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Resumen

RESUMEN

Introduccion. El cancer de mama es el tumor mas frecuente entre las mujeres,
constituyendo un importante problema de salud publica. Se trata de una enfermedad
muy heterogénea en su evolucion: existen pacientes cuyo curso evolutivo es muy lento,
mientras que en otras mujeres la enfermedad se comporta de forma muy agresiva,
presentando tumores con un gran crecimiento, con una rapida extension metastasica y
una supervivencia corta desde el momento del diagndstico. Aquellas variables
bioldgicas que se relacionan con la respuesta o resistencia a un tratamiento sistémico se
denominan factores predictivos. En el cancer de mama, actualmente, los receptores
hormonales y el oncogén Her2, son los factores predictivos de respuesta mas
reconocidos.

La quimioterapia neoadyuvante (QN) es aquella administrada antes de cualquier
tratamiento local, como la cirugia, y actualmente se considera indispensable en aquellos
tumores localmente avanzados y los carcinomas inflamatorios de mama. Con la
administracion de QN se tiene la posibilidad de realizar un tratamiento quirdrgico
conservador, ademas de poderse investigar esquemas terapeuticos mas eficaces e
individualizados sobre la base de marcadores biolégicos y genéticos, al disponer de un
modelo in vivo de sensibilidad como es la propia enferma. Actualmente el tratamiento
de QN considerado estandar estd basado en un régimen con antraciclinas y taxanos.

Otro objetivo primordial de la QN es obtener una respuesta patolégica completa
(RPc) que se define como la ausencia de restos tumorales, tras el profundo estudio de la
pieza quirurgica por parte del anatomopat6logo. Se ha demostrado que la RPc es el
factor prondstico mas importante en términos de supervivencia libre de enfermedad
(SLE) y supervivencia global (SG), probablemente por la erradicacion de la enfermedad
micrometastasica. De ahi, que la identificacion de marcadores predictivos de respuesta
haya sido objeto de estudio desde hace mucho tiempo.

Una de las caracteristicas del microambiente tumoral es la hipoxia, que tiene como
consecuencia la seleccion de células con fenotipos tumorales méas agresivos, con tasas
de mutacién maés alta y mayor potencial metastasico. El factor de transcripcién HIF-1
(Factor Inducible por Hipoxia 1) parece ser el complejo molecular clave en la respuesta
celular a la hipoxia, habiéndose centrado sobre él la mayor parte de la investigacion
relativa a la misma. HIF-1 es un heterodimero formado por dos subunidades: HIF-1p,
que se expresa de forma constitutiva, y HIF-lo, cuya expresion se encuentra
fuertemente regulada. La heterodimerizacion de HIF-1o con HIF-1f es necesaria para la
estabilizacion del primero en el nucleo celular. Se considera que en condiciones de
hipoxia, HIF-1 podria transcribir entre un 1 % y un 5 % del conjunto de los genes
humanos, habiéndose identificado mas de 80 genes sustratos directo de HIF-1. Algunos
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de estos genes resultan especialmente relevantes para la progresion tumoral; en
concreto, aquellos que codifican factores promotores de la invasividad celular y
angiogénesis como el VEGF, o genes que permitan a la célula sobrevivir
independientemente de la presencia de estimulos que desencadenaria la muerte celular
programada, como la survivina.

Han sido varios los trabajos que han estudiado el papel de HIF-1a como factor
prondstico en el cancer de mama, habiéndose relacionado su sobreexpresion con una
menor SLE y SG. Sin embargo, se sabe muy poco sobre el valor predictivo de respuesta
de HIF-1a en cancer de mama. Hasta la fecha no hay ningun trabajo publicado que haya
demostrado la relacién entre la sobreexpresion de HIF-1a y la tasa de RPc tras un
tratamiento de QN basado en antraciclinas y taxanos, lo que convierte a esta molécula
en un interesante punto de investigacion, dentro del escenario de la neoadyuvancia en el
cancer de mama.

Objetivos. El objetivo general de este estudio es identificar el valor predictivo de
respuesta de HIF-lo, ademas de las rutas moleculares implicadas, en pacientes
diagnosticadas de cancer de mama y que habian recibido un régimen de QN basado en
antraciclinas y taxanos.

Material y Métodos. El disefio experimental de este estudio comprende un total de
95 pacientes que recibieron un tratamiento neoadyuvante basado en antraciclinas y
taxanos. De cada paciente se recopilaron las muestras histoldgicas, tanto de la biopsia
diagnostica, como de la pieza quirdrgica tras el tratamiento primario, ambas
conservadas en bloques parafinados. En cada bloque se sefialaron puntos de tejido
tumoral y puntos de tejido sano, para posteriormente llevarse a cabo la elaboracion de
matrices tisulares “tissues microarrays” (TMAs), cuya técnica hace posible agrupar en
una sola laminilla mas de 100 tumores. Para el estudio inmunohistoquimico se
utilizaron anticuerpos de las proteinas HIF-1a, Survivina, VEGF-A, pAKT, pMAPK,
EGFR y pSTATS3. De forma paralela se recogieron los datos de las diferentes variables
clinicas de las pacientes, de la respuesta al tratamiento quimioterapico, asi como de
todas las variables morfolégicas e inmunohistoquimicas, que de rutina se incorporan al
diagnostico anatomopatolégico. El cruce estadistico de los resultados dieron respuesta a
las diferentes premisas hipotéticas que se establecieron al inicio del estudio y a la
resolucion de los objetivos del mismo.

Resultados y Discusion. La negatividad de los receptores hormonales, los fenotipos
basales, los tumores mas indiferenciados y con mayor indice de proliferacién (Ki 67), se
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relacionaron con mayores tasas de RPc. Estos resultados coinciden con los datos
descritos en la literatura.

La sobreexpresion de HIF-la se asocié de forma significativa con una mejor
respuesta al tratamiento y mayores tasas de RPc, siendo el primer estudio en demostrar
esta relacion, en pacientes tratadas con un régimen de quimioterapia basado en
antraciclinas y taxanos. Ademas, la sobreexpresion de HIF-1a también se asocio a otras
variables clésicas cuyo valor predictivo estd mucho maés establecido, como la
negatividad de los receptores hormonales, valores altos de Ki 67 y tumores més
indiferenciados.

La sobreexpresion de VEGF-A se relacion6 con la ruta molecular
RAS/RAF/MAPK, con tumores més indiferenciados, y ademéas demostrd ser factor
predictivo de buena respuesta y de RPc al tratamiento quimioterapico neoadyuvante.

La sobreexpresion de Survivina se asocio a la ruta molecular PI3K/AKT y con una
mayor resistencia al tratamiento citostatico. También se relacion6 con la positividad de
los RE y con la sobreexpresion de STATS3; ésta, a su vez, con el fenotipo luminal A 'y
con una mayor resistencia al tratamiento quimoterapico neoadyuvante.

Conclusién general. La sobreexpresion de HIF-1a es factor predictivo de buena
respuesta y de RPc, en aquellas pacientes que hayan recibido un régimen de
quimioterapia neoadyuvante, basado en antraciclinas y taxanos. Ademas, HIF-1a se
relaciona con otras variables asociadas a un microambiente tumoral mas agresivo e
hipéxico, como la negatividad de los receptores hormonales, menor diferenciacion
tumoral, mayor indice proliferativo y el fenotipo basal, por lo que consideramos que la
estabilizacion de HIF-1a esta directamente relacionado con las condiciones tisulares de
oxigeno.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El cancer de mama es el tumor mas frecuente entre las mujeres, constituyendo un
importante problema de salud publica. Se trata de una enfermedad muy heterogénea en
su evolucion: existen pacientes cuyo curso evolutivo es muy lento, mientras que en
otras mujeres la enfermedad se comporta de forma muy agresiva, presentando tumores
con un gran crecimiento, con una rapida extension metastdsica y una superviviencia
corta desde el momento del diagnostico.

La quimioterapia neoadyuvante (QN) es aquella administrada antes de cualquier
tratamiento local, como la cirugia, y actualmente se considera indispensable en aquellos
tumores localmente avanzados y los carcinomas inflamatorios de mama. Con la
administracion de QN se tiene la posibilidad de realizar un tratamiento conservador en
un tumor cuya primera indicacion quirurgica seria una mastectomia (Kuerer y cols.,
2001; Kaufmann y cols., 2007). Por otro lado, con el tratamiento neoadyuvante, se
pueden investigar esquemas terapelticos mas eficaces e individualizados sobre la base
de marcadores biol6gicos y genéticos, al disponer de un modelo in vivo de sensibilidad
como es la propia enferma. Actualmente el tratamiento de QN considerado estandar esta
basado en un régimen con antraciclinas y taxanos (Bear y cols., 2003).

Otra meta primordial de la QN es obtener una respuesta patologica completa (RPc)
que se define como la ausencia de restos tumorales, tras el profundo estudio de la pieza
quirargica por parte del anatomopatélogo (Guarneri y cols., 2006). Se ha demostrado
que la RPc es el factor prondstico mas importante en términos de supervivencia libre de
enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG), probablemente por la erradicacién de la
enfermedad micrometastasica (Jones y Smith, 2006). Actualmente, con el uso de las
combinaciones de antraciclinas y taxanos las tasas de RPc oscila entre el 16-18 %
(Kaufmann y cols., 2005) e incluso se sabe que hasta un 20 % de las pacientes no se
benefician de recibir QN, siendo susceptibles de toxicidades farmacolégicas, quedando
expuestas a la progresion de enfermedad durante los meses que dura el tratamiento
(Tewari y cols., 2008).

La cuestion es si hay alguna forma de predecir con exactitud la posibilidad de
responder bien al tratamiento y sobre todo, la probabilidad de alcanzar una RPc tras la
QN. La identificacién de marcadores predictivos de respuesta han sido objeto de estudio
desde hace mucho tiempo, siendo los receptores hormonales (RH) y el estatus del Her2
los mas reconocidos (Darb-Esfahani y cols., 2009; Liedtke y cols., 2009).

Una de las caracteristicas del microambiente tumoral es la hipoxia (Kimbro y
Simons, 2006), que tiene como consecuencia la seleccion de células con fenotipos
tumorales mas agresivos, con tasas de mutacion mas alta y mayor potencial metastasico
(Hockel y Vaupel; Helczynska y cols., 2003; Dales y cols., 2005). El factor de
transcripcion HIF-1 (Factor Inducible por Hipoxia 1) parece ser el complejo molecular
clave en la respuesta celular a la hipoxia, habiéndose centrado sobre él la mayor parte de
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la investigacion relativa a la misma (Semenza, 2002). HIF-1 es un heterodimero
formado por dos subunidades: HIF-1pB, que se expresa de forma constitutiva, y HIF-1a,
cuya expresion se encuentra fuertemente regulada (Semenza, 2003).

Han sido varios los trabajos que han estudiado el papel de HIF-1a como factor
pronostico en el cancer de mama, habiéndose relacionado su sobreexpresion con una
menor SLE y SG (Bos y cols., 2003; Chen y cols., 2007; Tratour y cols., 2007). Sin
embargo, se sabe muy poco sobre el valor predictivo de respuesta de HIF-1a en cancer
de mama. Hasta la fecha no hay ningln trabajo publicado que haya demostrado la
relacion entre la sobreexpresion de HIF-1a y la tasa de RPc tras un tratamiento de QN
basado en antraciclinas y taxanos.

Por todo ello, el objetivo principal de este estudio es identificar el valor predictivo
de respuesta de HIF-1a en pacientes diagnosticadas de cancer de mama y que hayan
recibido un régimen de QN estandar con antraciclinas y taxanos. Para llevar a cabo este
objetivo se han establecido los siguientes objetivos secundarios:

v’ Estudiar las rutas de sefializacién intracelular implicadas en la regulacién de
HIF-1a.

v Estudiar la sobreexpresion de genes relacionados con la actividad
transcripcional de HIF-1.

v' Estudiar la relacion entre la sobreexpresion de HIF-1a y otras variables
clinico-patologicas cuyo valor prondstico y predictivo estda mucho mas
establecido.
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I. Cancer de mama

I.1. Epidemiologia

El cancer de mama es el tumor mas frecuente entre las mujeres, con
aproximadamente 1.151.000 nuevos casos al afio (22,7 % del total de la poblacion
femenina), por lo que constituye un importante problema de salud puablica. Su
incidencia aumenta en los paises con mayor nivel econémico. Méas de la mitad de los
casos se diagnostican en los paises desarrollados, 370.000 casos al afio en Europa (31,3
%) y 230.000 en Norteamérica (20 %) [Ferlay y col., 2007].

En Espafa se diagnostican cada afio unos 16.000 casos nuevos y mueren por esta
causa 6.000 mujeres (Lopez-Abente y cols., 2005). La mayoria de los casos se
diagnostican entre los 45 y 65 afios. Su incidencia es una de las méas bajas de Europa
aunqgue el nimero de casos nuevos aumenta lentamente tanto en nuestro pais como en el
resto del mundo, probablemente debido al envejecimiento de la poblacion y a un
diagnostico cada vez mas precoz.

La mortalidad por cancer de mama ha tenido una evolucién llamativa: en la mayor
parte de los paises desarrollados sufrié un importante aumento desde los afios 50 hasta
la década de los 80 (Botha y cols., 2003). Sin embargo, desde los afios 90 esta tendencia
se invierte debido al éxito de los nuevos tratamientos y al efecto de los programas de
cribado sobre la mortalidad.

Los principales factores de riesgo conocidos estan relacionados con el caracter
hormonal de este tumor. Los mas importantes son la edad, la menarquia precoz, la
menopausia tardia y la edad avanzada al primer parto (Dumitrescu y Cotarla, 2005;
Colditz y cols., 2006). Otros factores de riesgo importantes incluyen la existencia de
lesiones previas preneoplésicas tipo hiperplasia, sobre todo si se asocian a atipia
nuclear, y la presencia de un patron mamografico denso en la mamografia (Boyd y
cols., 2005). Entre las exposiciones que modifican el riesgo relacionadas con el estilo de
vida destacan la obesidad, el sedentarismo y el consumo de alcohol (Singletary y
Gapstur, 2001; World Cancer Research Fund, 2007). Sin embargo, a pesar del gran
namero de estudios epidemioldgicos disponibles, los factores de riesgo conocidos no
Ilegan a explicar mas de un 50% de los casos observados de cancer de mama.

El componente genético es importante, no s6lo en las mujeres portadoras de
mutaciones de alta penetrancia (BRCAL1, BRCA2) (Chen y Parmigiani, 2007), sino
también en el cancer de mama esporadico, que probablemente sea el resultado de un
efecto sinérgico de los factores hormonales, el estilo de vida y las exposiciones
ambientales con el sustrato genético de la mujer. Sin embargo, el conocimiento sobre
las variantes que determinan la susceptibilidad individual es, por el momento,
insuficiente y su investigacion plantea importantes retos metodoldgicos y logisticos.
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1.2. Factores pronosticos y predictivos

El cancer de mama es heterogéneo en su evolucion. Existen pacientes cuyo curso
evolutivo de la enfermedad es muy lento y por ende su expectativa de vida es
equiparable a la de la poblacion normal, mientras que en otras mujeres la enfermedad se
comporta de forma muy agresiva, presentando tumores con un gran crecimiento, con
una rapida extension metastasica y una supervivencia corta desde el momento del
diagnostico.

Las variables que determinan la historia natural de la enfermedad, de forma
independiente a la administracion de un tratamiento, y que reflejan la mayor o menor
agresividad de una neoplasia se denominan factores pronésticos. Algunos de ellos son la
presencia o ausencia de afectacion ganglionar, el tamafio del tumor, el tipo histolégico,
el grado de diferenciacion histoldgico y la capacidad proliferativa celular. Algunas
caracteristicas demogréficas de las pacientes, como son la edad en el momento del
diagnostico y el estado de la funcién ovérica, también pueden influir en el curso
evolutivo de la enfermedad pero no deben ser consideradas como variables prondsticas.

De forma paralela, en el momento actual disponemos de un conjunto de variables
bioldgicas que se han asociado con la respuesta o resistencia a un tratamiento sistémico.
Estas variables se han agrupado bajo la denominacién de factores predictivos de
respuesta. Entre ellos destaca la expresion de los receptores hormonales y la existencia
de la amplificacion del oncogén HER-2; en ambos casos su presencia se asocia con un
efecto terapéutico de la hormonoterapia en el primer caso y del trastuzumab en el
segundo.

Algunos de estos factores tienen un doble papel pronéstico y predictivo, como
sucede con HER-2, cuya amplificacion se ha asociado con un peor pronostico, una
resistencia al tamoxifeno y una mayor sensibilidad a dosis altas de antraciclinas, y a la
vez predice la respuesta a trastuzumab, en especial cuando este farmaco se combina con
citostaticos (Chang y Hilsenbeck, 2004).

1.2.1 Factores prondsticos

Todo factor pronostico debe jugar un papel bioldgico importante en el curso
evolutivo de la neoplasia, debe estar validado, debe ser facil de valorar y de reproducir
por diferentes investigadores.

Entre los factores pronosticos debemos diferenciar a aquellos denominados
convencionales de aquellos que aun no disponen de una implantacién completa y de los
que estdn pendiente de aceptacion. Los primeros ya estdn validados de forma
prospectivas por diferentes grupos y su presencia permite efectuar una estimacion del
riesgo de recidiva y mortalidad. El resto de variables se encuentran en diferentes etapas
de validacion y estudio.
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1.2.1.1. Factores pronosticos convencionales

1.2.1.1.1. Afectacion ganglionar

La ausencia o presencia de metastasis ganglionar axilar es el factor prondstico
independiente mas importante en el cancer de mama , existiendo una clara correlacién
con las tasas de supervivencia (Rosai, 2004). De forma aproximada, el intervalo libre de
enfermedad (ILE) a los 5 afios para las mujeres con tumores sin afectacion ganglionar
axilar es del 80 %. Este dato implica que el 20 % de mujeres con tumores con un
hipotético bajo riesgo de recurrencia presentan un recaida de su neoplasia a lo largo de
este tiempo.

Hasta hace algunos afios se preconizaba la realizacion de un vaciamiento de la axila
con la exéresis de un minimo de 15 ganglios. No obstante, este tipo de procedimientos
conlleva un alto riesgo de inducir una morbilidad innecesaria en aquellas enfermas que
no presentan afectacién ganglionar axilar. Desde hace aproximadamente 10 afios, la
progresiva implantacion de la diseccion del ganglio centinela ha permitido ahorrar un
vaciamiento ganglionar axilar en aquellos casos en los que el examen pormenorizado
del ganglio centinela no demuestra la presencia de metastasis en el mismo (Guilliano y
cols., 1994; Fraile y cols., 2000; Lyman y cols., 2005).

1.2.1.1.2. Tamafno tumoral

Después del estado ganglionar, el didmetro del tumor primario se considera el
factor prondstico mas importante, con muy buena correlacién con la incidencia de
metastasis ganglionares y tasa de supervivencia (Seidman y cols., 1995).

Diferentes instituciones han observado como lesiones con un tamafio inferior a 1 cm
tienen un riesgo de recurrencia a los 20 afios de un 10-12 % (Fisher y cols., 2001),
cuando estas enfermas no reciben ningun tratamiento complementario tras la cirugia.
Lesiones con un tamafio inferior a 2 cm tienen un riesgo de recurrencia del 25 % a los
30 afios. Este riesgo se incrementa al 35 % en los tumores con un tamafio comprendido
entre 2 y 2.9 cm; es del 45 % para lesiones entre 3y 3.9 cm y del 50 % en los tumores
entre 4y 4.9 cm.

La estimacion del tamafio tumoral es un pardmetro de suma importancia en el
cancer de mama porgue justifica la indicacion de un tratamiento complementario en
neoplasias mayores de 1 cm. Para lesiones con un tamafio inferior a 1 cm existen otras
variables, descritas a continuacion, que justifican dicha terapia.

1.2.1.1.3. Tipo histoldgico

Aunque el grupo mas importante de carcinomas mamarios lo constituye el
carcinoma ductal infiltrante (80-90%), existen subgrupos reconocidos con prondstico
particular. Dentro de los de mejor pronostico estan el carcinoma cribiforme invasivo,
mucinoso, adenoide quistico y papilar puro. Existe otro subtipo histoldgico, el
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carcinoma medular, que posee un prondstico mejor que el carcinoma ductal, pero no
alcanza el de los otros. Dentro del grupo de peor pronostico destaca el carcinoma
inflamatorio. EIl lobulillar infiltrante presenta peor pronostico que el ductal, aunque
mejor que el inflamatorio (Mersin y cols., 2003).

1.2.1.1.4. Grado histolégico

La determinacion del grado histoldgico es una herramienta util que ha demostrado
buena correlacion con el pronostico clinico, siendo el grado 3 el que presenta un peor
pronostico (Hendon y cols., 1991). El sistema de gradacion mas utilizado es el de
Scarff-Bloom-Richardson (SBR), que combina criterios arquitecturales con citologicos.
Cada uno de los criterios debe puntuarse de 1 a 3, siendo el resultado definitivo la suma
de los tres valores (entre 3 y 9). El grado definitivo sera | (bien diferenciado) si puntta
3-5, Il (moderadamente diferenciado) si suma 6-7 ¢ Il (pobremente diferenciado) si
alcanza 8-9 puntos. Esta escala ha sido aceptada por diferentes grupos y reconocida
como variable prondstica independiente.

1.2.1.1.5. Receptores hormonales (RH)

La expresion de receptores de estrogenos (RE) y receptores de progesterona (RP) se
ha asociado con una menor agresividad de los tumores y una mayor probabilidad de
respuesta a la terapia hormonal. El grado de sensibilidad a la hormonoterapia ha sido
asumida como un rasgo prondéstico diferencial, segun el cual se efectian las
recomendaciones del tratamiento adyuvante (Hilsenbeck y cols., 1998). La ausencia de
expresion de RP se ha asociado con una funcion defectuosa del RE. Por otra parte, la
ausencia de expresion de los receptores hormonales se ha asociado con un mayor riesgo
de diseminacion a distancia en el grupo de enfermas sin afectacion ganglionar axilar
(Page, 1991).

1.2.1.1.6. Oncogén Her2

El protooncogén humano ERB2 o Her2 codifica la sintesis de un receptor
transmembrana que tiene actividad tirosinquinasa y estimula la proliferacion celular de
las células que lo expresan. En el cancer de mama se ha observado una amplificacion de
dicho gen entre el 15y 30 % de los casos, y se ha asociado con un peor prondstico en
las pacientes con un tumor de mama con afectacion ganglionar axilar (Ross y cols.,
2003).

Tras la obtencion del anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina del c-erbB2,
la amplificacion de este gen ha sido tambien considerada como factor predictivo de
respuesta, tal y como se describe mas adelante.
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1.2.1.1.7. Invasion vascular y linfatica

La presencia de signos de permeacion vascular o linfatica de células tumorales en el
seno de los pequefios vasos linfaticos o sanguineos que forman parte de un tumor o lo
circundan, ha sido relacionada con un peor pronostico en las mujeres con un tumor sin
afectacion ganglionar axilar (Wenger y cols., 1993).

1.2.1.2.Factores prondsticos reconocidos sin una completa implantacion

1.2.1.2.1. Marcadores de proliferacion

La capacidad de las células para dividirse es la que determina su potencial de
crecimiento y diseminacion de un tumor. La actividad proliferativa puede analizarse
mediante diferentes procedimientos, entre los que destaca:

a) Indice mitdtico

Este es el método mas tradicional que consiste en el contaje de figuras de
mitosis en 10 campos de gran aumento. Pocos estudios han validado su utilidad en
la prediccion de un mayor riesgo de recurrencia o de mortalidad.

b) Indice de captacion de timidina

Este método consiste en contar el nimero de nucleos que captan timidina
tritiada tras un breve periodo de incubacion con la misma. De este modo es posible
estimar el nimero de células que sintetizan ADN Yy las células que se encuentran en
fase S y G,M. Diferentes grupos han observado que los tumores que sin afectacion
ganglionar axilar y una capacidad replicativa baja tienen un mejor pronostico, pero
no esta aceptada su utilizacion de forma universal.

c) Determinacion de la fase S

Mediante la citometria de flujo es posible evaluar la proporcion de células de
un tumor que se encuentra en fase de sintesis de ADN; expresado de otro modo, que
tienen un mayor contenido de ADN, superior al que se puede observar en la fase G;
del ciclo celular y que es menor del doble que aparece en la etapa G,/M. Diferentes
grupos de investigadores han puesto de manifiesto que los tumores con una fase S
elevada tienen un peor pronostico, tanto en el grupo de enfermas con afectacion
ganglionar como sin ella.

Sin embargo, la utilizacion de la citometria de flujo como variable prondstica
tiene grandes limitaciones por tener una falta de estandarizacion, la necesidad de
disponer de tejido fresco o congelado y la posible contaminacién por células del
estroma que dificultan la interpretacién de los resultados. Por esta razon no es un
instrumento que se utilice de forma generalizada.

d) Estudio de Ki 67

Otra posibilidad para conocer la capacidad proliferativa de un tumor es
utilizando un anticuerpo monoclonal, el MIB-1, o bien el anticuerpo policlonal Ki
67 que se unen al antigeno que se expresa en las células que se hallan en la fase G;
tardia, S, M y G,. La expresion de Ki-67 ha sido relacionada con el prondstico de las
pacientes, de tal forma que un valor alto del mismo se asocia con un peor
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pronostico. Su presencia se asocia con otras variables de mal prondstico, como el
alto grado histoldgico, la afectacion ganglionar o la ausencia de receptores
hormonales (Gasparini y cols., 1989).

Existen otros marcadores, como el gen p53 que codifica la sintesis de una proteina
implicada en el control del ciclo celular, la apoptosis y el mantenimiento de la
estabilidad génica. La mutacién de este gen es la alteracion génica mas comun y
descrita en mayor nimero de tumores, incluyendo el cancer de mama (descrita en cerca
de un tercio de ellos). Sin embargo, en las Ultimas recomendaciones de ASCO
(American Society Clinical Oncology) no se contempla la determinacion de p53 como
marcador para el manejo de las pacientes con cancer de mama.

1.2.1.2.2. Angiogénesis

En el proceso de desarrollo de un tumor de mama se induce la formacion de nuevos
vasos en el estroma circundante a las células tumorales que tiene la mision de garantizar
el aporte energético necesario para mantener el crecimiento celular (Sauer G y cols.,
2003). En las regiones de méximo crecimiento localizadas en los mérgenes del tumor es
donde se produce una mayor transformacion de células endoteliales y de sintesis de
moléculas de adhesion. Se ha sugerido que el incremento de densidad vascular (MVD)
es un factor de peor prondstico en los tumores de mama (Bosari S y cols., 1992); sin
embargo, hasta el momento, la Sociedad Americana de Patologia considera que la
densidad vascular es una variable prondstica pendiente de ser validada. El proceso de
angiogénesis estd mediado por diferentes polipéptidos entre los que destaca la familia
del factor del endotelio vascular (VEGF), que se asocia con un incremento de la
densidad vascular y un peor pronéstico (Fox y Harris, 2004).

1.2.1.2.3. Activadores e inhibidores del plasmindgeno

El activador del plasminégeno (UPA) y el activador tisular del plasmindgeno (t-PA)
son miembros de una familia de proteinas con actividad serin-proteasa. Cuando son
activadas son capaces de degradar varios componentes de la matriz extracelular y
facilitar el crecimiento y la migracion celular. Existen unas moléculas que actian como
inhibidores de este sistema, PAI-1 y PAI-2, los cuales son miembros de una familia de
inhibidores de serin-proteasas. PAI-1 es el inhibidor inicial de la activacion del
plasmindgeno y del activador tisular del plasmindgeno.

Diferentes estudios retrospectivos que utilizaron técnicas de ELISA para detectar el
complejo uPA-PAI-1 asociaron su presencia con un mayor riesgo de recurrencia y una
mayor mortalidad (Look y cols., 2002). El papel de estas moléculas en el prondstico del
cancer de mama estd bien establecido gracias a la validacion prospectiva que se ha
realizado en diferentes estudios (Lamy vy cols., 2010; Annecke y cols., 2008); no
obstante, aun no se aplica de forma universal debido a algunas dificultades técnicas
como es la utilizacion de un ensayo de ELISA estandarizado.
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1.2.1.3. Factores pronosticos pendientes de validar

1.2.1.3.1. Células circulantes de cancer de mama

La capacidad metastésica en el cancer de mama se alcanza cuando las células
tumorales adquieren la propiedad de invadir el estroma, entrar en el torrente
circulatorio, llegar a ser retenidas en la red capilar de un 6rgano distante, invadir el
tejido del huéesped y proliferar en el mismo. Los nidos de células tumorales al crecer
necesitan recibir aporte sanguineo para poder garantizar su crecimiento. Las lesiones
con un tamafo inferior a 2 mm ya disponen de un aporte sanguineo que se origina
mediante el proceso de angiogénesis. Ello explica el fendmeno de la aparicion tardia de
las metéstasis clinicamente detectables.

Gracias al proceso de migracion en el torrente circulatorio es posible detectar células
tumorales circulantes del tumor mediante técnicas basadas en la PCR. Existen pocos
estudios que hayan analizado la presencia de células tumorales circulantes y su posible
relacion con el prondstico (Weigelt y cols., 2005), lo que hace necesario continuar
esperando los resultados de nuevos analisis para poder confirmar o descartar su validez
como variable prondstica.

1.2.1.3.2. Micrometastasis en médula 6sea

Al contrario que en el apartado anterior, existe informacion abundante sobre la
presencia de células epiteliales en la médula 6sea y su deteccion es relativamente
sencilla mediante la utilizacion de técnicas de inmunohistoquimica. Diferentes grupos
han mostrado una correlacion significativa entre la existencia de micrometastasis en la
médula désea y un ILE y de supervivencia mas cortos (Wiedswang y cols., 2003). No
obstante, existen resultados discordantes en otros estudios en los que no se ha podido
evidenciar el papel de las micrometastasis en médula 6sea como variable pronéstica
independiente (Ismael y cols., 2004).

1.2.1.3.3. Susceptibilidad genética

De forma global, la susceptibilidad genética heredada supone alrededor del 5-10 %
de casos de cancer de mama. Los genes implicados en mayor nimero de casos son los
denominados BRCAL (responsable del 20-40 % de casos hereditarios) y BRCA2 (10-30
%). La implicacion prondstica de este grupo de tumores se basa en que los tumores con
mutacion de BRCAL suelen ser pobremente diferenciados, RE/RP/Her2 negativos, con
fenotipo basal, EGFR positivos, con escaso componente de carcinoma in situ, e
hipersensibles a esquemas de tratamiento basados en platino e inhibidores de PARP-1
(de Soto y Deng, 2006).
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1.2.1.3.4. Perfiles gendmicos

El hecho de que las pacientes con caracteristicas clinicopatoldgicas similares
tengan evoluciones completamente distintas, sugiere que deben existir caracteristicas
moleculares subyacentes que determinan su comportamiento.

Los primeros en clasificar los carcinomas en funcion de sus perfiles génicos y su
semejanza con tejidos normales fueron Perou y Sorlie en el afio 2000. Segun sus analisis
se podrian definir cinco grupos: Luminal A (RE+/RP+, Her2 -y perfil genico similar al
de las células luminales normales), Luminal B (RE+ , RP +/-, y Her2 +), Basal (RE-
IRP-, Her2-, con perfil génico de célula basal/mioepitelial; CK 5/6 o0 CK 14+, p63+ y
EGFR+), HER2 (sobreexpresion y amplificacion de Her2, con RE y RP-) y todo
negativo (RE-/RP-/Her2- CK 5/6-, CK 14-, p63-). Los resultados posteriores
demostraron que la supervivencia global y libre de enfermedad se correlacionaba
perfectamente con esta categorizacién, siendo el prondstico de mejor a peor en este
orden de exposicién (Sorlie y cols., 2001; Sorlie y cols., 2003; Brenton y cols., 2005;
Calzay cols., 2006; Rakhay cols., 2007; Irvin y Carey, 2008).

