 sueros de pacientes antes de ser sometidas al tratamiento quirurgico
radical, correlacioné variables clinicas, el estado del GC y los niveles de VEGF-C pero

no pudo demostrar una asociacion (41).

C. Factores moleculares predictores de afectacion del ganglio centinela.

Dada la estrecha relacion existente entre las micrometastasis y el tumor primario, Zhu
et al, evaluaron la capacidad que tenian ciertos marcadores moleculares asociados al
cancer de mama para predecir el desarrollo de micrometastasis, y entre otros, de la
afectacion del GC. Se determiné el HER-2/neu, ciclooxigenasa-2 (COX-2), el factor de
crecimiento vascular (VEGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas-B
(PDGF-B) como posibles factores y se estudié su presencia en sangre periférica,
medula ésea y GC de 53 pacientes. La expresiéon de estos marcadores en el tumor
primario se determiné por IHC y por reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real
(RT-PCR). Las muestras de sangre periférica y médula ésea se evaluaron mediante
técnica de separacioén celular e IHC. En GC se examinaron por hematoxilina-eosina
(H&E) e IHC. Los porcentajes de pacientes con micrometastasis fue 24.5% en sangre
periférica, 56.6% en médula 6sea y 26.4% en ganglio centinela por H&E asi como un
41.5% si en el estudio del ganglio centinela se usaba IHC.

Mediante H&E, la amplificacién de COX-2 se asocido de forma estadisticamente
significativa con la presencia de micrometastasis en el GC (p=0.03) y en médula ésea
(p=0.005). Por el contrario, la sobreexpresion de HER-2/neu se asocié solo con la
presencia de micrometastasis en el GC (p=0.005). La sobreexpresién de PDGF-B se
relaciond con la presencia de micrometastasis en sangre periférica (p=0.002), médula
6sea (p=0.003) y GC (p=0.017). Mediante IHQ, sélo la sobreexpresion de VEGF y

COX-2 se relacionaron con la presencia de micrometéstasis (p=0.001) (42).
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D. Estudio del perfil protedmico del tumor primario en cancer de mama.

La prediccion de metastasis en la axila a través de la expresion génica en el tumor
primario es prometedora debido a que el tumor primario puede ser rapidamente
evaluado tras una reseccién o una biopsia de aguja gruesa. La tecnologia analitica
conocida como SELI-TOF-MS puede generar perfiles proteicos que distinguen con
seguridad tejido neoplasico del que no lo es. Hay estudios en cancer de mama que
muestran que la protedmica del tumor primario puede predecir la afectacion ganglionar

axilar (43).

A.7  Tratamiento adyuvante en el cancer de mama.

El tratamiento sistémico adyuvante en el cancer de mama temprano es utilizado con la
intenciéon de aumentar la supervivencia de las pacientes a través de la reduccion de
las tasas de recaidas loco-regionales o sistémicas, situaciones que conllevarian la
muerte de la paciente debido a la enfermedad. Para la indicacion y eleccion de la
modalidad mas adecuada de tratamiento adyuvante deben tenerse en cuenta los
siguientes factores:

- Edad y comorbilidad de la paciente: puede limitar el empleo de los tratamientos
adyuvantes.

- Estadiaje TNM que condicionara un tratamiento adyuvante determinado.

- Estado de los RH: solo aquellos tumores positivos para los RH podran beneficiarse
de hormonoterapia adyuvante.

- Sobreexpresion del gen Her2neu: solo aquellos tumores positivos para Her2 podran

beneficiarse de farmacos anti-Her2.
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Tratamiento quimioterapico adyuvante.

La quimioterapia convencional permanece como el principal pilar del tratamiento
sistémico adyuvante para estas pacientes. La quimioterapia adyuvante deberia incluir
antraciclinas (AC) y/o taxanos. Sin embargo, ninguna quimioterapia adyuvante esta
recomendada en tumores menores de 0.5 cm (pT1a) y para los tumores de 0.6-1cm se
debe de discutir y balancear los riesgos y beneficios del tratamiento. Actualmente, no
hay un consenso para determinar el riesgo de recurrencia. Se asume que las
pacientes cuyos tumores exhiben caracteristicas patolégicas de alto riesgo y/o perfil
genotipico establecido por una plataforma gendmica se aconsejara el uso de
quimioterapia adyuvante por un alto riesgo de recurrencia.

Tratamiento hormonal adyuvante.

El tratamiento hormonal mejora la supervivencia del cdncer de mama luminal (44).
Entre las opciones de tratamiento endocrino, la eleccion deberia ajustarse al estado
menopausico, comorbilidad y riesgo de recurrencia.

Mujer Premenopausica: El estandar de tratamiento para una mujer premenopausica es

5 afios de tamoxifeno. Prolongar tamoxifeno mas de 5 afos confiere una reduccién
significativa del riesgo de recurrencia pero con una cuestionable mortalidad especifica
a los 10 afios (45).Los estudios EBCTCG y SOFT muestran que la combinacién de
tamoxifeno adyuvante con analogos GHRH (Growth Hormone-Releasing Hormone) no
es mejor y si mas toxica que tamoxifeno sélo. La mayoria de las guias clinicas
consideran indicado el tratamiento con analogos mas tamoxifeno o inhibidor de
aromatasa en mujeres menores de 40 afios 0 en mujeres con alta carga ganglionar.

Mujer Postmenopausica: El estandar de tratamiento en estos casos es un inhibidor de

aromatasa (IA) como tratamiento complementario durante al menos 5 afios.
Tamoxifeno es la segunda eleccion. En las pacientes que comenzaron tratamiento con

tamoxifeno, el cambio a un IA puede ofrecerse después de 2-3 afios (46).
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Tratamiento diana para los tumores HERZ2 positivo.

Trastuzumab en un anticuerpo monoclonal humanizado que es especifico para el
dominio extracelular del HER2. La evidencia cientifica es clara para recomendar
trastuzumab adyuvante en tumores con un tamafio mayor a 1 cm independientemente
del estado de afectacion axilar. En la mayoria de los estudios trastuzumab se
administré6 durante un afio concomitante o secuencialmente con la quimioterapia.
Debido a su cardiotoxicidad, trastuzumab no deberia ser administrado concomitante
con quimioterapia tipo AC (46).

Radioterapia adyuvante.

La RT se administra de forma estandar sobre el volumen mamario siempre tras CC.
Datos del metaanalisis del EBCTCG que incluia estudios que aleatorizaban a las
pacientes a recibir CC con o sin RT, demostraron que el grupo sin tratamiento
presentaba una mayor mortalidad por cancer de mama (47). También los resultados
del estudio NSABP B-06 con 20 afios de seguimiento, muestran un 39,2% de recidiva
local sin radioterapia frente a un 14.3% en las pacientes que habian recibido
tratamiento (48).

La realizacion de RT tras la mastectomia disminuye el riesgo de recidiva local y el
riesgo de muerte por cancer de mama, sin embargo su uso no esta exento de
complicaciones. Esta indicada en las siguientes situaciones: cuatro o mas ganglios
afectos en el vaciamiento y en tumores estadio Ill. Su uso es controvertido en
tratamiento neoadyuvante, si existen 1 a 3 ganglios afectos en el vaciamiento, en
tumores T3NOMO, o en caso de ganglios afectos con extension extracapsular.

La RT es un tratamiento generalmente bien tolerado, con minima toxicidad a medio y
largo plazo. A pesar de estas recomendaciones, es importante destacar que pacientes
afiosas con estadio |, estudios especificos no han demostrado mejora en

supervivencia, por lo que deberia evaluarse de forma individual en este subgrupo (46).
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A.8

Factores prondsticos y predictivos.

Los podemos dividir en varios grupos:

A.8.1

FACTORES PRONOSTICOS CLASICOS.

Entre los factores prondsticos clasicos destacamos:

a. Estadio tumoral > A mayor estadio, menor probabilidad de supervivencia.

La supervivencia relativa a cinco afnos es del 95,85,70, 52, 48 y 18 % para
pacientes con estadios I, lIA, 1I1B, llIA, lIB y IV, respectivamente (49).

Estado ganglionar - Como ya se ha comentado, la afectaciéon ganglionar
es el factor prondstico mas importante. Entre las mujeres sin evidencia de
enfermedad metastasica, la tasa de supervivencia a 5 afos para aquellas
que tienen enfermedad localizada (en la mama exclusivamente) vs
enfermedad regional (ganglios positivos) es 99 y 85%, respectivamente.
Incluso tumores pequefios (menores de 2 cm) tienen un peor prondstico en
la presencia de afectacion axilar. En una serie de casi 25.000 casos, la
supervivencia a 5 anos fue 96, 86 y 66% si las pacientes eran ganglios
negativos, de uno a 3 ganglios afectos o tenia 4 o mas ganglios con
metastasis, respectivamente (50). Esta bien establecido el valor de las
macrometastasis, sin embargo el significado de las metastasis de <2mm
(micrometastasis, pN1mic) o células tumorales aisladas (ITC, pNOitc) en los
ganglios axilares no esta claro. A pesar de esto, la evidencia sugiere que
los pacientes con pN1mic tienen peores resultados comparados con
aquellas con ganglios negativos mientras que la presencia de ITC no
influye en el prondstico. Por ejemplo en un estudio de cohortes con 3369
pacientes con cancer de mama, las pacientes pN1mic (n=123) tuvieron una
supervivencia especifica por cancer de mama a 5 afios que fue

significativamente mas baja comparada con las pacientes pNO (80 vs 87%).
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No hubo diferencias en supervivencia entre las pacientes con pNOitc y pNO.
La presencia de pN1mic, y no pNOQitc, se asocié con una tendencia a una
peor supervivencia global comparada con las pacientes pNO (51).

Tamano tumoral =2 definido como el diametro mayor del tumor primario de
la mama, es un factor prondstico reconocido desde hace ya muchos afios.
En una cohorte del SEER con 24.740 pacientes, las tasas de supervivencia
por cancer de mama a 5 anos variaban de un 91% para tumores con un
tamafio inferior a 2cm, al 80% para tumores entre 2-5 cm y SG del 63%
para aquellos que median mas de 5 cm. En tumores triple negativos, la
correlaciéon del tamafio con el estado ganglionar y con el prondstico es
mucho mas débil (50).

Enfermedad metastasica = La presencia de metastasis a distancia es un
factor de mal pronéstico.

Tipo histolégico > El impacto prondstico de la histologia es muy variable.
Un analisis de mas de 9000 pacientes demostré que el subtipo lobulillar
infiltrante tenia un 16% menos de riesgo de recurrencia comparado con el
ductal infiltrante en los seis primeros afios de seguimiento; sin embargo,
pasado este tiempo el subtipo lobulillar aumentaba el riesgo de recurrencia
en un 54% respecto al ductal infiltrante (52). Otros subtipos de cancer de
mama invasivos como tubular, papilar, mucinoso, medular y carcinoma
adenoide quistico han sido asociados a mejor prondstico. Por el contrario,
los carcinomas micropapilares y metaplasicos parecen tener un peor
prondstico.

Grado Histolégico > Pese a que el valor pronéstico del grado histologico

ha sido puesto de manifiesto en diferentes publicaciones, las criticas en



cuanto a su valor se relacionan con su pobre reproducibilidad y la

variabilidad interobservador (49).

g. Invasion linfovascular > La presencia de invasion linfovascular parece ser

un factor de mal prondstico, sobre todo en los tumores de alto grado
aunque este hecho es controvertido ya que en un estudio con mas de
16000 pacientes, la invasion linfovascular se asoci6é de forma significativa
con otros factores prondsticos adversos (tamafio tumoral, grado, ganglios
afectos, histologia ductal, receptores estrogénicos negativos). En ausencia
de estos factores, la invasion linfovascular no tenia ningun efecto en

supervivencia(49).

A.8.2 BIOMARCADORES TISULARES COMO FACTORES PRONOSTICOS.

Entre ellos destacamos:

a.

Receptores hormonales - Tanto la expresidon de receptor de estrégeno (RE)
como de progesterona (RP) se han asociado siempre con un mejor pronéstico
de las pacientes. Curiosamente, mientras la tasa anual de recurrencia para las
pacientes con tumores RE + es baja en los primeros cinco afos después del
tratamiento inicial comparado con los tumores RE negativos, los estudios
sugieren que podria ser mayor con un seguimiento mas largo. Sin embargo,
después de los 5 afios, las pacientes RE + tuvieron un mayor incremento del
riesgo anual de recurrencia (53). El estado de RE se asocia también con la
localizacién de la diseminacion metastasica. Aunque no es conocida la causa,
los tumores RE + desarrollaran metastasis en huesos, partes blandas y/o
tracto ginecologico, mientras en los tumores RE- metastatizan con mas

frecuencia a cerebro e higado lo cual se asocia con una supervivencia menor.
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Sobreexpresion de HER2 - se encuentra amplificado en el 15-30% de los
casos. En ausencia de tratamiento sistémico especifico, la sobreexpresion del
HER2 es un marcador de mal pronostico en pacientes tanto con ganglios
negativos como positivos. Incluso podria mantenerse este valor de mal

prondstico en tumores iguales o inferiores a 1 cm (54).

A.8.3 FACTORES PRONOSTICOS DEPENDIENTES DEL PACIENTE.

Entre ellos destacamos:

28

a. Edad > Tanto las pacientes jévenes como las mas mayores parecen tener

peor pronéstico cuando se diagnostica un cancer de mama (55). La afectacion
axilar ganglionar varia con la edad de diagnéstico. La probabilidad de
afectacidon ganglionar disminuye conforme aumenta la edad de las mujeres
hasta aproximadamente los 70 afios, pero aumenta posteriormente a partir de
ésta. Este incremento es visto sobre todo en tumores pequefios lo que sugiere
un comportamiento bioldgico especial para el cancer de mama en mujeres
anosas (56).

Estado menopausico = Las mujeres premenopausicas que recibieron
quimioterapia adyuvante y presentaron amenorrea secundaria permanente
presentan mejor supervivencia, incluso después de realizar los ajustes a las
variables pronosticas estédndar, y especificamente en tumores RE + (57).

Raza - Las mujeres afroamericanas e hispanas presentan peor supervivencia
que las de raza blanca (58).

Tabaco - Fumar cigarrillos, tanto antes como después del diagnéstico de
cancer de mama, se ha asociado a un incremento de la mortalidad por cancer

de mama (59).



A.8.4 FACTORES DEPENDIENTES DEL DIAGNOSTICO

Los tumores asintomaticos detectados por métodos de cribado poblacional tienen
mejor prondstico que aquellos identificados en la exploraciéon fisica. Aunque la
densidad mamaria en la mamografia es bien reconocida como factor de riesgo para el
cancer de mama, no tiene valor prondstico (60).

A.8.5 FACTORES MOLECULARES.

Los perfiles de expresion génica han permitido identificar diferentes subtipos de cancer
de mama que difieren entre si en su prondéstico.

Los subtipos descritos son:

- Subtipo luminal> Los grupos luminal A y B son los mas frecuentes y se
caracterizan por expresion de los RH y otros genes asociados con la activacién del
RE. Los tumores luminal B tienen peor pronéstico que los luminal A con mayor riesgo
de recurrencia.

- HER2-enriched-> El subtipo se caracteriza por una elevada expresion de HER2 y
cluster de proliferacion, asi como baja expresion de cluster luminal y basal. Por esta
razon, estos tumores son con mas frecuencia RH negativos y HER2 positivos lo cual
les confiere peor prondstico.