El reciente desarrollo de nuevas tecnologias y, en particular, el uso de microarrays
de &cido desoxirribonucleico complementario (CADN) permiten el andlisis simultaneo
de miles de genes y el establecimiento de una clasificacion mas refinada del cancer de
mama basada en la expresion génica. Existen tres métodos en fase de validacion que
han seguido camino diferentes:

1.- El grupo de Rotterdam ha desarrollado mediante tecnologia de microarrays
(Affymetrix) una firma de 76 genes seleccionados entre miles estudiados (Foekens y
cols., 2006).

2.- El Netherlands Cancer Institute desarrollé una firma prondstica de 70 genes con
los cuales era capaz de discernir el grupo de pronostico favorable del desfavorable con
gran precision (van't Veer y cols., 2002). Esta herramienta se ha visto validada en
estudios de seguimiento a 10 afios, pudiendo ser confirmada en un futuro en funcién de
los resultados que ofrezca el gran ensayo clinico prospectivo disefiado al efecto por la
EORTC (European Organization for Research and Treatment of Cancer) y el BIG
(Breast Internatonal Group), el estudio “MINDACT” (Microarray In Node negative
Disease may Avoid ChemoTherapy). Sin tener aun resultados definitivos, la FDA (Food
and Drug Administration) ha autorizado la comercializaciéon de esta prueba
(MammaPrint®) en EE.UU. el pasado febrero de 2007, siendo por tanto, el primer
“mamochip” que consigue esta valiosa autorizacion.

3.- La tercera herramienta existente es el “Oncotype DX”, basada en métodos de
RT-PCR para cuantificar la expresién de genes seleccionados sobre tejido fijado en
formol/parafina. Se analizaron 250 genes potenciales candidatos a la inclusion sobre un
grupo de carcinomas recurrentes. De todos ellos se seleccionaron 16 genes relacionados
con cancer y 5 de control, con los cuales se compuso un algoritmo denominado
“recurrence score”, cuy0 rango podia ir de 0 a 100. Este valor es la estimacion del
riesgo de recidiva en los 10 afios siguientes al diagndstico. Se ha disefiado un ensayo
aleatorizado prospectivo para pacientes ganglios negativos, RE positivos (ensayo
PACCT), que ofrecera los resutados definitivos (Harris y cols., 2007).
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A pesar de los resultados prometedores de estas nuevas herramientas, los paneles de
expertos siguen sin aceptarlas para definir categorias de riesgo; tanto los microarrays de
cADN (MammaPrint) como los multi-gene assay (Oncotype DX) requieren adn
validaciones prospectivas para su implantacion como herramienta rutinaria. Por otro
lado, atin desconocemos la funcién de muchos de los genes incluidos en los modelos, lo
cual requieren también ulteriores estudios. Hoy en dia es una cuestion de maximo
interés definir cudndo estaran estos test preparados para el salto a la clinica y cuél sera
el papel concreto que desempefiaran en la practica cada uno de ellos.

1.2.2. Factores predictivos

Hasta el momento actual existen dos variables reconocidas como factores
predictivos de respuesta al tratamiento, a saber: los receptores hormonales y la
amplificacion del gen Her2.

1.2.2.1. Estado hormonal

Los RE y RP han sido reconocidos como la variable mas importante para identificar
si un tumor es capaz de responder al tratamiento endocrino. Desde hace mucho tiempo
se conoce que los tumores sin expresion de receptores no deben ser tratados con
hormonoterapia.

A pesar de que la mayor parte de tumores con receptores hormonales positivos
responden a la hormonoterapia, existe una fraccion de enfermas que no responde y otras
que a pesar de presentar una respuesta inicial desarrollan una resistencia. Los
mecanismos de aparicion de esta resistencia no son del todo conocidos, pero se cree que
en ellos intervienen diferentes proteinas que participan en el proceso de transduccion de
sefiales (Anderson, 2002; Song y Santen, 2006).

En aquellas pacientes que reciben tratamiento quimioterapico neoadyuvante, hay
suficiente evidencia para decir que los tumores que no expresan receptores hormonales,
responden mejor al tratamiento citostatico y tienen una mayor probabilidad de alcanzar
un respuesta patoldgica completa (RPc) [Pohl y cols., 2003; Colleoni y cols., 2004;
Ring y cols., 2004].

1.2.2.2. Her?2

El gen Her2 forma parte de la familia de receptores del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y se encuentra amplificado en el 18-20% de los carcinomas de
mama. Se encarga de la sintesis de una proteina con actividad tirosinquinasa que se
sobreexpresa en este grupo de tumores, habiéndose relacionado con la regulacion de la
proliferacion, diferenciaciéon y supervivencia celular (Slamon y cols., 1987; Hynes y
cols., 1994). Se ha demostrado su valor tanto prondstico (mayores tasas de recurrencia y
mortalidad) como predictivo (de respuesta desfavorable a los tratamientos endocrinos
(Carlomagno y cols., 1996; Yamauchi y cols.,, 1997) en general y algunos
quimioterapicos en particular, salvo a antraciclinas), aunque los mecanismos de su
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potencial metastasico son ain motivo de estudio (Hicks y cols., 2008). Actualmente
disponemos de guias de consenso para la determinacion de Her2, bien mediante técnicas
de inmunohistoquimicas que detectan la expresion proteica 0 mediante FISH midiendo
la amplificacion génica. Su principal valor practico es la demostracion de la efectividad
de los tratamientos anti-Her2 tanto en cé&ncer metastatico, como adyuvancia y
neoadyuvancia (Pérez, 2007).

1.3. Estadificacion del cancer de mama

La agrupacion de los tumores malignos en funcién de su comportamiento para
asistir a la toma de decisiones terapéuticas es el sistema TNM, que fue ideado hace
ahora mas de 50 afios por Pierre Denoix en el Institute Gustav Roussy, en Francia, y su
aplicacion al cancer fue publicada 24 afios después, en 1968 (Johnstone y cols., 2000).
La clasificacion se revisa cada cierto tiempo para introducir las mejoras en tratamiento y
diagnostico, pero manteniendo el sistema estable.

1.3.1. Sistema TNM

La clasificacion TNM se utiliza para determinar la extension de la enfermedad
agrupando los pacientes en estadios usando tres variables:

- T =tamafio tumoral
- N = afectacién de los ganglios linfaticos.
- M = metéstasis a distancia

Para ello se pueden utilizar los datos suministrados por la exploracion clinica
(CTNM) o por la anatomia patologica (p TNM).

T = Tamano tumoral

Se define como el mayor didmetro del tumor o del componente invasivo. El
potencial metastatico del tumor aumenta de forma lineal en relacion con el incremento
de su tamafio. Es decir, suele existir correlacion entre el tamafio tumoral y la afectacion
de los ganglios axilares; sin embargo, hay tumores de pequefio tamafio que por su
agresividad presentan metéstasis axilares muy precozmente, y asi mismo tumores de
mas de 5 cm (T3), sin afectacion axilar, por lo que es fundamental también valorar el
estado de los ganglios axilares (Bong y cols., 2005).

N = Afectacion ganglionar
La supervivencia, tiempo libre de enfermedad y fracaso del tratamiento se

correlacionan con el numero de ganglios axilares positivos. Sin evidencia de metastasis
ganglionares la supervivencia a los cinco afnos es del 87%; la supervivencia disminuye
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al 75% en presencia de algun ganglio, al 64.5% con dos o tres ganglios positivos y al
34.5% con cuatro o mas (Fiabrue y cols., 2002).

Dado que la progresion de la enfermedad en la axila suele ser ordenada, la afectacion
de los niveles 11 y Il sin afectacion del nivel | se observa s6lo en el 3.5 % de las
pacientes. Por ello, se acepta que la diseccion del nivel | es predictiva de la situacion
axilar real (Shokuhi y Clarke, 2007). En general, la diseccion de los niveles 1 y 11, con la
reseccion de al menos 10 ganglios, constituiria el estandar en ausencia de enfermedad
macroscopica si no esta indicada la biopsia del ganglio centinela (Morrow, 2004).

M = Metastasis a distancia

Lo habitual es que en el diagnostico inicial de cancer de mama, el tumor sea
clasificado como MO, pues generalmente no se detectan metastasis a distancia en ese
momento. Sin embargo, es mucho mas frecuente que se objetiven durante la vida de la
paciente, pudiendo aparecer hasta después de 20 afios tras el diagnostico inicial (Barrett
y cols, 2008).

El diagndstico de metastasis a distancia se relaciona con un peor prondstico,
estableciéndose que en general la supervivencia posterior varia entre 16 y 30 meses. Al
igual que en otros tumores, las metastasis sistémicas en el cancer de mama se establecen
en sitios especificos. Abarca sobre todo tejidos blandos, huesos, higado, pulmones,
cerebro, pleura y pericardio (Schirrmeister, 2007).

1.3.2. Evolucion del sistema TNM

Las nuevas técnicas en diagndéstico y tratamiento de cancer de mama: mamografia de
cribado, biopsia del ganglio centinela y, por tanto, estudio de las micrometastasis
mediante inmunohistoquimica y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), han puesto
en evidencia la debilidad del sistema TNM y por ello generan una renovacion.

La séptima edicion del sistema TNM, que se utiliza en la actualidad, adna la
estadificacion de la Unién Internacional Contra el Céancer (UICC) y la del Comité
Americano de Cancer (AJCC). La octava edicion se estima que se publicara en el 2016
(Benson, 2003; Edge y cols., 2009).

TNM. 7 ° Edicion. 2009
Esta clasificacion es rica en sufijos, algunos de los cuales pueden confundirse:
e T1(m): cancer multicéntrico

e T1mic: microinvasion
e pN1mi: micrometastasis
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CLASIFICACIONDEL T
Clasificacion clinica:

Tx Imposibilidad de determinar el tamafio del tumor primario.

TO Tumor primario no evidente

Tis:

Tis ( CDIS )Carcinoma ductal in situ o carcinoma intraductal

Tis ( CLIS ) Carcinoma lobulillar in situ

Tis ( Paget ) Enfermedad de Paget sin tumor asociado. Si hay tumor asociado
debe clasificarse acorde al tamano del tumor

T1 Tumor de 2 cm 0 menos en su diametro mayor

T 1 mic Microinvasion 0.1 cm 0 menos en su diametro mayor

Tla Mas de 0. 1 cm pero no mas de 0.5 cm en su diametro mayor

TIb >0.5a=<lcm

Tlc>la=<2cm

T2 Tumor > 2 cm a =< 5 cm en su diametro mayor

T3 Tumor > 5 cm en su diametro mayor

T4 Tumor de cualquier medida con extensidn a pared toracica o piel
La pared toracica incluye costillas, musculos intercostales y serrato anterior
No incluye musculo pectoral

T4a Extensién a pared toracica

T4b Edema (incluye piel de naranja) o ulceracién de la piel de la mama, o
nédulos dérmicos satélites confinados a la misma mama

T4c Ambos

T4d Carcinoma inflamatorio

Clasificaciéon patologica .
Las categorias pT, se corresponden con las categorias T

CLASIFICACION DEL N
Clasificacion anatémica:

1- Axilares ;

Nivel | (base): ganglios hasta el borde externo del musculo pectoral menor.
Incluye los ganglios intramamarios

Nivel Il (intermedios): ganglios entre los bordes interno y externo del musculo
pectoral menor.Incluye los ganglios interpectorales: Rotter

Nivel IlI (vértice): ganglios por dentro del borde interno del pectoral menor

2- Infraclavicular o subclavicular

3- Mamarios internos :ganglios en los espacios intercostales a lo largo del borde
del esternon

4- Supraclavicular homolateral

Los ganglios cervicales y mamarios internos contralaterales son considerados
metastasis a distancia (M1)
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Clasificacion clinica

Nx Ganglios regionales no determinados (ej. removidos previamente).
NO Ausencia de ganglios metastasicos.

N1 Metastasis en ganglios axilares homolaterales méviles

N2:

N2a: Metastasis en ganglios axilares homolaterales (fijos entre si o a otras
estructuras)

N2b: Metastasis en ganglios mamarios internos clinicamente evidentes sin
metastais axilares clinicamente evidentes

N3:

N3a: Metastasis en ganglios subclaviculares

N3b: Metastasis en ganglios de la cadena mamaria interna y axila, ambos
homolaterales y clinicamente evidentes

N3c : Metastasis en ganglios supraclaviculares homolaterales
CLINICAMENTE EVIDENTES: ganglios detectados por examen clinico o por
imagenes( TAC y ecografia ) excluida la linfografia radioisotépica

Clasificacion patologicadel N : pN

CLASIFICACION DEL GANGLIO CENTINELA

Si no hay vaciamiento axilar asociado por tratarse de un ganglio centinela
negativo deben emplearse las siguientes siglas:

pNX ( sn ): Ganglio centinela no determinado

pNO ( sn ): Ganglio centinela sin metastasis

pN1 ( sn): Ganglio centinela con metastasis

pNx. Los ganglios regionales no pueden evaluarse

pNO. Ganglios axilares sin metastasis

pNO (i-). Sin evidencia histologica de metastasis, inmunohistoquimica negativa

pNO (i+). Sin evidencia histologica de metastasis, inmunohostoquimica positiva
>0,2 mm

pNO (mol-). Sin evidencia histolégica de metastasis, hallazgos moleculares
negativos

pNO (mol+). Sin evidencia histologica de metéastasis, hallazgos moleculares
positivos

pN1

pNIm. Micrometastasis (ninguna mayor 0.2 cm)

pNla: Metastasis en 1-3 ganglios axilares incluyendo al menos, uno mayor de 2
mm

pNIb:Metastasis en ganglios mamarios internos (microscopicas no
clinicamente evidentes), detectada por ganglio centinela

pNIc Metastasis en 1-3 ganglios axilares e idem pNIb

pPN2 :

pNZ2a: Metastasis en 4-9 ganglios axilares, incluyendo al menos, uno mayor de
2mm

pN2b:Metastasis en ganglios cadena mamaria interna en ausencia de
metastasis axilares

pN3:

pN3a: Metastasis en 10 6 mas ganglios axilares o en ganglios subclaviculares




Rubén Alonso Calderon

pN3b: Metastasis clinicamente aparente en la cadena mamaria en presencia
de 1 o mas ganglios axilares + o0 mas de 3 ganglios axilares y ganglios en la
mamaria interna con enfermedad microscopica detectada por ganglio centinela, sin
ser clinicamente aparente.

pN3c: Metastasis en ganglios supraclaviculares ipsolaterales.

CLASIFICACION DEL M

Mx. No puede determinarse metastasis a distancia.
MO. Sin metastasis a distancia.

M1. Metastasis a distancia

Por estadios
Estadio TN M

0 Tis NO MO 1B T4 NO,N1,N2 MO
HIC © T N3 MO
| T1NOMO IV ©TONM1
©: Cualquier

[IATO N1 MO
T1 NI MO
T2 NO MO

1B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO

T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1-2 MO

El sistema TNM ha demostrado de esta forma su correlacidn con el pronostico de la
paciente permitiendo la clasificacion de cada caso en un estadio, simplificando asi su
manejo a la hora de adecuar el tratamiento.

1.4. Diagndstico del cAncer de mama

La mamografia es el método de deteccidn mas importante de las lesiones mamarias
y es siempre obligada en pacientes sintomaticas, si bien en algunos casos es necesario
complementarla con otras técnicas como son la ecografia, la galactografia y la
resonancia magnética. Los diferentes estudios han demostrado que los programas de
cribado mamogréafico y la deteccion precoz del cancer de mama han conseguido
disminuir la mortalidad en un 25-30 % (Tabar y col., 2003). Para ello, la calidad de la
imagen es fundamental y la Unica técnica que se ha demostrado eficaz para la deteccién
precoz es la mamografia de calidad, interpretada por radidlogos con experiencia.
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Actualmente, la American Cancer Society recomienda mamografia anual en mujeres
asintomaticas a partir de los 40 afios (Smith y col., 2003).

La mamografia (Figura 1) tiene una
sensibilidad cercana al 90 %, aunque varia con
la edad de la paciente, de forma que es mayor
en mujeres mayores de 50 afios vy
postmenopausicas, que en mujeres jovenes y
premenopausicas; esto es debido a que la
densidad mamaria disminuye con la edad,
sustituyéndose por grasa, facilitindose asi la
observacion de las lesiones. Una mamografia
normal no excluye la posibilidad de que exista
un cancer de mama y, por tanto, la presencia
de una masa palpable va a requerir una
evaluacion con otras técnicas e incluso la
realizacion de biopsia.

Figura 1. Mamografia

El American College of Radiology (ACR) ha editado la 42 edicion del Breast
Imaging and Reporting and Data Base Sytem (BI-RADS), que utiliza un lenguaje
comun para describir los hallazgos radioldgicos e incluirlos en las diferentes categorias
con un diferente valor predictivo positivo (VPP) para cancer (American College of
Radiology, 2003). Este sistema y lenguaje BI-RADS es de uso obligado en EE.UU. y
aconsejado su manejo por la mayoria de las Sociedades Cientificas del resto de paises
(D" Orsi and Newell, 2007).

La deteccion de lesiones mamarias no palpables (LMNP) se ha incrementado
significativamente gracias al extendido uso de la mamografia como método de cribado
del cancer de mama. Con la introduccion del sistema BI-RADS se han clasificado las
LMNP en 6 categorias que facilitan el manejo de las pacientes. A las lesiones
clasificadas en las categorias BI-RADS 4 y 5 se les debe realizar biopsia debido a su
moderado o alto valor predictivo positivo (VPP) para cancer. Para las lesiones de
categoria BI-RADS 3 (lesiones probablemente benignas con una probabilidad de
malignidad menor de un 2 %) la primera opcion de manejo se relaciona con la edad de
la paciente. En mujeres menores de 35 afios se aconseja la realizacion de una Puncién
Aspiracion con Aguja Fina (PAAF) y para mayores de esa edad, una Biopsia con Aguja
Gruesa (BAG).

Los tumores primarios no palpables en estadios iniciales se tratan mediante
tumorectomia y biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC). Para la tumorectomia
se necesita de marcaje previo de la lesién mediante la colocacién de un arpén metélico
que permita al cirujano localizar las lesiones. El principal problema de la localizacion de
lesiones no palpables con guias metalicas es la alta incidencia de resecciones
incompletas y presencia de margenes quirdrgicos afectos (Gray y cols., 2001; Chadweik
y Shorthouse, 1997). En 1997, el Instituto Europeo de Oncologia de Milan (IEO),
describi6 una técnica para la localizacion de lesiones no palpables mediante la inyeccion
intralesional de radiofarmacos (Luini y cols.,, 1998), que denomindé R.O.L.L.
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(radioguided ocult lesion localization). Ademas, la utilizacion de la técnica de deteccion
del ganglio centinela en los tumores en estadios precoces planted la posibilidad de
integrar en un solo procedimiento ambas técnicas (Van Rijk y cols., 2006; De Cicco y
cols., 2004; Barros y cols., 2002).

La BSGC supone la sustitucion de la linfadenectomia axilar tradicional por una
extirpacion limitada a uno o dos ganglios. La base fisiopatoldgica de la BSGC en el
cancer de mama, la comparte con otros tumores como el melanoma o el cancer de pene,
y es la existencia de un drenaje selectivo que finaliza en un ganglio determinado y que
depende de la localizacion del tumor dentro de un 6rgano (Cody y cols., 1999; Cox y
cols., 2000). Ese ganglio linfatico, es por definicion, el primer sitio de enfermedad
metastasica antes de progresar hacia ganglios linfaticos mas alejados. Para su
identificacion se utilizan is6topos y colorantes que son selectivamente drenados por los
vasos linfaticos mamarios, y cuyo trayecto sera visualizado a través de una
gammagrafia (Figura 2). El anélisis histolégico de este ganglio centinela determina asi
la necesidad o no de realizar una linfadenectomia axilar.

Inyeccion intradérmica subareolar de Tc 99 m Gammagrafia.
Proyeccion planar

SPECT-TAC

Gammacamara
portatil o
Sentineila

Imagen de los puntos de Glanglio centinela Sonda gammadetectora
inyeccion periareolares

Figura 2. Proceso de estudio del ganglio centinela.
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1.4.1 Tipos histoldgicos

Existen numerosas clasificaciones anatomopatologicas, pero la mas empleada
actualmente es la establecida por la Organizacion Mundial de la Salud (Tavassoéli y
Devilee, 2003). La mayoria de las neoplasias mamarias se originan en la unién terminal
ductolobulillar clasificAndose como tipo ductal o lobulillar en relacion a sus
caracteristicas morfoldgicas e inmunohistoquimicas especificas. Ambos grupos
presentan variedades infiltrantes o invasivas y no infiltrantes o in situ.

1.4.1.1. Carcinoma ductal in situ

El carcinoma ductal in situ (CDIS) se define como una proliferacion de células
epiteliales malignas, que crece en el interior de los conductos sin evidencia de invasion
a través de la membrana basal. EI CDIS es considerado una lesion precursora que,
ademas, confiere un riesgo relativo de desarrollo de céncer infiltrante subsiguiente.
La incidencia de CDIS se ha incrementado desde menos de un 5 % hasta alrededor del
20 % de los carcinomas de mama con la incorporacion de las campafias de cribado
mamografico (Figura 3A).

1.4.1.2. Carcinoma lobulillar in situ

El carcinoma lobulillar in situ (CLIS) se define como una proliferacion de células
generalmente pequefias, poco cohesivas, que se origina en la unidad ducto-lobulillar
terminal. Es més frecuente en mujeres de 40-50 afios, aproximadamente una década
anterior al CDIS, aunque estudios recientes sugieren un aumento en su incidencia en
mujeres mayores. Es una enfermedad caracteristicamente multifocal (50 %) y se
relaciona con la bilateralidad (Figura 3B).

1.4.1.3. Carcinoma ductal infiltrante NE

El carcinoma ductal infiltrante NE (No Especificado, equivalente al NOS “Not
Otherwise Specified”) es el tipo tumoral mas frecuente de los carcinomas invasivos de
mama, suponiendo entre el 40 % y el 70 % de los mismos. Histolégicamente, lo que
caracteriza a este tipo tumoral es la variedad tanto arquitectural como citolégica de las
lesiones (Figura 3C). Hasta en un 80 % de los casos puede encontrarse componente de
carcinoma in situ, habitualmente de alto grado. Dentro de este tipo tumoral se reconocen
algunos subtipos con rasgos morfoldgicos particulares.

Carcinoma de tipo mixto

Para que un carcinoma invasivo se considere como ductal NE, méas del 50 % de la
masa tumoral debe tener un patrén de crecimiento no especifico. En los casos con entre
un 10 a un 49 % de areas de crecimiento de tipo especial, estos tumores se clasifican en
carcinoma mixto ductal y del tipo especial o mixto ductal y lobulillar.
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Carcinoma pleomorfico

Es una variante rara caracterizada por la presencia en mas del 50 % de la masa
tumoral de células tumorales pleomdrficas, muy irregulares y de gran tamafio, de
aspecto sarcomatoso. Estos tumores son de alto grado, no expresan receptores
hormonales, suelen tener expresion de p53 y metéstasis ganglionares en el 50 % de los
casos en el momento del diagnostico.

Carcinoma con células gigantes tipo osteoclasto

La caracteristica comun de estos tumores es la presencia en el estroma de células
gigantes multinucleadas de tipo osteoclasto. EI comportamiento bioldgico de este tumor
depende del componente carcinomatoso ya que las células gigantes son de naturaleza
reactiva, probablemente relacionadas con la produccion de factores quimiotécticos y
angiogeénicos del tumor.

Carcinoma con rasgos melanociticos

Son tumores extraordinariamente raros que combinan rasgos de carcinoma ductal
NE y melanoma, con zonas de transicion entre ambas. El principal problema es el
diagnostico diferencial con el melanoma mestastasico en la mama.

1.4.1.4. Carcinoma lobulillar infiltrante

Se define como un tumor compuesto por células que muestran un patron de
crecimiento difuso, formando hileras de una célula de espesor, como consecuencia de
la pérdida de expresion de la e-cadherina, molécula de adhesidn celular, embebidas en
un abundante estroma fibroso. Representa entre el 5 % y el 15 % de los carcinomas
invasivos, con un ligero aumento en su incidencia en los Gltimos afios (Figura 3D). La
edad media de las pacientes es ligeramente superior a la del carcinoma ductal infiltrante.
Tradicionalmente se ha considerado que este tipo tumoral presenta unos mayores
indices de multicentricidad y bilateralidad.

En un alto porcentaje de casos hay un componente de carcinoma lobulillar in situ, es
pecialmente en el tipo clasico, a veces con fendmenos de extension ductal. Al igual que
en el carcinoma ductal hay subtipos mixtos, de los cuales, el mas importante es el que
combina un patron de crecimiento tubular con el patron clasico dando lugar al
carcinoma tubulo-lobulillar.

1.4.1.5. Carcinoma tubular

Es un tipo especial caracterizado por un patrén de crecimiento en estructuras
tubulares bien diferenciadas, tapizadas por una Unica capa de células y con una forma
angulosa de los conductos. El principal rasgo diferencial de este tipo es su buen
prondstico, incluso con metastasis ganglionares.
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1.4.1.6. Carcinoma cribiforme

Es un carcinoma poco frecuente (0,8-3,5 %). Son tumores de bajo grado citologico,
con 100 % de expresion de receptores hormonales. En estas neoplasias es necesario
realizar el diagnostico diferencial con el carcinoma intraductal con patron cribiforme.
Para ello, es muy util demostrar la existencia de células mioepiteliales mediante el
anticuerpo p-63 en ésta ultima entidad.

1.4.1.7. Carcinoma medular

Este es el tipo histoldgico que tradicionalmente se ha considerado como de buen
prondstico, a pesar de ser un tumor de alto grado citologico. Se define como un tumor
bien delimitado, habitualmente redondo, con una arquitectura sincitial en grandes nido
solidos, separados por escaso estroma y rodeados de un marcado componente
inflamatorio linfoplasmocitario reactivo. ES necesario separar estas neoplasias triple
negativas de los tumores también triple negativos de fenotipo basal y peor prondstico.

1.4.1.8. Carcinomas productores de moco

En esta categoria se engloban tanto el carcinoma mucinoso o coloide como el
extraordinariamente raro cistoadenocarcinoma mucinoso. Se caracteriza por la presencia
de abundante moco extracelular en el que sobrenadan grupos de células neoplésicas
generalmente de bajo grado. Esta presencia de moco les confiere un aspecto radiologico
de lesion nodular bien delimitada y un caracter macroscépico gelatinoso (Figura 3E).

1.4.1.9. Carcinoma papilar

Es un tipo tumoral raro caracterizado por el crecimiento en forma de papilas con un
eje conectivo-vascular tapizadas por una capa de células, generalmente de grado nuclear
intermedio. La mayoria son puros, aunque pueden tener areas relativamente sélidas, y
en ocasiones se acompafian de un componente in situ también papilar. Hay
relativamente pocos datos sobre su evolucién, aunque parece tener un comportamiento
menos agresivo que los carcinomas ductales NE.

1.4.1.10. Carcinoma metaplasico

Se trata de un grupo heterogéneo de tumores que combinan areas de adenocarcinoma
convencional con otras de diferenciacion fusocelular, escamosa y/o mesenquimal.
Suponen menos del 1 % de los tumores invasivos de mama. Este tipo de tumores
suponen un serio problema de diagnostico diferencial con neoplasias mesenquimales de
patron fusiforme cuando el componente epitelial esta poco representado. El uso de
marcadores epiteliales como las citoqueratinas y mesenquimales como el CD34 ayudan
a distinguirlos.
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1.4.1.11. Carcinoma adenoide quistico

Representa aproximadamente el 0,1 % de los tumores invasivos y morfolégicamente
es idéntico al que aparece en las glandulas salivales. Es un tumor de buen prondstico ya
que no suele dar metéstasis ganglionares. El principal problema diagndstico es la
diferenciacion con el carcinoma cribiforme invasivo, con el que comparte arquitectura.

1.4.1.12. Carcinoma inflamatorio

Este tipo se define méas por sus rasgos clinicos que por sus caracteristicas
morfologicas, y se encuadra dentro del grupo de carcinomas localmente avanzados. A
pesar del nombre y de los rasgos clinicos (eritema, edema, piel de naranja, induracion,
etc.) no hay infiltrado inflamatorio apreciable. Todos estos sintomas dependen de la
permeacidn masiva de los vasos linfaticos de la dermis por parte de émbolos tumorales,
habitualmente con un tumor de tipo ductal NE subyacente. En estos casos suelen ser
tumores sin receptores hormonales y con sobreexpresion de HER2. El diagnostico es
predominantemente clinico ya que en biopsias pequefias de piel puede no encontrarse el
dato morfologico caracteristico (Figura 3F).



http://www.google.es/imgres?q=carcinoma+de+mama+ductal+in+situ&hl=es&biw=1024&bih=515&tbm=isch&tbnid=--lAnTBgC7iBrM:&imgrefurl=http://www.zambon.es/servicios/atlas/fichas/1031.htm&imgurl=http://www.zambon.es/servicios/atlas/img_large/h1f088.jpg&w=585&h=377&ei=W5c-UIKPDYKChQeXi4H4Dg&zoom=1&iact=hc&vpx=309&vpy=2&dur=2560&hovh=180&hovw=280&tx=151&ty=83&sig=107530896484058120891&page=1&tbnh=128&tbnw=199&start=0&ndsp=8&ved=1t:429,r:1,s:0,i:73
http://www.google.es/imgres?q=carcinoma+ductal+infiltrante&um=1&hl=es&biw=1024&bih=515&tbm=isch&tbnid=KDyfmepO58a7LM:&imgrefurl=http://www.conganat.org/3congreso/cvhap/comunicaciones/129/index.htm&imgurl=http://www.conganat.org/3congreso/cvhap/comunicaciones/129/Fig%201%20mama.jpg&w=1425&h=962&ei=We8_UNnzNcrJhAebkIDgCQ&zoom=1&iact=hc&vpx=708&vpy=73&dur=224&hovh=184&hovw=273&tx=169&ty=93&sig=107530896484058120891&page=2&tbnh=145&tbnw=215&start=8&ndsp=12&ved=1t:429,r:3,s:8,i:107

Introduccién

Figura 3. A.- Carcinoma ductal in situ; B.- Carcinoma lobulillar in situ; C.- Carcinoma
ductal infiltrante; D.- Carcinoma lobulillar infiltrante; E.- Carcinoma mucinoso; F.-
Carcinoma inflamatorio.

I.5. Tratamiento neoadyuvante del cAncer de mama.

1.5.1. Introduccion

El tratamiento neoadyuvante, generalmente referido como quimioterapia
neoadyuvante (QN) o quimoterapia primaria o de induccion, es aquella administrada
antes de cualquier tratamiento local, ya sea cirugia o radioterapia. Se comenz0 a utilizar
a finales de la década 60, y los primeros resultados fueron publicados en los 70 y su
objetivo era aquellos tumores localmente avanzados en los que no era posible la cirugia
como primera opcion terapéutica. Estos primeros ensayos con QN producian una
disminucion del tamafio del tumor (respuestas clinicas) entre 70-80 % (Jacquillat y
cols., 1990; Bonadonna y cols., 1990).

La QN es considerada actualmente indispensable en el tratamiento de los tumores
inoperables al diagnostico y en los carcinomas inflamatorios de mama, aunque cada vez
es mas utilizada en el cancer de mama precoz, en aquellas pacientes que a priori serian
candidatas a recibir quimioterapia adyuvante (Kaufmann y cols., 2007).

Con la administracién de tratamiento neoadyuvante podemos hacer operable un
tumor si se consigue una reduccion suficiente de tamafio. Otro objetivo fundamental de
la QN es la posibilidad de realizar un tratamiento conservador en un tumor cuya primera
indicacion quirdrgica es una mastectomia. Sin embargo, el nimero de mastectomias
realizadas en Espafa sigue siendo todavia muy alto (alrededor del 60 %). Es interesante
saber que la QN es una opcion alternativa e igual de valida a la mastectomia de inicio,
con la diferencia de poder ofrecerle a la mujer una posibilidad de conservar la mama
(Kuerer y cols., 2001). Ademas, con la QN tenemos la posibilidad de desarrollar
esquemas terapéuticos mas eficaces e individualizados sobre la base de marcadores
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bioldgicos y genéticos, al disponer de un modelo in vivo de sensibilidad como es la
propia enferma.

El cancer de mama inicial (estadios I, I1 'y I11) puede ser tratado de dos maneras:

1.- La secuencia convencional de cirugia seguida de un tratamiento complementario
(quimioterapia y/o radioterapia y/o hormonoterapia).

2.- La secuencia inversa con tratamiento sistémico primero (quimioterapia u
hormonoterapia) seguida de cirugia.

Lo méas importante es conocer que no existen diferencias en la supervivencia de las
pacientes segun la pauta terapéutica utilizada (Bonadonna y cols., 1998; van der Hage y
cols., 2001; Goldhirsch y cols., 2007). Esto se sabe gracias al resultado de varios
estudios aleatorizados (Jones y Smith, 2006) que han comparado las 2 secuencias v, el
resultado de un metaanalisis realizado en 4000 mujeres y con 9 ensayos (Mauri y cols.,
2005). Este resultado ha confirmado lo que ya se conocia: que las 2 secuencias son
similares en cuanto a supervivencia. Otra de las conclusiones de este metaanalisis es la
presencia de una mayor tasa de recaidas locales en aquellas mujeres que recibian QN.
No obstante, hay que ser cauto con esta conclusion, ya que esta mayor tasa de recaidas
locales fue observada en aquellos trabajos en los que, tras QN, las pacientes con una
respuesta clinica completa (desaparicion clinica del tumor) recibian radioterapia en vez
de tratamiento local con cirugia (Mauri y cols.,, 2005). Por tanto, una de las
conclusiones importantes que se puede sacar de estos datos es que la radioterapia no
debe sustituir a la cirugia ni siquiera en aquellos casos en los que exista una respuesta
clinica completa del tumor.

1.5.2. Seleccion del tratamiento segun el estado de los receptores hormonales y
Her2

La division del tumor segun su estado de hormonosensibilidad y de expresion del
Her2 da cuatro posibles escenarios en el tratamiento neoadyuvante. Asi como en el
cancer de mama intervenido y en el metastatico esta clasificacion permite individualizar
el tratamiento en cada situacion por la existencia de una clara evidencia cientifica
(EBCTCG, 2005; Viani y col., 2007), en el caso del cdncer de mama inicial las opciones
de tratamiento neoadyuvante no estan tan claras.

RH+, HER2+

En este caso se podria empezar con un tratamiento combinado de quimioterapia
mas trastuzumab vy tras la cirugia tratamiento hormonal, o bien, con quimioterapia sola o
incluso con hormonoterapia dada la hormonosensibilidad del tumor, y tras la cirugia
tratamiento con trastuzumab y hormonoterapia. Desafortunadamente, en el caso de un
tumor hormonosensible, no tenemos ningun estudio aleatorizado bien disefiado que
compare la quimioterapia frente a la hormonoterapia. Desde un punto de vista practico y
hasta que se tengan los resultados de estudios fase Il méas concluyentes y mejor
disefiados, el tratamiento neoadyuvante con hormonoterapia se puede reservar, en
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general, a mujeres mayores postmenopausicas con tumores hormonosensibles, con
alguna contraindicacion para la quimioterapia (Semiglazov y col., 2004).

RH+, HER2-

En el segundo escenario nos encontramos con un tumor con positividad para los
RH y con el Her2-. En esta situacion el tratamiento que se indica en la mayoria de los
casos es quimioterapia, y tras la cirugia se establece el tratamiento hormonal adecuado
(Bear y cols., 2006).

RH-, HER2+

El tercer escenario se trata del caso de un tumor no hormonosensible pero con
sobreexpresion o amplificacion de Her2. En este caso la duda esta entre utilizar sélo
quimioterapia desde el inicio y tras la cirugia tratamiento con trastuzumab, o bien
quimioterapia asociada a trastuzumab desde el inicio (Buzdar AU y cols., 2005).

RH-, HER2-

Por altimo, el cuarto escenario con negatividad para los dos receptores (RH y Her2)
es el unico que no plantea dudas, ya que sélo existe una Unica opcion, que es utilizar QT
(Liedtke y col., 2008).

1.5.3. Quimioterapia

Si hay que utilizar la quimioterapia como tratamiento neoadyuvante, la pregunta es:
actualmente, cual es el mejor esquema de tratamiento. Antes de la era de los taxanos, es
decir, antes del inicio de los afios 90, las antraciclinas eran la base del tratamiento tanto
precoz como avanzado. Con esquemas clasicos con antraciclinas tipo AC (Adriamicina-
Ciclofosfamida) u otras combinaciones como QN, la tasa de RPc estaba alrededor de 9-
13 %. Posteriormente, con la incorporacién de los taxanos comenzaron a surgir nuevos
esquemas de tratamiento que demostraron ser superiores a los clasicos esquemas con
antraciclinas.

Los estudios aleatorizados mas importantes que han mostrado los regimenes mas
Optimos son:

Estudio Aberdeen (Smith y cols., 2002)

Después de los exitosos estudios fase | y Il de neoadyuvancia, el estudio Aberdeen
demostrd que la administracion secuencial de docetaxel doblaba las tasas de RPc.

Un total de 162 paciente diagnosticadas de cancer de mama T2-T3, Nx-N2,
recibieron 4 ciclos de CVAP (ciclofosfamida, vincristina, doxorrubicina vy
prednisolona). Aquellas mujeres con respuesta clinica (completa o parcial) fueron
aleatorizadas a 4 ciclos mas del mismo régimen, o bien 4 ciclos mas de docetaxel cada
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3 semanas. En este grupo, docetaxel dobl6 las tasas de RPc. Aquellas pacientes con
evidencia de estabilizacion clinica de la enfermedad o progresion tras los 4 primeros
ciclos con antraciclinas, recibieron directamente 4 ciclos de docetaxel, alcalzandose un
55 % de repuestas clinicas parciales y completas.

Estudio NSABP B27 (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project) [Bear
y cols., 2003]

Es el estudio de mayor nimero de pacientes. Se trata de un ensayo fase IlI
aleatorizado que, basédndose en un anterior estudio (NSABP B-18), analiza si la
incorporacion de docetaxel mejora la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la
supervivencia global (SG), objetivos primarios del estudio.

Un total de 2411 mujeres con cancer de mama inicial (T1-T3, NO-N1, MO0) fueron
aleatorizados a tres ramas de tratamiento: 4 ciclos de AC (adriamicina, ciclofosfamida)
administrados cada tres semanas seguido de cirugia; 4 ciclos de AC seguido de 4 ciclos
de docetaxel cada tres semanas y posteriormente cirugia; y 4 ciclos de AC seguido de
cirugia y después 4 ciclos de docetaxel. Todas las pacientes recibieron tamoxifeno
desde el primer dia de la quimioterapia y durante 5 afios independiente del estado de los
receptores hormonales. Con respecto al objetivo secundario que fue la tasa de RPc, la
rama Il produjo un incremento significativo de la RPc en la mama y axila frente a las
obtenidas con el esquema AC (21,8 % vs. 11,5 %; p < .001).

Estudio ECTO (European Cooperative Trial in operable breast cancer) [Gianni y
cols., 2002]

Este estudio es un fase 11l aleatorizado a tres ramas, con 1355 pacientes. Las dos
primeras estudian la administracion de unos determinados esquemas como tratamiento
adyuvante a la cirugia, mientras que la tercera rama estudia la secuencia de 4 ciclos de
doxorrubicina y paclitaxel cada 3 semanas, seguidos posteriormente de 4 ciclos de
CMF (Ciclofosfamida, Metotrexate y 5-Fluorouracilo) como QN. Esta tercera rama
incluyd un total de 448 pacientes; la RPc en la mama fue del 23 % y del 20 % en mama
y axila, para este esquema de QN.

Estudio del MD Anderson Cancer Center (Green vy cols., 2005)

Se trata de un estudio fase Il sobre 258 pacientes con cancer de mama T1-T3, NO-
N1, MO. Este estudio tiene como finalidad comparar la eficacia de la secuencia,
paclitaxel seguido de un régimen con antraciclinas como FAC (5-Fluorouracilo,
doxorrubicina, ciclofosfamida). El objetivo era comparar dos esquemas distintos de
paclitaxel, semanal o trisesmanal seguido de FAC y evaluar la tasa de RPc en la mama y
axila.

El esquema de tratamiento fue el siguiente: para las pacientes en la rama de
paclitaxel trisemanal la dosis administrada fue de 225 mg/m?. Las pacientes asignadas a
la rama de paclitaxel semanal recibieron dos dosis diferentes segun la presencia o no de
ganglios clinicos palpables al diagndstico. Aquellas consideradas clinicamente con
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ganglios positivos recibieron 150 mg/m? durante 3 semanas descansando posteriormente
una semana. Esto constituia 1 ciclo recibiendo un total de 4 ciclos. Por el contrario,
aquellas mujeres consideradas clinicamente negativas desde el punto de vista ganglionar
recibieron 80 mg/m? semanal, durante 12 semanas seguidas. Tras el paclitaxel y, de
manera secuencial, todas las pacientes recibieron 4 ciclos de FAC cada 3 semanas.

Sobre un total de 258 pacientes incluidas, 110 tuvieron ganglios positivos al
diagnostico confirmado mediante puncidn. Con respecto a la tasa de RPc, las pacientes
con paclitaxel trisemanal presentaron un 15,7 % de RPc frente a un 28,2 % con el
paclitaxel semanal (p=0.02). No hubo diferencias en la tasa de RPc en la rama de
paclitaxel semanal con las dos dosis diferentes.

Estudio GEPARDUOQO (The second German Preoperative Adriamycin Docetaxel)
[von Minckwitz cols., 2005]

Este estudio fase Il fue el primero en comparar dos estrategias diferentes para
incorporar doxorrubicina y docetaxel en el tratamiento primario. Investigd en 913
mujeres (1999-2001) con cancer de mama (T2-3, NO-2, MO) la eficacia del esquema AD
(Doxorrubicina, Docetaxel) cada 14 dias por 4 ciclos frente a AC (Doxorrubicina,
Ciclofosfamida) cada 21 dias seguido de docetaxel cada 21 dias por cuatro ciclos cada
uno. Todas las pacientes recibieron tamoxifeno simultaneamente, con independencia del
estatus hormonal.

El objetivo principal del estudio era la incidencia de RPc en la mama y en la axila.
Alcanzaron la RPc un total de 94 pacientes (10,6 %), pero la probabilidad era mas alta
con el esquema secuencial (14,3 %) que con el concurrente (7,0 %), p < 0,001.

Estudio GEPARTRIO (The third German Preoperative Adriamycin Docetaxel)
[von Minckwitz cols., 2008]

Ensayo fase |11, prospectivo, multicéntrico, prospectivo, randomizado, cuyo objetivo
principal era comparar la eficacia de 6 a 8 ciclos de docetaxel, doxorrubicina y
ciclofosfamida (TAC) frente a 2 ciclos de TAC seguidos de 4 ciclos de vinorelbina y
capecitabina (NX).

Se reclutaron un total de 2090 pacientes entre Julio 2002 y Diciembre 2005. Todas
las pacientes comenzaron el tratamiento neoadyuvante con 2 ciclos de TAC, dia 1, cada
3 semanas. La respuesta clinica tras los mismos, se evalué con ultrasonidos. Las
pacientes que habian respondido eran randomizadas a continuar con 4 6 6 ciclos mas de
TAC. Las pacientes en las que no se objetivd respuesta se randomizaron para continuar
con 4 ciclos de TAC o con 4 ciclos de NX, dias 1-14, cada 3 semanas. Ninguna de las
pacientes Her2+ recibieron trastuzumab durante el tratamiento neoadyuvante. Las
pacientes en las que se objetivd progresion al primer exdmen, fueron excluidas de la
randomizacion y tratadas segun criterio del investigador.
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Las tasas de RPc fueron similares en los diferentes brazos del estudio (17 %) . Se
demostro que la adicién de 2 ciclos mas de TAC, a los 6 previos, no aumentaba las tasas
de RPc. Entre aquellos pacientes que no respondieron inicialmente al esquema TAC se
vid una similar eficacia pero mejor tolerancia para el esquema NX que TAC.

Estudio JBCRGO1 (Japan Breast Cancer Research Group) [Toi y cols., 2008]

Este estudio es un fase Il multicéntrico que examino el efecto patologico en la
supervivencia después de dar quimioterapia neoadyuvante en 191 mujeres japonesas
con cancer de mama. Todas las pacientes recibieron 4 ciclos de FEC (5Fluorouracilo,
Epirrubicina, Ciclofosfamida) seguido de 4 ciclos de docetaxel. El objetivo primario
era la supervivencia libre de enfermedad (SLE) en funcion de las tasas de RPc. En este
estudio se utilizo el término Quasi-RPc (QRPc), para hacer referencia a la ausencia de
tumor invasivo o la presencia de células tumorales focales residuales (Kuroi y cols.,
2006); lo que equivaldria al grado 4 y 5 de regresion de Miller & Payne.

Las tasas de QRPc fueron del 25 % (incluyendo un 16 % de RPc). 38 pacientes de
las 75 que no respondieron al esquema FEC tenian respuesta al tratamiento con
docetaxel. 106 de las 118 que respondieron al FEC mantuvieron o aumentaron la
respuesta con el tratamiento de docetaxel.

Con respecto al objetivo primario del estudio, las pacientes que alcanzaban una

QRPc tenian una mejoria significativa en la SLE a los 3 afios (98 %) comparado con las
pacientes que tenian peor respuesta (89 %), p = 0,033.

Estudio JBCRGO3 (Japan Breast Cancer Research Group) [Iwata y cols., 2011]

El mismo grupo de trabajo, realizd posteriormente otro estudio fase Il muy parecido
al anterior, pero con la secuencia inversa de tratamiento. Es decir, 132 mujeres
japonesas recibieron 4 ciclos de docetaxel, seguidos de 4 ciclos de FEC. En este caso, el
objetivo principal era la RPc y QRPc, que fueron del 23 % y 29 % respectivamente, un
poco mas altas que en el estudio anterior. 27 de las 48 pacientes que no respondieron a
docetaxel, consiguieron respuestas con el esquema FEC. Sin embargo, 8 de los 87
respondedores a docetaxel no mejoraron la respuesta tras la administracion de FEC.

Parece evidente que la incorporacion de los taxanos a la QN proporciona una
mejoria significativa en los estudios en la RPc. Estos estudios no son comparables entre
si por la poblacidn tan heterogénea de pacientes. Lo que si esta claro es que cualquiera
de ellos es valido, y que la incorporacion de un taxano es un paso obligado en el
tratamiento con QN del cancer de mama para obtener una mayor tasa de RPc.
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1.5.4. Hormonoterapia

La experiencia con hormonoterapia neoadyuvante es mucho menor que con
quimioterapia. En general, la tasa de RPc es mucho menor que la obtenida con la QN
pero puede ser debido a que se desconoce la duracién éptima de la hormonoterapia
neoadyuvante. Hasta la fecha, los dos estudios aleatorizados mas importantes son:

Estudio de letrozol versus tamoxifeno (Ellis y cols., 2001)

Se trata de un estudio fase 111 a doble ciego realizado sobre 324 pacientes con cancer
de mama no susceptible de cirugia conservadora de inicio, aleatorizadas entre letrozol o
tamoxifeno durante 4 meses. Se trataba de mujeres postmenopausicas con receptores
hormonales positivos. El objetivo primario era determinar la tasa de respuestas clinicas,
y el secundario el porcentaje de cirugias conservadoras tras el tratamiento. El letrozol
produjo una tasa de respuestas clinicas (respuestas completas y respuestas parciales) del
60 % frente al 41 % con el tamoxifeno (p = 0.004). Con relacion a la tasa de cirugias
conservadoras, con el letrozol fue de 48 %, frente a 36 % con el tamoxifeno (p = 0.036).
En este estudio no se analiz6 la RPc.

Estudio IMPACT comparando anastrozol versus tamoxifeno versus combinacién de
ambos

El estudio IMPACT compara la efectividad del anastrozol frente al tamoxifeno y la
combinacion de ambas drogas, como tratamiento neoadyuvante hormonal. Los objetivos
del estudio fueron similares a los del estudio previo con letrozol, siendo prioritaria de
nuevo la tasa de respuestas clinicas (y no patoldgicas), la tasa de cirugia conservadora y
en este estudio se analizd6 como objetivo secundario los cambios en el marcador
molecular Ki 67.

Se trata de un estudio fase Il doble ciego 1: 1: 1 aleatorizado entre anastrozol +
placebo, tamoxifeno + placebo y tamoxifeno + anastrozol + placebo, realizado sobre
330 pacientes. Para los criterios de inclusidn se necesitaban mujeres postmenopausicas
con RE +. Con respecto al objetivo primario, no hubo diferencias en la tasa de
respuestas clinicas entre el anastrozol (37 %), tamoxifeno (36 %) y la combinacion (39
%), aunque si se objetivd una mayor tasa de cirugia conservadora a favor del anastrozol
(Smith y cols., 2005).

El tratamiento hormonal neoadyuvante es una Optima alternativa a la quimioterapia
neoadyuvante en un determinado grupo de pacientes, como son aquellas mujeres
postmenopausicas con RH +. Parece claro que los inhibidores de la aromatasa son
superiores 0, al menos, tan eficaces como el tamoxifeno en reducir el tamafio clinico del
tumor evitando los efectos secundarios del antiestrogeno. La duracion del tratamiento es
todavia una pregunta a estudio que debera ser contestada en futuros ensayos clinicos; no
obstante, parece recomendable no utilizar el tratamiento menos de 6 meses para poder
obtener la maxima respuesta.
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1.5.5. Quimioterapia + Trastuzumab

La incorporacion de farmacos dirigidos a dianas moleculares es una de las vias para
conseguir una mayor tasa de RPc y, por tanto, una mayor eficacia de la quimioterapia
primaria. Uno de los agentes mas atractivos es el trastuzumab en las pacientes con
sobreexpresion de Her2 (Eisenhauer EA., 2001; Nielsen DL y col., 2009),
especialmente tras los excelentes resultados obtenidos con el uso de trastuzumab en
adyuvancia.

Los resultados mas interesantes derivan de tres estudios aleatorizados. EI primero es
el publicado por Buzdar y cols., 2005, realizado en el MD Anderson Cancer Center. En
este estudio, las pacientes con cancer de mama estadios Il-111A y con sobreexpresion de
Her2 (3+) y/o positividad por FISH fueron aleatorizadas entre un régimen secuencial
con 4 ciclos de paclitaxel seguidos de 4 ciclos de FEC asociado 0 no a trastuzumab.
Tras la quimioterapia, las pacientes eran programadas para realizar cirugia conservadora
0 bien mastectomia de acuerdo a la respuesta clinica. A las pacientes con ganglios
clinicos negativos se les realizaba la técnica del ganglio centinela, y si en éste existia
enfermedad microscdpica residual se les aconsejaba la realizacion de vaciamiento
axilar. El estudio estaba disefiado para encontrar una diferencia en la tasa de RPc de 21
% a 41 %,; para ello se necesitaban 164 pacientes. Entre los afios 2001 y 2003 se
incluyeron solamente 42 pacientes, ya que el estudio se par6 por decision de Comité por
la alta tasa de RPc encontrada en la rama con trastuzumab: 26,3 % frente a 65,2 % (p=
0.016).

Otro ensayo aleatorizado importante en este escenario es el NOAH (Gianni y cols.,
2007), estudio europeo en el que 227 pacientes con cancer de mama estadios II-111B
Her2 positivo se aleatorizaron a recibir un tratamiento primario con un esquema
secuencial con antraciclinas, paclitaxel y CMF, con o sin trastuzumab concomitante; los
resultados iniciales muestran un aumento significativo de la RPc para el grupo que
recibio trastuzumab (38 % versus 20 %; p=0,003).

El ensayo fase 11l GEPARQUATTRO, conducido por el grupo aleman, es el estudio
de neoadyuvancia con mayor numero de pacientes Her2+. 1510 mujeres recibieron 4
ciclos de EC (epirrubicina y ciclofosfamida) y eran randomizadas para recibir 4 ciclos
de docetaxel (brazo A), 6 4 ciclos de docetaxel mas capecitabina (brazo B), ¢ 4 ciclos
de docetaxel seguido por 4 ciclos de capecitabina (brazo C). Las mujeres Her2+
recibieron trastuzumab cada 3 semanas concomitante con la quimioterapia, antes de la
cirugia, y hasta 1 afio después de la cirugia. Las tasas de RPc (objetivo primario del
estudio) en las pacientes Her2+, estaban significativamente incrementadas por la
adicion de trastuzumab (45,5 % vs 19,5 %) [Untch, 2008].

Los resultados obtenidos en estos estudios, a pesar del relativamente pequefio
namero de pacientes y del escaso seguimiento, convierten en sumamente atractiva la
introduccidn en este grupo de pacientes del tratamiento primario con una quimioterapia
basada en antraciclinas y taxanos, con trastuzumab concomitante. Quedan por resolver
diversos aspectos, como el riesgo cardiaco de la concomitancia con antraciclinas, la
duracion del tratamiento con el monoclonal y el papel de esquemas sin antraciclinas.
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1.6. Valor prondstico de la RPc tras la quimioterapia neoadyuvante

Ademas de los objetivos mencionados previamente, otro objetivo primordial de la
QN es obtener una RPc que se define como la ausencia de restos tumorales, al menos
invasivos, tras el estudio minucioso de la pieza quirdrgica por parte del
anatomopatologo (Guarneri y cols., 2006). Obtener una desaparicion clinica del tumor a
la palpacién es importante para el planteamiento de la cirugia posterior, pero en el 50 %
de los casos en los que existe ausencia de tumor clinico (también llamado respuesta
clinica completa) queda enfermedad residual desde el punto de vista patologico. El
objetivo, por tanto, debe ser obtener una RPc.

Se han descrito diferentes formas de valorar la RPc, lo que conlleva algunas
dificultades a la hora de comparar los resultados de los diferentes estudios. Por ejemplo,
el NSABP B-18 y B-27 (Wolmark y cols., 2001; Bear y cols., 2006) definieron la RPc
como la ausencia de tumor invasivo residual en la mama, tras el tratamiento
neoadyuvante, objetivado en la pieza quirargica. Otros estudios, sin embargo, engloban
también la usencia de invasion tumoral en la axila para definir la RPc (Bear y cols.,
2003; Ring y cols., 2004; Gianni y cols., 2005; von Minckwitz y cols., 2005; von
Minckwitz y cols., 2005; Guarneri y cols., 2006). A raiz de todos estos estudios, las
reuniones de consenso internacional sugieren definir la RPc como la ausencia de tumor
invasivo tanto en la mama como en la axila (Kaufmann y cols., 2006).

Numerosos estudios prospectivos y retrospectivos indican que cuando la paciente
obtiene una RPc, el prondstico a largo plazo es mucho mejor, con un impacto positivo
en la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG) [Hage y
cols., 2001; Chollet y cols., 2002; Abrial y cols., 2005]. Por tanto, el objetivo primario
en cualquier estudio de QN evaluando nuevos farmacos, combinaciones o esquemas de
tratamiento debe ser obtener el mayor porcentaje de RPc. Desafortunadamente, la tasa
de RPc en la mayoria de los estudios es baja. En la era pretaxanos y con la mayoria de
los regimenes basados en antraciclinas, la tasa de RPc oscilaba entre el 9-14 % (Fisher y
cols., 1998; Morrell y cols., 1998; Kuerer y cols., 1999). Actualmente, con el uso de las
combinaciones de antraciclinas y taxanos las tasas de RPc oscila entre el 16-28 %
(Smith y cols., 2002; Bear y cols, 2003; Kaufmann y cols., 2005).

La cuestion es si hay alguna forma de predecir con exactitud la posibilidad de
alcanzar una RPc tras un tratamiento especifico (Rouzier y colls., 2005; Hess y cols.,
2006; Mamounas, 2006). Se han investigado numerosos marcadores predictivos de la
respuesta de forma retrospectiva y prospectiva, como los RE, RP, Her2, los diferentes
fenotipos, ploidia, p53 y otros oncogenes (Petit y cols., 2004; Rouzier y cols., 2005;
Andre y cols., 2008; Colleoni y cols., 2008; von Minckwitz y cols., 2008; Colleoni y
cols., 2009; Darb-Esfahani y cols., 2009; Liedtke y cols., 2009). Hay otros estudios que
muestran resultados mas contradictorios, lo que demuestra lo dificil que resulta
identificar marcadores fiables de la respuesta (Faneyte y cols., 2003; Zhang y cols.,
2003; Bozzetti y cols., 2006; Tiezziy cols., 2007; Stuart-Harris y cols., 2008).

Se estan investigando técnicas de alta resolucion, como los perfiles génicos de
microarrays Yy la proteémica, para desarrollar modelos con multiples marcadores que

puedan usarse para predecir con exactitud la RPc.
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Dentro de las firmas de expresion génica, su valor predictivo se ha testado en series
de pequefio tamafio, por lo que ain es pronto para establecer conclusiones solidas. Entre
los estudiados con mejores resultados estarian el predictor de 30 genes del MDACC
(Ayers y cols., 2004; Hess y cols., 2006; Peintenguer y cols., 2007; Tabchy y cols.,
2010), especialmente si se aplican sobre casos con parametros convencionales bien
definidos (Tordai y cols., 2008). Firmas como la basada en 70 genes (Mamaprint®)
[Straver y cols., 2010] y la clasificacion en subtipos moleculares que puede aplicarse en
material fijado e incluido en parafina, también parecen aportar informacion en
neoadyuvancia (Chang y cols., 2003; Chang y cols., 2008; Parker y cols., 2009).

Aunque la RPc se asocia con un buen prondéstico en la mayoria de los pacientes,
algunas mujeres que alcanzan una RPc tras el tratamiento neoadyuvante, presentan una
recaida de la enfermedad. Algunos estudios han intentado identificar factores
relacionados con la recurrencia en este tipo de pacientes, habiéndose relacionado con la
positividad del Her2 y la afectacion ganglionar tras la cirugia (Gonzalez-Angulo y cols.,
2005; Guarneri y cols., 2006; Tanioka y cols., 2010). Del mismo modo, se sabe que hay
pacientes que no alcanzan una RPc y tienen una excelente supervivencia: dentro de este
grupo se ha asociado a los RH positivos y al fenotipo luminal A (Ring y cols., 2004;
Guarneri y cols., 2006).

I1. El proceso de carcinogenesis

11.1. Concepto

Desde hace ya muchos afios se ha asumido como origen del cancer, la proliferacién
incontrolada. Sin embargo, este proceso es comun en tumores que consideramos
benignos y no suponen ningun peligro para la vida. Esta proliferacién incontrolada es
consecuencia de alteraciones genéticas que determinan la activacion de oncogenes o la
represion de funciones supresoras de la proliferacion celular.

Las caracteristicas biologicas que definen la célula cancerigena son la invasividad,
la capacidad de inducir neoangiogénesis y la metastatizacion:

1.-La invasividad determina la diseminacion local de las células tumorales
infiltrando y afectando estructuras y tejidos vecinos.

2.-La angiogénesis hace posible, por un lado, aportar nutrientes necesarios para
el crecimiento tumoral, y por otro, permite diseminar el tumor a distancia (Folkman y
cols., 1995; Hanahan y col., 1996; Feige y cols., 2000).

3.-La metastatizacion supone el establecimiento de focos tumorales con
crecimiento autonomo y distante del tumor primario (Pantel K y cols., 1999; Hellman S
y cols., 1997). Habitualmente es la caracteristica que acaba con la vida del paciente, por
lo que la deteccion precoz de metéstasis 0 micrometastasis es un tema de bastante
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interés en la investigacion del cancer (Klein CA 'y cols., 2002; Schmidt-Kittler O y col.,
2003).

El origen de estos eventos proliferativos es conocido como carcinogénesis y se
define como un complejo proceso dinamico en el que intervienen un elevado nimero de
variables y se desarrolla a lo largo de multiples etapas temporales y espaciales (Grizzi y
cols., 2006). Es decir, la oncogénesis tiene una base multifactorial desencadenada por
una serie de eventos alterantes del material genético irreversibles (genotoxicos) y/o
reversibles (epigenéticos), lo que ocasiona un desequilibrio en el balance entre la
proliferacion y la muerte celular existente en los tejidos, como consecuencia de una
expresion exagerada de aquellos genes implicados en la proliferacion celular,
disminucion de los factores pro apoptoticos y antiproliferativos, y aumento de las
aberraciones en el material genético como consecuencia del fracaso de los mecanismos
reparadores. Estos factores actuando en conjunto promueven la aparicion de células con
una carga mutacional elevada, capaces de escapar a los mecanismos de regulacion
fisioldégica como la apoptosis, y con una gran habilidad proliferativa, dando lugar a
multitud de clones que se expanden, constituyendo una neoplasia, que si se acompafia
de destruccion e invasion de tejidos adyacentes se considera maligna y recibe el nombre
de céncer (Figura 4).

Cambios proliferativos  Hiperplasia Carcinoma Carcinoma
benignos atipica ductal in situ invasivo

Invasion tisular
(ganancia de funcion de las
células transformadas
frente a las células

Sobrexpresion de oncogenes
Respuesta anormal (p-ej. Her2/neu)
a la seializacion celular ’>

inducida por factores

o Cracimionts Pérdida de la funcién normales)
Eupresora de tumores
Pérdida de la Cambios estromales
capacidad de
respuesta alas Inestabilidad genética
sefales apoptéticas Fenotipo tumoral

Figura 4. Secuencia de imagenes que ilustran la transformacién oncogénica y esquema de
los principales eventos que la acompafian, en el tejido mamario.

Ya se conocen mas de 350 genes relacionados con el cancer, que en conjunto
representan ya mas del 1 % de todo el genoma y cuyo numero se vera probablemente
incrementado en los proximos afios de forma significativa.
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Todas las alteraciones moleculares que tienen capacidad de transformar una célula
en maligna se denominan oncogénicas. Es importante sefialar que una Unica alteracion
molecular no implica necesariamente un diagndstico de malignidad, ya que en la
mayoria de tumores se requiere, al menos, la acumulacion de 6 alteraciones moleculares
en diferentes vias bioquimicas que posteriormente se comentaran (Morin y col., 2006).

En los ultimos afios ha habido un aumento considerable del conocimiento de las
alteraciones moleculares en grandes grupos de tumores con los estudios de arrays de
expresion de ARN. Sin embargo, la gran cantidad de informacién que han aportado
todos estos estudios han complicado enormemente la comprension de los mecanismos
del cancer. No obstante, dicha informacion es enormemente valiosa y, posiblemente tras
estudios de validacion por PCR y por deteccion de proteinas, y utilizando grandes series
de casos con seguimiento clinico, se podré realmente contrastar la importancia de
dichos resultados y asentar su aplicacion diagnostica y clinica.