- Subtipos con RE negativo—> dentro de ellos diferenciamos los tumores Basal-like
que comprenden el 15-20% de los canceres de mama y se han asociado a un peor
prondstico en diferentes series, mayor riesgo de metastasis viscerales y afectacion
cerebral (61). Los tumores Claudin-low se caracterizan por mostrar caracteristicas de
células madre. Este subtipo representa el 7-14% de los tumores triple negativos y se
asocian a un peor pronostico comparado con el subtipo luminal A. Sin embargo, su
pronéstico es semejante al de subgrupos como luminal B, HER-2 positivo/RE negativo

y subtipo basal.
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Técnicas emergentes de expresidn geénica han sido validadas y se emplean en la
actualidad para conocer el riesgo de recidiva. Entre ellas destacamos:

- Oncotype Dx-21®: es la firma mejor validada y puede identificar pacientes que con

mas probabilidad podrian beneficiarse de recibir quimioterapia adyuvante. En este
momento esta indicado para mujeres con cancer de mama ganglios negativos, RE +,
HER2 negativo y su estudio puede hacerse en la muestra parafinada. Uno de los
estudios donde se aplicd esta técnica contaba con la participacidn de 651 pacientes.
Esta firma permiti6 dividir a las pacientes en grupos de riesgo. En los grupos con score
bajo o intermedio no existian diferencias en riesgo de recidiva a los 10 afios entre las
pacientes con o sin quimioterapia; sin embargo en el grupo de alto riesgo el
tratamiento con quimioterapia suponia una reduccién del 28% en el riesgo de recidiva
(62).

- Mammaprint®: se realizé a partir de tejido congelado de muestras de cancer de

mama donde se estudi6 la expresion génica de los tumores mediante microarrays de
DNA, definiéndose una firma de 70 genes con valor prondstico que también ha sido

validada.

A.8.6 FACTORES RELACIONADOS CON iNDICES DE PROLIFERACION.

El indice de proliferacién en cancer de mama parece ser un factor prondstico. Hay una
variedad amplia de métodos usados para su evaluacibn como son el numero de
mitosis, el porcentaje de celularidad en fase S del ciclo celular medio por citometria de
flujo y por IHQ.

- Ki-67-> A pesar de la heterogeneidad de los ensayos clinicos y la metodologia usada
para medirlo, los resultados de los grandes meta-analisis son consistentes con el valor

prondstico independiente de ki67. Por tanto, existe una evidencia clara sobre el valor
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prondstico del ki67 aunque son necesarios mas esfuerzos en la estandarizacion de su
determinacion y evaluacién (63).

- Activadores (u-PA y t-PA) e inhibidores del plasminégeno (PAI-1)-> El papel
prondstico para uPA y PAI-1 ha sido estudiado en mujeres con cancer de mama
temprano ganglios negativos. En 269 mujeres, ganglios negativos y ninguna de las
cuales habia sido tratada con quimioterapia, se midié en el tumor primario el u-AP y
PAI-1. Altos niveles de ambos predijo una riesgo de recaida 3,9 veces mayor asi como
un riesgo de muerte 2,8 veces mayor (64). A pesar de estos buenos resultados, el uso
de estos indicadores esta amortiguado por dificultades practicas en la metodologia.

- P53->hay datos que sugieren que los pacientes con mutaciones en TP53 tienen un
peor prondstico comparado con otros pacientes, independientemente del tamarfio

tumoral, estado ganglionar y estado hormonal (65).

A.8.7 OTROS MARCADORES DE INVASION Y METASTASIS.

Muchos marcadores con potencial invasivo y metastasico han sido evaluados en
estudios de forma retrospectiva. Cabe destacar nm23, E-cadherina, cateninas,
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs), PSA, factor tisular,
osteopontina, la pérdida alélica, inestabilidad de microsatélites o la ausencia de
metilacién de genes supresores de tumores. Pueden proporcionar informacién
prondstica pero es necesario una mayor evaluacion y validacion. En la actualidad no
deber ser tenidos en cuenta en la practica rutinaria del cancer de mama. Por otro lado,
la presencia de células tumorales circulantes (CTC) en sangre periférica ha sido
asociado con un pobre prondstico en pacientes con cancer de mama si bien estas
CTC no se correlacionaron ni con el estado ganglionar axilar ni con otros parametros

clinicos o patolégicos (66).
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A.8.8 INFILTRADO LINFOCITARIO TUMORAL.

El valor prondstico de los linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) en cancer de mama ha
sido estudiado en varios ensayos de tratamiento neoadyuvante y adyuvante. Estas
observaciones sugieren que niveles elevados de TILs se asocian a mejores
respuestas a la quimioterapia, tumores altamente proliferativos, alto grado de
diferenciacion y RE negativos. En ciertos subtipos, como cancer de mama triple
negativo, los TILs tienen una especial importancia prondstica (67). Asi, en el analisis
multivariante de los TlLs de 1146 pacientes tratadas con quimioterapia +/- tamoxifeno
mostré que los TIL intratumorales (It) y estromales (Str) se asociaban de forma
significativa con la SG en los subgrupos HER2+ y triple negativas mientras que no
tuvo efecto en las pacientes ER+ /HER2-. Por cada incremento de un 10% en TIL-Str,
se observd una reduccion en el riesgo de muerte del de 18 y 15% en el grupo de
HER?2 y triple negativo respectivamente (HR 0.82, 85% CI 0.69-0.96, P = 0.02 para
grupo HER2+; HR 0.85, 95% C1 0.74-0.99, P = 0.04 para grupo triple negativo) (68).

En la actualidad no hay un punto de corte aceptado a partir del cual los TIL puedan
considerarse como un marcador pronoéstico. Dieci et al analizaron de forma
retrospectiva los TILs-Str y TIL-It residuales en 278 casos de pacientes sometidas a
tratamiento neoadyuvante. Ambos fueron factores prondsticos en el analisis
mutivariante para supervivencia libre de metastasis (HR 0.86, 95% (Cl) 0.77-0.96, P =
0.01 and HR 0.85, 95% CI 0.75-0.98, P = 0.02 para TIL-Str y TIL- It), y de SG (HR
0.86, 95% CI 0.77—0.97, P = 0.01 y HR 0.86, 95% CI 0.75-0.99, P = 0.03 para Str-TIL

y It-TIL, respectivamente) (69).
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Adaptado de Savas et al. (70)
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B. SISTEMA INMUNOLOGICO Y CANCER DE MAMA.

B.1 Inmunidad relacionada con el cancer.

Inmunologia tumoral

El sistema inmunitario (Sl) es el encargado de proteger el organismo de amenazas
potencialmente dafinas, sobre todo microbiolégicas. Pero el SI también desempefa
un papel central en la patogénesis del cancer, con efectos tanto inhibidores como
promotores de la progresion tumoral. Por una parte, la respuesta inflamatoria en los
tejidos en transformacion mediada principalmente por leucocitos de estirpe mieloide es
un proceso que proporciona un microambiente favorable para la progresién
(crecimiento y vascularizacion) y también para la metastasis. Ademas, existe evidencia
experimental (murina) y epidemiolégica (humana) que indica que las disfunciones en
la respuesta inmunitaria (RI) adaptativa y/o innata favorecen la aparicion de
determinados tumores (71). La actividad del Sl frente al cancer recibe el nombre de

“inmunovigilancia” y la desarrollaremos a continuacion.

Antigenicidad tumoral

Experimentos en sarcomas trasplantados inoculados en cepas murinas demuestran la
existencia de antigenos (Ag) tumorales que permiten el rechazo del tumor en animales
inmunizados con células irradiadas procedentes del mismo tumor. Esta capacidad de
rechazo es transferible mediante linfocitos T que reconocen y destruyen
especificamente el tumor trasplantado. La naturaleza molecular de los Ag de estos
tumores experimentales ha sido aclarada en varios casos y resulta de la expresién en
el tumor de péptidos cuya secuencia estd mutada y que son presentados por
moléculas de histocompatibilidad de clase I.

En neoplasias humanas también se dispone de evidencias sobre la existencia de Ag
tumorales reconocibles por el Sl. El suero de los pacientes contiene anticuerpos (Ac)
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capaces de reaccionar frente a proteinas presentes con cierto grado de selectividad en
el tumor pero que no son capaces de dafar al mismo de forma significativa ya que con
frecuencia los Ag no son accesibles a los Ac al estar en el interior de las células
malignas. Cuando el Ag se encuentra en la superficie, la actividad litica de esos Ac
mediada por complemento o células NK (Natural Killer) es insuficiente por la escasa
concentracién de estos Ac y otros factores.

Se han descrito multiples Ag reconocibles por linfocitos T, principalmente CD8, pero
también CD4. La RI celular se considera de gran interés por su capacidad de mediar
en el rechazo de tejidos, como ocurre en el trasplante de injertos alogénicos. Existen
dos tipos principales de Ag reconocibles por linfocitos T:

- Ag exclusivos de tumor->Son secuencias peptidicas mutadas exclusivas de las
modificaciones genéticas de cada tumor y, por tanto, de cada paciente concreto. El
problema de los Ag exclusivos de cada tumor es que presentan grandes dificultades
para su identificacion y aplicacién en la elaboracion de vacunas especificas.

- Ag compartidos entre tumores2>En este caso se trata de proteinas que aparecen
en diferentes neoplasias. Entre ellos cabe distinguir:

Ag virales: proteinas de secuencias virales criticas en la transformacion neoplasica
como los antigenos E6 y E7 de papilomavirus o el antigeno EBNA del virus de
Epstein-Barr.

Ag embrionarios de expresion aberrante en el tumor, como la alfa-fetoproteina o CEA.

Ag de expresion selectiva en el testiculo y placenta como los genes MAGE-1,2 y 3,

BAGE, GAGE y NY-ESO-1.
Ag no mutados altamente sobreexpresados en tumores, frecuentemente Ag de

diferenciacion tisular (por ejemplo, proteinas implicadas en el funcionamiento de los

melanosomas o proteinas presentes en el tejido prostatico tales como PSA o la

fosfatasa acida prostatica).
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Inmunovigilancia antitumoral € inmunoedicién.

En la observacion microscopica del estroma de multiples tipos de tumores sodlidos
(entre los que destacan los de colon y ovario) hay evidencia de la existencia de
linfocitos T efectores activados y de su correlacion como factor independiente de gran
peso estadistico con el pronéstico de los pacientes. Se desconoce cuales son los Ag
reconocidos en la mayor parte de los casos y el mecanismo por el que este infiltrado
linfocitario se opone a la progresién del tumor. Se ha postulado un modelo tedrico en
el que el tumor incipiente, bajo el control del Sl, detiene su progresién y puede ser
eliminado (fase de eliminacion). Como consecuencia de la presion del S| el tumor
selecciona mecanismos de escape para dar lugar a una fase en la que el tumor no
progresa, pero permanece viable en equilibrio con los mecanismos inmunitarios que lo
deberian destruir (fase de equilibrio). Finalmente, el tumor conseguiria en algunos
casos desarrollar mecanismos que le permiten escapar al control del Sl (fase de
escape) y continuar su progresion. Una observacion experimental interesante es que
los tumores que se han desarrollado en ratones inmunodeficientes tienden a ser mas
inmunogénicos cuando se trasplantan a ratones singénicos inmunocompetentes. Este
fendbmeno se conoce como “inmunoedicion”, en el sentido de que la presién del Si
edita la inmunogenicidad de las células tumorales (72).

El escape tumoral al S| puede ocurrir por mutacién, deleccion o silenciamiento
epigenético de los Ag o de las moléculas de presentacion antigénica del complejo
MHC. También colaboran en la progresion neoplasica la sintesis de biomoléculas que
deprimen de forma local o sistémica las funciones linfocitarias efectoras para que no
resulten dafiinas para el tumor. Las observaciones en series de pacientes con
inmunodeficiencias primarias y secundarias indican que existe mayor predisposicion a
sufrir algunas enfermedades neoplasicas principalmente causadas por virus, aunque

no es asi en el caso de los carcinomas mas prevalentes (72).
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Inmunosupresion en el microambiente tumoral.

La evidencia experimental de la teoria de la inmunovigilancia coexiste con otras que
demuestran que la presencia de macréfagos, mastocitos y linfocitos B en tumores
experimentales es necesaria para la trasformacion y progresiéon tumoral. Se postula la
existencia de un tipo de inflamacion protumoral dependiente de los factores de
transcripcion NF-kB y STAT-3, en la que tendria un papel preponderante las citoquinas
y factores de crecimiento favorecedores de la vascularizacién y la metastasis. Esta
inflamacién protumoral se pareceria a la que se encuentra en tejidos dafados pero ya
en fase de cicatrizacion.

Ciertamente, el tejido tumoral es muy rico en factores y mecanismos capaces de
inhibir la RI. Por su importancia destacan los siguientes mecanismos
inmunodepresores que operan en el microambiente tumoral:

Factor Transformador del crecimiento—3 (TGF-B): Se trata de una citoquina

liberada tanto por células tumorales como por las células infiltrantes del Sl y que
reprime las funciones de linfocitos T efectores, células NK y células presentadoras de
Ag. Existen otras citoquinas como IL-10 para las que se postula una funcién
inmunosupresora similar.

Indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO): Es la enzima limitante del catabolismo del

triptéfano. Su expresion por parte del tumor o por células del Sl provoca la reduccion
de la concentracion de este aminoacido, esencial para la proliferacién de los linfocitos
efectores y produce potentes sustancias inmunomoduladoras denominadas
quinureninas. El principal factor inducido de IDO es el interferon gamma, de forma que
este mecanismo enzimatico se activa ante la presencia de un infiltrado linfocitario
potencialmente tumoricida.

Antigeno de linfocitos T citotoxicos-4 (CTLA-4). Esta molécula se expresa a

partir de los linfocitos T activados y reguladores. CTLA-4 modula la activacién
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linfocitaria en competencia ventajosa con la glucoproteina co-estimuladora CD28 por
la unioén a los mismos ligandos (CD80 y CD86) presentes en células presentadoras de
Ag.

Eje “muerte programada-1 y su ligando (PD-1/PDL-1). PD-1 es una molécula

de superficie que se expresa en linfocitos T activados, células B y macréfagos. Tras la
unidn a su ligando, transmite sefales supresoras. Su ligando (PDL-1) es expresado
por las células presentadoras de Ag y, también, por las células tumorales, y es
inducido principalmente por la presencia de IFN-gamma, de manera que se comporta
como un mecanismo inducible de defensa del tumor al percibir la llegada de una RI
celular a su entorno.

Células T requladoras (Treg). Son un grupo de linfocitos CD4+ que expresan

constitutivamente el factor de transcripcion Foxp3 y el marcador de activacion CD25.
Estas células inhiben la actividad de linfocitos efectores mediante la generacion de
citoquinas inmunodepresoras como IL-10 y la expresion de moléculas como CTLA-4 y
PD-1. TGF-B vy otros factores del microambiente tumoral determinan la conversion de
linfocitos TCD4 efectores en Treg.

Células inmunosupresoras de origen mieloide. Los tumores inducen la

formacion y la acumulacion de células dendriticas tolerogénicas, macrofagos tipo M2 y
células supresoras de origen mieloide (una poblacion heterogénea formada por
precursores de monocitos y neutréfilos, que contribuye a la inhibicion de las
respuestas linfocitarias efectoras mediante induccion de linfocitos Treg, produccion de
citoquinas inmunodepresoras como el TGF-B, y por secuestro de los aminoacidos

esenciales para la actividad de los linfocitos como arginina, triptéfano o cisteina} (73).
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Figura 6. El ciclo de la inmunidad tumoral
Adaptado de Kim et al (74)

B.2 Inmunologia del Cancer de mama.

El Sl tiene un papel central en el mantenimiento del equilibrio biolégico del cancer de
mama. Segun la hipétesis de la inmunovigilancia, los tumores capaces de evadir al
sistema inmune son seleccionados gracias a la evolucion génica que han ido
experimentando mientras que los que no desarrollan mecanismos inmunosupresores
son finalmente eliminados. En la fase de eliminacién, una respuesta inflamatoria
aguda remodela el estroma e inicia la angiogénesis con la llegada de células inmunes
innatas como macrofagos, células dentriticas, NK y otras (75). Como consecuencia del
reconocimiento de las células tumorales transformadas por estas células inmunes

tiene lugar la produccién de citoquinas inflamatorias como interleukina-12 (IL-12) e
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interferon-gamma (IFN-y). Estas citoquinas promueven la activacion de las células
inmunes innatas haciendo que migren a los ganglios linfaticos que drenan al tumor
para presentar los antigenos a las células T (CD4+, CD8+) nativas. Una vez ya estan
las células T activadas se expanden y regresan al microambiente tumoral donde
puede inducir la muerte de la célula tumoral. En esta ultima situacion puede suceder
que se consiga la erradicacion completa del tumor o que evolucionen variantes
tumorales que escapan a la vigilancia inmunolégica siendo finalmente capaces de
desarrollar un tumor con un volumen determinado. La presion selectiva del sistema
inmune sobre las células tumorales puede resultar en que adquieran ciertas
capacidades que las predisponen a escapar de la vigilancia inmunolégica. Como
resultado se suceden una serie de mecanismos mayores que promueven activamente
el crecimiento tumoral como es el paso de una respuesta inmune antitumoral T helper
tipo 1 (TH1) a una respuesta inmune protumoral con linfocitos T helper tipo 2 (TH2), al
tiempo que se producen factores solubles por las células tumorales para inhibir las
células dentriticas y la funcion del linfocito T. En este contexto en el microambiente
tumoral predominan las vias inhibitorias de control inmune que acaban inactivando a
los linfocitos T especificos contra los antigenos tumorales. Asi el tumor adquiere una
completa autonomia independiente del sistema inmunoldgico, creciendo y

metastatizando sin control(76).
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Adaptado de Dunn GP et al (72)

Biomarcadores inmunolégicos

El impacto del ambiente inmunolégico en la progresion del cancer de mama depende
tanto del fenotipo del carcinoma como de los tipos de células inflamatorias que forman
el microambiente tumoral (71). Como hemos visto anteriormente el cdncer de mama
puede ser dividido en distintos subtipos basados en los perfiles de expresién génica.
Los carcinomas de mama triple negativos y HER2+ parecen tumores mas
inmunogénicos que los carcinomas luminal A, como se evidencia tanto en la
composicion de los TILs del microambiente tumoral como en los modelos de firmas
genéticas (77). Se ha descrito un mayor numero de TILs en carcinomas RE-
comparado con los carcinomas RE+. Los modelos de expresion génica de respuesta
inmune se asocian a mejor supervivencia en tumores RE-HER2- y en tumores HER2+
pero no para carcinomas RE+HER2-. Al contrario que en el carcinoma luminal, el
tumor basal-like tiene una elevada expresién de genes relacionados con la inmunidad

humoral favoreciendo los infiltrados linfocitarios TH2 (78).
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Linfocitos infiltrantes de tumor y agregados linfoides en cancer de mama.

Tanto los TILs como los agregados linfoides han sido relacionados con el prondéstico
de cancer de mama como analizamos en apartados anteriores. La presencia de TILs
dentro del microambiente tumoral puede ser evaluado por H&E y junto a IHC se puede
evaluar los diferentes linfocitos que caracterizarian los TIL. La presencia de TILs en
carcinoma de mama triple negativo es un factor prondstico independiente de mejora
en supervivencia global, menor recurrencia a distancia e incremento de supervivencia
libre de metastasis (70). La presencia de TILs residual tras QT neoadyuvante en los
carcinoma de mama triple negativo es también un factor de buen prondstico para
supervivencia global y libre de metastasis(69). La presencia de un elevado numero de
TILs en carcinomas HER2+ se correlaciona con una supervivencia prolongada y con la
respuesta a trastuzumab (79).

Entre los subtipos especificos de TILs, una presencia mayor de linfocitos T citotoxicos
CD8+, linfocitos T helper foliculares CD4+, linfocitos B CD20+, son predictores de
supervivencia en todos los subtipos de cancer de mama (80-81). Por el contrario, un
numero elevado de linfocitos T FoxP3+ se asocia con un mayor grado tumoral, RE
negativos y supervivencia libre de recaida y global mas corta (80). Hay trabajos
publicados en cancer de mama triple negativo en el cual en su primera recaida tienen
menos TlLs que su tumor primario(81). El significado clinico de los macréfagos que
infiltran los tumores es menos claro (82).

Los agregados linfoides son otros biomarcadores emergentes del microambiente
tumoral. También son llamadas estructuras linfoides ectdpicas o estructuras linfoides
terciarias. Estos agregados pueden ser agregados sueltos de linfocitos T y B o
nddulos bien organizados de linfocitos con un centro germinal. Estas estructuras

representan focos de inmunorregulacién que reflejan la respuesta inmune adaptativa
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en marcha (83). Estructuras similares se han observado en carcinomas de mama sin

tratamiento asociandose a menor riesgo de recaida y mejor supervivencia global (84).

TILs en el Cancer
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Figura 8. TILs en el cancer
Adaptado de Salgado et al (85)

TILs y respuesta a tratamiento.

La presencia de TILs y/o agregados linfoides en el microambiente tumoral de la mama
puede también predecir respuesta a tratamiento neo y adyuvante. Un numero elevado
de TILs se correlaciona con mayor probabilidad de alcanzar respuesta completa
patoldgica (pCR) tras tratamiento neoadyuvante (86). La presencia de un 60% de TlLs
0 una elevada expresion de RNA mensajero de genes inmunes, se correlaciona con
pCR a quimioterapia neoadyuvante con antraciclinas y taxanos en pacientes triple
negativas y para carcinomas HER2 + tratadas con esquemas que incluyan platino (70,
86). Altos niveles de TILs en carcinomas RE- predice pCR con quimioterapia
neoadyuvante con antraciclinas y en adyuvancia también se asocia a una mayor SLE
comparado con el esquema CMF (ciclofosfamida, metotrexate y fluoracilo) (87).

En el contexto de la adyuvancia, el predominio de TILs se asocia a una menor

recurrencia tras tratamiento adyuvante con trastuzumab en cancer de mama HER2+.
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Se ha objetivado una reduccion significativa de linfocitos T reguladores (Treg FoxP3)
en pacientes tratadas con un inhibidor de la aromatasa tipo letrozol (88).

La presencia de TILs en el lecho residual del microambiente tumoral tras un
tratamiento neoadyuvante es un factor prondstico favorable. La presencia de altos
niveles de CD8+ y bajo FoxP3 en los linfocitos residuales tras una quimioterapia
neoadyuvante se asocia con una mejora en supervivencia libre de recurrencia y global

(87,88).

Biomarcadores de la via PD-1 en cancer de mama.

La via PD-1 es uno de los puntos de control mas importantes para regular la respuesta
inmune dentro del microambiente tumoral (90). PD-1 es una molécula co-reguladora
expresada en los linfocitos activados. Su ligando, PD-L1 puede estar constitutivamente
sobreexpresado en las células tumorales por mutaciones, alteraciones cromosoémicas
o amplificaciones (91). En cancer de mama, la pérdida de PTEN ocasiona un
incremento en la expresiéon de PD-L1 tumoral y descenso de la proliferacion de células
T. En carcinomas con mutaciones TP53 la expresion de PD-L1 es mas frecuente que
con otras mutaciones, incluidas las de PIK3CA (92).

En cancer de mama, los porcentajes de expresion de PD-1 y/o PD-L1 en TILs o en las
células tumorales varian entre estudios. Es posible que las diferencias sean debidas al
tamafio de la pieza, a la forma de evaluacion (microarray o seccidon completa) y por el
método usado para detectar la expresion de PD-1/PD-L1(93). Globalmente, la
presencia de PD1+ TILs se asocia con un fenotipo agresivo, grado histolégico alto y
perdida de expresion de RE. PD-1+TILs se asocia con peor supervivencia en subtipo
luminal B y carcinomas basal-like (93).

El porcentaje de expresién de PD-L1 se ha detectado en el 34% de las células

tumorales de cancer de mama y del 41% en los TILs (94). La expresién de PD-L1 en
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el tumor se correlaciona también con grado tumoral y la perdida de expresién de RE.
Los porcentajes de expresion de PD-L1 en las células de cancer de mama triple
negativo varia entre un 19% y un 59% segun los estudios publicados (92). También
parece ser mas frecuente en el cancer de mama triple negativo los TlLs PD-1+ y las
células tumorales PD-L1+ que en otros subtipos de cancer de mama (92). Por otro
lado hay datos de que la expresion de PD-L1 se correlaciona con infiltrados TILs
CD8+(95) asi como su posible papel predictivo de respuesta completa patoldgica tras
quimioterapia en pacientes con elevada expresion de TlLs y de PD-L1(96).

En el momento actual la relacién entre la expresion de PD-L1 en el microambiente
tumoral y los resultados clinicos de las pacientes con cancer de mama no esta claro.
De los estudios publicados destacan dos que muestran resultados divergentes.
Muenst et al. concluye tras el analisis de 650 muestras de cancer de mama que la
expresion de PD-L1 por las células tumorales se asocia a peor SG en subgrupo
luminal B (HER2-), luminal B HER2 +, subtipo HER2+ y basal like (97). Sin embargo,
Schalper identifica en su estudio PD-L1 mRNA en casi el 60% de los tumores de
mama y se asocia con un aumento de TILs y una mejor supervivencia libre de
recurrencia (77).

Dos meta-analisis recientes, con 7802 y 2061 pacientes, encontraron que la alta
expresion de PD-L1 parece ser un factor pronostico adverso mientras que por el
contrario, niveles elevados de mRNA de PD-L1 se puede considerar un factor
pronostico positivo con mejores datos de supervivencia global y supervivencia libre de

recurrencia en pacientes con cancer de mama (98)(99).
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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El impacto que ocasiona el diagnéstico de cancer de mama en nuestra sociedad es,
cada vez, de mayor importancia. Esto es asi no sélo por su frecuencia sino también
por la comorbilidad que puede ir asociada a los diferentes tratamientos que se aplican
para conseguir su curacion. De todos los factores prondsticos conocidos, la afectaciéon
ganglionar en la axila es el principal predictor de supervivencia global y recurrencia. La
linfadenectomia era el procedimiento diagndstico que se empleaba para la
estadificacion de la axila en los afios 90 sin que esto redundara en un beneficio
terapéutico para las pacientes. En este sentido la biopsia selectiva del ganglio
centinela emergi6 como wuna alternativa pudiendo asi evitarse las temidas
complicaciones de la linfadenectomia axilar. Desde entonces han sido varios los
ensayos que han demostrado que la biopsia selectiva de ganglio centinela predice con
gran fiabilidad el estado patolégico de la axila, siendo mas costo-efectivo que la
diseccion ganglionar. Sin embargo, 20 anos después, quedan sin resolver ciertas
controversias en relacion a diferentes aspectos técnicos y clinicos que giran alrededor
de esta técnica como ya se ha comentado anteriormente, ademas de no ser una
técnica inocua en muchos casos.

En el proceso de tumorogénesis, el sistema inmunitario desempefia un papel
fundamental con efectos tanto promotores como inhibidores para los tumores. Se ha
visto que la presencia de TILs es un factor prondstico para el cancer de mama incluso
puede ser predictivo de respuesta a los tratamientos con quimioterapia neoadyuvante.
Ademas, se ha visto como una mayor expresion de TILs-CD8 se correlaciona con una
mayor supervivencia. Por otro lado, los TILs residuales tras quimioterapia
neoadyuvante en el carcinoma de mama triple negativo son también un factor de buen
prondstico para el intervalo libre de metastasis lo que sugiere un papel central de los

TILs/SI en la progresion tumoral.
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Sin embargo, no hay ningun estudio que relacione la presencia de TlLs, su fenotipo y
PD-L1 con la progresion tumoral regional valorada como la presencia o no de
afectacion del ganglio centinela en pacientes con cancer de mama temprano. Nuestro
estudio es el primero que determina el papel predictivo de los TILs y PD-L1 para la

afectacion ganglionar en el cancer de mama temprano.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL

ESTUDIO

o1



A.

HIPOTESIS

Estudios recientes parecen indicar que la presencia de TILs en los tumores es un

factor prondstico favorable e incluso predictivo de respuesta a los tratamientos

empleados en cancer de mama. Estos hechos sugieren que el Sl es capaz de frenar la

progresién tumoral, por lo que estudiar la expresion de los TILs en el cancer de mama

temprano junto con el analisis del fenotipo de estos TILs y PD-L1 en el microambiente

tumoral podria constituir una herramienta predictora de afectacién del ganglio

centinela, primer eslabdn en la progresion de esta enfermedad.

B.1

B.2

62

OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Primarios.

Correlacionar los infiltrados linfocitarios (TILs, CD3, CD8) y PDL-1 en el tumor
primario medido mediante tincion con H&E e inmunohistoquimica con la
presencia de afectacion tumoral de/los ganglios axilares obtenidos mediante
BSGC en pacientes con cancer de mama temprano.

Establecer un corte en la expresion de TlLs, CD3, CD8 y PDL-1 que pudiera

obviar la estadificacién ganglionar quirdrgica.

Secundarios

Establecer si existe relacion entre los TlLs, CD3, CD8 y PD-L1 en el tumor
primario y las diferentes variables clinico-patolégicas conocidas.

Describir la expresion de TILs, CD3, CD8 y PD-L1 con el fenotipo del cancer de

mama.



Relacion entre los TiLs, CD3, CD8 y PD-L1 por fenotipos y la probabilidad de
afectacién de ganglio centinela.

Establecer si existe relacién entre los TlLs, CD3, CD8 y PDL-1 en el tumor
primario y la supervivencia libre de enfermedad.

Establecer la relaciéon entre la afectacion del ganglio centinela con la

supervivencia libre de enfermedad.
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4. MATERIAL Y METODOS
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A. Diseno del estudio, poblacion, criterios de

inclusion y exclusion y tratamiento.

AA1 Disefio

Se trata de un estudio de cohorte retrospectiva llevado a cabo en los servicios de
anatomia patolégica, ginecologia, cirugia y oncologia médica de la Agencia Sanitaria
Costa del Sol. En él, se han incluido un total de 138 pacientes con diagndstico de
cancer de mama temprano a las que se les ha realizado BSGC. Estas pacientes
fueron valoradas en la unidad de mama de nuestro centro en el periodo comprendido

entre septiembre-2009 y noviembre-2012.

A.2  Criterios de inclusiéon y exclusion
Los criterios para la eleccion de nuestra cohorte fueron los siguientes:

Criterios de inclusion

¢ Sexo femenino.

e Edad = 18 afios.