11.2. Vias bioquimicas alteradas en la carcinogénesis

La enorme complejidad y heterogeneicidad de alteraciones moleculares pueden
entenderse en la actualidad mas facilmente si consideramos las cinco grandes vias
bioguimicas que estan alteradas en los tumores humanos. Estas cinco grandes vias
bioquimicas implican, de forma general, a todos los mecanismos de supervivencias y
crecimiento de la propia célula tumoral, y comprenden especificamente las alteraciones
en la regulacion de la apoptosis, de la progresion del ciclo celular, la inmortalizacion,
adquirir la suficiencia en sefiales de crecimiento y finalmente adquirir la capacidad de
invasividad y la angiogénesis. En cada una de estas vias existen multitud de
genes/proteinas implicados, en rutas y cascadas con una marcada interrelaciéon entre
ellos. Por tanto, va a ser la alteracion de dichas vias bioquimicas y no un gen concreto lo
que determine la transformacion celular.

11.2.1. Suficiencia en sefiales de crecimiento

Las células en condiciones normales requieren una estimulacién a traves de sefiales
o factores de crecimiento que desencadenen diferenciacién, migracion, angiogénesis,
proliferacion o regulen la supervivencia segun la situacion.

En situaciones de malignidad, es frecuente que la célula neoplésica sea capaz de
generar de forma autonoma o incontrolada sefiales de supervivencia o proliferacion, por
diferentes mecanismos. El primer mecanismo necesita la secrecion aumentada de
ligandos o factores de estimulacion que se unen a los receptores de membrana. Se han
descrito alteraciones de este tipo en carcinomas escamosos de cabeza y cuello con gran
secrecion de TGF-o que estimula el EGFR de las células tumorales (Grandis and
Tweardy, 1993; O-Charoenrat and cols., 2000; Zhang y cols., 2004; Du vy cols., 2005;
Kalyankrshna and Grandis, 2006). El segundo mecanismo es el de la sobreexpresion o
aumento de receptores en la superficie de la célula, lo que implica el aumento de sefiales
que se envian al nucleo, frecuentemente debido a una amplificacion en el gen que
codifica el receptor. El ejemplo clasico de este mecanismo es el de la
amplificacion/sobreexpresion de Her2 en cancer de mama (Cuadros y Villegas, 2009;
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Ross, 2009; Couturier y cols., 2008; Ross Yy cols., 2003). El tercer mecanismo se basa en
la presencia de formas mutantes de los receptores, constitutivamente activas, que no
requieren union a ligandos, y que ademas son dificilmente degradadas por la propia
célula. Este mecanismo se ha descrito en formas truncadas del EGFR en céncer de
pulmén no microcitico (Shigematsu and Gazdar., 2006; Shigematsu and cols., 2005;
Paez y cols., 2004). EIl cuarto mecanismo implica la disregulacion de estas sefiales por
mecanismos de dimerizaciéon de un determinado receptor con receptores de su misma
familia, apareciendo en la membrana celular formas combinadas de éstos, con gran
capacidad de emision de sefiales hacia el interior, o bien de sefiales con mayor potencia
proliferativa. Esta alteracion se ha descrito también en el cancer de mama entre el
receptor Her2 y los receptores Herl y Her3 (Witton y cols., 2003; Sassen y cols., 2008).
Finalmente, pueden encontrarse alteradas las proteinas que participan en las cascadas de
sefializacion intracelular o que regulan estas cascadas, las mutaciones de genes de
familia Ras, del PTEN (Tsutsui y col., 2005), o de la PI3-K, etc (Jiang Yy col., 2008) .
De estas rutas, la mas conocidas e importantes hoy en dia son las rutas de Ras-Raf-
MAPK (ERK) y la ruta de PI3K-AKT-mTOR (Manning y cols., 2007).

11.2.2.Insensibilidad a sefiales antiproliferativas

El control de la proliferacion celular esta orquestado por varios genes supresores que
de una forma fina y redundante paralizan el ciclo celular. De éstos el esencial es la
proteina del retinoblastoma (pRb), que cuando se fosforila libera una serie de factores
de transcripcion como el E2F, que inician la entrada en el ciclo celular. EI control del
estado de fosforilacién de la proteina del retinoblastoma depende de multiples proteinas,
como las CDKs (quinasas dependientes del ciclo celular), las ciclinas, asi como algunas
proteinas o genes supresores, entre los que se encuentran pl6, pl5, p21, p53 y p27.
Cualquier alteracién en estas proteinas reguladoras de la fosforilacion de pRb tiene
potencial oncogeénico y de alteracion en el control del ciclo celular, provocando que la
célula sea insensible a las sefiales de stop del ciclo o antiproliferativas que reciba
(Burkhart and Sage, 2008).

11.2.3. Apoptosis

La muerte celular programada o apoptosis es una forma comdn de muerte celular
durante la embriogénesis, carcinogénesis y seleccion clonal del sistema inmune. Sin
embargo, un defecto o un exceso de apoptosis se encuentra implicado en diferentes
situaciones fisiopatoldgicas, como el cancer (Schwartzman y Cidlowski, 1993; Reed,
1999).

Existen dos vias alternativas para iniciar el proceso de apoptosis: una via mediada
por receptores de muerte situados en la superficie celular, denominada via extrinseca, y
otra mediada a través de la mitocondria o via intrinseca. Ambas vias confluyen en la
activacion de las caspasas (una familia de cistein-aspartato proteasas) que producen la
lisis de numerosos sustratos celulares conduciendo a la muerte por apoptosis (Krammer,
1999; Schmitz y cols., 2000). Las caspasas mejor caracterizadas en este mecanismo son
las caspasas 3, 9, y 8. Estas caspasas sufren un corte o clivage que las hace activas e
inicia el proceso de la apoptosis, dando como resultado la muerte irreversible de las
células en condiciones de salud, lo que permite la regeneracion de los tejidos, elimina a
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las células envejecidas, conforma la compleja arquitectura de drganos y tejidos, y
destruye células que reaccionan contra el propio organismo o que salen de control
dividiéndose inadecuadamente. Cualquier alteracion en una célula tumoral de estas
proteinas inclina la balanza hacia una mayor supervivencia o resistencia a la apoptosis
celular o hacia una tasa de apoptosis mayor.

La maquinaria apoptética se encuentra estrechamente regulada a varios niveles. Los
FLIPs interfieren con el inicio de la apoptosis, directamente a nivel de los receptores de
muerte, ya que poseen homologia con la caspasa 8 (Krueger y cols., 2001).

Los miembros de la familia Bcl-2 son un importante grupo de reguladores de la
apoptosis a nivel mitocondrial. Se dividen en miembros proapoptéticos (BAX, BAK,
BOK/MTD, Bcl-xs, BID, BAD, BIK/NBK, BLK, HRK/DP5, BIM/BOD, NIP3, NIX,
NOXA, PUMA, BMF) y antiapoptoticos (Bcl-2, Bcl-X., Bcl-w, MCL1, A1/BFL1,
BOO/DIVA, NR-13) atendiendo a sus funciones. Las proteinas de la familia Bcl-2
regulan la permeabilidad de la membrana mitocondrial.

Un tercer grupo de reguladores lo constituyen los IAP (proteinas inhibidoras de la
apoptosis). Los IAPs se unen a las caspasas inhibiéndolas o bien actuando como
ubiquitin-ligasas que promueven la degradacion de las caspasas que se unen (Tamm y
cols., 1998; Deveraux y Reed, 1999). Se han encontrado ocho genes que codifican para
estas proteinas, cuyos nombres son: NAIP, c-1AP-1, c-IAP-2, XIAP, Survivina (ver el
apartado 111.1.3.2.), ML-IAP, Ts-IAP y Apolon. (MehDu y cols., 2000; Verhagen y
cols., 2000; Dohi y cols., 2004; Mehrotra y cols., 2010).

11.2.4. Potencial replicativo sin limite o inmortalizacion celular

Todas las células maduras de los mamiferos tienen un numero limitado de
divisiones genéticamente programadas y dejan de replicarse tras 30 a 60 divisiones,
segun el tipo celular y tisular, entrando en el estado conocido como senescencia. La
Unica excepcion conocida en condiciones normales es la de las células embrionarias o
stem-cells, que son inmortales y son capaces de regenerar los tejidos después de
replicarse y diferenciarse. Las células tumorales pierden la capacidad de replicacion
limitada y de estado de senescencia para garantizar su crecimiento ilimitado. En cada
division celular, los finales de los cromosomas se acortan, disminuyendo las
generaciones celulares hasta que alcanzan un cierto tamafio limitante no permisivo que
dispara la senescencia o0 apoptosis. Para evitar la senescencia replicativa, la célula
puede: a) Adquirir mutaciones que activan el gen de la telomerasa, que actla
manteniendo los telémeros y que esta reprimido en células normales, o b) Activar un
mecanismo que mantiene los teldmeros mediante recombinacion (Murnane, 2010;
Trentesaux and Riou, 2010).
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11.2.5. Angiogénesis

El crecimiento de los tumores depende de la presencia de vasos que aportan
nutrientes y factores endocrinos procedentes de la sangre, asi como una serie de factores
paracrinos segregados por las células endoteliales (Lee y cols., 2000). La formacion de
nuevos vasos a partir de células progenitoras se denomina vasculogénesis y la
formacion a partir de vasos preexistentes, angiogénesis; este Ultimo proceso es un paso
esencial para la formacion de metéstasis. La densidad de los microvasos formados
(MVD, microvessels density) es un marcador cuantitativo, de formacion de vasos
sanguineos en los tejidos cancerigenos (Weidner y cols., 1991); varios estudios han
demostrado una estrecha relacion entre MVD y el pronostico del cancer de mama
(Tsutsui y cols.,, 2003; Uzzan y cols., 2004), aunque como se ha comentado
anteriormente, este marcador estd aun pendiente de validar para su uso en la préctica
clinica como factor prondstico.

Los vasos neoformados en los tumores muestran notables alteraciones morfologicas
y funcionales (Jain, 2005). Son tortuosos, de calibre aumentado e irregular, presentando
un exceso de ramificaciones y de conexiones intervasculares. El flujo sanguineo esta
alterado, lo que da lugar a regiones hipdxicas y zonas de tumor con una marcada
disminucion del pH. Ademas, los vasos tumorales son anormalmente permeables (Keck
y cols., 1989); el endotelio presenta fenestraciones, numerosas vesiculas y agujeros
transcelulares, que aumentan la permeabilidad vascular, causando edemas Yy
microhemorragias.

La dependencia existente entre el crecimiento tumoral y los procesos de
angiogenesis y vasculogénesis se ha puesto de manifiesto al comprobar los efectos
beneficiosos de una terapia antiangiogénica basada en el bloqueo de un factor esencial
para la angiogénesis y vasculogénesis: el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y su receptor (Hicklin y cols., 2005). La disminucién del flujo sanguineo, como
consecuencia del tratamiento antiangiogénico, compromete el suministro de agentes
quimioterapicos al tumor (Ferrara y cols., 1989). Para explicar los beneficios empiricos
de la terapia antiangiogénica combinada con la terapia citotoxica, se propuso que el
bloqueo del VEGF no so6lo reduciria el nimero de vasos sino que “normalizaria” los
vasos residuales, mejorando el flujo sanguineo del tumor y, en consecuencia, la
efectividad de la quimioterapia (Ranieri y cols., 2006; Jain, 2005; Senger y cols., 1993).

11.3. Etapas del proceso de carcinogenesis

Como se ha comentado anteriormente, la oncogénesis es un proceso dindmico cuyo
desarrollo en el tiempo se ha dividido conceptualmente en tres etapas:
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11.3.1. Iniciacion

Es considerada como la primera de las etapas por las que discurre el desarrollo del
cancer. Tiene su inicio en la célula con transformaciones irreversibles en el ADN, por
causas hereditarias, 0 mas comunmente, por causas genéticas o epigenéticas inducidas
por agentes carcindgenos. Para que la célula cancerosa adquiera un fenotipo maligno, se
requieren mutaciones en varios genes diferentes que afecten a vias importantes, como
aquellas del ciclo celular, reparacion del dafio y muerte celular. De este modo, la célula
tumoral escapa a los mecanismos reguladores de la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis, asegurando que las mutaciones se conservan en los clones posteriores (Chin'y
Gray, 2008).

11.3.2. Promocion

Es el proceso por el cual las células transformadas anteriormente, aumentan su dafio
genético por la acciéon continuada del agente lesivo, asi como por el incremento en la
posibilidad de nuevas mutaciones derivadas de las sucesivas divisiones celulares
(Forman y col., 2004; Escrich y col., 2006; Chin y Gray, 2008).

La etapa de promocion requiere la presencia continua de estimulos oncogénicos y
por tanto es un proceso reversible. En este punto resulta imprescindible la interaccion
positiva con toda la red de factores de crecimiento, de transcripcion, y, en el caso de la
mama, factores hormonales que regulan la biologia del tejido en el que se aloja
(Anderson, 2002; Song y Santen, 2006)

11.3.3. Progresion

La progresion es la etapa final de la oncogénesis y se caracteriza por la acumulacion
de alteraciones genéticas adicionales, dando lugar a la transicion celular desde el
fenotipo benigno al transformado. Este proceso se considera irreversible. Durante esta
etapa las células tumorales adquieren un fenotipo invasivo que tiene su origen en la
expresion de genes relacionados con la remodelacion de la matriz extracelular, la
motilidad celular y la induccién de la angiogénesis. La interaccién entre el carcinoma y
los componentes celulares del estroma peritumoral es una novedosa éarea de
conocimiento en oncologia molecular, cuyo estudio ha dado lugar a hipétesis que tienen
una gran repercusion en el disefio de nuevas estrategias terapeuticas (Alvaro and cols.,
2009; Klaunig y Kamendulis, 2004).
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I11. Hipoxia y cancer

Tanto en la fase de iniciacion de la carcinogénesis como en las de promocion y
progresion, tanto los carcinomas mamarios como otros tumores solidos, presentan una
tasa de crecimiento celular tan elevada, que la vascularizacion preexistente resulta
insuficiente para satisfacer la demanda de oxigeno y nutrientes; por tanto, una de las
caracteristicas mas notables del microambiente tumoral es la hipoxia (Vaupel y cols.
1989; Vaupel y cols., 1991; Kimbro y Simons, 2006). Asi, las concentraciones de
oxigeno en el interior de la masa tumoral son muy variables, de modo que con
frecuencia se detectan zonas pobremente oxigenadas con presiones parciales de oxigeno
menores de 5mmHg (que corresponden a concentraciones de oxigeno del 0.7%),
mientras que los tejidos normales presentan presiones parciales comprendidas entre 24 y
66 mmHg (lo que corresponde a concentraciones del 3.1% y el 8.7% respectivamente)
[Raleigh y cols., 1996; Vaupel y cols., 2003].

Esta disminucion en la tensién de oxigeno tisular podria iniciar el proceso
apoptotico o necrotico de las células transformadas, sin embargo diversos estudios
demuestran que éstas previenen la muerte celular desarrollando respuestas adaptativas
consistentes en la activacién de la expresion de genes implicados en la activacion de la
apoptosis, proliferacion celular y angiogénesis. (Hockel y cols., 1996; Hokel y cols.,
1999; Harris, 2002).

Los tumores pobremente oxigenados manifiestan un comportamiento mas agresivo
que aquellos bien perfundidos. La presencia de bajas presiones parciales de oxigeno
dentro del tumor tiene como consecuencia la seleccion de células con fenotipos
tumorales mas agresivos, con tasas de mutacion mas altas y mayor potencial
metastatico. En diversos estudios la hipoxia se ha asociado con un peor prondstico y con
un aumento del riesgo de metastasis en pacientes con cancer de mama (Hockel y
Vaupel, 2001; Helczynska y cols., 2003; Dales y cols., 2005), pulmén (Volm y cols.,
2000; Giatromanolaki y cols., 2001) rifidn (Maranchie y cols., 2002; Jiang y cols.,
2003), cérvix (Hockel y cols., 1999; Fyles y cols., 2002), cabeza y cuello (Nordsmark y
cols., 1996; Brizel y cols., 1997), ovario (Nakayama y cols., 2002) sarcomas de partes
blandas (Brizel y cols., 1996), oligondendrogliomas (Birner y cols.,, 2001) y
neuroblastomas (Jogi y cols., 2004).

I11.1. Rutas celulares implicadas en el reconocimiento del ambiente
hipoxico y en la respuesta al mismo: HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor
1)

El factor de transcripcion HIF-1 (Factor Inducible por Hipoxia 1) parece ser el
complejo molecular clave en la respuesta celular a la hipoxia, habiéndose centrado
sobre él la mayor parte de la investigacion relativa a la misma. Fue descubierto en el
afio 1992 por Semenza y Wang, como un factor nuclear que se unia al promotor del gen
de la eritropoyetina Gnicamente en condiciones de hipoxia ( Semenza y cols. 1992;
Semenza, 1999; Semenza, 2000; Semenza, 2000; Semenza, 2001; Semenza, 2002).
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La proteina HIF-1 es estabilizada cuando se encuentra en un ambiente con bajas
presiones de oxigeno y promueve la supervivencia celular activando la transcripcion de
proto-oncogenes (p53), genes relacionados con el metabolismo de la glucosa (GLUT1),
genes relacionados con la apoptosis (survivina), modulacion de la eritropoyesis (EPO),
factores de crecimiento (IGF) y factores angiogénicos (VEGF) implicados en la
seleccion de los clones celulares que con mayor éxito formaran el tumor y sus
metastasis (TGF- a, c-MET) [Forsythe y cols., 1996; Ghoussoub y cols., 1998; Takagi
y cols., 1998; Camp y cols., 1999; Zhong y cols., 1999; Chandel y cols., 2000;
Humphreys y cols., 2000; Ravi y cols., 2000; Iwao y cols., 2002; Pennacchietti y cols.,
2003; Scarpino y cols., 2004; Hayashi y cols., 2005; Maxwell y cols., 2005; Kimbro y
Simon, 2006; Reis-Filho y cols., 2006].

I11.1.1. Estructuray funcién del HIF-1.

HIF-1 es un heterodimero constituido por dos subunidades: HIF-1p de 91-94 Kda
(Wang y cols., 1995) (también conocida como ARNT “Aryl Hydrocarbon Nuclear
Translocator” o componente del receptor de hidrocarburos aromaticos) que se expresa
de forma constitutiva, y HIF-1a, de 120-130 KDa, cuya expresion se encuentra
fuertemente regulada (Semenza, 2003). Ambas subunidades comparten cierta
homologia en sus extremos N-terminales, conteniendo un dominio bHLH (“Basic
Helix-Loop-Helix” o dominio basico hélice-lazo-hélice) y un dominio PAS (“Per-Arnt-
Sim” o dominio auxiliar de dimerizacion), que estan involucrados en la dimerizacion y
en la union al ADN (Wang y cols., 1995). La heterodimerizacién de HIF-1o con HIF-1§
parece ser necesaria para la estabilizacion del primero en el compartimento nuclear,
adquiriendo una configuracion espacial que le hace mas resistente a la digestion
proteolitica (Li y cols., 2005).

HIF-1o lleva a cabo su actividad transcripcional a través de dos dominios,
denominados dominios de transactivacion (TAD’s), uno el amino Terminal (TAD-N,
aminoéacidos 532 a 564), y otro el carboxilo Terminal (TAD-C, aminoacidos 786 a 826).
Estos dominios, ademas de ser fundamentales para la interaccién de la proteina con co-
activadores de la transcripcion como CBP/p300, contienen aminoacidos fundamentales
para los procesos de estabilizacion y regulacion de la actividad transcripcional de la
proteina bajo condiciones de hipoxia (Bruick y McKnight, 2002). Estos aminoacidos
son las prolinas en posiciones 402 y 564, la lisina en posicion 532, y la asparraginasa en
posicién 803 (Figura 5). EI dominio de degradacion dependiente de oxigeno (ODD,
aminoacidos 401 a 608), se solapa en parte con el TAD-N y, como su nombre indica,
contiene aminoacidos esenciales para la regulacion post-transcripcional de HIF-1a,
(Chan y cols., 2005).
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Figura 5, Dominios proteicos de HIF-1a. Se representan los dominios de HIF-1a, asi
como los aminoacidos fundamentales en la regulacién dependiente de oxigeno de la
proteina. Se muestran las interacciones con HIF-1p, las zonas de union al ADN, y los
dominios implicados en la actividad transcripcional. bHLH: dominio bésico hélice-lazo-
hélice. PAS: dominio auxiliar de dimerizacion. TAD-N: dominio de transactivacion amino
terminal. TAD-C: dominio de transactivacion carboxilo terminal. P402 y P564: Prolinas
en posiciones 402 y 564. K532: Lisina en posicion 532. N803: Asparraginasa en posicion
803.

Como se ha comentado anteriormente, la heterodimerizacion de HIF-1a con HIF-
1B es necesaria para la estabilizacion del primero en el ndcleo celular (Jian y cols.,
1996). Una vez alli, HIF-1 reconoce como sustratos a aquellos genes que presentan en
su regién promotora secuencias denominadas HRE (Hipoxia Response Elements). Los
HRE constan de dos 0 mas secuencias de unién a HIF-1, llamadas HBS (HIF Binding
Site) [Figura 6].




Rubén Alonso Calderon

—_— T
=
/

HIF-1p HIF-1cx
CBP/p300

Nucleo
Celular

Complejo de
Inicio de
Transcripcién

ADN
-RCGTG-

—rBs—]

I HRE |

Figura 6. Union de HIF-1 al nucleo celular.

Se considera gue, en condiciones de hipoxia, HIF-1 podria transcribir entre un 1% y
un 5% del conjunto de los genes humanos, habiéndose identificado mas de 80 genes
sustratos directos de HIF-1 (Dachs y cols., 1997; Mc Mahon y cols., 2005) [Figura 7].
Algunos de estos genes resultan especialmente relevantes para la progresién tumoral. En
concreto, aquellos que codifican factores promotores de la invasividad celular y
angiogénesis como el VEGF (Shweiki y cols., 1992; Katsuta y cols., 2005; Mizukami y
cols., 2007) o genes que permitan a la célula sobrevivir independientemente de la
presencia de estimulos que desencadenarian la muerte celular programada, como la
survivina, o anhidrasa carbonica 9 (CA 1X) que acidifica el microambiente tumoral,
dando lugar a uno potencialmente agresivo (Maxwell y cols., 1997; Wykoff y col.,
2000; Chia y cols., 2001; Lancaster y cols., 2001; Colpaert y cols., 2003; Span y cols.,
2003).

Sin embargo, también hay trabajos que hablan del papel del HIF-1 en la regulacion
de genes que conducen a un fenotipo pro-apoptotico, considerandolo como una factor
positivo dentro de los tumores solidos. Este aparente efecto dual ha hecho incapié en
modelos tumorales que han demostrado que el HIF-1 puede aumentar el crecimiento
tumoral y la angiogénesis, y también hay datos que muestran que el HIF-1 tiene cierta
actividad supresora de tumores (Carmeliet y cols., 1998; Ryan y cols., 1998; Ryen y
cols., 2000).
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111.1.2. Mecanismos de regulacion de HIF-1a

La transcripcion de HIF-1 depende de los mecanismos de regulacion de HIF-1a. Los
niveles intracelulares de HIF-1a estdn condicionados fundamentalmente por un
mecanismo de regulacion pos-traduccional dependiente de la concentracion intracelular
de oxigeno. Sin embargo, otros mecanismos, no relacionados con el grado de
oxigenacion tisular, contribuyen al control de los niveles de esta proteina en el interior
de las células.

111.1.2.1. Regulacion independiente de la concentracion intracelular de oxigeno

Se sabe que muchas citoquinas y factores de crecimiento activadores de receptores
del tipo tirosina quinasa (RTKSs), son también capaces de inducir HIF-1a, repercutiendo
sobre un incremento en los niveles de este factor transcripcional. Entre estas moléculas
activadoras se encuentran: insulina (Zelzer y cols., 1998), factor de crecimiento similar
a la insulina 2 (IGF-2) [Feldser y cols., 1999; Fukuda y cols., 2002] , interluquina-1p
(IL-1p) [Hellwig-Burgel y cols., 1999], factor de necrosis tumoral o (TNF-a), factor de
crecimiento epidérmico (EGF) [Zhong y cols., 2000], trombina (Gorlach y cols., 2001),
endotelina 1 (ET-1) [Spinella y cols., 2002], y heregulina (HER2) [Laughner y cols.,
2001]. Esta capacidad activadora también se ha asociado a mutaciones oncogénicas en
RAS (Blancher y cols., 2001), p53 (Blagosklonny y cols., 1998) y PTEN (Zundel y
cols., 2000) [Figura 8 ].
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Figura 8. Regulacion del HIF-1o. independiente de la concentracion de oxigeno.
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Uno de los receptores con actividad tirosin-kinasa relacionado con la activacion de
HIF-1a es el EGFR (factor de crecimiento epidérmico), que es activado por moléculas
como TGF-a y EGF. Esta via de activacion de HIF-1o ha sido descrita en diferentes
tumores (Zhong y cols., 2000; Khatua y cols., 2003; Peng y cols., 2006; Lu y cols., Lu
y cols., 2007; Secades y cols., 2009; Park y cols., 2011).

De manera general, el mecanismo por el cual todos ellos inducen HIF-1a incluye un
incremento en la sintesis de la proteina, a diferencia de lo que ocurre en hipoxia, en la
que la estabilidad del factor est4 asociada a una disminucion en la tasa de degradacion
(Semenza, 2000). Actualmente conocemos las rutas moleculares que modulan la sintesis
de HIF-1a de forma independiente a las concentraciones intracelulares de oxigeno. Se
han descrito multiples vias de sefializacion intracelular que trabajan de forma paralela
y/o a través de interconexiones entre ellas que promueven el crecimiento, desarrollo y
supervivencia de las células tumorales. Entre ellas destaca:

1.- Via “phosphatidyl-inositol 3-kinase/protein kinase B” (PI3K/AKT). AKT es
una serina-treonina que actia mediando una sefial intracelular que afecta a multitud de
funciones: apoptosis celular, metabolismo de la glucosa, progresion del ciclo celular,
angiogenesis, invasion celular y metastasis, etc, tras ser estimulada por diferentes
receptores de membrana (Cross y cols., 1995; del Peso y cols., 1997; Franke y cols.,
1997; Cardone y cols., 1998; Brunet y cols., 1999; Datta y cols., 1999; Sun y cols.,
2001; Testa y Bellacosa, 2001; Nicholson y Anderson, 2002; Okumura y cols., 2002;
Vivanco y Sawyers, 2002; Liao y Hung, 2003; Brazil y cols., 2004; Katayama y cols.,
2005; Lin y cols.,, 2005; Morgensztern y McLeod, 2005; Song y cols., 2005;
Vandermoere y cols., 2005; Bhaskar y Hay, 2007; Prueitt y cols., 2007; Chin y Toker,
2009).

A este nivel actia el gen y su proteina PTEN, un gen supresor comentado
anteriormente, cuya expresion se encuentra reducida, ausente, mutada o deleccionada en
algunos tipos de tumores (Li y cols., 1997; Stambolic y cols., 1998; Khan y cols., 2004;
Chalhoub y Baker, 2009).

Una vez estimulado el receptor de membrana, la PI3K (fosfoinositol 3 kinasa)
convierte el segundo mensajero fosfatidil inositol P, en fosfatidil inositol P3, lo que
induce la accion de AKT (Arcaro y Guerreiro, 2007). PI3K es un heterodimero de 2
subunidades de 110 KDa y 85 KDa respectivamente; la primera es homdéloga a otras
protein-kinasas y estd compuesta de una serina-treonina y una kinasa con actividad
fosforiladora de fosfoinositidos, de tal forma, que este receptor transmembrana hace que
una sefial extracelular se transforme en una sefial intracelular. AKT tiene especial
afinidad por los fosfoinositidos D3 fosforilados; su activacion da lugar a cambios
conformacionales de la proteina fosforilandose en 2 residuos: Tre 308 y Serina 473
(Chan y cols., 1999; Di Cristofano y Pandolfi, 2000; Vazquez y Seller, 2000; Weng y
cols., 2001; Paez y Sellers, 2003; Woodgett, 2005), lo que pone en marcha las multiples
cascadas mediadas por esta via:

- Angiogénesis e invasion celular mediante eNOS ( Jiang y Liu, 2008; Jiang
y Lu, 2009)

- Invasion celular mediante NF-KB.

- Metabolismo de la glucosa mediante regulacion de 6-fosfofumarato-2

Kinasa.
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- Regulacion del ciclo celular mediante modulacién de Mdm2, p21, p27,
ciclina D y via mTOR (mediante esta via, como se describe mas adelante,
se produce también una regulacién de los niveles de HIF-1a) [Minet y
cols., 2001; Zhou y cols., 2001; Shiny cols., 2002].

Por tanto, la activacion de AKT puede ocurrir a diferentes niveles: en primer lugar,
por deleccion y mutacion de PTEN (Chalhoub y Baker, 2009); por otro lado, a traves
de la amplificacion de AKT (Staal, 1987), y en tercer lugar, debido a la amplificacion o
mutacién de PIK3CA (lIsakoff y cols., 2005; Stemke-Hale y cols., 2008; Yuan y
Cantley, 2008; Vasudevan y cols., 2009).

La sobreexpresion de AKT ha sido demostrada en varios tumores humanos a través
de diferentes técnicas (Blanco-Aparicio y cols., 2007; Al-Bazz y cols., 2009) siendo la
inmunohistoquimica una de las mas utilizadas (Zhonh y cols., 2000; Jiang B y cols.,
2001; Skinner HD vy cols., 2004; Altamore y Testa, 2005; Shtilbans y cols., 2008;). Se
ha relacionado con resistencia al tratamiento en el cancer de pulmoén (Brognard y cols.,
2001). Sin embargo, en otros estudios se ha relacionado a algunos citostaticos, como los
taxanos, con la inactivacion de AKT, y la consiguiente disminucién de la supervivencia
de la célula tumoral (Nakashio y cols., 2000; Mackeigan y cols., 2002; Asakuma y cols.,
2003; Swanton y cols., 2007).

En al cancer de mama, la sobreexpresion de la ruta AKT se ha relacionado con
factores de mal prondstico, como Her2+, resistencia al tratamiento con tratuzumab y
menor ILE y SG (Perez-Tenorio G y cols., 2002; Holbro y cols., 2003; Schmitz KJ y
cols., 2004; Zhou y cols., 2004; Gort y cols., 2006; Nahta y cols., 2006; Wu y cols.,
2008; Yu y cols., 2010). También se ha estudiado la relacion de la sobreexpresion de
AKT vy la respuesta al tratamiento hormonal, encontrandose peor respuesta y mayor
resistencia en este grupo de pacientes (Stal y cols., 2003; Schiff y cols., 2004;
Kirkegaard y cols., 2005; Likhite y cols., 2006; Tokunaga y cols., 2006; Tokunaga y
cols., 2006; Tokunaga y cols., 2006). En estudios in vitro también se ha demostrado una
resistencia al tratamiento quimioterapico en relacion a la expresion de AKT y se ha
postulado con una posible via de inhibicién, para favorecer la sensibilidad a las
antraciclinas (Clark y cols., 2002; Knuefermann y cols., 2003; Mondesire y cols., 2004;
Lee y cols., 2006; Liang y cols., 2006; Roudier y cols., 2006).