¢ Diagnostico de carcinoma de mama infiltrante en estadio temprano segun la 7°
edicion de la AJCC(24) candidata a estadificacion ganglionar axilar mediante
BSGC.

e EIl tamafio del tumor fue valorado por ecografia y mamografia y debia ser < 5
cm. Si existia discordancia radiolégica, se aceptaba el diametro mayor de ellos.

e Ausencia de afectacion ganglionar axilar clinica o ecografica.

e Estudio de extension con radiografia de térax negativo.

Criterios de exclusion

e Tumores multicéntricos.
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¢ Histologia diferente a adenocarcinoma.

e Ausencia de tejido para estudio.

¢ Tratamiento con quimioterapia neoadyuvante.

¢ Antecedentes de otra neoplasia de mama contralateral o metacronica.

e Denegacion del consentimiento informado.

A.3  Procedimiento quirargico

Todas las pacientes del estudio fueron sometidas a cirugia del tumor primario
(conservadora o mastectomia) y BSGC con o sin LA. La localizaciéon del ganglio
centinela se llevd a cabo en todos los casos mediante técnica doble con rastreo
isotdpico y colorante vital. Hasta septiembre de 2011 a todas las pacientes con
afectacion de alguno de los ganglios centinelas, se les sometié a LA reglada. A raiz de
la publicacion de los resultados del estudio Z0011(33) las pacientes con afectacién

microscopica en la BSGC no fueron sometidas a LA.
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A.4 Variables

Las variables que se han recogido para el estudio aparecen en la siguiente tabla:

Tabla 9. Variables a estudio

|
Variable Tipo Valores nstrume'n to
de recogida
Mononucleares
en estroma
Linfocitos T CD3 Cuantitativo continuo Porcentaje L
en estroma Tincion
Linfocitos T CD8 inmuno-
en estroma histoquimica
titati tegori <1%(-) | en laminilla

PD-L1 ic Cuar] tafivo C_a egor_lco Porcentaje °() !

continuo dicotomizado 21%(+)

— o <1%(-

PD-L1 tumor Cuaptltatlvo C_ategor_lco Porcentaje %()

continuo dicotomizado 21%(+)
Tabla 10. Variables demogréficas
Variable Tipo Valores Instrumento de

recogida

Sexo Cualitativa nominal Hombre mujer Historia clinica
Edad Cuantitativa discreta Anos
Fecha Fecha Dia, mes, afno
diagnéstico
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Tabla 11. Variables del tumor

Instrument
Variable Tipo Valores o de
recogida
. . .. ductal | Cualitativo 1=ductal
Tipo histolégico .
otros nominal 2= resto
1"<1mm T1m”
2:">1<5mm T1a”
Tamafio patolégico Cualitativo 3:">5<10mm T1b” Historia
P 9 nominal 4:">10<20mm T1c¢” .
clinica
5:">20<50mm T2”
6: “>50 mm T3”
1:si
‘. Categorico
Invasion Vascular . 2: no
dicotémico :
3: no determinada
Cuantitativa )
. porcentaje
continua
Ki67 Catedérica 1: <20%
diioigfnica 2:220%
9: no determinado
1: positivo
- Categorica P -
Receptor estrogénico S 2: negativo
dicotémica .
9: no determinado
1: positivo
Categorica > .
Receptor progesterona . . 2: negativo
dicotémica :
9: no determinado
Cateddr 1: positivo
HER2 ategorica 2: negativo
dicotémica .
9: no determinado
Categorica 0: no afectado
li inel
EEIO (LT dicotémica 1: afectado
0: no
. 1- si
Linfadenectomia axilar C.ategor.lca S! -
dicotémica 9: no conocida o no

procede
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Tabla 12. Variables de seguimiento

Instrumento
Variables Tipo Valores
recogida
1:si
Categorica
Recaida 2:no
dicotomica
3: perdida
Fecha 1% recaida Fecha Dia, mes, afo
Fecha ultimo seguimiento Fecha Dia, mes, ano
1: VSE
Historia clinica
2: VCE
Cualitativo
Estado ultimo seguimiento 3: MSE
nominal
4: MCE
5: perdida
Cuantitativo
Supervivencia libre enfermedad meses
continuo

e Supervivencia global: tiempo que transcurre desde el diagndstico de cancer de

mama hasta la muerte por cualquier causa. Su calculo es el resultado de la

diferencia entre la fecha del éxitus o ultimo seguimiento y la fecha del

diagnostico.

e Supervivencia libre de enfermedad.: tiempo que transcurre desde la fecha del

tratamiento quirdrgico hasta la primera evidencia de recaida local o a distancia.

Su calculo es el resultado de la diferencia entre la fecha de la recaida o ultimo

seguimiento y la fecha de la cirugia.
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B. Procedimientos del estudio

B.1 Selecciéon de muestras

Las muestras se recogieron del laboratorio de anatomia patologica de la Agencia
Sanitaria Costa del Sol. Se utilizaron muestras archivadas en parafina. Se emplearon
nuevas laminas tefiidas en H-E para el analisis de TILs asi como para el estudio
inmunohistoquimico de los anticuerpos CD3, CD8 y PD-L1. Antes de la tincién,
especimenes sin células tumorales o con células cuestionables se excluyeron del
analisis. La interpretacion de los resultados de todas las muestras de H-E e
inmunohistoquimica fue realizada por dos patélogos. Los casos con resultados

confictivos fueron reevaluados hasta la obtencién de un consenso.

B.2 Procesado de las muestras biolégicas.

Se usaron bloques de parafina procedentes de pacientes diagnosticadas de carcinoma
de mama. Se le realizé un corte de H-E a 3 micras y cortes en portaobjetos tratados
para estudio inmunohistoquimico de los siguientes anticuerpos: CD3(clona 2GV6),
CD8(SP57) y PDL-1(SP142). El estudio inmunohistoquimico es automatizado en
BerchmarK ultra IHQ/ISH Staining Modulo, siendo el procedimiento U OptiView DAB
IHC.

El modelo de tincion celular de CD3 y CD8 es tincion de membrana.

El estudio de PDL1 se realiza con control positivo incluido en la muestra a estudiar y
un control negativo de forma independiente. El modelo de tincién celular de VENTANA
PDL1 es una tincibn membranosa perimetral parcial o completa de las células
tumorales (con o sin componente citoplasmatico) y una tinciéon discontinua o lineal de

las células inmunitarias.
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Procesado e interpretacion de RH, HER2, Ki67

La determinacion de los receptores hormonales se analizé mediante IHQ en tejido
fijado en formol al 10% e incluido en parafina. Se usaron anticuerpos primarios de
conejo y raton de laboratorio Dako Denmark A/S, Dinamarca).

Nos basamos en las recomendaciones de la ASCO y del CAP para la valoracién de
los receptores de estrégenos y progesterona (100)(101).

Se informd el porcentaje de células tumorales positivas de cualquier intensidad.
Tumores con el 1% o mas de células tumorales invasivas, se consideran como
positivos, pues algunos trabajos demuestran que se pueden beneficiar del tratamiento.
Receptores estrogenos: para la inmunodeteccion de los RE se utilizd un anticuerpo
primario anti-RE de conejo (clona SP1; Master Diagnéstica S.L)

Receptores progesterona: para la inmunodeteccion de los RP se utilizd un anticuerpo

primario anti-RP de ratén (clona Y85; Master Diagnéstica S.L)

HER2, mediante técnicas de IHQ, se detecta la sobreexpresion de la proteina: para la
inmunodeteccion se utilizé el Herceptest TM DakoCytomation Autostainer (Kits) que
incluye anticuerpo policlonal de conejo anti Her2 (Dako Denmark A/S, Dinamarca) en
una solucién comercial prediluida, con un tiempo de incubacién de 30 minutos a
temperatura ambiente. Interpretacion de los resultados por IHQ:
- Negativo (0): Ausencia de tincion de membrana o tincion en menos del 10% de
las células.
- Negativo (1+): Tincion de membrana débil e incompleta en mas del 10% de las
células.
- Equivoco (2+): Tincién completa de membrana, débil o moderada, en mas del

10% o tincion completa e intensa en 10-30% de las células.
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- Positivo (3+): Tincion de membrana completa e intensa en mas del 30% de las
células.
Un resultado equivoco (2+) se sometia posteriormente a un estudio mediante
hibridacion (FISH o CISH). También se realiza en casos de duda sobre la idoneidad de
la técnica de IHQ. Interpretacién de resultados del analisis por FISH:
- Negativo (No amplificado): Ratio de sefales del gen HER2 frente a sefales del
cromosoma 17 menor de 1,8 6 < 4 copias del gen HER2 por nucleo.
- Positivo (Amplificado): Ratio de senales del gen HER2 frente a senales del
cromosoma 17 mayor de 2,2 6 > 6 copias del gen HER2 por nucleo.
- Equivoco: Ratio de sefales del gen HER2 frente a sefales del cromosoma 17
entre 1,8y 2,2.
No interpretable: Si ocurre alguna de las siguientes circunstancias:
¢ No hay presencia de sefiales de una u otra sonda en al menos 20 células.
e Silas sefiales son débiles o inexistentes en mas del 25% de las células.
e Los controles no se consideran 6ptimos.
¢ No es posible valorar como minimo dos areas diferentes de carcinoma

infiltrante.

Ki-67: Para la inmunodeteccion del marcador Ki 67 se utilizd un anticuerpo primario

anti Ki-67 de conejo (Clona SP6; Master Diagndstica S.L.).
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Interpretacién de los infiltrados linfocitarios, CD3 y CD8.

La cuantificacion de TILs en el tejido tumoral se realiz6 siguiendo el Consenso sobre la

metodologia de lectura y evaluacion de TILs en tumor primario de cancer de

mama(85).

4

La determinacion de los TILs en cancer de mama esta basada en los TILs
presentes en el compartimento estromal. El porcentaje de TILs estromal es el
area de tejido estromal infiltrado por TILs sobre el total del area estromal
intratumoral.

Se evaltan los TILs que estén dentro de los bordes del cancer de mama
infiltrante.

Se excluyen los TlLs que estan fuera de los bordes tumorales y alrededor de
focos de cancer de mama ductal in situ y/o I6bulos normales.

Se excluyen los TILs que estan en zonas tumorales con artefactos, necrosis,
hialinizacién regresiva asi como también en el sitio donde se hizo la biopsia
previa.

Todas las células mononucleares (asi como los linfocitos y células plasmaticas)
deben ser evaluadas. Los leucocitos polimorfonucleares deben ser excluidos.
Una seccion de tejido por paciente (4-5 micras, aumento x200-400) se
considera en la actualidad que es suficiente.

La seccion completa del tumor es preferible a una biopsia siempre que sea
posible. En nuestro estudio se evalud la seccién completa del tumor.

Se realiza una evaluacion del promedio de TILs en todo el area tumoral. No
debe centrarse en ningun punto concreto.

Se aconseja que los TILs se midan en forma de variable continda. De esta
forma, la informacion biolégica resultante de este parametro permitira un

analisis estadistico mas riguroso.



Debido a la importancia creciente de la caracterizacion molecular de los
infiltrados linfocitarios en el microambiente tumoral, en nuestro estudio se
determina CD3 y CD8 como marcadores de linfocitos T y T citotdxicos,
respectivamente, siguiendo las mismas recomendaciones previamente
descritas para los TILs pero con una tincion de inmunohistoquimica especifica
para CD3 y CD8. Se ha realizado una ratio para determinar el porcentaje de

infiltracién de CD3 y CD8 en relacién al estroma tumoral.
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Paso 1: Seleccionar area tumoral

ﬂ

Paso 2: Definir el area del estroma

Paso 3: Visualizar a bajo aumento

ﬂ

Paso 4: Determinar el tipo de infiltrado inflamatorio

Infiltrado de
TiLs
mononucleares
en el estroma

Paso 5: Evaluar el porcentaje de TILs en el estroma
(ejemplos de porcentaje en la figura inferior)

Excluir los
granulocitos
de areas
necroticas

0-10% TILs estromales  20-40% TILs

Para grupos
intermedios

evaular diferentes
areas a mayor
aumento.

Figura 9. Metodologia de lectura de los TILs
Adaptada de Salgado et al(85)
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Interpretacion de las muestras tenidas con PD-L1.

La expresion de PD-L1 se evalud en la membrana y el citoplasma de la célula tumoral
y en el infiltrado inflamatorio. El porcentaje de células tefidas se evalu6é en todo el
corte histologico.

Se considerd un resultado positivo para la tincion la presencia de mas de 1% de
células tumorales o células inflamatorias con expresién positiva para PD-L1 y negativo
cuando la presencia era inferior al 1%. El resultado se expres6 también como variable
continua en forma de porcentaje en relacion al epitelio tumoral y al infilirado

inflamatorio.

C. Plan estadistico.

Se realizdé andlisis descriptivo utilizando distribucién de frecuencias para variables
cualitativas; y medidas de tendencia central (media), dispersion (desviacidon estandar)
y posicion (mediana y rango intercuartilico [Percentil 75 — Percentil25]) para las
variables cuantitativas, utilizando exclusivamente las de posicibn cuando la
distribucion no es normal (caso de test de rachas significativo) o para comparacién de
grupos con muestra inferior a 30.

En funcion de la naturaleza de las variables para el analisis bivariado se seleccionaron
los siguientes test estadisticos. Asi, para evaluar la correlacién entre dos variables
cuantitativas, se utilizé el coeficiente de correlacion de Pearson o Rho de Spearman
en caso de distribucion no normal (representando graficamente mediante el grafico de
dispersion). Para evaluar diferencias en la distribucién entre una variable cuantitativa y
una variable cualitativa dicotomica, se utilizo el test de U-Mann-Whitney; el test H de
Kruskal-Wallis para variable cualitativa con tres o mas categorias; y se representaron

mediante el diagrama de cajas (o boxplot). Para determinar diferencias entre dos
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variables cualitativas se utilizé el test de Ji-Cuadrado (o test de Fisher en caso de
frecuencia esperadas inferior a 5.

Se construyé modelo de regresion logistica multivariante tomando como variable
resultado la presencia de afectacion ganglionar, incluyendo por método por pasos
hacia delante los TILs junto con el fenotipo, valorando el RR con respectivo 1C95%.
Finalmente, se realizé andlisis de regresion de Cox para evaluar supervivencia libre de
recaida y supervivencia, de forma independiente para cada uno de los marcadores de
infiltracién; describiendo Hazard Ratio (HR) con correspondiente intervalo de confianza
al 95%, y representando las curvas de supervivencia.

En los diferentes analisis se establecio el nivel de significacion estadistica en p<0,05.

D. Aspectos éticos del estudio.

A todas las pacientes diagnosticadas de cancer de mama temprano que cumplian los
criterios de inclusion y ninguno de exclusion, se le solicitdé consentimiento informado.
Se ha dispone de la aprobacién del estudio por el comité de Etica de la Investigacion
del Hospital Costa del Sol.

El presente estudio se llevd a cabo siguiendo los principios de la declaracién de
Helsinki. Todos los datos recogidos en este proyecto se registraron de forma anénima,
siguiendo estrictamente las leyes y normas de proteccién de datos en vigor (Ley
41/2002 de 14 de noviembre; Ley 15/1999 de 15 de diciembre).

Con el fin de proteger la confidencialidad de la informaciéon personal de los
participantes se precisé que:

» Todos los datos que puedan identificar al participante se mantuvieron separados del
resto de la informacion recogida en la ficha de recogida de variables.

» Cada caso del estudio contd con un numero de identificacion que fue el que figuraba
en las bases de datos.
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« El analisis de la informacién se hizo siempre de forma agregada y nunca individual.

» Todos los investigadores implicados en el proyecto se comprometieron a cumplir las
normas necesarias para preservar la confidencialidad de la informacion facilitada por
los participantes.

» Todas las bases de datos del proyecto estuvieron protegidas electronicamente con

cbdigos que limitaron el acceso unicamente a los investigadores del proyecto.
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5. RESULTADOS
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A. Analisis descriptivo de la cohorte de estudio.

La muestra de nuestro estudio esta constituida por 138 pacientes con cancer de mama

temprano a las que se les realizé BSGC.
Las caracteristicas de la muestra se presentan en la tabla 13.

La mediana de edad fue de 58 afios y el 68,8% eran pacientes postmenopausicas. El
tipo histolégico predominante fue el ductal (78,3%). El tamafio patoldgico del tumor < 2
cm se presentd en el 81,9% de las pacientes. Predominaban las pacientes con RE
positivos (81,2%). Tenian sobreexpresion de HER2 el 13,8% de la muestra. El 37,0%
fueron tumores de alto grado (G3). La presencia de invasién vascular estaba presente
en el 23,2% de la muestra. La mediana de Ki67 en nuestra cohorte fue del 20%. El
51,8% de las pacientes tenian un ki67 = 20%.

De las pacientes que se sometieron a BSGC, ésta resulté positiva en el 37,7 % de los
casos (n=52). Se realiz6 linfadenectomia axilar al 24,6% (34 pacientes) de las cuales
tenian afectacién ganglionar macroscépica el 21,7% (30 pacientes).

Atendiendo a inmunofenotipos, el luminal fue el mas frecuente 81,2%, seguido del

triple negativo (12,3%) y HERZ2 puro (6,5%).

Tabla 13. Descripcion de la cohorte

Caracteristicas de la muestra Mediana | Intervalo
Edad 58 32-79
N:138 % valido
Premenopausica | 43 31,2 %
Estado premenstrual
Postmenopausica | 95 68,8 %
Ductal 108 78,3 %
Tipo histolégico Lobulillar 10 7,2 %
Otros 20 14,5 %
I 34 24,6 %
o
Grado Il 53 38,4 %
Il 51 37%
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Invasién vascular Presente 32 232 %
Ausente 106 76,8 %
. > 20% 71 51,8 %
Ki67 < 20% 67 48,2 %
Receptor Estrogénico Positivo 12 81.2%
Negativo 26 18,8 %
Receptor Progesterona Positivo o7 70.2%
Negativo 41 29,8%
Positivo 19 13,8 %
HER2 Negativo 119 86,2 %
pT1ia 6 4,3 %
Tamaio pT1b 27 19,6 %
pTic 80 58 %
pT2 25 18,1 %
.. Presente 52 37,7 %
Afectacion GC Ausente 86 62,3 %
Macroscopica 30 21,7%
Tipo de Afectacion ganglionar Microscopica 15 10,8 %
Células aisladas | 7 5,0 %
Linfadenectomia axilar Si 34 24,6 %
No 104 75,4 %
Luminal 112 81,2 %
Inmunofenotipo HER2 puro 9 6,5 %
Triple Negativo 17 12,3 %
Recaidas 12 8,7 %
Exitus 4 2,9 %

Tras una mediana de seguimiento de 52 meses (45-62), el 8,7% de las pacientes han

presentado recaida tumoral y 2,9% han sido éxitus.

A Analisis descriptivo de los TiLs, CD3, CD8 y PD-L1 evaluados en cancer

de mama temprano.

Se dispone de los resultados de la infiltracion por TILs y linfocitos CD3 y CD8

estudiados en la totalidad de la cohorte (n:138). La determinacion de PD-L1 se realizé

sobre 87 pacientes (63%).
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En las 138 muestras analizadas la mediana del porcentaje de infiltracion de TILs en el

estroma tumoral fue de 2% (Rl 4%, 1%-5%). La mediana de CD3 en el estroma fue

1,6% (RI 3,95%; 0,8%-4,75%) y para CD8 1,4% (RI 3,57%; 0,70%-4,27%). Tabla 14

La mediana de expresién de PD-L1 como una variable continua fue <1%.Tabla 14

Categorizando PD-L1 en positivo si 21% y negativo si <1%, se objetivdo PD-L1+ enicy

epitelio tumoral en el 40,2% (n:35) y 9,2% (n:8) de las pacientes respectivamente. Tabla

15

Tabla 14. Descripcién del porcentaje de infiltraciéon de TILs, CD3, CD8 y PD-L1 en la cohorte de estudio

TILs CD3 CD8 PD-L1ic | PD-L1 tumor
% mediana
expresion 2 1,6 1,4 0,5 0
en estroma
Min-Max 0,5-80 | 0,25-64,0 0,21-60,8 0-30 0-5
Rango

4(1-5) | 3,95(0,8-4,75) | 3,57 (0,7-4,27) | 2,5(0,5-3,0) 0,5(0-0,5)
Intercuartilico

Tabla 15. Descripcién del PD-L1 categorizado en positivo y negativo en la cohorte de estudio

N:87 PD-L1 ic PD-L1 tumor
Estado Categorizado n (%) n (%)
Positivo (21%) 35 (40,2) 8(9,2)
Negativo 52 (59,8) 79 (90,8)
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Figura 12. 65% linfocitos CD3 en estroma (20x) Figura 13. 50% linfocitos CD8 en estroma (20x)

Figura 14. <1% linfocitos CD3 en estroma (20x) Figura 15. <1% linfocitos CD8 en estroma (20x)

Figura 16. PD-L1 5% en epitelio tumoral (40x)  Figura 17. PD-L1 30% en celularidad inmune (20x)

Las imagenes corresponden a evaluaciones parciales del cristal de la laminilla
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A.2 Relacion entre la expresion de TIiLs, CD3 y CD8 con la afectacion del

ganglio centinela.

En nuestra cohorte la mediana de infiltracion de TILs en el estroma tumoral en las
pacientes con GC positivo fue superior respecto a las del grupo de GC negativo pero
esta diferencia no fue estadisticamente significativa (4% vs 2% con p=0,195). La
presencia de linfocitos CD3 y CD8 en el estroma también fue mayor en las pacientes
con GC positivo pero no mostré diferencias significativas respecto a la pacientes con

GC negativo. Tabla 16

A.3 Relacién entre la expresion de PD-L1 con la afectacion del ganglio
centinela.

La mediana de expresion de PD-L1 en los infiltrados linfocitarios y en epitelio tumoral
(PD-L1_ic y PD-L1_t ) en los 87 casos evaluados fue 0.5 % y 0% respectivamente
tanto en pacientes con GC positivo como negativo, lo cual no mostr6é diferencias
estadisticamente significativas. No se encontré relacién entre la expresién de PD-L1

positivo o negativo y el estado del GC. Tabla 16

Por tanto, para el objetivo principal, en nuestra serie de pacientes, no se ha
encontrado correlacion estadistica entre los infiltrados linfocitarios y fenotipo de estos
infiltrados (CD3 y CD8) en el tumor primario con la afectacion del GC. Tampoco la
expresion de PD-L1_ic y PD-L1_t predice el estado del GC.

No se ha podido establecer un punto de corte que permita discriminar la probabilidad

de afectacion del ganglio centinela con ninguno de los cinco parametros estudiados.
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Tabla 16. Porcentaje de infiltracion de las variables de estudio segun el grado del GC

Variable Ganglio Centinela p
POSITIVO (n:52) NEGATIVO (n:86)
% mediana RI (Q1-Q3) % mediana RI (Q1-Q3)
TILs 4 4 (1%-5%) 2 4 (1%-5%) 0,195
CD3 3,35 3,78 (0,9%-4,68%) 1,2 4,2 (0,5%-4,75%) 0,130
CD8 2,56 3,42 (0,85%-4,27%) 0,95 3,87 (0,47%-4,33%) | 0,156
PD-L1 ic 0,5 20 (0%-20%) 0,5 30 (0%-30%) 0,396
PD-L1 tumor 0 5 (0%-5%) 0 3 (0%-3%) 0,173

A4 Relacion entre TILs, CD3, CD8 con variables clinico-patolégicas
conocidas.

En nuestro estudio las pacientes cuyo tumor era grado lI-lll, histologia ductal, receptor
estrogénico negativo y Ki67 220% presentaron mayor porcentaje de TlLs, CD3 y CD8
con significacion estadistica (p <0,05). Las pacientes con receptor de progesterona
negativo tenian mayor porcentaje de TILs y CD3 comparados con las pacientes con
receptor de progesterona positivo con diferencias significativas (p:0,007). Sin embargo
el infiltrado de CD8 en el estroma no fue diferente entre las pacientes con receptor de
progesterona positivo o negativo.

No se encontraron diferencias en TlLs, CD3 ni CD8 en relacion con la edad, el tamafio
tumoral o la presencia de invasion vascular. Las pacientes con sobreexpresién de
HER2 + tenian mayor presencia de TILs, CD3 y CD8 pero no se alcanzo6 la

significacion estadistica. Tabla 17
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Tabla 17. Porcentaje de infiltracién de las variables de estudio segtn factores clinico-patolégicos

% TILs variable continua

% CD3 variable continua

% CD8 variable continua

N Mediana Cuartiles RI P Mediana Cuartiles RI P Mediana Cuatriles RI P
(%) (rango) (Q1-Q3) (rango) (Q1-Q3) (rango) (Q1-Q3)
138 2 1,6 14
TODOS (100) (05-80) (1-5) 4 (0,25.64,0) (0,8-4,75) | 3,95 (0,21-60,8) (0,7-4,27) | 357
3 3,05 1,90 (0,85-
<50 39 (0.5-60) (1-5) 4 (0.3-54) (0.9-475) | 385 (0.27.48,45) 4.45) 3,6
EDAD
2 1,4 (0,80- 1,12 (0,57- 0.2
2 -
=20 L) (0,5-80) -9 4 0288 (0,25-64) 4,62) 382 | Bl (0,21-60,8) 4,16) & 42
25 2,25 1,80 (0,75-
ductal 108 (0.5.80) (1-10) 9 (0.25-64) (0,87-8) 7,13 (0.260.8) 457) 3,82
HISTOLOGIA
1 09 y (0,47- 0,0
otros 30 (0,560) (0,625-2) 1,37 0,007 (0,30-24) (0,5-1,9) 14 0,015 (0,21115,20) 1.30) 1,33 >
1 (0,87- 0,92 (0,49- 0,85 (0,45-
! 34 (0,5-20) 2,00) 112 (0,25-14) 1,67) 1.18 (0,21-12,6) 1,53) 1.08
GRADO
3 2,7 (0,90- 2,28 (0,82- 0,0
-1 104 (0,5.80) (1-10) 9 0,02 (0,25-64) 8.00) 71 0,01 (0,24-60,8) 478) 3,96 5
. 4 3,35 2,56
Positivo 52 (0,5-80) (1-5) 4 (0,3-60) (0,9-4,68) 3,78 (0,21-45,60) (0,8-4,27) 3,42
GC
. 86 4 1,2 0,95 (0,47- 0,1
Negativo (05-80) (1-5) 4 0,195 (0.25:64) (0,5-4,75) 42 0,13 (0,23.:60,80) 4.33) 3,87 55
2 1,4 1,26 (0,64-
<2cm 11 (0.5-80) (1-5) 4 (0.25-64) (0,8-4,5) 3,7 0.21-60) 427) 3,63
T
5 4 2,8 (0,85- 0.2
>, - X
2 cm 27 0,580) (1-10) 9 0,124 (0,45-56) (0,9-9) 8,1 0,070 (0,4345,60) 4.80) 3,95 T
- 1,5 0,97 0,92 (0,51-
Positivo 112 (0.5.80) (1-5) 4 (0.25-64) (0,72-45) | 3,78 ©21.971) 3.80) 3,29
RE
. 20 11 19,1 52 (1,3 11,9 | 0,0
Negativo | 26 (0,5:80) (2-45) 44 S0.001 (0,45-60) (Le2.20) g | %% | (036-4845) 13,25) 5 01
- 2 1,4 1,12 (0,64-
Positivo 97 (0.5-60) (1-5) 4 (0,25-64) (0.8-4.5) 37 (0,21-60,8) 3,80) 316
RP
. 5 4 15,1 2,56 (0,76- 0,0
Negativo 41 (0,5.80) (1-30) 29 0,007 (0,45-60) (0,85-16) 5 0,007 (0,36.48,45) 10.50) 9,74 T
- 3 2,7 2,56 (0,76-
Positivo 19 (0,5-80) (1-20) 19 (0,48-60) (0,8-16) 15,2 (0,45.40,38) 8,80) 8,04
HER2
: o 2 p 15 1,26 (4,05- 0,0
Negativo | 118 (0,5-80) (1-5) 4 0,115 (0.25:64) (0,8-4,5) 3,7 0,093 (0.21:60,8) 10.24) 6,19 T
1 0,95 0,90 (0,45-
<20 67 (0,5-20) (-5 4 (0,25-14) (0.5-3.87) 3,87 (0,21-12,60) 3,28) 283
Ki67
5 4,25 <0,0 3,70 (0,85- <0,
2. - -
220 71 0,580) (1-20) 19 <0,001 (0.4-64) (0.9-155) | 14,6 = (0,36-60,8) 8.73) 788 | o
. 4 4 2,8 (0,85-
INVASION Si 32 (0,5-60) (-5 4 (0,3-54) (0.9-4.79) 3,85 (0,27-43,20) 4,41) 3,56
VASCULAR 2 1,4 (0,77 1,19 (0,60 0,1
o il (0,5-80) -9 4 .27 (0,25-64) 4,75) se8 | D2 (0,21-60,8) 4,27) & 93
. 1,5 0,97 (0,72- 0,92 (0,51-
Luminal | 112 (0,5-80) -5 4 (0,25-64) 4,50) 3.78 (0,21-60,8) 3,80) 329
FENOTIPO HER2 9 (1?20) (6,5-50) 435 © 9154_60) (5,35-29) 23;6 © ;’;7 8) (36-18,3) | 147
10 5 20,7 <0,0 2 (0,83- 0,0
™ i (0,5-80) (1,5-50) 485 o0d (0,45-56) (1.27-22) 3 01 (0,36-48,45) 13,6) 127 01

* 1 valor perdido
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A5

Relacion de PD-L1 con variables clinico-patolégicas conocidas.

Las pacientes con tumores grado lI-lll, Ki67 =20, receptor estrogénico y progresterona

negativo demostraron expresar mayor porcentaje de PD-L1_ic y PD-L1_t con

diferencias estadisticamente significativas.

Los tumores > 2 cm expresaban mas PD-L1_ic que los tumores <2 cm (2,5% vs 0,5%,

p:0,009). No hubo diferencias segun el tamafio tumoral en la expresion de PD-L1_t.