2.- Via AKT-mTOR (mammalian target of rapamycin). La mTOR es una serina-
treonina kinasa clave en la regulacién del crecimiento y la proliferacién celular (Hidalgo
y Rowinsky, 2000; Sarbassov y cols., 2004; Sarbassov y cols., 2005). Ademas actla
regulando la sintesis de proteinas fundamentales en el ciclo celular como la ciclina D1y
C-myc. Esta via se relaciond por primera vez con el HIF-1 en el cancer renal, al
demostrarse que la activacion de la via mTOR estimula los niveles y la actividad de
HIF-1a en pacientes con pérdida de funcion del gen VHL (Von Hippel-Lindau)
[lliopoulos y cols., 1996; Hudson y cols., 2002; Figlin y cols., 2005]. Posteriormente la
inhibicion de esta via, como terapia molecular, ha sido testada tanto en cancer renal,
como en otro tipo de tumores, con resultados prometedores (Chan y cols., 2005; Meric-
Bernstam y Esteva, 2005; Witzig y cols., 2005; Frost y cols., 2007; Hudes y cols.,
2007).
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3.- Via Ras/Raf/MAPK (mitogen activated protein Kkinasa). Las proteinas
quinasas activadas por mitdégenos (MAPKSs) forman una familia de serina/treonina
quinasas con un papel fundamental en la transduccion de sefiales desde la membrana
hasta el nucleo celular, a través de cascadas de fosforilacion. Son activadas por un gran
namero de estimulos, y modulan eventos muy relevantes en la célula, como la expresion
génica, migracion celular, supervivencia, progresion del ciclo celular, diferenciacion
celular y la apoptosis (Brunet y cols., 1999; English y cols., 1999; Schaeffer y Weber,
1999).

Fundamentalmente mediada por el EGF, esta via también puede ser activada a
través del VEGFR y PDGFR en las células endoteliales, de tal forma que juega un papel
importante en la regulacion de la supervivencia de las células endoteliales durante el
proceso de angiogénesis. Una vez unido ligando y receptor, este ultimo adquiere
dimensién dimérica uniéndose a otro similar lo que activa su funcion iniciando la
fosforilacion de la proteina Ras (Figura 9). Esto activa una cascada de fosforilaciones
hasta activar la MAPK, que internaliza esta sefial al nacleo celular activando otras
proteinas (como las ciclinas) y kinasas ciclina-dependientes que promueven la division
celular (Lundberg y Weinberg, 1999). Es decir, las MAPK constituyen un sistema en
cascada de sefalizacion que se va amplificando, donde estan implicadas tres proteinas
homologas, una MAPKKK, una MAPKK y una MAPK (Santen y cols., 2002).
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Figura 9. Via de activacion y sefializacion de MAPK.
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Existen tres subfamilias de MAPK: las proteinas ERK (quinasas reguladas por
sefiales extracelulares), las quinasas JNK (c-Jun NH2 quinasa terminal) y las cuatro
enzimas p38 (Johnson and Lapadat, 2002). Dentro de la via ERK, encontramos dos
proteinas, ERK1 y ERK2 que estan expresadas y se han visto implicadas en un gran
namero de procesos celulares (Hagemann and Blank, 2001).

Como se ha comentado anteriormente, los factores de crecimiento (EGF, IGF-1,
insulina, TGF, etc) u otras interacciones ligando-receptor, como los estrogenos y
progestagenos, pueden activar la ruta MAPK tras la union a sus respectivos receptores.
En general, los receptores de estos ligandos actuan a través de la proteina GTP-Ras que
interaccciona y activa la primera quinasa de la cascada: Raf. En la ruta ERK, la proteina
Raf corresponderia a la MAPKKK, MEK1 a la MAPKK y ERK1/2 a la MAPK
propiamente dicha (Figura 9) [Lee and McCubrey, 2002].

La actividad de la ruta ERK1/2 (p42/44 MAPK) esta aumentada en un gran nimero
de tumores (Mandell y cols., 1998; Gioeli y cols.,, 1999) y parece ser que la
hiperexpresion de esta ruta juega un papel importante tanto en la iniciacion, como en el
potencial metastasico del cancer de mama (Sivaraman y cols., 1997; Wang y cols.,
1998; Maemura y cols, 1999; Salh y cols., 1999; Mueller y cols., 2000; Santen y cols.,
2002; Li and Sparano, 2003). También se ha relacionado la alteracion de esta via con la
resistencia al tratamiento citostatico y hormonal (Kurokawa y cols., 2000; Gee y cols.,
2001; Martin y cols., 2003; Yang y cols., 2004; Osborne y cols., 2005; McCubrey y
cols., 2006; Eralp y cols., 2008; McGlynn y cols., 2009).

Con respecto al tratamiento hormonal, son varios los autores que han postulado
sobre el mecanismo de resistencia al mismo. Muchas pacientes con cancer de mama que
expresan altos niveles de RE son insensibles a la terapia endocrina y todas las pacientes
con enfermedad avanzada desarrollan resistencia al tratamiento en algun momento.
Parece ser que tanto EGFR como Her2 parecen estar detrds de estas circunstancias,
probablemente como consecuencia de las interacciones entre el propio RE y rutas
moleculares de los factores de crecimiento, como MAPK y AKT (Nicholson y cols.,
1993; Nicholson y cols., 1994; Nichoslson y cols., 1994; Pietras y cols., 1995; Yarden y
cols., 1996; Nicholson y cols., 1997; Coutts y Murphy, 1998; Gee y cols., 1999;
Houston y cols., 1999; Nicholson y cols., 1999; Kato y cols., 2000; Nicholson y Gee,
2000; Shim y cols., 2000; Lee y cols., 2001; Schiff y cols., 2003; Osborne y Schiff,
2005).

Los datos preclinicos han demostrado que los compuestos dirigidos a bloquear la
accion de Herl o Her2 pueden restaurar en lineas celulares la sensibilidad perdida al
tratamiento hormonal y retrasar la aparicion de resistencias (Massarweh y cols., 2002;
Massarweh y cols., 2002; Knowlden y cols., 2003). También es conocida la capacidad
de MAPK para activar al RE de manera independiente al sustrato, a través de la
fosforilacion del RE en Ser-118 y Ser-167 (en este Gltimo caso también puede a través
de AKT) [Arnold y cols., 1994; Kato y cols., 1995; Bunone y cols., 1996; Joel y cols.,
1998; Jeng y cols., 2000; Campbell y cols., 2001; Clark y cols., 2001; Chen y cols.,
2002; Murphy y cols., 2004; Yamashita y cols., 2005; Yamashita y cols., 2008].
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El fenotipo del RE generalmente permanece estable durante el tratamiento
hormonal, pero algunas pacientes que expresan RE inicialmente, pierden el receptor en
el momento en que recaen (Spataro y cols., 1992; Kuukasjarvi y cols., 1997). También
se ha sugerido que los tumores de mama RE- se desarrollan a partir de células
neoplésicas con RE+ que estan sometidas a presiones ejercidas por la retirada de
estrogenos, la hipoxia, o la sobreexpresion de EGFR y/o Her2, con la consiguiente
hiperactivacion de MAPK, relaciondndose a esta via con la pérdida de expresion de RE
(Ohy cols., 2001; Creighton y cols., 2006).

Por tanto, la accién de HIF-1a, puede estar regulada mediante la accion de varias
cascadas independientes, de tal forma que tanto factores de crecimiento como otras
sefiales pueden desencadenar la respuesta de HIF-1a, por medio de la via PISK/AKT,
mTOR, RAS/RAF/MAPK,... aumentando la sintesis de HIF-1a (Lim y cols., 2004;
Minet y cols., 2000). Actualmente, no existe una evidencia cientifica que permita
discernir qué criterio o circunstancias determina la seleccion de una via de transduccion
concreta, o si en cambio, ambas son equivalentes.

111.1.2.2. Regulacion dependiente de la concentracion intracelular de oxigeno

En presencia de oxigeno, HIF-1a sufre modificaciones post-traduccionales por parte
de hidroxilasas (PHDs1-3), las cuales hidroxilan residuos de Pro*®**®* y de Asn®* que
se localizan en los dominios ODD y TADs, respectivamente. Las hidroxilasas requieren
0,, Fe*?, 2-oxoglutarato y ascorbato como cofactores para llevar a cabo su actividad
enzimatica (Epstein y cols., 2001). Mediante el empleo de técnicas de ARN de
interferencia para inhibir la actividad de las PHDs ha podido demostrarse que la PHD2
es la principal responsable de la hidroxilacion de HIF-1a. De los dos residuos de
prolina, la 564 parece ser fundamental para que HIF-1o pueda degradarse (Jaakkola y
cols, 2001; Lando y cols., 2002; Appelhoff y cols., 2004; Soilleux y cols., 2005).

La forma hidroxilada de la subunidad HIF-1a es reconocida por la proteina
supresora de tumores de von Hippel- Lindau o pVHL, que es un miembro del complejo
de ubiquitinizacion E3, de tal forma que se une a ella y dirige su eliminacion a través
del proteosoma 26S (Salceda y cols., 1997; Huang y cols., 1998; Kallio y cols., 1999;
Maxwell y cols., 1999; Cockman y cols., 2000; Ohh y cols., 2000; Ivan y cols., 2001).
En condiciones de hipoxia, la actividad de las hidroxilasas disminuye y HIF-1a es
fosforilado y translocado al nucleo, donde dimeriza con HIF-1p y se acopla a su co-
activador CBP/p300, permitiendo la transactivacion e induccion de genes (Jeon y cols.,
2002; Lando y cols., 2002; Wykoff y cols., 2004; Melillo, 2006) [Figura 10].
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Figura 10. Regulacion del HIF-1a dependiente de la concentracion de oxigeno.

Este fue el primer mecanismo molecular de regulacion de la actividad de HIF-1a ,
dependiente de oxigeno, descrito. Sin embargo, no permitié explicar completamente el
modo progresivo mediante el cual la célula adapta su respuesta a la hipoxia en una
magnitud inversamente proporcional a la cantidad de oxigeno disponible. Por ello, de
forma paralela, se investigé un mecanismo alternativo basado en un sensor de oxigeno
diferente capaz de modular la actividad y estabilidad de la subunidad HIF-1o (Jiang y
cols., 1996; Chandel y cols., 1998).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas por la mitocondria de las células
sometidas a condiciones hipdxicas juegan un papel fundamental en el proceso de
adaptacion celular a la carencia de oxigeno (Mansfield y cols., 2005). La hipoxia inhibe
parcialmente el transporte electronico de la cadena respiratoria mitocondrial,
produciendo una serie de cambios en el potencial redox de los transportadores
electronicos que aumentan la produccion de ERO con respecto a los producidos en
normoxia. Las ERO, tras haber sido transformadas en H,O, por la enzima manganeso-
superéxido dismutasa o via canales ionicos, difunden a través de la membrana
mitocondrial hasta el citosol donde actian como segundos mensajeros en la ruta de
sefializacion intracelular que estabiliza la subunidad HIF-1a, inhibiendo parcialmente a
las PHDs (Huang y cols., 1996). Esta alteracion en el transporte electronico
mitocondrial aumenta a medida que la tension de oxigeno tisular disminuye hasta el
umbral que separa la hipoxia de la anoxia, pues en ausencia total de oxigeno las PHDs
se encuentran inhibidas (Guzy y cols., 2005).

En relacién con los procesos ocurridos en la mitocondria, el 6xido nitrico se ha visto
tambien relacionado con la regulacion del HIF-1a. Elevadas concentraciones de oxido
nitrico tienen como consecuencia la estabilizacion de HIF-1a, independientemente de la
concentracion de oxigeno molecular a la que una célula se vea expuesta; esta
estabilizacion parece estar mediada por una acumulacion de radicales libres (Quintero y
cols., 2006). En hipoxia, la presencia de Oxido nitrico tiene como consecuencia un
aumento en la actividad de las PHD’s, pues el Oxido nitrico inhibe la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, lo que conlleva un aumento en la disponibilidad
de los sustratos necesarios para la hidroxilacion de HIF-1a (Callapina y cols., 2005).
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Asi, una célula sometida a condiciones de hipoxia no siempre ha de sobreexpresar HIF-
la, pues la presencia de moléculas como el 6xido nitrico pueden hacer que esta proteina
sea digerida en el proteosoma. De igual forma, en condiciones de normoxia, tanto
mutaciones del gen VHL que provocan una proteina anémala, como la actividad de
oncogenes (v-Src 0 RasV12) que inhiben la prolil-hidroxilacion, hace incapaz la union
de HIF-1a al complejo pVHL, dando lugar asi a un aumento intracelular de HIF-1a
(Blancher vy cols., 2001; Chan y cols., 2002; Wykoff y cols., 2004).

111.1.2.3. Otras rutas moleculares reguladoras de la transcripcion de HIF-1a:
los factores de transcripcion STAT.

Los STATSs (Signals Transducers and Activators of Transcription) son una familia
de proteinas que se encuentran latentes en el citoplasma hasta su activacion. Hasta el
momento se han identificado siete genes que codifican para proteinas individuales:
STAT1, STAT2, STAT3, STAT5A, STAT5B Y STATG6. Estas proteinas se unen a los
residuos de tirosinas fosforilados en los dominios intracelulares de los receptores de
factores de crecimiento, donde a su vez van a ser fosforiladas en tirosina por las
quinasas citoplasmaticas como las proteinas de la familia JAK y Src (Garcia y cols.,
2001; Schindler y Darnell, 1995). Una vez fosforilados los STATS, dimerizan y se
traslocan al nucleo donde activan la transcripcion al unirse a regiones especificas del
DNA en los genes dianas de transcripcion (Darnell y cols., 1994; lhle, 1996; Bromberg
y cols., 1999; Bowman y cols., 2000; Bromberg, 2000; Bromberg y Darnell, 2000;
Darnell, 2000; Turkson y Jove, 2000; Buettner y cols., 2002; Darnell, 2002; Levy y
Darnell, 2002; Levy y Lee, 2002; O"Shea y cols., 2002; Shuai and Liu, 2003; Yu y
Jove, 2004).

El papel de los STATSs en la oncogénesis ha quedado consolidado debido a que:

a) Se han identificado formas mutadas de STAT3 y STATS5 con actividad
constitutiva suficientes, por si mismas, para inducir transformacion celular.

b) Diferentes oncogenes controlan su actividad aberrante.

¢) Su actividad constitutiva esta asociada con diferentes tumores como en mama,
ovario, cabeza y cuello, renal, prdstata, colorrectal, pancreas, leucemia (Watson y
Miller, 1995; Gouilleux-Gruart y cols., 1996; Huang y cols., 2000; Ni y cols., 2000;
Song y Grandis, 2000; Zuyao y cols., 2000; Burke y cols., 2001; Benekli y cols., 2002;
Bromberg, 2002; Dhir y cols., 2002; Horiguchi y cols., 2002; Masuda y cols., 2002;
Aoki y cols., 2003; Arany y cols., 2003; Hsiao y cols., 2003; Wei y cols., 2003; Hsieh y
cols., 2005; Kusaba y cols., 2005; Zhang y cols., 2005; Kusada y cols., 2006).

En el cancer de mama, la importancia de este factor de transcripcion sigue siendo
motivo de discusion (Widschwendtere y cols., 2002; Dolled-Filhart y cols., 2003; Shee-
Chen vy cols., 2008), aunque en el momento actual la opinién que predomina es que
STAT3 interviene en el crecimiento y proliferacion de esta neoplasia (Berclaz y cols.,
2001; Watson, 2001; Reissig y cols., 2001; Dien y cols., 2002; Clevenger, 2004; Hsieh
y cols., 2005; Nills Diaz y cols., 2006). En relacion a ésto, se ha visto tanto en lineas
celulares de cancer de mama, como en tejidos de cancer de mama invasivo que
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mostraban altos niveles de STAT3 fosforilado una relaciéon significativa con la
expresion de receptores de progesterona (RP). Esta interaccion estaria implicada en
varios procesos celulares como la proliferacion y diferenciacién, control del ciclo
celular, apoptosis y desarrollo (Liu y Ogle, 2002; Hsieh y cols., 2005).

En varios estudios se ha intentado establecer la relacion existente entre STAT3 y
HIF-1a en cancer de mama. En un trabajo publicado recientemente por Wincenwicz y
cols., 2007, se vié como existia una correlacion positiva estadisticamente significativa
entre HIF-1o. y STAT3 en pacientes diagnosticadas de cancer de mama. Sin embargo, el
mecanismo Y las rutas moleculares a través de las cuales se establecen esas relaciones
no son del todo conocidas, si bien otras publicaciones que han estudiado esta relacién se
basan en otro tipo de tumores y/o lineas celulares (Jung y cols., 2005; Niu, 2008; Niu,
2007).

Una vez fosforilado, STAT3 dimeriza y se trasloca al nucleo celular donde se une
a la subunidad HIF-1a. Ambos se asocian al coactivador transcripcional CBP/p300 y al
factor redox efector 1/endonucleasa apurinica/apirimidinica (Ref-1/APE) formando un
complejo que reconoce dominios de respuesta a la hipoxia (HRE) [mencionadados
anteriormente] en regiones promotoras de los genes cuya expresion es activada como
respuesta a la hipoxia y al estrés celular, como son la survivina (Gritsko y cols., 2006) y
los factores de crecimiento VEGF (Niu y cols., 2002; Gray y cols., 2006).

111.1.3. Efectos de la actividad transcripcional de HIF-1a en el desarrollo
tumoral: expresion de VEGF y Survivina.

111.1.3.1. Expresion de VEGF

Los tumores permanecen quiescentes, no sobrepasando los limites de crecimiento
que permite el transporte por difusion (1-2 mm), hasta que el balance entre factores
angiogenicos y factores antiangiogénicos se inclina a favor de los primeros y se inicia la
neovascularizacion, el denominado fenotipo angiogénico. Existen una serie de
pardmetros del microambiente que rodea a las células tumorales, que contribuyen al
desarrollo de este fenotipo angiogénico; uno de los mas conocidos es la hipoxia
tumoral. Como se ha comentado anteriormente, HIF-1a, una vez estabilizado y dentro
del nacleo celular, reconoce a los genes HRE, que a través de las regiones HBS es
capaz de codificar la transcripcion de VEGF (Oku y cols., 1998; Biichler y cols., 2003;
Yang y cols., 2009).

El VEGF fue descubierto en 1989 por Ferrara y Henzel. Se trata de una
glicoproteina homodimérica de 45 Kda que induce la proliferacion de las células
endoteliales de arterias, venas y linfaticos (Carmeliet y cols., 1999; Eriksson y cols.,
1999). Esta constituido por una familia de proteinas cuyo miembro méas importante es
el VEGF-A (también denominado VEGF) y su sobreexpresion, valorada por técnicas de
inmunohistoquimica (Callagy G y cols., 2000), se ha relacionado con mayores niveles
de MVD, y a la vez, con un peor prondstico en el cancer de mama (Uzzan B y cols.,
2004; Tsutsui S y cols., 2006). Otros miembros son el factor de crecimiento de la
placenta (PIGF), el VEGF-B (Li y cols., 2009), VEGF-C (Valtola y cols., Skobe y cols.,
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2001; Schoppmann SF y cols., 2010) y VEGF-D (Joukov y cols., 1996; Stacker y cols.,
2001; Currie y cols., 2004; Jin y cols., 2005); cada uno de ellos con una funcion
determinada (Tabla 1).

Tipo Funcién

e Angiogénesis
1 Migracion de células endoteliales
1 mitosis de células endoteliales
1 actividad de la Metano monooxigenasa
1 actividad de la integrina avf33
creacion de la luz de los vasos sanguineos
o creacion de las fenestraciones de los vasos
e Quimiotactico para macréfagos y granulocitos
o Vasodilatacion (indirectamente, por liberacion de NO)

O

VEGF-A

O
@)
O
©)

VEGF-B | Angiogénesis embrionaria
VEGF-C Linfoangiogénesis
Necesario para el desarrollo de la vasculatura linfatica que rodea los

VEGF-D

bronquiolos
e Importante para la VVasculogénesis
PIGE También necesario durante isquemia, inflamacion, cicatrizacién y

cancer

Tabla 1. Funciones de la familia VEGF

Todas estas moléculas modulan su actividad a traves de receptores transmembrana
presentes en la superficie celular (VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (kdr) y VEGFR-3), que
forman homodimeros y poseen un dominio intracelular con actividad tirosina quinasa
(Ferrara y cols., 2003) [Figura 11]. Se ha propuesto que el principal receptor implicado
en la angiogénesis es el VEGFR-2, especifico de células endoteliales (Shibuya vy cols.,
2006). La union a VEGFR-2 a su ligando desencadena la autofosforilacién del receptor
en varios residuos de tirosina, lo que da lugar a la activacion de diferentes rutas de
traduccion de sefiales, con la puesta en marcha del programa génico que media la
respuesta celular a VEGF (Rydén L vy cols., 2003). Asi, se ha descrito la asociacion a
este receptor de proteinas adaptadoras como Shc, Grb2 y Nck, la cascada RAF-ERKs
(Dong G y cols., 2001) y la ruta PI3K/AKT (Jian B y cols., 2000), llevandose a cabo
diversas funciones tanto en células sanas como en tumorales (Dias y cols., 2001;
Jackson y cols., 2002; Kyzas y cols., 2005). Entre ellas destaca la promocion de la
mitogeénesis y supervivencia de las células endoteliales, efectos quimiotacticos, aumento
de la expresion de enzimas proteoliticas implicadas en la degradacién del estroma,
aumento de la permeabilidad vascular y vasodilatacion (Banerjee Sy col., 2007; Kerbel,

2008).
El
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Figura 11. Unién de la familia VEGF a sus receptores.

El receptor Her2, ademas de activar rutas moleculares relacionadas con la
proliferacion y supervivencia celular, también ha sido relacionado con incrementos de
VEGF (Slamon y cols., 1989; Kumar and Yarmand-Bagheri, 2001; Yang y cols., 2001),
a través de la via mTOR en el cancer de mama (Klos y cols., 2006).

También han sido descritos ciertos efectos antiapoptéticos del VEGF (Alon y cols.,
1995), parece ser que mediados por la via PI3BK/AKT (Gerber HP y cols., 1998), al
inducir la expresion en células endoteliales de proteinas antiapoptéticas como la Bcl-2,
Al, XIAP y survivina (Gerbery cols., 1998; Tran y cols., 1999; Tran y cols. 2002).

Ademas de los efectos proliferativos y antiapoptoticos, el VEGF aumenta la
permeabilidad capilar (Dvorak y cols., 1995) por incremento de la conductancia
hidraulica de los vasos. El aumento de la conductancia es una consecuencia del mayor
flujo de calcio hacia el interior de las células endoteliales (Bates y cols., 1997). El
aumento de la permeabilidad esta también relacionado con la formacion de
fenestraciones (Roberts y cols., 1995).

El VEGF es necesario para la vasculogénesis y la angiogénesis, pero no es
suficiente para la formacion de vasos maduros; es decir, la remodelacion angiogénica
que conduce a la formacién de estos vasos para que sean normofuncionantes necesitan
la intervencion de las Ilamadas angiopoyetinas, glicoproteinas segregadas de forma
autocrina por las células endoteliales y de forma paracrina por otras células
(Maisonpierre y cols., 1997).
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Mientras que la angiopoyetina-1 (Ang-1) se expresa en todos los tejidos, la
angiopoyetina-2 (Ang-2) tiene una expresion mas restringida, observandose en aquellos
tejidos que experimentan remodelacion vascular (ovario, Utero, placenta, testiculo
inmaduro) y en los tumores (Holash y cols., 1999). La secrecion de Ang-2 en los
tumores provocaria la desestabilizacion de los vasos, al actuar como un antagonista de
la Ang-1. La accidn desestabilizante de la Ang-2 devolveria a los vasos a un estado mas
plastico. Asi, los vasos desestabilizados pueden evolucionar de dos formas alternativas:
por un lado, en ausencia de VEGF, la Ang-2 provoca la apoptosis de las células
disociadas, y por otro, en presencia de VEGF, las células disociadas proliferan y dan
lugar a la formacion de nuevos vasos (Holash y cols., 1999). La accion de la Ang-1
aumentando el calibre es distinta a la del VEGF, que aumenta, sobre todo, el nimero de
vasos (Thurston y cols., 1999).

También es caracteristica de la angiogenesis la expresion de proteasas (Baker y
cols.,2002). Como se ha comentado anteriormente, los factores proangiogénicos como
el VEGF aumentan la permeabilidad de los vasos, lo que determina la salida del
fibrindgeno del plasma al liquido intersticial. En éste, el fibrindgeno polimeriza vy,
mediante una serie de entrecruzamientos, forma una red tridimensional densa de fibrina.
Las células endoteliales, para invadir el estroma, necesitan enzimas proteoliticas, que al
degradar la fibrina y otras proteinas de la matriz, forman tuneles delimitados por las
células endoteliales, que constituirian los nuevos vasos. La actividad fibrinolitica de las
células endoteliales ha sido atribuida a tres serinproteasas: el plasmindgeno y dos
activadores del mismo, el tPA 'y el uPA (Schenider J y cols., 2003).

Algunas proteinas del endotelio, como la sintasa de 6xido nitrico (NOS) vy la
ciclooxigenasa-2 (COX-2), inducen angiogénesis y vasodilatacion (Fukumura y cols.,
2001). La NOS, a través de la liberacion de 6xido nitrico (NO), es un mediador de la
accion angiogénica del VEGF (Kroll y cols., 1998). La COX-2 se expresa en los vasos
del tumor y en las células tumorales y su actividad productora de prostaglandinas
contribuye a la linfoangiogénesis (Costa y cols., 2002; Zhang y cols., 2008) y al
crecimiento y supervivencia de los tumores.

El VEGF no actla unicamente sobre las células endoteliales. Un efecto importante
lo ejerce sobre los monocitos/macrofagos. En estas células induce la quimiotaxis
(Clauss y cols.,, 1990), lo que determinaria la infiltracibn tumoral de
monocitos/macréfagos. Cuando el VEGF actua sobre los macréfagos y también sobre
las células endoteliales del pulmén, induce la secrecion de metaloproteinasa 9 (MMP9),
que resulta esencial para la formacion de metastasis pulmonares (Hiratsuka y cols.,
2002). Otra accion bioldgica del VEGF, es el bloqueo de la diferenciacion de las células
dendriticas, permitiendo que los tumores escapen de las defensas del sistema
inmunologico (Dikov y cols., 2005).

Estudios realizados en varios tipos de tumores sugieren la existencia de una estrecha
relacién entre los niveles incrementados de VEGF y un mal prondstico (Gasparini y
cols., 1997), como el carcinoma de células transicionales de vejiga (Quentin y cols.,
2004), adenocarcinoma de colon (Cascinu y cols., 2000; Lee y cols., 2000; Celen y
cols., 2004), gastrico (Zhou y cols., 2004), pulmdn no microcitico (Niki y cols., 2000;
Yoo y cols., 2007), renal (Yamakawa y cols., 2004), ovario (Shen y cols., 2000),
endometrio (Hirai y cols., 2001) carcinoma epidermode de la cavidad oral (Mohamed y
cols., 2004), gliomas (Gupta y cols., 2004) y neuroblastoma (Beppu y cols., 2004).
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En el cancer de mama, la sobreexpresion de VEGF se ha asociado con la afectacion
ganglionar y otros parametros clinico-patolégicos (George y Sledge, 2002; Choi y cols.,
2005; Schoppmann y cols., 2006; Wang y cols., 2010). Ademas, en diferentes estudios,
la expresidn de esta proteina se ha asociado a un peor ILE y una SG menor (Gasparini y
cols., 1998; Gasparini, 2000; Foekens y cols., 2001; Linderholm y cols., 2001;
Konecny y cols., 2004;Tsui y cols., 2005; Linderholm y cols., 2009), tanto en pacientes
con ganglios negativos al diagnostico de la enfermedad (Gasparini y cols., 1997;
Linderholm y cols., 1998; De Paola y cols., 2002), como positivos (Linderholm y cols.,
2000). Algunos estudios publicados han hecho referencia al efecto proangiogénico de
los estrogenos y al efecto antiangiogénico del tamoxifeno en el cancer de mama (Garvin
Sy cols., 2005). El estradiol incrementaba los niveles extracelulares de VEGF, mientras
que el tamoxifeno inhibia la secrecion de VEGF. Estos datos sugieren que en el cancer
de mama, la expresion de VEGF es en parte regulada por los RE (Garvin S y cols.,
2003).

El tratamiento antiangiogénico como diana terapeutica es una realidad ya en muchos
tumores. El bevacizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado anti-VEGF,
aprobado para uso clinico en el 2004, que neutraliza todas las isoformas de VEGF-A,
pero no otros miembros de la familia como VEGF-B y VEGF-C (Presta y cols., 1997).
Estudios preclinicos han demostrado que el uso de bevacizumab reduce la angiogénesis
e inhibe el crecimiento tumoral, tanto si se administra solo o en combinacion con
quimioterapia (Kim y cols., 1993; Millauer y cols., 1994; Borstrom y cols., 1999). En el
cancer de mama, este anticuerpo monoclonal ha iniciado su andadura en el escenario de
la enfermedad metatésica. Hay cuatro ensayos clinicos fase 11l randomizados que han
demostrado que el afadir bevacizumab a la quimiterapia, tanto en primera linea
(estudios E2100, AVADO y RIBBON-1) como en segunda (RIBBON-2) prolonga la
SLP e incrementa las tasas de respuesta en pacientes con cancer de mama metastasico
(Miller y cols., 2005; Miller y cols., 2007; Miles y cols., 2010). Sin embargo, ninguno
de esos estudios ha demostrado un aumento en la supervivencia global al afiadir
bebacizumab al tratamiento. Esto ha sido confirmado por un reciente metaanalisis de
supervivencia global con los tres estudios en primera linea (O"Shaughnessy y cols.,
2010). De ahi la necesidad de buscar marcadores que ayuden a identificar el subgrupo
de pacientes que mas se puedan beneficiar del tratamiento, sobre todo en términos de
supervivencia.

111.1.3.2. Expresion de Survivina

La survivina es un miembro de la familia de inhibidores de las proteinas de
apoptosis (IAP) que participa en el control del ciclo celular y promueve la angiogénesis
(Ambrosini y cols., 1998; Li y Altieri, 1999; Altiri, 2003; Altieri, 2003; Duffy y cols.,
2007; Altieri, 2001; Li y Brattain, 2006; Li y Ling, 2006). Es una proteina fetal de 16.5
Kda, conocida también con el nombre de AP14 (Duckett y cols., 1996; Verdecia y cols.,
2002), y codificada por el gen BIRCS, indetectable en tejidos adultos. Sin embargo,
altos niveles de survivina han sido encontrados hasta en un 70% de carcinomas
mamarios asi como en el cancer de pulmon, colon, esofago, pancreas, gastrico, prostata,
nasofaringe, cavidad oral, vejiga, ovario, hepatocarcinoma, neuroblastoma y tumores
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malignos hematopoyéticos (Kawasaki y cols., 1998; Lu vy cols., 1998; Monzo y cols.,
1999; Adida y cols., 2000; Adida y cols., 2000; Islam y cols., 2000; Ito y cols., 2000;
Sarela y cols., 2000; Carter y cols. 2001; Miller y cols., 2001; Okada y cols., 2001;
Sarela y cols., 2001; Satoh y cols., 2001; Yamamoto y cols., 2001; Mori y cols., 2002;
Yuy cols., 2002; Carter y cols., 2003; Grabowski y cols., 2003; Lo Muzio y cols., 2003;
Yang y cols., 2003; Gu y Lin, 2004; Li y cols., 2004; Lo Muzio y cols., 2004; Schlette
y cols, 2004; Tao y cols., 2004; Yang y cols., 2004; Li y cols., 2008; Xia y cols., 2006;
Augello y cols., 2009).