Tabla 18

Tabla 18. Porcentaje de expresiéon de PD-L1 segun factores clinico-patolégicos

% PD-L1 Células Inmunes (PD-L1_ic)

% PD-L1 tumor (PD-L1_t)

Mediana Cuartiles (Q1- Mediana Cuartiles (Q1-
N (%) RI P RI P
(rango) Q3) (rango) Q3)
Todos (Z; 0,5 (0-30) (0,5-3) 2,5 0 (0-5) (0-5) 4
EDAD <50 27 0,5 (0-10) (0,5-3) 2,5 0(0-1) (0-0,5) 0,5
250 60 0,5 (0-30) (0,5-2,75) 2,25 | 0,491 0 (0-5) (0-0,5) 05 | 0,387
Ductal 74 0,5 (0-30) (0,5-3) 2,5 0 (0-5) (0-0,5) 0,5
HISTOLOGIA
otros 13 0,5 (0-5) (0,5-1,75) 1,25 | 0,217 0 (0-0,5) (0-0) 0 0,136
| 14 0,5 (0-5) (0,37-0,5) 0,13 9 (0-0) (0-0) 0
GRADO
-1 73 0,5 (0-30) (0,5-3) 25 | 0,023 0(0-0,79) (0-0,5) 0,5 | 0,006
- Positivo 34* 0,5 (0-20) (0,5-5) 45 0 (0-5) (0-0,5) 0,5
Negativo | 49** 0,5 (0-30) (0,5-2) 1,5 | 0,396 0(0-3) (0-0,5) 05 | 0,173
T <2cm 65 0,5 (0-30) (0,5-1) 0,5 0 (0-5) (0-0,37) 0,37
>2cm 22 2,5 (0-20) (0,5-6,25) 5,75 | 0,009 0,5 (0-1) (0-0,5) 0,5 0,27
RE Positivo 60 0,5 (0-20) (0,5-0,87) 0,37 0 (0-3) (0-0) 0
Negativo 27 3(0-30) (0,5-10) 9,5 | <0,001 0,5 (0-5) (0-1) 1 <0,001
RP Positivo 55 0,5 (0-20) (0,5-1) 0,5 0 (0-3) (0-0) 0
Negativo 32 2 (0-30) (0,5-8,75) 8,25 | <0,001 0,5 (0-5) (0-0,5) 0,5 | <0,001
HER? Positivo 14 1 (0-30) (0,5-4) BI5 0,5 (0-5) (0-0,5) 0,5
Negativo 73 0,5 (0-30) (0,5-2,5) 0,292 0(0-3) (0-0,5) 0,5 0,13
- <20 32 0,5 (0-5) (0,5-0,5) 0(0-0,5) (0-0) 0
220 56 1(0-30) (0,5-5) 45 | 0,001 0,25 (0-5) (0-0,5) 0,5 | <0,001
INVASION Si 22 0,5 (0-30) (0,5-1,5) 1 0 (0-5) (0-0,5) 0,5
VASCULAR No 65 0,5 (0-30) (0,5-3) 25 | 0,543 0(0-2) (0-0,5) 05 | 0,798
Luminal 61 0,5 (0-20) (0,5-0,87) 0,37 0 (0-0) (0-0) 0
FENOTIPO HER2 9 2 (0-20) (0,5-12,5) 12 0,5 (0-5) (0-1,75) 1,75
N 17 3,5 (0,5-30) (0,87-10) 9,13 | <0,001 0,5 (0-2) (0-1) 1 <0,001

*2 valores perdidos.

** 2 valores perdidos
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A.6 Relaciéon entre TILs, CD3, CD8 con diferentes fenotipos de cancer de
mama.

El fenotipo HER2 fue el subgrupo que presenté mayor porcentaje de TILs (20%, RI
6,5-50), CD3 (14%, RI 5,35-29) y CD8 (8,4%, RI 3,6-18,3) seguido del fenotipo TN
(TILs 10% RI 1,5-50; CD3 5% RI 1,2-22; CD8 2%, RI 0,8-13,6) y Luminal (TILs 1,5%
RI 1-5; CD3 0,97% RI 0,7-4,5; CD8 0,92%, RI 0,5-3,8) con diferencias significativas.

Tabla 17

A.7 Relacion entre PD-L1 con los diferentes fenotipos de cancer de mama.

La expresion de PD-L1_ic fue mayor en fenotipo TN (PD-L1 ic 3,5%, RI 0,5-30)
seguido de fenotipo HER2 (PD-L1 ic 2%, Rl 0-20) y minima expresion en luminal. La
expresion de PD-L1_t fue mayor para el fenotipo HER2 (PD-L1 t 0,5%, RI 0-1,75)
seguido de TN (0,5%, RI 0-1). El fenotipo luminal no present6 expresion de PD-L1_t.

Todas estas diferencias fueron estadisticamente significativas.

Tabla 18

A.8 Relacion entre TILs, CD3, CD8 en fenotipos y la afectacién de ganglio
centinela.

La mediana de TILs, CD3 y CD8 no permitié predecir la afectacion del GC analizando
cada fenotipo tumoral por separado. Se objetivd una mayor infiltracion inmune entre
las pacientes HER2 y TN con ganglio centinela positivo pero sin alcanzar la

significacion estadistica. Tabla 19
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A.9 Relacién entre la expresion de PD-L1 en fenotipos y la afectacion de
ganglio centinela.
La expresion de PD-L1_ic y PD-L1_t fue mayor en las pacientes TN y HER2 con

ganglio centinela positivo pero tampoco alcanzo la significacion estadistica. Tabla 20

Tabla 19. Porcentaje de infiltracién de las variables de estudio segtin su fenotipo y el estado del GC

% TILS variable continua % CD3 estroma % CD8 estroma
Ganglio Mediana Cuartil Mediana Cuartil Mediana Cuartil
N RI P RI p RI p
Centinela (rango) (Q1-Q3) (rango) (Q1-Q3) (rango) (Q1-Q3)
2 1,9 1,8 (0,76-
Afecto 43 (1-5) 4 (0,9-4,5) 3,6 3,29
F (0,5-60) (0,3-48) (9,21-45,6) 4,05)
z
§ No 1 0,95 0,90
2 69 (1-5) 4 0,161 (0,48-4) 3,52 0,107 (0,45-3,8) 3,35 0,168
afecto (0,5-80) (0,25-64) (0,23-60,8)
20 15 6,8 (2,14-
Afecto 6 (2,5-50) 47,5 (2,26-27) 24,74 13,31
(1-80) (0,95-60) (0,9-24) 15,45)
N
o | &
a T
= No 20 14 8,4
] 3 (10-60) 50 0,793 (8-42) 34 0,896 (5,6-37,8) 322 0,439
w Afecto (10-60) (8-42) (5,6-37,8)
2
20 8 (1,78-
Afecto 3 (3-20) 17 (2,1-16) 13,9 (1,79- 13,42
(3-20) (2,10-16) 15,2)
u g 15,20)
=
o
g o 21
koW No 6,5 3,85 (0,69-
14 (1-60) 59 0,751 (0,91-26) 25,09 0,850 (0,36- 12,11 0,571
Afecto (0,5-80) (0,45-56) 12,8)
48,45)

Tabla 20. Porcentaje de expresion de PD-L1 por fenotipos segtn el estado del GC

% PD-L1_ic % PD-L1_t
Ganglio Mediana Cuartil Mediana Cuartil
N RI P RI p
Centinela (rango) (Q1-Q3) (rango) (Q1-Q3)
0,5 0
Afecto 25 (0,5-2) 1,5 (0-0) 0
E‘ (0,5-5) (0-0,5)
=
§ No 0,5 0
=1 32 (0,5-0,5) 0 0,273 (0-0,25) 0,25 0,242
afecto (0,5-20) (0-3)
25 (0,75- 0,5 (0,37-
Afecto 6 8 1,25
g o (0-20)) 8,75) (0-0,5) 1,62)
= 4
o w
z T
w No 0,5 0
3 (0,5-30) | 295 | 0,795 (0-3) 3 0,410
Afecto (0,5-30) (0-3)
10 1
Afecto 3 (10) 0 (0,5-1) 05
w S (10-10) (0,5-1)
T E
[
] No 25 (0,5- 0,5
FoQ 14 575 | 0,054 (0-0,62) 0,62 0,127
Afecto (0,5-30) 6,25) (0-2)
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A.10 Relacién de la infiltracion por TILs, linfocitos CD3 y linfocitos CD8 en el
tumor primario y la supervivencia libre de enfermedad.

Se analizé el porcentaje de infiltracién de TILs, CD3 y CD8 como variable continua y
su relacion con la SLE de las pacientes incluidas en el estudio. No se apreci6 relacion

significativa entre ambas variables. Tabla 21

Tabla 21. Hazard ratio de las variables de estudio con la SLE

HR IC 95% P

TILs 0,97 | 0,92-1,02 0,352

CD3 0,96 | 0,89-1,04 0,363

CD8 0,96 | 0,87-1,05 0,392

A.11 Relacién entre la expresion de PD-L1 en el tumor primario y la
supervivencia libre de enfermedad.
Tampoco se observo ninguna relacidon entre la expresion de PD-L1_ic y PD-L1_t con

la SLE entre las mujeres analizadas. Tabla 22

Tabla 22. Hazard ratio de PD-L1 con la SLE

HR IC 95% P

PD-L1_ic 0,92 0,73-1,15 0,484

PD-L1_t 0,09 0,002-4,408 | 0,218
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A.12 Supervivencia libre de enfermedad segun estado del GC
En nuestro estudio se demuestra que la afectacién metastasica ganglionar axilar es
factor prondstico principal en la supervivencia libre de enfermedad en las pacientes

con cancer de mama (78,9 meses vs 71,7 meses, p:0,036). Figura 18
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Figura 18. Supervivencia libre de enfermedad segun el estado del GC

93



O
<<
Q
[9p]
o
w
=
5

94



6. DISCUSION
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Es un objetivo fundamental en la lucha contra el cancer la identificacion de
biomarcadores prondsticos y predictivos que ayuden a diferenciar las neoplasias que
tienen un alto riesgo de recaida frente a otras con menor probabilidad de hacerlo. En
cancer de mama temprano, este objetivo tiene una especial importancia. La afectacion
ganglionar es el principal factor prondéstico conocido hasta ahora que ademas
condiciona el tratamiento complementario que va a recibir la paciente. La elevada
morbilidad del vaciamiento axilar y el conocimiento biolégico del cancer de mama
demostraron que un abordaje quirdrgico muy agresivo no era el procedimiento mas
adecuado por lo que esta técnica acabd siendo relegada. Los estudios clinicos
aleatorizados han permitido que la cirugia sea cada vez menos agresiva y
tratamientos complementarios como quimioterapia, hormonoterapia, farmacos
biolégicos y radioterapia consigan mayor tasa de curacion con menor morbilidad. La
estadificaciéon de la afectacion ganglionar axilar mediante la técnica de biopsia
selectiva del ganglio centinela se ha convertido en estandar en pacientes con axila
clinicamente negativa. Ademas, los resultados de los estudios Z0011, IBCSG 23-01,
AATRM y AMAROS ayudaron a cambiar la practica clinica ahorrando la necesidad de
hacer vaciamiento axilar en las pacientes cuyo GC era pN1mi y en caso de estar
afecto con pN macroscépico anadir radioterapia a estas pacientes(33)(35)(36). Los
resultados fueron comparables a los alcanzados con LA pero con menor morbilidad.
Por ello predecir de forma precoz el estado del GC evitando cualquier procedimiento
quirdrgico axilar puede resultar en una mejora muy significativa en el manejo de las
pacientes.

El desarrollo y progresién del cancer de mama esta condicionado por diferentes
factores, entre ellos, aquellos que son dependientes del microambiente tumoral tales
como el estroma y la celularidad inmune (102). Se ha demostrado en diferentes

tumores que el sistema inmune influye en los mecanismos de progresion tumoral. En
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el cancer de mama los infiltrados linfocitarios presentes en el tumor primario se han
relacionado con factores de buen prondstico (103). Por ello en nuestro estudio
pretendiamos demostrar que los infiltrados linfocitarios en el tumor pueden mediar en
la progresion tumoral reduciendo la probabilidad de afectacion del ganglio centinela.
También se identifico el fenotipo de estos infiltrados mediante el uso de anticuerpos
para linfocitos T CD3 y CD8. Se anadi6 el estudio de la expresion de PD-L1 dado su
papel controvertido en cuanto a su funcion prondstica en cancer de mama (104). Si se
confirmara que estos factores son predictivos de afectacion ganglionar se podria
obviar la realizacion del GC.

El estudio se realiz6 en 138 mujeres sometidas de BSGC. El objetivo principal
pretendia encontrar un perfil inmunolégico que fuera predictivo de afectacion del GC
basado en determinar en el tumor primario los TILs, linfocitos T CD3, linfocitos T CD8
y expresion de PD-L1.

La mediana de TILs objetivado en toda la cohorte de estudio fue del 2% (RI, 1%-5%).
La densidad de linfocitos T CD3 y CD8 presentes en el estroma tumoral resulté en una
mediana del 1,6% (Rl 0,8%-4,75%) y 1,4% (Rl 0,7%-4,27%) respectivamente. La
mediana de expresién de PD-L1 en las muestras de cancer de mama fue negativa
(<1%).

Objetivo principal

Al correlacionar los resultados con la afectacion del ganglio centinela observamos que
las pacientes con GC afecto tenian mas TILs (4% vs 2%, p:0,195), linfocitos T CD3
(3,3% vs 1,2%, p:0,130) y CD8 (2,5% vs 0,9%, p:0,156) que las pacientes con GC
negativo pero estas diferencias no fueron significativas. La mediana de expresién de
PD-L1 fue negativa (<1%) independientemente del estado del GC.

Nuestro estudio aporta informaciéon novedosa tanto por el objetivo principal como por

las variables que estudiamos. Solo encontramos en la literatura un grupo de
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investigadores con un objetivo similar al nuestro pero con el uso de otros
biomarcadores. Bordea et al estudiaron prospectivamente en 93 pacientes con cancer
de mama temprano candidatas a BSGC diferentes parametros relacionados con la
respuesta inmune celular tanto en tejido como en sangre: transformacion blastica de
células mononucleares (BLT), inmunoglobulinas (Ig2) e interleukina 2 (IL-2). Esto fue
correlacionado con el estado del ganglio centinela y factores clinico-patolégicos de
proliferacion y crecimiento tumoral. Concluyeron que tanto los infiltrados linfocitarios
peritumorales como el estado disfuncionante de los linfocitos T helper (determinado
por el descenso de IL-2 medido en sangre periférica) se correlacionaba con la
positividad en GC (105).

El resultado de nuestro objetivo principal ha sido negativo. Esto puede estar
condicionado por diferentes factores que a su vez son limitaciones relacionadas con
nuestro trabajo.

1° Menor porcentaje de infiltrados linfocitarios de lo referido en la literatura:

La mediana de TILs objetivado en nuestro trabajo resulta inferior al descrito en la
literatura. Obtuvimos una mediana de TILs 2% (RI, 1%-5%). Sélo un 25% de nuestras
pacientes presentaban TILs superior al 5%. En la literatura destacan dos trabajos que
evaluan el papel de los TILs en el cancer de mama en el contexto de tratamiento
adyuvante. Loi et al obtuvieron una mediana de TILs del 10% (Rl 7,5%-20%) tras
evaluar 2009 muestras de entre las 2887 pacientes que participaron en el big02-98 y
en el trabajo de Dieci et al, la mediana de TILs fue 10% (Rl 5%-20%) sobre una
muestra de 781 pacientes. A pesar de las diferencias en el tamafio muestral en
ninguno de estos estudios se objetivd relacion entre los TILs y el estado ganglionar
axilar. En el trabajo de Loi, todas las pacientes del big02-98 tenian ganglios positivos y
a pesar de ello, no hubo relacién entre el nimero de ganglios afectos (n°1-3 vs =2 4) y

los TILs (106). En el trabajo de Dieci et al, las pacientes con ganglios negativos eran el
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57% de la muestra y tampoco pudieron demostrar relacion entre TILs y la afectacion
axilar (68).

22 Metodologia de lectura e interpretacion de los infiltrados linfocitarios:

En nuestro estudio se identificaron sélo los TIL del estroma tumoral. En los dos
trabajos, mencionados anteriormente, se hicieron lecturas de TILs de los
compartimentos estromal e intratumoral. Sin embargo los datos que se han mostrado
son los referidos al compartimento estromal para poderlos comparar con los nuestros.
En realidad ambos tipos de TILs, tanto los del estroma como los intratumorales, son
considerados como verdaderos infiltrados linfocitarios capaces de moverse dentro del
microambiente tumoral. La diferencia entre uno u otro no deja de ser algo artificial
relacionado con el momento en el que se esta estudiando este parametro en una
laminilla de cristal. La hipétesis en la que los linfocitos que interactuan directamente
con las células tumorales (TILs intratumorales), pudiera ser mas relevante que el
resto, no se ha podido demostrar. Es por ello que la mayoria de los estudios
consideran que el infiltrado linfocitario en el estroma tumoral es un parametro superior
y mas reproducible que el intratumoral debido a que éste se presenta en menos casos
y es mas dificil identificarlo en una laminilla de H&E. En nuestro trabajo la
cuantificacién de los TILs se ha realizado como una variable continua, en forma de
porcentaje, para permitir realizar analisis estadisticos fiables siguiendo las

recomendaciones del “International TILs Working Group 2014” (85).

3° Fenotipado de los infiltrados linfocitarios y su interpretacion:

Son pocos los estudios que diferencian las subpoblaciones que componen el infiltrado
linfocitario en el estroma de pacientes con cancer de mama temprano. La informacién
disponible sobre qué subgrupo de células T es mas determinante en los resultados

clinicos de cancer de mama es desconocido. Los linfocitos CD3 y CD8 en el tumor son
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un reflejo de la respuesta inmune antitumoral. La presencia de subgrupos especificos
de células inmunitarias esta relacionada con los resultados clinicos de pacientes con
diferentes tumores sélidos (107). Por ello planteamos usar una inmunohistoquimica
para estudiar los linfocitos T CD3 y CD8 en el estroma tumoral de nuestra serie. La
densidad de linfocitos T CD3 y CD8 presentes en el estroma tumoral de las pacientes
result6 en una mediana del 1,6% (Rl 0,8%-4,75%) y 1,4% (Rl 0,7%-4,27%)
respectivamente. No se objetivd relacion alguna con el estado del ganglio centinela
aunque las pacientes con ganglio centinela positivo tenian mas CD3 y CD8 (linfocitos
T CD3: 3,35% GC positivo vs 1,2% GC negativo p:0,130 y linfocitos T CD8: 2,56% GC
positivo vs 0,95% GC negativo, p:0,156). Nuestro trabajo es el segundo descrito en la
literatura que aporta estos datos.

Rathore et al publicaron dos trabajos, uno en donde evaluaron en 127 pacientes el
papel prondstico de los linfocitos T CD3+ y en otro estudiaron de forma conjunta CD3,
CD4 y CD8 en 150 pacientes con cancer de mama. En ambos estudios, los tumores
con predominio de CD3 intratumorales y en el estroma (> 25 células x 40 cga) tenian
mas riesgo de afectacion ganglionar (p:0,006 y p:0,026 respectivamente) (108)(109).
Otros dos estudios importantes con datos referentes al subtipo de infiltrado linfocitario
en cancer de mama son los siguientes. West et al. estudiaron la presencia de CD3,
mediante inmunohistoquimica usando tissue microarray, en 255 pacientes de cancer
de mama. Usaron la mediana del numero total de linfocitos CD3 intratumoral (igual a
6) como cut-off para definir alto o bajo nivel de CD3. En sus resultados no encontraron
relacion entre los linfocitos CD3 y la afectacién ganglionar (87). Mahmoud et al,
realizaron su estudio sobre 1334 pacientes. Determinaron CD8 mediante
inmunohistoquimica en tissue microarray. Al igual que en estudio anterior, los
resultados se expresaron como el numero absoluto de linfocitos T CD8 visualizados en

el compartimento intratumoral, estromal adyacente y a distancia. Establecieron un cut-
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off en + si habia al menos dos células CD8. La mediana del niumero total de CD8 fue
11 (RI 2-34). En sus resultados destacaron que la infiltracién de linfocitos T CD8 era
un factor independiente de buen pronédstico relacionandose con una mejor
supervivencia especifica por cancer de mama (HR 0,58, p<0,002) (110). A pesar de
que las pacientes estaban estratificadas por el estado ganglionar no se hace mencion
al valor predictivo de la infiltracion de CD8 con el estado ganglionar. Los estudios de
Liu et al. y Ali et al, sobre 3992 y 12.439 pacientes, muestran un resultado similar; los
infiltrados linfocitarios con predominio de linfocitos T CD8 tienen un efecto pronéstico
positivo en la supervivencia especifica por cancer de mama RE negativo (HR 0,48,
p<0,001 y HR 0,54, p<0,001 respectivamente) y confirmando asi que la respuesta
inmune adaptativa tiene un papel crucial en reducir la recurrencia del tumor
(111)(112). Aunque generalmente la respuesta inmune antitumoral se centra en los
ganglios linfaticos de drenaje es posible que los resultados anteriormente expuestos
sugieran que también podria iniciarse en el tumor primario (110).

Nuestro trabajo, a diferencia de los estudios antes mencionados, resulta novedoso
porque la identificacion de los linfocitos CD3 y CD8 se ha realizado siguiendo las
recientes recomendaciones del “International TILs Working Group” (85). Por tanto la
comparacion e interpretacion de nuestros resultados con la del resto de los estudios
es dificil debido a las diferencias en la metodologia de lectura, la variabilidad en el
corte usado para definir altos o bajos niveles de CD3 y CD8 asi como la forma de
cuantificarlos. Otro punto de controversia que marca la diferencia entre los distintos
estudios es donde localizar a los linfocitos (intratumoral, estroma, peritumoral...)
Segun el estudio de Liu et al. los linfocitos CD8 intratumorales son un reflejo del
compartimento estromal lo cual facilitaria la reproducibilidad de los resultados en la

practica clinica (111).
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4° Establecimiento de cutoff en las variables de estudio.

La valoracion de los TILs como una variable no continua también puede ser un factor
de confusion a la hora de interpretar los diferentes estudios. En los estudios de Loi,
Adams, Dieci et al. establecen el término de “cancer de mama de predominio
linfocitico” haciendo referencia a un tipo de cancer de mama que tiene mas linfocitos
que células tumorales. Este es definido como la presencia de TILs estromales =50%.
Hasta ahora este subtipo tiene una representacion entre 5-10% en los estudios de
TILs. Este subgrupo parece mostrar mejores tasas de supervivencia global pero su
baja frecuencia dificulta extraer conclusiones. Por tanto es dificil saber si en futuros
estudios el cutoff de TILs 250% sera util debido a la pequena proporcién de pacientes
que identifica (106) (113) (68). En nuestra serie, 9,4% (n:13) de las pacientes eran
“cancer de mama de predominio linfocitico”.

En el apartado anterior ya hemos comentado que los trabajos sobre CD3 y CD8
también establecieron diferentes cutoff en relacién al numero absoluto de linfocitos.
Esto les permitia definir subgrupos “positivos/negativos” o “alto/bajos”(111)(87). En
nuestro estudio, siguiendo con las recomendaciones del Salgado et al se determiné
CD3 y CD8 como variable continua en forma de porcentaje (85). A pesar de ello no se

obtuvo relacion significativa con el objetivo principal.

Objetivos secundarios.

En el analisis de nuestra serie incluimos también la relacién de los TILs, linfocitos T
CD3 y linfocitos T CD8, con las caracteristicas clinico patoldgicas.

Las pacientes con tumores grado lI-1ll, histologia ductal, receptor estrogénico negativo
y Ki67 220% presentaron mayor porcentaje de TlLs, CD3 y CD8 con significacion
estadistica. No se encontraron diferencias de TILs, CD3 o CD8 en relacion con la

edad, el tamafio tumoral o la presencia de invasion vascular. Las pacientes con
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fenotipo HER2 y TN fueron los subgrupos que presentaron significativamente mayor
porcentaje de TILs, CD3 y CD8. La mediana de TlLs, CD3 y CD8 por fenotipos no
permitié predecir la afectacion del GC. Se objetivd una mayor infiltracion inmune entre
las pacientes HER2 y TN con ganglio centinela positivo pero sin alcanzar la
significacion estadistica.

Estos resultados son muy similares a los encontrados en trabajos anteriormente
referidos. Loi et al. encontraron en su muestra de 2009 pacientes una relacion directa
entre los TILs intratumorales y estromales con la histologia ductal (p<0,001), G3
(p<0,001), RH negativo (p<0,001) y Ki67 elevado (p<0,001) (106). Destacan el
predominio de TILs en los fenotipos TN (mediana 20%, Rl 12,5-30%) y HER2
(mediana 15%, Rl 10%-30%) sobre el fenotipo luminal (mediana 10%, Rl 7,5%-15%)
p<0,001 (106). Estos valores son muy similares a los de nuestro trabajo excepto en el
fenotipo luminal donde la mediana de infiltracion era 1,5% (Rl 0,5%-80%). Esto puede
ser debido al predominio de pacientes con fenotipo luminal presente en nuestra serie
(81,2%) ya que no se incluyeron pacientes tratadas con quimioterapia preoperatoria.
En otro trabajo de Loi et al. con pacientes del estudio FINHER obtuvieron resultados
parecidos. Se diferencia del anterior en que categorizaron la muestra en “high TILs” si
objetivaban =50% de TILs o “low TILs ” si objetivaban <50% de TILs. Evidenciaron que
“high TILs” se asociaba con RE- (p<0,001), HER2+ (p<0,001), G3 (p<0,001), mayor
afectacion ganglionar (p<0,001), histologia ductal (p<0,001), tumores grandes
(p<0,001) y Ki67 elevado (p<0,,001) (79). También los fenotipos HER2 y TN
presentaron mas infiltrados linfocitarios (p<0,001) (79).

Respecto al estudio de linfocitos CD3 y CD8 con las variables clinicas antes descritas,
nuestros resultados también son concordantes con los de otros trabajos. En el estudio
de West et al. obtuvieron que altos niveles de CD3+ (definido por = 6 linfocitos CD3+)

se asociaba con RP negativo (p: 0,01), con G3 (p:0,001) y HER2 negativo (p:0,018)
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(114). Mahmoud et al encontraron que la presencia de linfocitos T CD8 era mas
frecuente en pacientes con edades jovenes, G3, RH-, HER2+ y fenotipo basal
(p<0,001) (110). Liu et al. también obtuvieron una asociacién significativa entre la
presencia de linfocitos T CD8 con las pacientes jovenes (<40 afios), G3, histologia
medular, RE-, HER2+, fenotipo HER2 y TN (p<0,001) (111).

Los estudios de TILs realizados en pacientes con cancer de mama localizado en el
ambito del tratamiento adyuvante no han demostrado tener efectos en la SLE o SG en
el global de las pacientes pero si en algunos fenotipos. En el trabajo de Loi et al, con
las pacientes del Big02-98, obtuvieron que una mayor presencia de TILs (definido por
incrementos del 10%) se traduce una mejor SLE y SG en las pacientes con fenotipo
TN (HR 0,85, p:0,02 y HR 0:83, p:0,02 respectivamente) (106). En el estudio de
Adams et al, con pacientes TN de los estudios E2197 y E1199, también evidencian
que los TILs (incrementos del 10%) se asocian a una mejor SLE y SG (HR 0,84,
p:0,005 y HR: 0,79, p: 0,003)(113). Entre las pacientes del estudio FINHER, Loi et al,
también encuentraron una mejor SLE para aquéllas con fenotipo TN (HR 0,77, p: 0,02)
y HER2+ tratadas con trastuzumab (HR 0,82, p:0,025) (79). Entre las pacientes con
‘cancer de mama de predomino linfocitico”, el unico estudio que objetiva una mejor
SLE y SG es entre las pacientes del Big02-98 (HR 0,30 p:0,018 y HR 0,29 p:0,36
respectivamente)(106). En el resto de los estudios se objetivd que se trata de una
poblacion con mejores tasas de supervivencia pero sin alcanzar la significacién
estadistica(68)(113). En nuestro trabajo, no hemos detectado relacién con la SLE para
ninguna de las variables de estudio; esto puede ser debido a que en nuestra cohorte
los subtipos que mas infiltrados muestran representan sélo el 19% (n:26) de la
muestra (mediana TILs para HER2: 20% y TN:10%). La baja proporcion de estas

pacientes y el escaso numero de recaidas observadas dificulta encontrar diferencias
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en SLE. Debido al bajo numero de eventos no se ha realizado analisis de
supervivencia global.

Para poder explicar la relacién entre los TILs con la ausencia de receptores
hormonales y los mejores resultados de supervivencia para las pacientes triple
negativo, la hipdtesis de la inmunovigilancia sugiere que este cancer de mama
pobremente diferenciado podria tener variantes mas antigénicas que pudieran
estimular con fuerza la respuesta inmune antitumoral. Sin embargo, aunque esta
respuesta pudiera no ser capaz de inducir la regresion del tumor, se piensa que la
memoria adaptativa generada puede jugar un papel importante en prevenir la
recurrencia después de la cirugia. Este hecho estd apoyado en estudios de pacientes
inmunodeprimidos después de un trasplante de dérgano sélido, los cuales no
experimentan un aumento de la incidencia de cancer de mama primario (115). Esto es
consistente con la evidencia sobre el papel del sistema inmune en controlar el proceso
metastasico en cancer de mama.

Pero el aumento de los TILs no siempre se asocia con mejor prondstico. Hay
evidencia de que los linfocitos CD4+ pueden cambiar su fenotipo de efector a supresor
durante la progresién del cancer. La conversion de células efectoras a supresoras
puede inducir una reduccion sustancial del nivel de expresion antigénica, resultando
en la persistencia tumoral que finalmente lleva a la tolerancia tumoral. Este papel
regulatorio negativo de los infiltrados linfocitarios con predominio de CD4 tiene que
distinguirse del papel convencional de los infiltrados con linfocitos CD4 activados
(116).

Huang et al estudiaron la poblacion linfocitos T CD4 y CD8 en 81 pacientes con cancer
de mama mediante inmunohistoquimica y lo relacionaron con factores pronésticos y
resultados clinicos. Una mayor infiltraciéon por linfocitos T CD4 se asocidé con estadio

avanzado, tamafio tumoral, afectacién ganglionar y sobreexpresiéon de HER2 vy
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negativamente para la supervivencia libre de recurrencia (SLR). La infiltracion por
linfocitos T CD8+ también se asocié con estadio avanzado pero con una relaciéon
positiva en SLR y supervivencia global (SG) (117). Sugieren que un biomarcador
prondstico en cancer de mama podria ser la ratio CD4/CD8, siendo los linfocitos T
CD8 la poblacion celular efectora y mas determinante de los resultados clinicos de las
pacientes lo cual es acorde con la mayoria de los estudios publicados en la literatura.