El mecanismo por el cual inhibe la apoptosis no esta claro; inicialmente se sugirio
una accion directa sobre caspasa 3 pero posteriormente se demostré que survivina era
incapaz de unirse a ésta (Banks y cols., 2000). EI mecanismo alternativo podria ser la
unién de survivina a caspasa 9 (O"Connor y cols., 2000). Por otro lado, su papel en la
proliferacion celular se debe a que interviene en la estabilizacion de microtubulos y la
segregacion de crométidas hermanas en la mitosis (Nassar y cols., 2008; Ambrosini y
cols., 1997; Li y cols., 1998). El proceso por el cual la survivina promueve la
angiogenesis estd relacionado con la inhibicion de la apoptosis en las células
endoteliales que estan formando la nueva vasculatura (Chiou y cols., 2003).

Las células que presentan una alta tasa expresion de survivina son muy resistentes a
la apoptosis y por tanto, su transcripcién permite la supervivencia celular aun en
condiciones adversas como la hipoxia, permitiendo la permanencia de células dafiadas
que pueden acumular subsiguientes alteraciones génicas. Ademas, se ha sugerido que la
survivina puede mediar la resistencia tanto a antraciclinas como a taxanos pues inhibe la
apoptosis inducida por estos farmacos a través de la via apoptotica de las caspasas (La
Casse y cols., 1998).

Los niveles incrementados de survivina en los tumores se correlacionan con
fenotipos clinicos més agresivos e invasivos, con mal pronostico (Kawasaki y cols.,
1998; Adida y cols., 2000; Ikeara y cols., 2002; Kim y cols., 2002; Wurl y cols., 2002;
Piras y cols., 2004). En el céncer de mama, la sobreexpresion de survivina se ha
relacionado con la negatividad de los receptores hormonales, resistencia al tratamiento
hormonal, alto grado histolégico, metastasis ganglionares, Her2 positivo, expresién de
Bcl-2 , mutacion de p53 y en general con un peor pronéstico (Tanaka y cols., 2000;
Izawa y cols., 2002; Mirza y cols., 2002; Chu y cols., 2004; Kayaselcuk y cols., 2004;
Span y cols., 2004; ; Mao y cols., 2005; Sony cols., 2005; Barnes y cols., 2006; Ryan y
cols., 2006; Sohn y cols., 2006 Span y cols., 2006; Al-Joudi y cols., 2007; Rakha y
cols., 2008; Moriai y cols., 2009).

Se ha sugerido que las células cancerigenas mamarias no solo son capaces de
inducir la expresion de survivina en condiciones de hipoxia, sino que también son
capaces de hacerlo en normoxia a través de la union del factor de crecimiento epidermal
(EGF) a su receptor (EGFR). Esta union, a través de la via PI3BK/AKT, aumenta los
niveles de la subunidad HIF-1o. que actia como factor de transcripcion necesario para
la expresion de survivina (Peng y cols., 2006).

Algunos estudios han sugerido un papel irrelevante, en términos de prondstico, de
esta proteina en el cancer de mama (O Driscoll y cols., 2003; Chu y cols., 2004;
Kostadima y cols., 2006) e incluso su expresion ha sido relacionada con factores de
mejor pronostico como la positividad de los receptores hormonales y negatividad del
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Ki67 (Brennan y cols., 2008) y con un aumento tanto en SLE como en SG, no
quedando claro, no obstante, si la tincion nuclear por si misma tiene valor pronostico
(Kennedy y cols., 2003; Brennan y cols., 2008). La mayoria de los trabajos que estudian
la expresion inmunohistoquimica de survivina muestran una tincion principalmente
localizada en el citoplasma. En algunos tumores, se ha objetivado un predominio de
tincion nuclear e incluso dicha tincion se ha relacionado con un prondstico mas
favorable (Altieri y Marchisio, 1999; Kennedy y cols., 2003; Zhang y cols., 2004; Li y
cols., 2005).

Se ha intentado buscar una explicacion a estos resultados tan contradictorios. Yong-
Gang y cols., 2010 en una revision del papel que tiene la survivina en el cancer de
mama, han explicado la existencia de 5 variantes de “splicing” (término inglés que
significa “eliminacion y empalme” y cuyo proceso permite que un solo gen pueda
codificar para mas de una proteina) del gen survivina, conocidas como: survivina tipo
amplio, survivina 2B, survivina 2a, survivina 3B y survivina Ex3, con diferentes
estructuras y funciones (Li, 2005; Sampath and Pelus, 2007). Por ejemplo, la survivina
3B es mas frecuente en tumores de mama de alto grado y se ha relacionado con la
mutacion del gen p53. La isoforma survivin 2B podria actuar como un factor
proapoptdtico y su expresion decrece a medida que aumenta el tamafio tumoral (Vegran
y cols., 2005), sugieriéndose que la expresion dominate de esta forma podria justificar
el buen pronostico al que ha sido asociada en algunos trabajos mencionados
anteriormente. Otros estudios de splicing han mostrado que la tincion nuclear de
survivina es asociado con un prondstico mas favorable y que la expresion
citoplasmatica se correlaciona con el estadio tumoral y el grado histologico, pero no con
el prondstico de la enfermedad (Barnes y cols., 2006).

111.1.4. HIF-1a y cdncer de mama

El primer estudio que relaciond HIF-1a con la carcinogénesis del cancer de mama
fue publicado en el afio 2001. Bos y col., estudiaron la sobreexpresion de HIF-1a en
tejido mamario sano y en los diferentes estadios patolégicos del cancer de mama; HIF-
1o no fue detectado en tejido sano ni en lesiones hiperplasicas, pero se vié un aumento
progresivo de la expresion de la molécula de forma paralela al incremento del estadio
tumoral, relaciondndose HIF-1o con lesiones pobremente diferenciadas (Bos y cols.,
2001).

Desde entonces, han sido varios los trabajos que han estudiado el papel de HIF 1-a
como factor pronostico en el cancer de mama, su relacion con factores pronosticos ya
establecidos, asi como su conexion con otros marcadores moleculares involucrados en
el microambiente hipoxico. La mayoria de los estudios han utilizado tejido conservado
en parafina, siendo la segunda opcion el tejido congelado.

Asi, el mismo equipo mencionado anteriormente, dio un paso mas en la
investigacion, dos afios mas tarde, al demostrar en un estudio con pacientes intervenidas
de cancer de mama con ganglios axilares negativos (81) y que expresaban HIF-1a en el
tumor (37 %, utilizando un punto de corte del 5 %), presentaban una disminucion
significativa de la SLE y la SG, siendo factor pronoéstico independiente en el analisis
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multivariante (Bos y cols., 2003). Estos resultados coinciden con los de una
publicacion donde a 104 pacientes intervenidas de cancer de mama, sin afectacion
axilar, se les realizd el estudio inmunohistoquimico de HIF-1a, considerandose
positivos un 45 %, tras un analisis semicuantitativo con el porcentaje y la intensidad de
tincion nuclear, utilizando un score o contaje: tras més de 10 afios de seguimiento se
observo una correlacion positiva entre la sobreexpresion de HIF-1a y la aparicion de
metastasis, mostrdndose como factor prondstico independiente de menor ILE en el
analisis multivariante (Chen y cols., 2007).

En el caso de las pacientes con cancer de mama intervenido y con ganglios axilares
afectos, el papel del HIF-1a, aunque también parece asociado a un peor prondstico, los
resultados de los estudios han sido algo mas contradictorios. La primera publicacion al
respecto aparecié en el afio 2002: en este trabajo se valoraron 206 muestras tumorales
con afectacion axilar, y se observd una correlacion significativa entre la expresion de
HIF-1o y una disminucion de la SLE y la SG, siendo factor predictivo independiente de
ambas (Schindl y cols., 2002). En el trabajo comentado anteriormente de Bos y cols.,
2003, también se estudio el valor pronostico de HIF-1a en 69 pacientes intervenidas con
afectacion axilar, no objetivandose relacion significativa entre la expresion de HIF-1a y
la ILE o SG (Bos y cols., 2003). Un afio més tarde, en otro trabajo con 77 pacientes
intervenidas y con afectacion axilar, también se encontro relacion estadisticamente
significativa entre las pacientes que sobreexpresaban HIF-1a y un menor ILE en el
analisis univariante, no desmarcandose como factor pronostico independiente en el
analisis multivariante. La SG no se vio relacionada estadisticamente con la
sobreexpresion de HIF-1a. Curiosamente, en este estudio, al retringir la relacion de
HIF-1a con el tamafio tumoral a los tumores T1-2 frente a T3-4 se encontraron
resultados significativos en cuanto a la SLE y SG, que estaban disminuidas en aquellas
pacientes que expresaban HIF-1a y tenian un estadio T1/T2, pero no asi en las T3/T4
(Gruber y cols., 2004).

En un trabajo posterior que evaluaba la relacion de HIF-1a y CA IX en 132 mujeres
con céncer de mama intervenido no se pudo estabecer una relacion entre las expresion
de estas proteinas y el estado ganglionar de las pacientes. La sobreexpresion de HIF-1a,
se correlaciond con una disminucion estadisticamente significativa de ILE y SG en el
analisis univariante, mostrandose como factor prondstico independiente de ILE en el
multivariante (Trastour y cols., 2007). En otra publicacién mas reciente, la expresion de
HIF-1a en 171 tumores de mama, era estrechamente relacionada con un fenotipo
agresivo, mostrando una correlacion significativa con la afectacion metastasica
ganglionar de las pacientes y una menor SLE y SG tanto en el analisis univariante
como en el multivariante (Yamamoto y cols., 2008).

Uno de los trabajos que mostré el verdadero valor prondéstico del HIF-1a fue el
llevado a cabo por Kronblad y cols., 2006, al estudiar en 377 mujeres intervenidas de
cancer de mama T2NO y T1-2N1, la expresion de HIF-1a. Todas las pacientes, tras la
cirugia fueron aleatorizadas a recibir dos afios de terapia hormonal con tamoxifeno vs
observacion, por lo que en este segundo grupo se pudo valorar la relacion de HIF-1a
con la agresividad del tumor sin la interferencia del efecto de ningun tratamiento. No se
encontro relacion significativa entre el grupo control (n = 195) y la expresion de HIF-
la, en cuanto a ILE ni SG. Dentro de este subgrupo también se estudio la relacion entre
HIF-1a e ILE, en relacion a la afectacion ganglionar, encontrdndose un relacion
significativa en las pacientes con ganglios positivos (n = 145) que sobreexpresaban
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HIF-1a y un menor ILE (p = 0,014). Curiosamente, también en este brazo control se
demostro que las pacientes que tenian un grado de diferenciacion 1-2 y expresaban HIF-
la tenian menor ILE, con respecto a las pacientes que no sobreexpresaban HIF-1a en
los tumores; sin embargo no se encontro relacion significatica en el caso de los tumores
con un grado 3.

Vleugel y cols., 2005, estudiaron el valor prondstico de los diferentes patrones de
expresion de HIF-1a en 200 pacientes intervenidas de cancer de mama. La
sobreexpresion de HIF-1a presentaba dos tipos de patrones de expresion: por un lado
una expresion denominada perinecrotica (13,5 %) que se asocio con un peor pronostico
y con la expresion de genes relacionados con la hipoxia (CA IX y GLUT-1). El otro
30,5 % de tumores que sobreexpresaban HIF-1o presentaban un patron denominado
difuso, relaciondndose con unas condiciones de menor hipoxia y con un mejor
prondstico, por lo que se ha sugerido que el predominio de este patrén difuso podria
estar relacionado con la activacion de HIF-1a, a través de rutas independientes de las
condiciones de hipoxia (Gruber y cols., 2004; Vleugel y cols., 2005). Ldégicamente,
estos diferentes patrones de expresion son mas dificiles de describir cuando se valora en
tissues mycoarrys de muestras parafinadas, al tratarse de muestras de menor tamafio.

En la mayoria de los trabajos también se ha estudiado la relacion de HIF-1a con
otros factores prondsticos conocidos. En general, la sobreexpresion de HIF-1a en el
cancer de mama se ha relacionado con la negatividad de los receptores hormonales, la
sobreexpresion del Her2, con tumores de alto grado histolégico y positividad de Ki 67,
apoyando asi la hipotesis de la asociacién de esta proteina a un fenotipo agresivo del
cancer de mama, con una repercusion directa en la SLE y de forma menos clara, sobre
la SG (Schindl y cols., 2002; Bos y cols., 2003; Gruber y cols., 2004; Bos y cols., 2004;
Kronblad y cols., 2006; Trastour y cols., 2007; van der Groep y cols., 2008; Yamamoto
y cols., 2008).

A pesar del interés creciente que ha ido despertando el HIF-1o en el cancer de
mama en los Gltimos afios, todavia son varias las incégnitas que quedan por resolver.
Todos los trabajos comentados anteriormente hacen referencia a pacientes con cancer de
mama sometidas a cirugia como primer tratamiento. Sabemos muy poco del papel que
juega el HIF-1a como factor predictivo de respuesta al tratamiento neoadyuvante en el
carcinoma de mama.

Generali y colaboradores, aleatorizaron a 187 pacientes, dentro de un ensayo clinico,
para recibir epirrubicina versus epirrubicina mas tamoxifeno como tratamiento
neoadyuvante. A partir de la biopsia diagnostica, se evaluaron los niveles de HIF-1a
por técnicas de inmunohistoquimica: los autores concluyeron que las peores tasas de
respuestas clinicas estaban relacionadas con niveles incrementados de HIF-1a (Generali
y cols, 2006).

En un segundo trabajo, 114 mujeres con cancer de mama localmente avanzado y con
RE+, fueron también aleatorizadas, dentro de un ensayo clinico, a recibir letrozol versus
letrozol mas ciclofosfamida, como tratamiento primario. En todas las muestras del
pretratamiento se evaluaron un total de 24 proteinas relacionadas con la apoptosis,
supervivencia celular, hipoxia, angiogénesis, y entre ellas se estudio el HIF-1a. Al igual
que en el trabajo anterior, los resultados mostraron que el aumento del HIF-1a estaba
relacionado con menores tasas de respuesta clinicas (Generali y cols, 2009).
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La principal limitacion de ambos estudios es que el tratamiento neoadyuvante
administrado no se corresponde con el tratamiento estandar propuesto en la actualidad.
Hasta la fecha solo se ha publicado un trabajo que estudie el valor predictivo del HIF-1a
al tratamiento basado en antraciclinas y taxanos en el cancer de mama localmente
avanzado, pero con una muestra muy reducida de pacientes (n= 30) y sin obtenerse
resultados significativos (Oliveira y cols., 2011), lo que convierte a esta molécula en un
interesante punto de investigacion dentro del escenario de la neoadyuvancia en el cancer
de mama.
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MATERIAL

v Matrices tisulares “tissues microarrays” (TMAs)

v" Anticuerpo primario anti-RE de conejo (clona SP1; Master Diagnostica
S.L)

v" Anticuerpo primario anti-RP de ratén (clona Y85; Master Diagnostica
S.L)

v" Anticuerpo policlonal de conejo anti Her-2 (Dako Denmark A/S,
Dinamarca)

v" Anticuerpo primario anti Ki 67 de conejo (Clona SP6; Master
Diagnostica S.L.)

v" Arrayer manual (Beecher Instruments, Siver Spring, MD, USA)
v" Mobdulo PT (PT Module, LabVision Corporation)

v' Tampén EDTA 100 x pH 8.0, Ref. LAV-TA-125-PM

v' Agua destilada

v’ Autostainer 480-2D, LabVision Corporation

v" Anticuerpo primario.

v" Bloqueante de peroxidasa enddgena Ref: MAD-021540Q

v Kit de inmunotincion MASVISION UNIVERSAL (basado en sistema de
Polimeros constituido por combinacion de aminoacidos, moléculas de
peroxidasa y fraccion F(ab”), de inmunoglobulina de cabra anti-raton y
anti-conejo) para anticuerpos mono Yy policlonales, ref: MAD-

041880QK-U

v Kit de revelado para inmunoperoxidasa con Diaminobenzidina (DAB),
ref: MAD-001812QK

v" Tampo6n de lavado TBS-Tween 20 10X, ref: MAD-004077R
v Microscopio Optico

v Anticuerpo  monoclonal 1gG1 anti HIF-lo (Becton-Dickinson
Biosciences, Palo Alto, CA, USA)
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v Anticuerpo monoclonal Ig G de conejo anti AKT fosforilado (pAKT)
[Ser 473; Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA; clona 736E11]

v Anticuerpo monoclonal IgG de conejo anti phospho-p44/42 MAPK
(PERK 1/2) [Thr202/Tyr204] [Cell Signaling Tecnology, clona 20G11]

v" Anticuerpo monoclonal de conejo anti VEGF-A (Abcam, USA; clona
EP1176Y)

v Anticuerpo policlonal 1gG de conejo anti survivina (Novus Biologicals,
Littlenton, CO, USA)

v Anticuerpo monoclonal de conejo anti STAT3 fosforilado al residuo 705
de tirosina (Cell Signaling, Boston, MA; clona D3A7)

v' Kit de DAKO EGFR pharma DX™ Kit for Dako Autostainer (K1494)

METODOS

I. Diseno experimental

Este estudio se disefio a partir de una cohorte retrospectiva formada por mujeres
diagnosticadas de cancer de mama en el Complejo Hospitalario de Jaén y que recibieron
tratamiento neoadyuvante basado en antraciclinas y taxanos, hasta un total de 95
pacientes.

De cada paciente se recopilaron las muestras histoldgicas, tanto de la biopsia
diagnostica como de la pieza quirdrgica tras el tratamiento primario, ambas conservadas
en bloques parafinados, y en cada uno, se sefialaron puntos de tejido tumoral y puntos
de tejido sano. Una vez marcados los blogues de parafina, se enviaron al Nodo del
Banco de Tumores de Andalucia, situado en Granada, para la elaboracién de las
matrices tisulares “tissues microarrays” (TMAs), cuya técnica hace posible agrupar en
una sola laminilla mas de 100 tumores y asi poder ser utilizados para el analisis de
diferentes marcadores (Kononen y cols., 1998; Schraml y cols., 1999; Mohr y cols.,
2002).

Para el anélisis inmunohistoquimico se utilizaron anticuerpos de las proteinas HIF-
la, Survivina, VEGF-A, AKT, MAPK, EGFR y STATS3. Los resultados se almacenaron
en una base de datos a traves del programa informatico Excel. De forma paralela se
recogieron los datos de las diferentes variables clinicas de las pacientes, de la respuesta
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al tratamiento quimioterdpico, asi como de todas las variables morfoldgicas e
inmunohistoquimicas, que de rutina se incorporan al diagndstico anatomopatoldgico, de
los casos que incluyen el tipo histologico y su grado.

Si bien en el diagnostico rutinario se analizan el estatus hormonal, el indice
proliferativo (mediante Ki 67), la expresion nuclear de la oncoproteina p-53 y el estatus
Her2, para evitar la posible variabilidad en la inmunotincion dependiente del tiempo, los
instrumentos, el lote del anticuerpo primario, los sistemas diferentes de revelado y el
observador (no todos los casos fueron evaluados por el mismo patdlogo), se repitieron
los mismos sobre las matrices de tejidos y se cotejaron sus resultados con los reflejados
en el informe anatomopatoldgico. En el caso de discrepancias mayores al 2% en el valor
considerado punto de corte y mayores del 10% para el resto de valores, se reevaluaron
los casos con un tercer observador. Si la discrepancia se mantenia, se selecciono el
mayor valor.

El cruce estadistico de datos inmunohistoquimicos y clinicos dieron respuesta a las
diferentes premisas hipotéticas que se establecieron al inicio del estudio y a la
resolucion de los objetivos del mismo (Figura 1).

Tejido
pretratamiento

Figura 1. Esquema del disefio experimental del estudio.
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I1. Poblacién a estudio

Se realiz6 un andlisis retrospectivo de 95 pacientes diagnosticadas de cancer de
mama en el Complejo Hospitalario de Jaén entre los afios 2003-2009. Los criterios de
inclusion y exclusion aplicados a la seleccion de las pacientes fueron los siguientes:

©)

1. Criterios de inclusiéon

Mujeres diagnosticadas de cancer de mama invasivo confirmado mediante
biopsia incisional o con trucut.

Pacientes que hubieran recibido un régimen de quimioterapia neoadyuvante
basado en antraciclinas y taxanos +/- trastuzumab (en funcion del estado del
Her2).

Edad minima de 18 afios y maxima de 80.

I1.2. Criterios de exclusiéon

o

Pacientes que no hubieran completado el tratamiento quimioterapico y/o
quirargico en el Complejo Hospitalario de Jaén.

Muestras histoldgicas no disponibles o deterioradas en el archivo de Anatomia
Patologica del Complejo Hospitalario de Jaén.

Muestras que no contuvieran material representativo.

I11. Consideraciones éticas

El estudio fue realizado siguiendo el cédigo ético del Hospital Médico-Quirurgico
de Jaén, asi como los principios y recomendaciones para la investigacion biomédica con
sujetos humanos, establecidos en la declaracién de Helsinki (Asamblea General de la
Asociacion Medica Mundial, Helsinki, Finlandia 1964).
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IV. Variables clinicas e histopatoldgicas

A partir de las historias clinicas de las pacientes, se recogieron en una base de datos
las siguientes variables analiticas del estudio, tanto clinicas, como histopatolégicas:

IV.1. Variables clinicas

Edad al diagnostico.

Tamario inicial del tumor: didmetro mayor de la lesion medido a través de la
mamografia.

Estadiaje clinico (cTNM): 72 Edicion, 2010 (ver el apartado 1.3.2. de la
Introduccion).

Afectacion ganglionar clinica al diagndstico.

IV.2. Variables histopatoldgicas

Se recogieron datos referentes a la biopsia diagndstica inicial y los relacionados
con la pieza quirurgica tras el tratamiento neoadyuvante.

IV.2.1. Variables histopatoldgicas de la biopsia diagndstica inicial

e Tipo histolégico (ver el apartado 1.4.1. de la Introduccion).
e Grado de diferenciacion (ver el apartado 1.2.1.1.4 de la Introduccion).

e Receptores hormonales.

Receptores de estrégenos (RE): para la inmunodeteccién de los RE se utilizé un
anticuerpo primario anti-RE de conejo (clona SP1; Master Diagnéstica S.L.) en
una solucién comercial prediluida, con un tiempo de incubacion de 30 minutos a
temperatura ambiente segun protocolo especificado en el punto VII. Se
consider6 tincion positiva la nuclear propia de los conductos normales (control
positivo) [Figura 2]. Para la valoracién se llevaron a cabo dos tipos de
aproximaciones

1.- Se utilizé un sistema de gradacion semicuantitativa; por una lado se
valoré la intensidad de tincion dando la siguiente puntuacion: 0 = no hay
tincion; 1 = intensidad débil; 2 = intensidad moderada; 3 = intensidad fuerte.
Al mismo tiempo se valord el porcentaje de células tumorales tefiidas, dando
la puntuacion de 0 = no hay tincién; 1 = tincién en < 1 %; 2 = tincién entre
1-10 %; 3 = tincion entre 11-33 %; 4 = tincion entre 34-66 %; 5 = tincion
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entre 67-100 %. Para el score final se realizd la suma de puntuacién de las
dos variables (0-8). Se consideraron RE positivas aquellas muestras cuyo
contaje final era> 6 = 3 (Burcombe RJ y cols, 2005).

2.- Se considerd RE positivos a aquellos tumores que sobreexpresaban la
proteina en > 10 % de las células tumorales (Seon-Ah Ha y cols, 2009;
Altintas S y cols, 2009).

Figura 2. Inmunotincién positiva nuclear intensa para un conducto tumoral
(flecha roja). Notese el control positivo definido por la inmunoexpresion focal de un
conducto normal (flecha amarilla). Receptor de Estrégenos (clona SP1). 40x.

Receptores de progesterona (RP): para la inmunodeteccion de los RP se utilizd
un anticuerpo primario anti-RP de raton (clona Y85; Master Diagndstica S.L.) en
una solucion comercial prediluida, con un tiempo de incubacion de 20 minutos a
temperatura ambiente segln protocolo especificado en el punto VII. Se
considerd tincion positiva la nuclear propia de los conductos normales (control
positivo) [Figura 3].

Para la valoracion se utilizé el mismo sistema que para los RE.
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Figura 3. Inmunotincion positiva nuclear intensa para un conducto tumoral
(flecha roja). Notese el control positivo definido por la inmunoexpresion focal de un
conducto normal (flecha amarilla). Receptor de Progesterona (clona Y85).
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e Estado de Her2: para la inmunodeteccion se utilizo el Herceptest TM
DakoCytomation Autostainer (Kits) que incluye anticuerpo policlonal de conejo
anti Her2 (Dako Denmark A/S, Dinamarca) en una solucion comercial
prediluida, con un tiempo de incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente
segun protocolo especificado en el punto VII.

Para interpretacion inmunohistoquimica se considerd la tincion de
membrana de las células tumorales con la siguiente valoracién (Wolf y cols., 2007):

Negativo (0): ausencia de tincion de membrana o tincién en menos del 10 %
de las células (Figura 4a): negativo.

Negativo (+1): tincién de membrana débil e incompleta en més del 10 % de
las células (Figura 4b): negativo.

Borderline (+2): tincion completa de membrana, débil o moderada, en mas
del 10 % de las células o tincion completa e intensa en 10-30 % de las células:
borderline.

Para la confirmacion de amplificacidn génica de los casos catalogados como
Her2 (+2) se procedid a la realizacion de la técnica FISH en un centro de referencia
externo (Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Virgen de las Nieves de
Granada). Para la interpretacion se siguieron los siguientes criterios:

Resultado no amplificado: cuando la ratio de FISH (sefiales del gen Her2
frente a sefiales del cromosoma 17) era menor de 1,8.

Resultado amplificado: cuando la ratio de FISH (sefiales del gen Her2
frente a sefiales del cromosoma 17) era mayor de 2,2. Se consideraron valores
Borderline a aquellos incluidos en el rango de 1,8-2,2.

Positivo (+3): tincion de membrana completa e intensa en méas del 30 % de
las células (Figura 4c): positivo.
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a. HER2 0+

@ |
) ]
b d O ) - e o} e
YR ‘se? 3%%:0 .OP .::
Y 9 ) 0 xO.‘oc“
et S T VR,
b. HER2 1+ c. HER2 3+

Figura 4. Fotos de cultivos celulares utilizados como controles. 40x. A.- Ausencia de
expresion protéica a nivel de membrana (HER2 0+). B.- Tincion incompleta vy
débil/moderada de membrana citoplasmica (HER2 1+). C.- Tincion completa e intensa de

membrana (HER2 3+).

e Ki 67: para la inmunodeteccion del marcador Ki 67 se utilizé un anticuerpo
primario anti Ki 67 de conejo (Clona SP6; Master Diagndstica S.L.) en una
solucion comercial prediluida, con un tiempo de incubacion de 30 minutos a
temperatura ambiente segun protocolo especificado en el punto VII. Como
control positivo se considerd la tincion nuclear del centro germinal de los
foliculos linfoides.

Para la valoracion de la tincion se consideraron positivas aquellas muestras que
presentaban como minimo un 10 % de células tumorales con tincion nuclear (Tan
PH vy cols., 2005). Algunas publicaciones méas recientes proponen como punto de
corte para este marcador el 20 %, por lo que también utilizamos esta estimacion
(Ahlin C y cols., 2007; Jacquemier J y cols., 2009).

e Fenotipo molecular (ver el apartado 1.2.1.3.4. de la Introduccion). En relacion a
las clasificaciones segun el perfil molecular se llevaron a cabo dos
subclasificaciones atendiendo a los trabajos de Perou y cols., 2000; Penault-
Llorca y cols., 2009:

» Perfil 1: Luminal A (RE y/o RP+, Her2-, Ki 67 < 20%), Luminal B (RE
y/o RP+, Her2-, Ki 67 >=20%), HER2 (Her2+) y triple negativo (RE-,
RP-y Her2-).

» Perfil 2: Luminal A (RE y/o RP+, Her2-), Luminal B (RE y/o RP+,
HER2+), HER2 (RE y/o RP-, Her2+) y triple negativo (RE-, RP-y

Her2-).
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IV.2.2. Variables histopatoldgicas de la pieza quirurgica .

Respuesta patologica del tumor a la terapia neoadyuvante; se trata de una de

las variables mas importantes del estudio al actuar como variable dependiente.
Existen diferentes sistemas de valoracion de la respuesta patologica; uno de los
mas reconocidos a nivel mundial (Smith y Miller, 2001; Oston y cols., 2003) y
el usado en este estudio es la escala de M&P (Miller & Payne), que estratifica
la respuesta en base a la proporcion entre tumor viable y cambios
postquimioterapia que se define de la siguiente manera:

Grado 1: minimos cambios celulares, sin reduccién significativa de la
celularidad tumoral invasiva.

Grado 2: disminucién discreta de la celularidad tumoral invasiva inferior al
30 % de la masa tumoral.

Grado 3: disminucion significativa de la celularidad tumoral invasiva entre el
30y 90 % de la masa tumoral.

Grado 4: marcada disminucion de la masa tumoral mayor del 90 % con
persistencia exclusiva de focos microscépicos.

Grado 5: ausencia de ceélulas tumorales invasivas. El carcinoma in situ
residual se clasifica en el sistema de Miller & Payne, como respuesta completa,
en ausencia de componente infiltrante.

Para el analisis estadistico de las diferentes variables con el grado de respuesta a la
quimioterapia estratificado por el sistema de M&P, se establecieron 5 posibles
asociaciones de la variable independiente:

AN NN

Asociacion 1: Grado 1 vs 2vs 3vs4vs 5
Asociacion 2: Grados 1-2 vs 3 vs 4-5
Asociacion 3: Grados 1-4 vs 5
Asociacion 4: Grados 1-3 vs 4-5
Asociacion 5: Grados 1-2 vs 4-5
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V. Preparacion de muestras bioldgicas

El primer paso para la preparacion de las muestras fue extraer del archivo del
servicio de Anatomia Patoldgica los cristales de hematoxilina-eosina tanto de la biopsia
diagndstica, como de la pieza quirargica de todas las pacientes (Figura 5). Dos
patélogos expertos del servicio revisaron los diagnésticos y marcaron, en cada uno de
los cristales y con la ayuda del microscopio éptico, dos puntos con rotulador negro
correspondientes a las areas de tejido tumoral méas adecuadas para el estudio y otros dos
puntos, con rotulador verde, que sefialaban areas de tejido sano (en el caso de los
cristales de la biopsia diagnostica, no se pudo marcar tejido sano en todas las muestras,
debido a que el tejido predominante era tumoral).

Una vez marcados los cristales de hematoxilina-eosina, se seleccionaron los
bloques de parafina correspondientes a cada una de las muestras sefialadas. Tras
enfrentar los cristales marcados previamente con su correspondiente bloque de parafina,
éstos fueron igualmente marcados, de tal forma que quedaron preparados para la
siguiente fase del proyecto, la confeccion de los TMAs (Figura 6).

Figuras 5y 6. Seleccion de muestras histolégicas en cristales de hematoxilina-eosina y en
bloques parafinados.
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VI. Confeccion de las Matrices Tisulares “Tissues
Microarrays” (TMAs).

Una vez preparadas las muestras bioldgicas, los bloques de parafinas marcados se
trasladaron al Nodo del Banco de Tumores de Granada, donde se montaron los TMAs.
El microarray de tejido se construye adquiriendo muestras cilindricas de cientos de
tumores a partir de los blogues de parafina (bloques donantes); asi, los cilindros
obtenidos se incorporan a un bloque de parafina receptor que, aunque puede contener
hasta 600 muestras, en la practica el nimero de cilindros de cada TMA varia entre 100 y
400. Finalmente, el bloque es cortado en multiples secciones para llevar a cabo las
técnicas inmunohistoquimicas (Figura 7).