Otro grupo de trabajo de la Universidad de Karolinska estudio distintas poblaciones de
linfocitos T (CD3, CD8, FOXP3 y cadena zeta-CD3) presentes en el tumor primario de
pacientes con cancer de mama segun sus fenotipos. Realizaron un score basado en
las densidades de CD8 y CD3. El resultado de este score permitié separar los distintos
fenotipos (p<0,001). Ellos concluyeron que ningin marcador especifico de linfocitos T
tiene una capacidad superior para encontrar diferencias entre los fenotipos
moleculares siendo la infiltracion linfocitaria global, mas que la de un subtipo
especifico, lo que diferencia los distintos fenotipos moleculares de cancer de mama
(118). Para poder explicar por qué difiere el porcentaje de TILs segun el fenotipo de
cancer de mama y como se asocia con el prondstico se podria asumir que la
infiltracién inmune refleja la biologia de cada tumor. La expresion génica diferencial en
la cual se basan los subtipos moleculares puede causar diferencias en la
vascularizacion, densidad de vasos linfaticos, antigenicidad o liberacién de citoquinas.
Se sabe que una mayor densidad de vénulas endoteliales se asocia con infiltracion
linfocitaria y esto a su vez se corresponde con un prondéstico mas favorable en cancer
de mama (119). La respuesta de la célula T citotoxica es mayor cuando es dirigida
frente a epitopos mutados lo cual a su vez se asocia a mejor supervivencia (120).
Estas diferencias pueden explicar por qué los fenotipos moleculares en el cancer de

mama exhiben densidades de células T distintas.
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No se ha podido demostrar en nuestro trabajo relacion entre supervivencia (SLE) con
la infiltracion linfocitaria en el estroma tumoral, ni sus distintas poblaciones de células
T CD3 o CD8. Sin embargo, los estudios de TILs ponen de manifiesto que el cancer
de mama es una enfermedad donde el sistema inmune esta implicado en los
mecanismos de control y progresion tumoral. El subtipo triple negativo, y tal vez el
HER2, son los grupos que mas beneficio obtienen de esta respuesta inmune
endogena. Poder identificar la celularidad que compone el ambiente inmunoldgico
tumoral podria mejorar la estratificacion prondstica del cancer de mama e incluso
modificar este ambiente inmune para mejorar el prondéstico de aquellos tumores que
no contienen TIL. En cancer de mama triple negativo, la combinacion de quimioterapia
convencional con inhibidores de los puntos de control inmune podria mejorar los
resultados del tratamiento. Para las pacientes con escasos infiltrados linfocitarios, el
uso de vacunas y/o el uso inhibidores de los puntos de control inmune podria resultar
en un beneficio clinico.

Expresion de PD-L1

Debido al papel critico que tienen los linfocitos T en el sistema inmune humano
orquestando la respuesta inmunolégica, el receptor PD-1 contribuye a la tolerancia
inmune de los antigenos propios a través de los linfocitos T periféricos manteniéndolos
en un estado de inhibicién (121). Su ligando, PD-L1, estd expresado en las células
inmunes, tejido no linfoide y también en diferentes tumores. En céncer de mama
definir el papel de la via de sefializacién PD1-PDL1 es de vital importancia.

En relacion a otros estudios, nuestro trabajo aporta como novedad el estudio de la
expresion de PD-L1 en cancer de mama diferenciando su expresion entre la
celularidad inmune del estroma y del epitelio tumoral.

El analisis de expresion de PD-L1 se realiz6 como una variable continua vy

categorizada. La mediana de PD-L1 fue <1%. Considerando que la expresién de PD-
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L1 es positiva si 21% en celularidad inmune o tumor, en nuestro estudio encontramos
que PD-L1 fue positivo en el 40,2% (35 pacientes) en el estroma inmunitario y en el
9,2% (8 pacientes) en el tumor.

No pudo demostrarse relacion entre la expresion de PD-L1 y el estado del ganglio
centinela. Sin embargo la expresiéon de PD-L1_ic y PD-L1_t se asocié con factores
clinico-patolégicos de agresividad como grado lI-lll, Ki67 220 y receptor hormonal
negativo. Los tumores >2 cm presentaron mayor expresion de PD-L1_ic pero esta
diferencia no se objetivd cuando se midié la expresion de PD-L1_t. Las pacientes con
fenotipo TN y HER2 tuvieron mayor expresion de PD-L1_ic. Solo el fenotipo HER2
tuvo mayor expresion de PD-L1_t.

Las pacientes TN y HER2 con GC positivo tuvieron mas expresion de PD-L1_ic y PD-
L1_t pero sin alcanzar la significacion estadistica.

No se observé ninguna relaciéon entre la expresion de PD-L1_ic o PD-L1_t con la SLE
entre las mujeres analizadas.

Al igual que nuestro estudio, en la literatura destacan trabajos que analizan tanto el
valor prondstico de PD-L1 como su relacidon con variables clinico-patolégicas de
pacientes con cancer de mama.

En el estudio de Muenst et al, la expresion de PDL1 en las células tumorales estuvo
presente en 152 (23,4%) de un total de 650 pacientes. La expresion de PDL1 se
asocio con la edad, tamafo, grado, estado ganglionar, K67 elevado, RE negativo y
expresion de HER2 (p:0,01). Sin embargo no se evidencié asociacion significativa
entre los diferentes subtipos intrinsecos de cancer de mama (93).

Otro estudio similar, Ghebeh et al. analizaron en tejido de 44 pacientes la expresién de
PD-L1. Publicaron que la expresion de PDL1 fue positiva en el 34% de las pacientes
con cancer de mama y que ésta se asociaba con el grado tumoral, expresion HER2 y

ausencia de RE. Sin embargo, no obtuvieron ninguna correlacion con el estado
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ganglionar o la edad de las pacientes (94). Un estudio posterior del mismo grupo con
un total de 68 casos, confirmé estas asociaciones y también demostraron una
asociacion entre la expresién de PDL1 y Ki67 (122). Estos datos se corroboran en
nuestro trabajo. El hecho de que la expresion de PDL1 se asocie con tumores grandes
y mas agresivos podria indicar que la activacion del eje PD1/PDL1 puede ayudar a
que estos tumores evadan la respuesta inmune antitumoral y por consiguiente que
aumente su capacidad de proliferacién y extension.

La asociacion de PD-L1 con la supervivencia de las pacientes de cancer de mama
varia segun los estudios. En el trabajo de Muenst et al, en el analisis univariado, los
casos de cancer de mama expresores de PD-L1 tuvieron una significativa peor SG
(HR:4,430, p<0,001). En su analisis de subgrupos, la expresion de PD-L1 se asoci6
con una menor SG en luminal B HER2- (HR:3,888 p<0,0001), luminal B HER2+ (HR
5,127, p<0,0001), HER2+ (HR 2,834, p 0,0131) y basal-like (HR 4,973,p<0,0001). En
el analisis multivariante, tras ajustar por edad, grado, tamafio tumoral, estado
ganglionar o subtipo intrinseco, la expresién de PD-L1 demostré ser un factor
pronostico independiente de SG (HR 3,063, p<0,0001)(93).

Por el contrario, Schalper et al. determinaron la expresion de RNAm-PDL1 en cancer
de mama encontrando que éste estaba presente en el 60% de las pacientes. Se
asociaba de forma significativa con una mejor SLE en una cohorte de 358 pacientes
(HR 0,268 p:0,009) pero sin embargo no se obtuvo asociacién con el grado tumoral ni
con el receptor estrogénico negativo como en los estudios previos (77). Estas
diferencias pueden ser debidas, al menos en parte, a que la informacién procedente
de la proteina PD-L1 y la molécula mRNA son diferentes entre si. En el estudio de
Schalper, el mMRNA-PDL1 tuvo un efecto positivo e independiente de otras variables en
la supervivencia de las pacientes mientras que la expresién de PD-L1 con IHQ en el

estudio de Muenst se asocié negativamente con la supervivencia (93).
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En la actualidad no esta estandarizado cual es la forma mas o6ptima de estudiar el
valor prondstico y predictivo de PD-L1 en cancer de mama. Las herramientas de IHQ
con diferentes anticuerpos, diferentes umbrales de sensibilidad, resultados
discordantes con anticuerpos asi como la subjetividad en la interpretacion de la
muestras hace que el papel pronéstico de PD-L1 en la literatura no esté claro. A pesar
de esto hay datos consistentes de que PD-L1 se asocia a una mayor presencia de
TILs y por tanto a mejores resultados en una variedad de tumores como ocurre en
melanoma metastasico (123), carcinoma células Merkel (124) y cancer colorrectal
(125). Esto pudiera explicarse porque los TILs son un reflejo de la presion inmune
antitumoral antigénica donde las citocinas liberadas como interferbn gamma pudieran
inducir un efecto antitumoral parcial con el consiguiente beneficio en supervivencia.
Mas estudios seran necesarios para aclarar esto en cancer de mama y otros tumores
s6lidos(126). Sin embargo un meta-analisis reciente en cancer de mama confirma la
asociacion de PD-L1 con factores de mal prondstico asi como su efecto en una menor
supervivencia global en las pacientes que lo sobreexpresan (HR 1,76 p:0,02) (127).
Nuestros datos también muestran una correlacidn positiva entre la expresiéon de PD-L1
y los TILs junto con el predominio de éstos en pacientes con fenotipos no luminales
(TN y HER2). Esta asociacién ya ha sido explicada anteriormente haciendo especial
énfasis en el papel critico de la inmunidad local en limitar la progresion tumoral
particularmente en cdncer de mama TN (106) (128).

Hay pocos datos sobre la caracterizacion del fenotipo de TILs segun la expresiéon de
PD-L1 en cancer de mama. Schalper et al describieron la presencia de cuatro
microambientes posibles entre sus pacientes. A) Pacientes expresoras de PD-L1 con
mayor infiltraciéon de linfocitos T CD3 y linfocitos B CD20. En este caso los linfocitos T
CD8 apenas se modificaban por la expresion de PD-L1. Esto podria sugerir, segun los

autores del estudio, un predominio de linfocitos T CD4 inhibiendo a los linfocitos T
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CD8 como consecuencia de la expresion de PD-L1. B) Pacientes con TILs pero sin
expresion de PD-L1: esto pudiera explicarse por la activacion de una via alternativa de
otras moléculas co-inhibitorias tales como PD-L1, B7-h3, B7-h4 o LAG-3/MHCII. C)
Pacientes con PD-L1 pero sin expresion prominente de TILs. En este grupo las vias
intracelulares alteradas como la hiperactivacion de PI3K y/o reduccion de PTEN
podrian ser responsables de la expresion de PD-L1. La activacion de la via PI3K
induce la expresion de PD-L1 en lineas celulares de cancer de mama y también
representa la via mas frecuentemente alterada. D) Pacientes sin expresion de PD-L1
ni TILs, tal vez con un posible peor prondstico basado en la ausencia de una reaccion
inmunoldgica. Por ello el uso de estrategias para inducir una infiltracion inflamatoria
con IL-2, interferbn gamma, vacunas o quimiorradioterapia dentro del escenario
terapéutico de los farmacos inhibidores del eje de PD-1/PD-L1 va a ser de gran interés
en los préximos afos (77)(129).

Por tanto, una mejor comprensién del microambiente tumoral y del por qué ciertos
subtipos de cancer de mama son mas o menos inmunogénicos conllevara el uso de
tratamientos que modelen del S| en beneficio de todas las pacientes con cancer de

mama (130).
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Los infiltrados linfocitarios, las subpoblaciones de linfocitos CD3 y CD8 y PD-L1
en el tumor primario no se relacionan con la afectacién tumoral del ganglio

centinela en cancer de mama temprano tratado primariamente con cirugia.

No se ha podido establecer un punto de corte respecto al nivel infiltracion de
TILs, CD3, CD8 o PD-L1 que pudiera obviar la estadificacién ganglionar
quirdrgica en probable relacién con el predominio del fenotipo luminal de

nuestra serie.

Los TILs, los linfocitos CD3 y CD8 y la expresion de PD-L1 se correlacionaron
con factores clinico-patolégicos clasicos. Una mayor presencia de TILs se
correlaciond con mayor grado y proliferacion tumoral, asi como la ausencia de

expresién de receptores hormonales.

Las pacientes HER 2 positivo y Triple negativo presentan mas infiltrados

linfocitarios y mayor expresion de PD-L1 en el estroma tumoral.

Las pacientes triple negativo con ganglio centinela positivo tienen mas TILs y

mayor expresion de PD-L1.

En nuestra serie la presencia de infiltrados linfocitarios tumorales, los linfocitos
T CD3, linfocitos T CD8 y la expresion de PD-L1 no tienen impacto en la

supervivencia libre de enfermedad.
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A. Glosario.

Por orden alfabético.

AC-> antraciclinas

Ac~> anticuerpos

Ag~> antigenos

AJCC-> American Joint Committee on Cancer
ATM-> ataxia teleangiectasia mutado

BAGE-> B-melanoma antigen

BRCA-> Breast cancer type 1 susceptibility protein
BSGC-> biopsia selectiva del ganglio centinela
CA 15.3-> antigeno carbohidrato 15-3

CC~ cirugia conservadora

CD-> cluster de diferenciacion

CEA-> carcinoembrionario

COX-2-> ciclooxigenasa-2

CTC- células tumorales circulantes

CTLA4-> cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
FN-> tasa falsos negativos

FSH-> hormona foliculo estimulante

GC- ganglio centinela

GHRH-> growth hormone-realeasing hormones
H&E->hematoxilina-eosina

HER2-> human epidermal receptor 2

HR-> hazar ratio

IA-> inhibidor de aromatasa
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IARC~-> International Agency for Research on Cancer
IC-> intervalo de confianza

IDO-> indolamina dioxigenasa

IFN-> interfer6n

IHQ-> inmunohistoquimica

IL-> interleukina

IMC->indice de masa corporal

It-> intratumoral

ITC - isolated tumor cell

LA-> linfadenectomia axilar

LVI-> invasion linfovascular

MAGE-> melanoma assosiated antigen

NK- célula T Natural Killer

OMS - Organizacion Mundial para la salud

PAAF- puncién aspiracion con aguja fina

PAI-> inhibidor del plasminégeno-1

u-PA-> activador del plasmindgeno tipo U

t-PA—-> activador del plasminégeno tipo T

PA-> posteroanterior

PD1-> programmed dead 1

PD-L1-> programmed dead ligand 1

PD-L1_ic> programmed dead ligand 1 en celularidad immune
PD-L1_t-> programmed dead ligand 1 en tumor
pCR->respuesta completa patoldgica

PDGF-B-> factor de crecimiento derivado de plaquetas-B

PIK2CA-> fosfatodilinositol-3 quinasa
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PTEN-> fosfatidilinositol trifosfato 3-fosfatasa
PSA-> antigeno prostatico especifico

QT~> quimioterapia

RE- receptor de estrogeno

RH-> receptores hormonales

RI-> respuesta inmunitaria

RMN-> resonancia magnética de la mama
RNAm-> acido ribonucleico mensajero

RP-> receptor de progesterona

RR-> riesgo relativo

RT- radioterapia

RT-PCR- reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real
SEER->Surveillance, Epidemiology, and End Results
S-> sintesis

S| sistema inmunitario

SLE->supervivencia libre de enfermedad

SLR-> supervivencia libre de recaia

SG~> supervivencia global

Str-> estroma

TAC-> tomografia axial computarizada

TH1-> linfocito T helper 1

TH2-> linfocito T helper 2

TIL- linfocitos infiltrantes de tumor

TIL-it-> linfocitos infiltrantes de tumor intratumoral
TIL-St-> linfocitos infiltrantes de tumor en estroma

TIMPs-> inhibidores tisulares de la metaloproteinasa
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TGF-b - factor transformador del crecimiento beta
Treg-> linfocito T regulador

VEGF - factor de crecimiento vascular
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