Figura 7. Representacion de todo el proceso de creacion de una laminilla de TMA.

En nuestro trabajo, la metodologia se desarrollé a través de los siguientes pasos:

1.- Preparacién de los bloques receptores. Se prepararon varios bloques de parafina
en blanco, de 40 X 25 mm, para utilizar como receptores de las muestras tisulares. Se
alisaron todos ellos antes de comenzar a insertar cilindros y se revisd que no existieran
agujeros, causados por burbujas de aire aparecidas durante la preparacion de los
bloques.

2.- Se confeccionaron unas plantillas (Tablas 1 y 2), identificando todos los
cilindros y su disposicion en el array, teniendo en cuenta que el diametro de cada
cilindro seria de Imm (como se explica mas adelante), con un espaciado entre ellos de
0,8-3 mm y que, para evitar la fragmentacion de la parafina habria que dejar margenes
de 2,5-3 mm. Asi, se determind que el nimero de casos de cada TMA seria de 110,
distribuidos en 11 filas y 10 columnas.
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Referencia en Identificacion n° puntos n° puntos
origen (Nodo) negros verdes

B08-3812 1 32080428001 | 2N

B08-3776 /A6 32080429001 | 2N

B08-3776 /A8 32080429002 | 2N

B08-2635 2 32080430001 | 2N

B08-2202 9 32080431001 | 2N

B08-0172 A5 32080432001 | 2N

B07-9034 /A4 32080433001 | 2N

B07-9034 /A7 32080433002 | 2N

B07-9034 /A9 32080433003 | 2N

B07-8328 A6 32080434001 1

B07-5531 2 32080435001 1

B07-4334 1 32080436001 1

B07-3812 /A9 32080437001 1

B07-3812 /A3 32080437002 1

B07-1164 /A2 32080438001 1

B07-1164 /A9 32080438002 1

B07-0292 7 32080439001 1

B07-0037 D4 32080440001 1

B06-9792 3 32080441001 1

B05-2327 32080257001 | 3N

B05-1014 /2 32080258001 | 2N 0

B04-8336 /2 32080259001 | 2N 0

B04-8289 1 32080260001 | 2N 0

B04-8095 /A 32080261001 | 2N 1V

B04-7760 1 32080262001 | 2N 0

B04-7692 32080263001 | 2N 0

B04-7026 1 32080264001 | 2N 0

B04-6891 32080265001 | 2N 0

B04-6851 32080266001 | 2N

B04-6759 /2 32080267001 | 2N 0

B04-6647 32080268001 | 2N 0

B04-6643 32080269001 | 2N 0

B04-6601 /2 32080270001 | 2N 0

B04-6479 2 32080271001 | 2N 0

B04-6298 /1 32080272001 1V

B04-6298 /2 32080272002 | 2N 1V

B04-4874 32080273001 | 2N 0

B04-4814 32080274001 | 2N 2V

B04-4615 2 32080275001 | 2N 0

B04-4596 1 32080276001 | 2N 0

B04-4535 /2 32080277001 | 2N 1V

B04-3225 /2 32080278001 | 2N 1V

B04-2563 /B 32080279001 | 2N 0

B04-2229 /2 32080280001 1V

B04-2229 /1 32080280002 | 2N 1V

B04-2132 /2 32080281001 | 2N 1V

B04-1674 /2 32080282001 2V

B04-1674 /3 32080282002 | 2N 0

B04-1663 /2 32080283001 | 1N 0
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B04-1663 /3 32080283002 | 1N 0
B04-1435 32080284001 | 2N 2V

B04-0705 A 32080285001 | 2N 2V

B03-7776 32080286001 | 2N 0
B03-6007 1 32080287001 | 2N 1V

B03-5618 1 32080288001 | 2N 0
B03-5303 2 32080289001 | 2N 0
B03-4981 32080290001 | 2N 0
B03-3269 2 32080291001 | 2N 0
B03-3102 32080292001 | 2N 0
B03-1723 1 32080293001 | 1IN 0
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Tabla 1. Ejemplo de una de las plantillas para la identificacién de los cilindros con su
correspondiente ndimero de biopsia. Las casillas en amarillo corresponden a los casos

control.

1

2

3 4

5

6

7

8

9

10

320804
28001

[EEY

320802
57001

320804 | 320802
29001 | 57001

320804
29002

320802
57001

320804
30001

320802
58001

320804
31001

320802
58001

320802
59001

320804
32001

320802 | 320804
59001 | 33001

320802
60001

320804
33002

320802
60001

320804
33003

320802
61001

320804
34001

320804
35001

320802
61001

320804 | 320802
36001 | 61001

320804
37001

320802
62001

320804
37002

320802
62001

320804
38001

320802
63001

320802
63001

320804
38002

320802 | 320804
64001 | 39001

320802
64001

320804
40001

320802
65001

320804
41001

320802
65001

320802
66001

320802
66001

320802
67001

320802 | 320802
67001 | 68001

320802
68001

320802
69001

320802
69001

320802
70001

320802
70001

320802
71001

320802
71001

320802
72001

320802 | 320802
72002 | 72002

320802
72002

320802
73001

320802
73001

320802
74001

320802
74001

320802
74001

320802
74001

320802
75001

320802 | 320802
75001 | 76001

320802
76001

320802
77001

320802
77001

320802
77001

320802
78001

320802
78001

320802
78001

320802
79001

320802 | 320802
79001 | 80001

320802
80002

320802
80002

320802
80002

320802
81001

320802
81001

320802
81001

©f o N o g »~f W N

320802
82001

320802
82001

320802 | 320802
82002 | 82002

320802
83001

320802
83002

320802
84001

320802
84001

320802
84001

320802
84001

320802
85001

=
o

320802
85001

320802 | 320802
85001 | 85001

320802
86001

320802
86001

320802
87001

320802
87001

320802
87001

320802
88001

320802
88001

[
[

320802
89001

320802 | 320802

89001 | 90001

320802

90001

320802
91001

320802
91001

320802
92001

320802
92001

320802
93001

Tabla 2. Ejemplo de disposicion de los cilindros

casillas verdes a los puntos de tejido sano, y las

tumoral.

en un array con sus correspondientes
coédigos de identificacion. Las casillas amarillas corresponden a los casos control. Las
casillas blancas a los puntos de tejido
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3.- Se prepard un arrayer manual (Beecher Instruments, Siver Spring, MD, USA)
colocando dos agujas de puncion, de 1 mm de didmetro y 4 mm de longitud, en la
torreta (Figura 8). Se situ6 el bloque receptor en su receptaculo y se colocaron en cero
los dos micrometros X e Y, como punto de inicio en la construccién del micro-arreglo
tisular. Se realiz6 una perforacion en el bloque de parafina receptor introduciendo la
aguja receptora y empujando hasta llegar al tope. Se movio el mango de la aguja para
facilitar la realizacion del cilindro de parafina, hasta su extraccion, depositandolo en una
cestilla. A continuacién se colocd una bandeja puente protectora encima del bloque
receptor, quedando éste en la posicion adecuada para la introduccién del nuevo cilindro.
Se realizd una perforacion en la zona preseleccionada del bloque donante con la aguja
donante del Tissue-Arrayer, obteniendo un cilindro del interior de la aguja donante, al
presionar sobre el tope de profundidad situado por encima de la aguja de puncion. Se
retird la bandeja protectora del bloque receptor, y se introdujo el cilindro de tejido
donante en el orificio previo que se habia efectuado en el bloque receptor. Se avanzo la
torreta del Tissue-Arrayer a una distancia de 3 mm del orificio anterior haciendo una
nueva perforacidn con la aguja de puncion receptora y se repitieron los pasos que se han
descrito antes, y asi sucesivamente, hasta completar la primera fila de orificios y
oclusion con cilindros tisulares donantes en el bloque receptor. Con el micrémetro X se
efectu6 un desplazamiento lateral para separar otros 3 mm del Gltimo orificio realizado
en la primera fila comenzando a construir el primer orificio de la segunda fila. Se
repitieron los pasos descritos para la primera fila, en la segunda y sucesivas filas hasta la
finalizacion del tissue microarray (Figura 9).

g

Figura 8. Arrayer manual (Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA).
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Figura 9. Preparacion de un tissue microarray.

4.- Una vez terminado el array se introdujo el blogue en una estufa a 37° C durante 15
minutos aproximadamente; esto permitia que los cilindros del tejido se adhirieran mejor a la
parafina en los agujeros del array del blogue receptor. Tras sacar el bloque de la estufa, se
presionaba sobre él con un portaobjetos para nivelar la superficie empujando todos los cilindros
del TMA a un mismo nivel. Por Gltimo, se dejaba enfriar el bloque a temperatura ambiente antes
de cortar.

5.- Cuando el TMA estaba construido, se seccionaba una lamina de 4 micras para realizar
un control de calidad con tincion de hematoxilina-eosina; si era correcto se procedia a realizar
mas secciones en ld&minas del mismo grosor para las tinciones de inmunohistoquimica.

Para este estudio se construyeron un total de 8 TMA (Figura 10). Teniendo en cuenta que
en cada uno habia 110 puntos, se obtuvieron 880 focos histoldgicos. Como se explica en el
siguiente apartado, en el estudio inmunohistoquimico se utilizaron 7 anticuerpos, por lo que el
numero de focos potenciales para estudio fue de 6160.
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Figura 10. 8 tissues microarrays confeccionados.

VI1I. Inmunohistoquimica.

La fijacion del tejido en formalina y su inclusion en parafina da lugar a la pérdida de
inmunorreactividad de la muestra ya que se originan entrecruzamientos proteicos que
ocultan los antigenos de interés. Para conseguir una buena reaccion antigeno-anticuerpo
es necesario realizar previamente un proceso denominado recuperacion o
desenmascaramiento antigénico. Para ello se utilizé un equipo automatico formado por
dos tanques con capacidad de 1,5 litros mediante protocolo que se describe mas
adelante.

Para la inmunotincion se emple6 un equipo automatico especifico. En primer lugar
se programé el equipo segun el protocolo especificado para cada antigeno. Una vez
programado, el mismo equipo establece los reactivos y el orden en el que éstos deben
ser cargados en el reservorio. De forma general, la reaccion de inmunotincion se basa en
la adiccion a la muestra de un anticuerpo primario que reconoce un antigeno especifico
en la superficie del corte histologico. Previamente a la reaccion antigeno-anticuerpo, se
afiade una solucion bloqueante con el objetivo de neutralizar las peroxidasas enddgenas
contenidas en la muestra y minimizar la inmunotincion inespecifica, pues el sistema de
inmunodeteccion se basa en la union al complejo antigeno-anticuerpo de un polimero
compuesto de un esqueleto de dextrano al que se acoplan hasta 100 moléculas de HRP
(peroxidasa de rabano) y hasta 20 moléculas de anticuerpo secundario anti-raton/conejo
(solucion de deteccion). Por altimo se afiade el sustrato, consistente en una solucion de
DAB (3,3 -diaminobencidina tetrahidrocloruro) que debe ser diluida en un tampoén
organico que provee la casa comercial (dilucion 1:50), y una solucion de hematoxilina
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especifica para el equipo de inmunotincion. La HRP acoplada a polimero cataliza la
peroxidacion de la DAB, que vira a un color marrdn en el lugar de union del antigeno
con el anticuerpo.

A continuacion se describe de forma detallada el protocolo automatizado de
desparafinado-desenmascaramiento e inmunotincién de las muestras:

PROTOCOLO AUTOMATIZADODE DESPARAFINADO-DESENMASCARAMIENTO
ANTIGENICO EN MODULO PT PARA SECCIONES DE TEJIDO INCLUIDAS EN
PARAFINA

El modulo PT (PT Module, LabVision Corporation) estd disefiado para realizar
simultaneamente el desparafinado y desenmascaramiento antigénico sobre secciones de
tejido parafinadas, previo a la inmunotincion. El equipo consta de un programador que
permite programar ciclos de tiempo y temperatura y dos tanques donde se introducen las
preparaciones sobre unos racks (24 preparaciones maximo por tanque).

MATERIAL DE PARTIDA:

e Secciones de tejido parafinado extendidas sobre portaobjetos tratados.
e Tampon EDTA 100 x pH 8.0, Ref. LAV-TA-125-PM
e Agua destilada

PROCEDIMIENTO:

Condiciones: 98° C durante 20 min sin ebullicién.

¢ Inicialmente se hace un precalentamiento del tampdn a 65° C. Cuando alcanza
esta temperatura el equipo se detiene hasta que el usuario pulsa para continuar el
proceso. Durante este precalentamiento se pueden ir cargando los portas en los
racks.

e Introducir los racks en el tanque del Mddulo PT que contiene 1,5 litros de
Tampon EDTA 1X pH: 8.0.

e Continuar el proceso de calentamiento a 98° C durante 20 minutos (cuando se
superan los 65° C el equipo dispone de un sistema de cierre de seguridad que
impide poder abrirlo a altas temperaturas).

e Cuando finaliza el proceso y la temperatura del tampon ha bajado hasta 65° C, se
puede abrir el equipo y sacar los racks con las preparaciones. Estos racks
encajan perfectamente en los soportes del inmunotefiidor automatico por lo que
se pueden transferir directamente para continuar con la técnica de inmunotincién
automatica.
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PROTOCOLO DE INMUNOTINCION AUTOMATICA DE UNA MUESTRA PARAFINADA

EQUIPO:

e Autostainer 480-2D, LabVision Corporation (Figura 11).

\l.ﬂ [ ”.[‘l‘ 1'1 il o

Figura 11. Autostainer 480-2D, para la inmunotincion de las muestras.

REACTIVOS:

e Anticuerpo primario.

e Blogueante de peroxidasa enddgena Ref: MAD-021540Q.

e Kit de inmunotincibn MASVISION UNIVERSAL (basado en sistema de
polimeros constituido por combinacién de aminoacidos, moléculas de
peroxidasa y fraccion F(ab’), de inmunoglobulina de cabra anti-ratén y anti-
conejo) para anticuerpos mono y policlonales, ref: MAD-041880QK-U.

e Kit de revelado para inmunoperoxidasa con Diaminobenzidina (DAB), ref:
MAD-001812QK.

e Tampon de lavado TBS-Tween 20 10X, ref: MAD-004077R.

e Agua destilada.

118



Material y Métodos

PROCEDIMIENTO:

Incubacion con Blogueante de peroxidasa enddgena durante 10 min a temperatura
ambiente.

Lavado con tampon TBS Tween 20.

Incubacion con Anticuerpo Primario durante el tiempo y temperatura optimizado.
Todos los anticuerpos fueron optimizados en concentracion de dilucion y tiempo de
incubacion utilizando como referentes las recomendaciones de la casa comercial y las
publicaciones cientificas sobre los mismos. Se utilizaron para todos controles externos
de canceres humanos que en otras publicaciones se demostraba su expresion
seleccionados del archivo del Servicio de Anatomia Patoldgica del CHJ utilizdndose los
casos mas recientes por ofrecer mayor garantia de condiciones 6ptimas de fijacion, paso
fundamental para la buena conservacion de los antigenos que se querian estudiar. No se
describen todas las pruebas realizadas por no aportar informacion relevante a esta tesis.
Lavado con tamp6n TBS Tween 20 .

Incubacion con Polimero MASVISION (anti-mouse+anti-rabbit) conjugado con PX,
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavado con TBS Tween 20.

Revelado de las muestras con solucion de DAB, durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

Lavado con Agua destilada.

Intensificacion de la tincién durante 2 minutos con potenciador de DAB.

Lavado con Agua destilada.

Retirar las preparaciones del inmunotefiidor.

Contrastado de las preparaciones con Hematoxilina de Mayer durante 30-60 segundos.
Lavados con agua del grifo e incubar 5 minutos en la misma.

Deshidratacion con alcoholes crecientes y aclarado con xilol (alcoholes 30°, 70°, 80°,
absoluto, absoluto, xilol, xilol) 3 minutos cada uno.

Montaje de las preparaciones de forma rutinaria (Figura 12 y 13).
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Figura 12. Tissues microarrays cortados e inmunotefiidos.

Figura 13. Tissues microarrays tefiidos con hematoxilina-eosina.
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VII. 1. HIF-1a.

Para la inmunodeteccion de HIF-1o se emple6 un anticuerpo monoclonal 1gG1 anti
HIF-1a (Becton-Dickinson Biosciences, Palo Alto, CA, USA) a una dilucion de 1:50.
Las incubaciones con las muestras tumorales se realizaron a 4°C, durante 24 horas. Para
el anlisis histopatoldgico de todas las muestras se utilizé un microscopio 6ptico (Figura
14).

Se consideraron como positivas todas aquellas células tumorales que presentaban
inmunorreactividad nuclear. De cada muestra, y en todos los anticuerpos utilizados en el
estudio, se hizo una valoracion cualitativa (intensidad de tincion) y cuantitativa
(porcentaje de células tefiidas). Para la intensidad se establecio la siguiente escala: 0: no
tincion, 1+: intensidad débil, 2+: intensidad moderada, 3+: intensidad fuerte. El
porcentaje de células consideradas positivas se establecio como la relacion entre el
namero de células positivas, con respecto al total de células tumorales. Para simplificar
el estudio estadistico, y de acuerdo con los estudios previamente publicados, se
consideraron muestras positivas aquellas que sobreexpresaban HIF-1o en al menos el 5
% de las células tumorales (Bos R. y col., 2005; Yamamoto Y. y cols., 2008). Para la
evaluacion del tejido sano se utilizo el mismo sistema de valoracion que para el tejido
tumoral.

Figura 14. Microscopio 6ptico para el analisis inmunohistoquimico de los tissues.

Como casos control se incluyeron en los TMASs muestras de carcinoma
endometroide de ovario (Figura 15), que segun las distintas series, puede llegar a
presentar una expresion por inmunohistoquimica, de hasta el 79 % (Wincewicz y cols.,
2008).
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Figura 15. Expresion nuclear de HIF-1a en carcinoma endometroide de ovario.
40X.

VI11.2. Phospho-AKT (pAKT).

Para la inmunodeteccion de AKT se utilizé un anticuerpo monoclonal Ig G de
conejo anti AKT fosforilado (pAKT) [Ser 473; Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA; clona 736E11] a una diluciéon 1:25 durante 120 minutos a temperatura
ambiente.

Se consideraron como positivas todas aquellas células tumorales que presentaban
tincion nuclear y/o citoplasmatica. Para la intensidad se establecio la siguiente escala: 0:
no tincion, 1+: intensidad débil, 2+: intensidad moderada, 3+: intensidad fuerte. El
porcentaje de células consideradas positivas se estableci6 como la relacion entre el
numero de células positivas, con respecto al total de células tumorales. Se consideraron
muestras positivas aquellas que sobreexpresaban pAKT en al menos el 10% de las
células tumorales (Andre F. y cols., 2008; Akcakanat A. y cols., 2008).

Como casos control se incluyeron en los TMAs muestras de adenocarcinoma de
préstata (Shimizu y cols., 2007; Ayala y cols., 2004) [Figura 16].
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Figura 16. Expresion de pAKT en adenocarcinoma de prostata. 40x. Tincion mixta
(nuclear/citoplasmica) de leve/moderada intensidad en las células epiteliales de los acinos
prostaticos neoplasicos.

VI1.3. Phospho-MAPK (pMAPK).

Para la inmunodeteccion de MAPK (pMAPK) se utilizé un anticuerpo monoclonal
IgG de conejo anti phospho-p44/42 MAPK (pERK 1/2) [Thr202/Tyr204] [Cell
Signaling Tecnology, clona 20G11] a una dilucion 1:100 durante 60 minutos a
temperatura ambiente.

Se consideraron como positivas todas aquellas células que presentaban tincion
nuclear y/o citoplasmatica. Para cuantificar la intensidad de tincion se siguié la
siguiente gradacion: 0: no tincion, 1+: intensidad débil, 2+: intensidad moderada, 3+:
intensidad fuerte. El porcentaje de células consideradas positivas se establecié como la
relacién entre el nimero de células positivas, con respecto al total de células tumorales.
Se consideraron muestras positivas aquellas que sobreexpresaban pMAPK en al menos
el 10% de las células tumorales (Gori y cols., 2009).

Se encontrd inmunotincién en células endoteliales, que sirvio de control interno. De
control externo se incluyeron en los TMAs muestras de carcinoma endometroide de
ovario (Zhou JW y cols., 2009) [Figura 17].
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Figura 17. Expresion de pMAPK predominantemente nuclear con débil
citoplasmica en carcinoma endometroide de ovario. 40x.

Vil.4. VEGF-A.

Para la inmunodeteccion de VEGF se utilizé un anticuerpo monoclonal de conejo
anti VEGF-A (Abcam, USA; clona EP1176Y) prediluido, durante 30 minutos, a
temperatura ambiente, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se consideraron como positivas todas aquellas células que presentaban tincion
citoplasmatica. Para cuantificar la intensidad de tincion se sigui6 la siguiente gradacion:
0: no tincion, 1+: intensidad débil, 2+: intensidad moderada, 3+: intensidad fuerte. El
porcentaje de células consideradas positivas se establecio como la relacion entre el
namero de células positivas, con respecto al total de células tumorales. Se consideraron
muestras positivas todas aquellas que presentaban algun area de tincion (Wang vy cols.,
2010; Safwat y cols., 2009).

Se encontrd inmunotincién en células endoteliales, que sirvi6 de control interno. De
control externo se incluyeron en los TMAs muestras de adenocarcinoma de pulmon.
(Saad RS y cols., 2004) [Figura 18].
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Figura 18. Expresién intensa citoplasmica de VEGF-A en adenocarcinoma de
pulmaén. 40x.

VI1.5. Survivina.

Para la inmunodeteccion de survivina se utilizé un anticuerpo policlonal 1gG de conejo anti
survivina (Novus Biologicals, Littlenton, CO, USA) a una dilucion de 1:400 durante 30 minutos
a temperatura ambiente.

Se consideraron como positivas todas aquellas células que presentaban tincion nuclear y/o
citoplasmética. Para cuantificar la intensidad de tincién se sigui6 la siguiente gradacion: 0: no
tincion, 1+: intensidad débil, 2+: intensidad moderada, 3+: intensidad fuerte. El pocentaje de
células consideradas positivas se establecio como la relacion entre el nimero de células
positivas, con respecto al total de células tumorales. Se consideraron muestras positivas aquellas
que sobreexpresaban Survivina en al menos el 50% de las células tumorales.

Como casos control se incluyeron en los TMAs muestras de linfoma de Hodgkin (Garcia y
cols., 2003) [Figura 19].
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Figura 19. Expresion de Survivina en un linfoma de Hodgkin. 40x.

VI11.6. Phospho-STAT3 (pSTAT3).

Para la inmunodeteccién de pSTATS3 se utilizé un anticuerpo monoclonal de conejo
anti STAT3 fosforilado al residuo 705 de tirosina (Cell Signaling, Boston, MA; clona
D3A7) a unadilucion 1:50 durante 60 minutos a temperatura ambiente.

Se consideraron como positivas todas aquellas células tumorales que presentaban
tincién nuclear. Para la intensidad se establecid la siguiente escala: 0: no tincion, 1+:
intensidad deébil, 2+: intensidad moderada, 3+: intensidad fuerte. ElI porcentaje de
células consideradas positivas se establecié como la relacion entre el nimero de células
positivas, con respecto al total de células tumorales. Para simplificar el estudio
estadistico, se consideraron muestras positivas aquellas que presentaban algo de
intensidad de tincion (Dolled-Filhart y cols., 2003). Para la evaluacion del tejido sano se
utilizé el mismo sistema de valoracion que para el tejido tumoral.

Ademas del tejido epitelial sano, también se encontré inmunotincién del tejido
endotelial, que sirvi6 como control interno. Para los controles externos se utilizaron
muestras de adenocarcinoma de pulmon (Figura 20), tras confirmacién de su validez
mediante revision bibliogréafica (Haura y cols, 2005; Van Cruijsen y cols, 2009; Kim y
cols, 2010).
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Figura 20. Expresion nuclear moderada/fuerte de pSTAT3 en adenocarcinoma
de pulmén. 40x.

VIIL.7. EGFR.

Para la determinacion de EGFR se empled el kit de DAKO EGFR pharma DX™ Kit
for Dako Autostainer (K1494), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se consideraron como positivas todas aquellas células que presentaban tincion de
membrana citoplasmatica. Para cuantificar la intensidad de tincion se sigui6 la siguiente
gradacion: 0: no tincion, 1+: intensidad débil, 2+: intensidad moderada, 3+: intensidad
fuerte. El porcentaje de células consideradas positivas se establecido como la relacién
entre el nimero de células positivas, con respecto al total de células tumorales. Se
consideraron muestras positivas aquellas que presentaban algo de tincién de membrana.

Como control interno se utilizaron muestras histolégicas de adenocarcinoma de
pulmon (Liang Z y cols., 2010) [Figura 21] y como control externo botones celulares
con las lineas CAMA-1 (control negativo, Figura 22) y HT-29 (control positivo, Figura
23).
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Figura 21. Expresion intensa de membrana citoplasmica de EGFR en
adenocarcinoma de pulmon. 40x.

Figura 22. Ausemcia de tincién de membrana de EGFR en botones celulares con
las lineas CAMA-1. 40x.
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Figura 23. Tinciobn moderada de membrana citopldsmica de EGFR en botones
celulares con las lineas HT-29. 40x.

Anti HIF-1a 24 horas 5%
__ kil T
Anti pMAPK 1:100 60 minutos 10%
A N N
Anti Survivina 1:400 30 minutos 50%
- {1
Anti EGFR: EGFR pharma DX™ Kit for Dako Autostainer (K1494) 0%

Tabla 3. Anticuerpos empleados en nuestro estudio con sus condiciones de reaccion y los
puntos de corte utilizados, en cada uno de ellos para clasificar las muestras como positivas
0 negativas.

129



Rubén Alonso Calderén

VI1II. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizd mediante el software SPSS version 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL.). Para estudiar la asociacién entre la respuesta al tratamiento y las
diferentes variables clinico-patoldgicas conocidas (edad, tamafio tumoral, afectacion
ganglionar, grado histologico, Ki 67, RE, RP, Her2 y fenotipos moleculares) se
utilizaron test no paramétricos (Kruskal-Wallis / U de Mann-Whitney, Chi-cuadrado de
Pearson/Test exacto de Fisher). Para estudiar la asociacion entre la expresion de
proteinas (HIF-1a, pAKT, pMAPK, VEGF-A, Survivina, pSTAT3 y EGFR) y la
respuesta al tratamiento neoadyuvante se utilizaron los mismos test. Para estudiar la
asociacion entre la expresion de proteinas y las variables clinico-patologicas conocidas,
antes del tratamiento, se utiliz6 el Coeficiente de correlacion de Spearman, y los test de
Kruskal-Wallis / U de Mann-Whitney y Chi-cuadrado de Pearson/Test exacto de Fisher.
Por ultimo, para estudiar la relacion de la expresion de proteinas entre ellas, antes del
tratamiento, se utiliz6 el Coeficiente de correlacion de Spearman y el Test exacto de
Fisher.

Valores de P menores de 0,05 se consideraron como estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

I. Caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes.

De las 95 pacientes del estudio se recogieron los datos clinico-patolégicos, tal y
como se describen en la Tabla 1.

Caracteristicas NUumero de pacientes (%)

Edad al diagndstico (afios)

<40 19 (20 %)
40-49 38 (40 %)
50-59 18 (18,9 %)
>= 60 20 (21,1 %)
Media 50
Rango 27-74
Tamafio tumoral pretratamiento (cm)
1-19 4 (4,2 %)
2-2,9 22 (23,2 %)
3-39 22 (23,2 %)
4-4.9 17 (17,9 %)
>49 23 (24,2 %)
No medible 7 (7,4 %)

Tipo histoldgico

Ductal infiltrante 72 (75,8 %)
Lobulillar infiltrante 9(9,5%)
Inflamatorio 6 (6,3 %)
Mucinoso 6 (6,3 %)
Mixto 2 (2,1 %)
Grado histolégico
1 20 (21 %)
2 37 (39 %)
3 34 (35,8 %)
No evaluable 4 (4,2 %)
TNM clinico al diagndstico
T
T1 6 (6,3 %)
T2 62 (65,3 %)
T3 16 (16,8 %)
T4 8 (8,4 %)
Tx 3 (3,2 %)
N
NO 34 (35,8 %)
N1 46 (48,4 %)
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N2 15 (15,8 %)
N3 0 (0 %)
NX 0 (0 %)
M
MO 95 (100 %)
M1 0 (0 %)
Afectacion ganglionar clinica
Ganglios negativos 34 (35,8 %)

Ganglios positivos

61 (64, 2 %)

Estadio clinico

I 2 (2,1 %)
A 30 (31,6 %)
1B 31 (32,6 %)
A 21 (21,1 %)
B 8 (8,4 %)
No evaluable 3 (3,2 %)
RE

> 10 % 69 (72,6 %)
< 10% 25 (26,3 %)
No evaluable 1(1,1 %)
Contaje >= 3 71 (74,7 %)
Contaje < 3 23 (24,2 %)
No evaluable 1(1,1 %)
RP

> 10% 54 (56,8 %)
< 10% 40 (42,1 %)
No evaluable 1(1,1 %)
Contaje >3 58 (61,1 %)
Contaje< 3 36 (37,1 %)
No evaluable 1(1,1 %)
HER2

Positivo 20 (21,1 %)
Negativo 72 (75,8 %)
No evaluable 3 (3,1 %)
Ki67

> 10 % 76 (80 %)
< 10% 18 (18,9 %)
No evaluable 1(1,1 %)

>20% 38 (40 %)
< 20% 56 (58,9 %)
No evaluable 1(1,1 %)
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Fenotipo

Fenotipo (Perfil 1)

Basal 13 (13,7 %)
Her2 20 (21 %)
Luminal A 31 (32,6 %)
Luminal B 28 (29,5 %)
No evaluable 3 (3,2 %)
Fenotipo (Pefil 2)

Basal 13 (13,7 %)
Her2 7(7,4 %)
Luminal A 60 (63,1 %)
Luminal B 12 (12,6 %)
No evaluable 3 (3,2 %)
Tipo de cirugia

Conservadora 70 (73,7 %)
No conservadora 25 (26,3 %)
Respuesta patolégica (M&P)

M&P (Asociacion 1)

1 8 (8,4 %)
2 22 (23,1 %)
3 28 (29,5 %)
4 17 (17,9 %)
5 20 (21,1 %)
M&P (Asociacion 2)

1-2 30 (31,6 %)
3 28 (29,5 %)
4-5 37 (38,9 %)

M&P (Asociacion 3)
1-4
5

M&P (Asociacion 4)
1-3
4-5

M&P (Asociacion 5)
1-2

4-5

No incluidos

75 (78,9 %)
20 (21,1 %)

58 (61,1 %)
37 (38,9 %)

30 (31,6 %)
37 (38,9 %)
28 (29,5 %)

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes.
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I1. Relacion entre las variables clinico-patolégicas conocidas y
la respuesta al tratamiento quimioterapico neoadyuvante.
Analisis univariante,

Para el analisis estadistico de las diferentes variables con el grado de respuesta a la
quimioterapia estratificado por el sistema de Miller&Payne (ver el apartado IV.2.2. de
Material y Meétodos) se establecieron 5 posibles asociaciones de la variable
independiente:

v Asociacion 1 (M&P): Grado 1 vs 2vs 3vs 4 vs 5
v Asociacion 2 (M&P): Grados 1-2 vs 3 vs 4-5

v Asociacion 3 (M&P): Grados 1-4 vs 5

v Asociacion 4 (M&P): Grados 1-3 vs 4-5

v Asociacion 5 (M&P): Grados 1-2 vs 4-5

Para ver si hay relacion entre la respuesta al tratamiento y las diferentes variables se
utilizaron test no parametricos (Kruskal-Wallis / U de Mann-Whitney, Chi-cuadrado de
Pearson/Test exacto de Fisher) tras haberse comprobado que las variables no siguen una
distribucion normal.

I1.1. Relacion entre la edad de las pacientes y respuesta al
tratamiento.

Se encontrd relacion estadisticamente significativa entre la variable numérica
cuantitativa edad y la variable cualitativa M&P (Asociacion 4) [Prueba de U-Mann-
Whitney, p=0,046]. De las 95 mujeres estudiadas, las pacientes mas jovenes respondian
mejor al tratamiento quimioterapico neoadyuvante, aunque no se vid relacién
estadisticamente significativa entre la edad de las pacientes y la RPc (Prueba U de
Mann-Whitney, p=0,337) [Tablas 2 y 3].

ERROR
N° CASOS MEDIA ESTANDAR
ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)
Grado 1 8 (8,4 %) 45,88 4,236
Grado 2 22 (23,1 %) 55,86 3,291
Grado 3 28 (29,5 %) 51,00 2,222
Grado 4 17 (17,9 %) 44,53 1,871
Grado 5 20 (21,1 %) 47,9 2,619
ASOCIACION 4 (grados 1-3 vs 4- 5)
Grado 1-3 58 (61,1 %) 52,14 1,773
Grado 4-5 37 (38,9 %) 46,35 1,658
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M&P vs EDAD (cualitativa vs cuantitativa)

Edad p Método Significaciéon
M&P (Asociacion 1) vs EDAD 0,143 Kruskal-Wallis Relacién no significativa
M&P (Asociacion 2) vs EDAD 0,116 Kruskal-Wallis Relacion no significativa
M&P (Asociacion 3) vs EDAD 0,337 U de Mann-Whitney Relacién no significativa
M&P (Asociaciéon 4) vs EDAD 0,046 U de Mann-Whitney Relacion significativa

M&P (Asociacion 5) vs EDAD 0,053 U de Mann-Whitney Relacion no significativa

Tablas 2 y 3. Relacién entre la edad y la respuesta al tratamiento.

11.2. Relacion entre el tamafio tumoral al diagnostico y la respuesta
al tratamiento.

No se encontr6 relacion estadisticamente significativa entre la variable cuantitativa
tamafo del tumor antes de iniciar el tratamiento y la respuesta al mismo (prueba U de
Mann-Whitney/Kruskal-Wallis) en las 88 pacientes en las que se pudo medir por
imagen el tamafio de la neoplasia al diagnostico (Tablas 4 y 5).

ERROR
N° CASOS MEDIA ESTANDAR
ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)

Grado 1 8 (9,1 %) 3,713 0,5992
Grado 2 19 (21,6 %) 4,005 0,3749
Grado 3 27 (30,7 %) 3,919 0,2705
Grado 4 15 (17 %) 4,220 0,4916
Grado 5 19 (21,6 %) 3,832 0,3756

M&P vs TAMARNO INICIAL DEL TUMOR (cualitativa vs cuantitativa)

Tamafio tumoral p Método Significacion
M&P (Asociacion 1) vs Tamano 0,951 Kruskal-Wallis Relacién no significativa
M&P (Asociacion 2) vs Tamafio 0,963 Kruskal-Wallis Relacién no significativa
M&P (Asociacién 3) vs Tamafio 0,768 U de Mann-Whitney Relacion no significativa
M&P (Asociacion 4) vs Tamafio 0,935 U de Mann-Whitney Relacién no significativa

M&P (Asociacion 5) vs Tamafio 0,856 U de Mann-Whitney Relacién no significativa

Tablas 4 y 5. Relacion entre el tamafio tumoral y la respuesta al tratamiento.
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11.3. Relacion entre la afectacién ganglionar al diagndstico y la
respuesta al tratamiento.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la variable
cualitativa afectacion ganglionar inicial y la respuesta al tratamiento (Chi-cuadrado de
Pearson/test exacto de Fisher) en las 95 pacientes del estudio (Tablas 6y 7).

N° DE CASOS
GANGLIOS (-) GANGLIOS (+)

ASOCIACION 1 (grados 1vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)

Grado 1 3 (37,5 %) 5 (62,5 %)
Grado 2 7 (51,8 %) 15 (68,2 %)
Grado 3 10 (35,7 %) 18 (64,3 %)
Grado 4 5 (29,4 %) 12 (70,6 %)
Grado 5 9 (45 %) 11 (55 %)

M&P vs Génglios pretratamiento (cualitativa vs cualitativa)

Afectacidon ganglionar p Método Significacion
M&P (Asoc 1) vs Ganglios pre 0,878 Chi-cuadrado de Pearson
M&P (Asoc 2) vs Ganglios_pre 0,929 Chi-cuadrado de Pearson »
M&P (Asoc 3) vs Ganglios_pre 0,432 Test exacto de Fisher Zzl:i?ig;’ti\r/]g
M&P (Asoc 4) vs Ganglios pre 0,827 Test exacto de Fisher
M&P (Asoc 5) vs Ganglios pre 0,800 Test exacto de Fisher

Tablas 6 y 7. Relacion entre la afectacion ganglionar vy la respuesta al tratamiento.

11.4. Relacion entre el grado histoldgico y la respuesta al tratamiento

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la variable
cuantitativa grado y la respuesta al tratamiento en todas las asociaciones de la variable
cualitativa MP (prueba U de Mann-Whitney/Kruskal-Wallis). De las 91 pacientes en las
que se valoro el grado histoldgico, aquellas pacientes con un mayor grado respondieron
mejor al tratamiento y tuvieron una tasa mas alta de RPc (p < 0,001) [Tablas 8 y 9].
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N° CASOS MEDIA ERROR
ESTANDAR
ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)
Grado 1 7 (7,7 %) 2,000 0,3086
Grado 2 22 (24,2 %) 2,000 0,1612
Grado 3 27 (29,6 %) 1,926 0,1299
Grado 4 17 (18,7 %) 2,176 0,1962
Grado 5 18 (19,8 %) 2,722 0,1354
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 29 (31,9 %) 2,000 0,1404
Grado 3 27 (29,7 %) 1,926 0,1299
Grado 4-5 35 (38,4 %) 2,457 0,1253
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
Grado 1-4 73 (80,2 %) 2,014 0,0861
Grado 5 18 (19,8 %) 2,722 0,1354
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 56 (61,5 %) 1,964 0,0952
Grado 4-5 35 (38,5 %) 2,457 0,1253
ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 29 (45,3%) 2,000 0,1404
Grado 4-5 35 (54,7 %) 2,457 0,1253

M&P vs GRADO HISTOLOGICO (cualitativa vs cuantitativa)

p Método Significacion
M&P (Asociacién 1) vs Grado 0,005 Kruskal-Wallis
M&P (Asociacién 2) vs Grado 0,007 Kruskal-Wallis

M&P (Asociacién 3) vs Grado <0,001 U de Mann-Whitney Relacion significativa

M&P (Asociacion 4) vs Grado 0,002 U de Mann-Whitney
M&P (Asociacién 5) vs Grado 0,014 U de Mann-Whitney

Tablas 8 y 9. Relacién entre el grado histolégico y la respuesta al tratamiento.

11.5. Relacion entre el marcador Ki 67 y la respuesta al tratamiento

Se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la variable
cuantitativa numérica Ki 67 y la respuesta al tratamiento en todas las asociaciones de la
variable cualitativa M&P (prueba U de Mann-Whitney/Kruskal-Wallis). De las 94
pacientes en las que se valor6 el marcador Ki 67, aquellas pacientes que expresaban un
mayor indice de proliferacion en la biopsia diagndstica respondian mejor al tratamiento
y tenian méas probabilidad de alcanzar una RPc (p < 0,001) [Tablas 10 y 11].
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N° CASOS MEDIA ERROR
ESTANDAR
ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3vs 4 vs 5
Grado 1 8 (8,5 %) 13,56 3,746
Grado 2 21 (22,3 %) 27,26 5,999
Grado 3 28 (29,8 %) 23,25 3,684
Grado 4 17 (18,1 %) 25,94 4,067
Grado 5 20 (21,3 %) 58,50 6,221
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 29 (30,8 %) 23,48 4,574
Grado 3 28 (29,8 %) 23,25 3,684
Grado 4-5 37 (39,4 %) 43,54 4,662
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
Grado 1-4 74 (78,7 %) 23,96 2,427
Grado 5 20 (21,3 %) 58,50 6,221
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 57 (60,6 %) 23,37 2,922
Grado 4-5 37 (39,4 %) 43,54 4,662
ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 29 (43,9 %) 23,48 4,574
Grado 4-5 37 (56,1 %) 43,54 4,662

M&P vs Ki 67% (cualitativa vs cuantitativa)

Ki 67 % p Método Significacion
M&P (Asociacion 1) vs ki 67% < 0,001 Kruskal-Wallis
M&P (Asociacién 2) vs ki 67% 0,001 Kruskal-Wallis
M&P (Asociacién 3) vs ki 67% <0,001 U de Mann-Whitney Relacién significativa
M&P (Asociacién 4) vs ki 67% <0,001 Ude Mann-Whitney
M&P (Asociacion 5) vs ki 67% 0,001 U de Mann-Whitney

Tablas 10 y 11. Relacion entre el marcador Ki 67 (como variable cuantitativa) y la
respuesta al tratamiento.

En el caso de este marcador, tal y como se describe en el apartado IV.2.1. de
Material y Métodos, se clasificaron otras dos variables cualitativas en funcion de 2
puntos de corte diferentes (10 % y 20 %), y también se analiz6 su relacion con la
respuesta al tratamiento quimioterapico. Si considerdbamos la variable Ki 67 como
cualitativa dicotomica (positivo > 10 % vs negativo < 10 %) para ver la relacion con el
grado de respuesta al tratamiento (Test exacto de Fisher/Chi-Cuadrado de Pearson)
obteniamos una correlacion significativa con las Asociaciones 1, 2, 4 y 5 de M&P.
Aquellas pacientes con un Ki 67 positivo respondian mejor al tratamiento
quimioterapico; sin embargo, no se encontrd una asociacion estadisticamente
significativa entre un Ki 67 > 10 % y la RPc (p=0,107) [Tablas 12 y 13].
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Grado 1
Grado 2
Grado 3
Grado 4
Grado 5

Grado 1-2
Grado 3
Grado 4-5

Grado 1-3
Grado 4-5

Grado 1-2
Grado 4-5

N° de casos
<10% >10%
ASOCIACION 1 (Grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)
4 (50,0 %) 4 (50,0 %)
5 (23,8 %) 16 (76,2 %)
7 (25,0 %) 21 (75 %)
1(5,9 %) 16 (94,1 %)
1(5 %) 19 (95 %)
ASOCIACION 2 (Grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
9 (31,0 %) 20 (69,0 %)
7 (25,0 %) 21 (75 %)
2 (5,4 %) 35 (94,6 %)
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
16 (28,1 %) 41 (71,9 %)
2 (5,4 %) 35 (94,6 %)
ASOCIACION 5 (Grados 1-2 vs 4-5)
9 (31,0 %) 20 (69,0 %)
2 (5,4 %) 35 (94,6 %)

MP vs Ki 67 (pc = 10 %) (cualitativa vs cualitativa)

Ki 67 (pc =10 %)
M&P (Asociacion 1) vs Ki 67
M&P (Asociacion 2) vs Ki 67
M&P (Asociacion 3) vs Ki 67

M&P (Asociacion 4) vs Ki 67
M&P (Asociacion 5) vs Ki 67

p
0,035
0,020
0,107

0,007
0,008

Método Significacion
Chi-cuadrado de Pearson Relacion significativa
Chi-cuadrado de Pearson Relacion significativa

Test exacto de Fisher Relacién no
significativa

Test exacto de Fisher Relacion significativa

Test exacto de Fisher Relacion significativa

Tablas 12 y 13. Relacion entre el marcador Ki 67 (pc > 10 %) y la respuesta al

tratamiento.
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En el caso de considerar el punto de corte > 20 % también se vio una correlacion
positiva significativa, en este caso, con todas las asociaciones de M&P (Test exacto de
Fisher/Chi- Cuadrado de Pearson). Aquellas pacientes que expresaban un Ki 67 > 20 %
respondian mejor al tratamiento y tenian una mayor probabilidad de alcanzar una RPc
(p <0,001) [Tablas 14 y 15].

N° de casos
<20% > 20%
ASOCIACION 1 (Grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)

Grado 1 5 (62,5 %) 3 (37,5 %)
Grado 2 12 (57,1 %) 9 (42,9 %)
Grado 3 13 (46,4 %) 15 (53,6 %)
Grado 4 7 (41,2 %) 10 (58,8 %)
Grado 5 1 (5,0 %) 19 (95,0 %)

ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 17 (58,6 %) 12 (41,4 %)
Grado 3 13 (46,4 %) 15 (53,6 %)
Grado 4-5 8 (21,6 %) 29 (78,4 %)

ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)

Grado 1-4 37 (50,0 %) 37 (50,0 %)
Grado 5 1 (5,0 %) 19 (95,0 %)

ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 30 (52,6 %) 27 (47,4 %)
Grado 4-5 8 (21,6 %) 29 (78,4 %)

ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 17 (58,6 %) 12 (41,4 %)
Grado 4-5 8 (21,6 %) 29 (78,4 %)

M&P vs Ki 67 (pc =20 %) (cualitativa vs cualitativa)

Ki 67 (pc =20 %) p Método Significacién
M&P (Asociacion 1) vs Ki 67 0,005 Chi-cuadrado de Pearson
M&P (Asociacién 2) vs Ki 67 0,007 Chi-cuadrado de Pearson
M&P (Asociacion 3) vs Ki 67 < 0,001 Test exacto de Fisher Relacién significativa
M&P (Asociacién 4) vs Ki 67 0,003 Test exacto de Fisher
M&P (Asociacion 5) vs Ki 67 0,004 Test exacto de Fisher

Tablas 14 y 15. Relacion entre el marcador Ki 67 (pc > 20 %) Vy la respuesta al
tratamiento.
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11.6. Relacion entre los RE y la respuesta al tratamiento.

Se encontrd una asociacion negativa estadisticamente significativa entre la variable
numérica cuantitativa RE % Y la respuesta al tratamiento, en todas las asociaciones de
la variable cualitativa M&P (Prueba U de Mann-Whitney/Kruskal-Wallis). De las 94
pacientes en las que se valord la expresion de RE, aquellas pacientes que presentaban un
menor porcentaje de RE tenian una mejor respuesta al tratamiento y una mayor
probabilidad de alcanzar una RPc (p < 0,001) [Tablas 16 y 17].

N° CASOS MEDIA ERROR
ESTANDAR
ASOCIACION 1 (Grados 1 vs 2 vs 3vs 4 vs 5)
Grado 1 8 (8,5 %) 56,2500 12,52676
Grado 2 22 (23,4 %) 63,2500 8,36076
Grado 3 28 (29,8 %) 70,5357 5,61284
Grado 4 17 (18,1 %) 44,1176 8,67335
Grado 5 19 (20,2 %) 22,1053 8,42334
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 30 (31,9 %) 61,3833 6,89576
Grado 3 28 (29,8 %) 70,5357 5,61284
Grado 4-5 36 (38,3 %) 32,5000 6,24087
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
Grado 1-4 75 (79,8 %) 60,8867 4,09445
Grado 5 19 (20,2 %) 22,1053 8,42334
ASOCIACION 4 (grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 58 (61,7 %) 65,8017 4,48159
Grado 4-5 36 (38,3 %) 32,5000 6,24087
ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 30 (45,5 %) 61,3833 6,89576
Grado 4-5 36 (54,5 %) 32,5000 6,24087

M&P vs RE% (cualitativa vs cuantitativa)

RE % p Método Significacion
M&P (Asociacion 1) vs RE% 0,001 Kruskal-Wallis
M&P (Asociacion 2) vs RE% < 0,001 Kruskal-Wallis L
M&P (Asociacion 3) vs RE% < 0,001 U de Mann-Whitney Relacion significativa
M&P (Asociacion 4) vs RE% < 0,001 U de Mann-Whitney
M&P (Asociacion 5) vs RE% 0,003 U de Mann-Whitney

Tablas 16 y 17. Relaciéon entre los RE (como variable cuantitativa) y la respuesta al
tratamiento.
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En el caso de los RE, tal y como se describe en el apartado 1V.2.1. de Material y
Métodos, se clasificaron otras dos variables: por un lado se hizo una valoracién
semicuantitativa, a traves de un contaje (0-8), considerando como positivo un contaje >
3. Al analizar la relacion con el grado de respuesta al tratamiento (Test exacto de
Fisher/Chi-Cuadrado de Pearson), se vid6 una correlacion significativa (asociacion
negativa) con todas las asociaciones de M&P. Aquellas pacientes con un contaje < 3
tenian mejor respuesta al tratamiento y también una mayor probabilidad de alcanzar
una RPc (p <0,001) [Tablas 18 y 19].

N° de casos
Contaje <3 Contaje >3

ASOCIACION 1 (Grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)

Grado 1 1(12,5 %) 7 (87,5 %)
Grado 2 4 (18,2 %) 18 (81,8 %0)
Grado 3 1(3,6 %) 27 (96,4 %)
Grado 4 4 (23.5 %) 13 (76,5 %0)
Grado 5 13 (68,5 %) 6 (31,6 %)
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 5 (16,7 %) 25 (83,3 %)
Grado 3 1(3,6 %) 27 (96,4 %)
Grado 4-5 17 (47,2 %) 19 (52,8 %)
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
Grado 1-4 10 (13,3 %) 65 (86,7 %)
Grado 5 13 (68,4 %) 6 (31,6 %)
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 6 (10,3 %) 52 (89,7 %)
Grado 4-5 17 (47,2 %) 19 (52,8 %)
ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 5 (16,7 %) 25 (83,3 %)
Grado 4-5 17 (47,2 %) 19 (52,8 %)

M&P vs RE (contaje >3) (cualitativa vs cualitativa)

RE (contaje > 3) p Método Significacion
M&P (Asociacion 1) vs RE < 0,001 Chi-cuadrado de Pearson
M&P (Asociacion 2) vs RE < 0,001 Chi-cuadrado de Pearson

— : Relacién
M&P (Asociacion 3) vs RE < 0,001 Test exacto de Fisher significativa
M&P (Asociacion 4) vs RE < 0,001 Test exacto de Fisher
M&P (Asociacion 5) vs RE 0,010 Test exacto de Fisher

Tablas 18 y 19. Relacion entre los RE (contaje > 3) y la respuesta al tratamiento.
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Por otro lado, se hizo otra variable cualitativa con el porcentaje de RE,
estableciendo un punto de corte del 10% para diferenciar RE positivos de RE negativas.
Al igual que en los casos anteriores se obtuvo un relacién significativa con la respuesta
al tratamiento en todas las asociaciones de M&P (Test exacto de Fisher/Chi-cuadrado de
Pearson). Aquellas mujeres que expresaban < 10 % de RE respondian mejor al
tratamiento primario quimioterapico, y tenian una mayor probabilidad de alcanzar una
RPc (p <0,001) [Tablas 20 y 21].

N° de casos
<10 % > 10%

ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)

Grado 1 1(12,5 %) 7 (87,5 %)
Grado 2 5 (22,7 %) 17 (77,3 %)
Grado 3 2 (7,1 %) 26 (92,9 %)
Grado 4 4 (23,5 %) 13 (76,5 %)
Grado 5 13 (68,4 %) 6 (31,6 %)
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 6 (20,0 %) 24 (80,0 %)
Grado 3 2 (7,1 %) 26 (92,9 %)
Grado 4-5 17 (47,2 %) 19 (52,8 %)
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)

Grado 1-4 12 (16,0 %) 13 (64,4 %)
Grado 5 63 (84,0 %) 6 (31,6 %)

ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 8 (13,8 %) 17 (47,2 %)
Grado 4-5 50 (86,2 %) 19 (52,8 %)

ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 6 (20,0 %) 17 (47,2 %)
Grado 4-5 24 (80,0 %) 19 (52,8 %)

M&P vs RE (pc 210 %) (cualitativa vs cualitativa)
RE (pc =10 %) p Método Significacion
M&P (Asociacién 1) vs RE <0,001  Chi-cuadrado de Pearson
M&P (Asociacion 2) vs RE 0,001 Chi-cuadrado de Pearson

ey . Relacion
M&P (Asociacion 3) vs RE  <0,001 Test exacto de F?sher significativa
M&P (Asociacion 4) vs RE 0,001 Test exacto de Fisher
M&P (Asociacion 5) vs RE 0,037 Test exacto de Fisher

Tablas 20 y 21. Relacidén entre los RE (pc > 10 %) y la respuesta al tratamiento.
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11.7. Relacion entre los RP y la respuesta al tratamiento.

Se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la variable numérica
cuantitativa RP % y la respuesta al tratamiento en todas las asociaciones de la variable
cualitativa M&P (Prueba U de Mann-Whitney/Kruskal-Wallis, p < 0,001). De las 94
pacientes en las que se valor0 la expresion, aquellas pacientes que presentaban un
menor porcentaje de RP tenian una mejor respuesta al tratamiento y una mayor
probabilidad de alcanzar una RPc (p < 0,001) [Tablas 22 y 23].

N° CASOS MEDIA ERROR
ESTANDAR

ASOCIACION 1 (grado 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)

Grado 1 8 (8,5 %) 61,2500 13,11862
Grado 2 22 (23,4 %) 53,4091 7,81542
Grado 3 28 (29,8 %) 35,5714 6,50055
Grado 4 17 (18,1 %) 26,0294 8,38816
Grado 5 19 (20,2 %) 5,7895 3,99677
ASOCIACION 2 (grado 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 30 (31,9 %) 55,500 6,62783
Grado 3 28 (29,8 %) 35,5714 6,50055
Grado 4-5 36 (38,3 %) 15,3472 4,73730
ASOCIACION 3 (grado 1-4 vs 5)
Grado 1-4 75 (79,8 %) 41,3800 4,24973
Grado 5
ASOCIACION 4 (grado 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 58 (61,7 %) 45,8793 4,79197
Grado 4-5 36 (38,3 %) 15,3472 4,73730
ASOCIACION 5 (grado 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 30 (45,5 %) 55,5000 6,62783
Grado 4-5 36 (54,5 %) 15,3472 4,73730

M&P vs RP% (cualitativa vs cuantitativa)

RP % p_valor Método Significacion
M&P (Asociacion 1) vs RP% < 0,001 Kruskal-Wallis
M&P (Asociacion 2) vs RP% < 0,001 Kruskal-Wallis »
M&P (Asociacion 3) vs RP% < 0,001 U de Mann-Whitney Sigﬁ:ﬁg':t?v .
M&P (Asociacion 4) vs RP% < 0,001 U de Mann-Whitney
M&P (Asociacion 5) vs RP% < 0,001 U de Mann-Whitney

Tablas 22 y 23 . Relacién entre los RP (como variable cuantitativa) y la respuesta al tratamiento.
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Al igual que con los RE, con la variable RP, también se clasificaron otras dos
variables: por un lado se hizo una valoracién semicuantitativa, a través de un contaje
(0-8), considerando como positivo un contaje > 3. Al analizar la relacion con el grado
de respuesta al tratamiento (Test exacto de Fisher/Chi-Cuadrado de Pearson) obtuvimos
una relacion significativa con todas las asociaciones de M&P (p < 0,001). Aquellas
pacientes con un contaje < 3 tenian mejor respuesta al tratamiento quimioterapico, y
también una mayor probabilidad de alcanzar una RPc (p < 0,001) [Tablas 24 y 25].

N° CASOS
Contaje <3 Contaje >3

ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3vs 4vs 5)

Grado 1 1(12,5 %) 7 (87,5 %)
Grado 2 3 (13,6 %) 19 (86,4 %)
Grado 3 8 (28,6 %) 20 (71,4 %)
Grado 4 7 (41,2 %) 10 (58,8 %)
Grado 5 17 (89,5 %) 2 (10,5 %)
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 4 (13,3 %) 26 (86,7 %)
Grado 3 8 (28,6 %) 20 (71,4 %)
Grado 4-5 24 (66,7 %) 12 (33,3 %)
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
Grado 1-4 19 (25,3 %) 56 (74,7 %)
Grado 5 17 (89,5 %) 2 (10,5)
ASOCIACION 4 (grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 12 (20,7 %) 46 (79,3 %)
Grado 4-5 24 (66, 7 %) 12 (33,3 %)
ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 4 (13,3 %) 26 (86,7 %)
Grado 4-5 24 (66,7 %) 12 (33,3 %)

MP vs RP (contaje >3) (cualitativa vs cualitativa)

RP (contaje > 3) p Método Significacion
M&P (Asociacion 1) vs RP < 0,001 Chi-cuadrado de Pearson
M&P (Asociacion 2) vs RP < 0,001 Chi-cuadrado de Pearson »
M&P (Asociacion 3) vs RP < 0,001 Test exacto de Fisher o §neilfeilg£ir:/a
M&P (Asociacion 4) vs RP < 0,001 Test exacto de Fisher
M&P (Asociacion 5) vs RP < 0,001 Test exacto de Fisher

Tablas 24 y 25. Relacion entre los RP (contaje > 3) y la respuesta al tratamiento.
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También se hizo otra variable cualitativa con el porcentaje de RP, estableciendo un
punto de corte del 10% para diferenciar RP positivos de RP negativos. Al igual que en
los casos anteriores se obtuvo un relacion significativa con la respuesta al tratamiento en
todas las asociaciones de M&P (Test exacto de Fisher/Chi-cuadrado de Pearson, p <
0,001). Aquellas mujeres que expresaban < 10 % de RP respondian mejor al
tratamiento primario quimioterapico, y tenian una mayor probabilidad de alcanzar una
RPc (p <0,001) [Tablas 26 y 27].

N° CASOS

<10 % >10 %

ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)
Grado 1 1(12,5 %) 7 (87,5 %)
Grado 2 3 (13,6 %) 19 (86,4 %)
Grado 3 10 (35,7 %) 18 (64,3 %)
Grado 4 9 (52,9 %) 8 (47,1 %)
Grado 5 17 (89,5 %) 2 (10,5 %)

ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 4 (13,3 %) 26 (86,7 %)
Grado 3 10 (35,7 %) 18 (64,3 %)
Grado 4-5 26 (72,2 %) 10 (27,8 %)
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
Grado 1-4 23 (30,7 %) 52 (69,3 %)
Grado 5 17 (89,5 %) 2 (10,5 %)
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)

Grado 1-3 14 (24,1 %) 44 (75,9 %)
Grado 4-5 26 (72,2 %) 10 (27,8 %)

ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)

Grado 1-2 4 (13,3 %) 26 (86,7 %)
Grado 4-5 26 (72,2 %) 10 (27,8 %)

M&P vs RP (pc 210 %) (cualitativa vs cualitativa)
RP (pc =10 %) p Método Significacion
M&P (Asociacion 1) vs RP < 0,001 Chi-cuadrado de Pearson
M&P (Asociacién 2) vs RP < 0,001 Chi-cuadrado de Pearson

M&P (Asociacion 3) vs RP < 0,001 Test exacto de Fisher Relacién significativa
M&P (Asociacion 4 vs RP < 0,001 Test exacto de Fisher
M&P (Asociacién 5 vs RP < 0,001 Test exacto de Fisher

Tablas 26 y 27. Relacion entre los RP (pc > 10 %) y la respuesta al tratamiento.
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11.8. Relacion entre el estado de Her2 y la respuesta al tratamiento

Se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre la variable cualitativa
Her2 y la variable cualitativa M&P (Asociacion 2 y Asociacion 4) [Chi-cuadrado de
Pearson/Test exacto de Fisher]. De las 92 mujeres estudiadas, las pacientes que
sobreexpresaban Her2 respondian mejor al tratamiento quimioterapico neoadyuvante,
aungue no se vid una relacion estadisticamente significativa entre el estado de Her2 y la
RPc (p=0,348) [Tablas 28 y 29].

N° DE CASOS
Her2 - Her2 +
ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)
Grado 1 7 (87,5 %) 1(12,5 %)
Grado 2 17 (85 %) 3 (15 %)
Grado 3 25 (89,3 %) 3 (10,7 %)
Grado 4 10 (58,8 %) 7 (41,2 %)
Grado 5 13 (68,4 %) 6 (31,6 %0)
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 24 (85,7 %) 4 (14,3 %)
Grado 3 25 (89,3 %) 3 (10,7 %)
Grado 4-5 23 (63,9 %) 13 (36,1 %)
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 49 (87,5 %) 7 (12,5 %)
Grado 4-5 23 (63,9 %) 13 (36,1 %)

M&P vs HER-2 (cualitativa vs cualitativa)

HER-2 p Método Significacion
M&P (Asociacién 1) vs HER-2 0,099 Chi-cuadrado de Pearson Relacién no
significativa

M&P (Asociacién 2) vs HER-2 0,026 Chi-cuadrado de Pearson Relacién
significativa
M&P (Asociacién 3) vs HER-2 0,348 Test exacto de Fisher Relacién no
significativa

M&P (Asociacion 4) vs HER-2 0,010 Test exacto de Fisher Relacion
significativa
M&P (Asociacion 5) vs HER-2 0,085 Test exacto de Fisher Relacién no

significativa

Tablas 28 y 29. Relacién entre Her2 y la respuesta al tratamiento.
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11.9. Relacion entre el fenotipo tumoral y la respuesta al tratamiento

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la variable
cualitativa fenotipo molecular, tanto en el Perfil 1 como en el 2 (ver el apartado 1V.2.1.
de Material y Métodos) y la respuesta al tratamiento en todas las asociaciones de la
variable cualitativa M&P (Chi-cuadrado de Pearson). De las 94 pacientes en las que se
valor6 el fenotipo tumoral, aquellas pacientes que presentaban un fenotipo basal
respondian mejor al tratamiento y tenian una mayor probabilidad de alcanzar una RPc
(p <0,001) [Tablas 30, 31, 32y 33].

» Perfil 1
N° DE CASOS
Basal Her2 Luminal A Luminal B
ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)
Grado 1 1(12,5 %) 1 (12,5 %) 4 (50 %) 2 (25 %)
Grado 2 0 (0 %) 3 (15 %) 11 (55 %) 6 (30 %)
Grado 3 1 (3,6 %) 3 (10,7 %) 10 (35,7 %) 14 (50 %)
Grado 4 1(5,9 %) 7 (41,2 %) 6 (35,3 %) 3 (17,6 %)
Grado 5 10 (52,6 %) 6 (31,6 %) 0 (0 %) 3 (15,8 %)
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 1 (3,6 %) 4 (14,2 %) 15 (53,6 %) 8 (28,6 %)
Grado 3 1(3,6 %) 3 (10,7 %) 10 (35,7 %) 14 (50 %)
Grado 4-5 11 (30,5 %0) 13 (36,1 %) 6 (16,7 %) 6 (16,7 %)
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
Grado 1-4 3 (4,1 %) 14 (19,2 %) 31 (42,5 %) 25 (34,2 %)
Grado 5 10 (52,6 %) 6 (31,6 %) 0 (0 %) 3 (15,8 %)
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 2 (3,6 %) 7 (12,5 %) 25 (44,6 %) 22 (39,3 %)
Grado 4-5 11 (30,5 %) 13 (36,1 %) 6 (16,7 %) 6 (16,7 %)
ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 1 (3,6 %) 4 (14,2 %) 15 (53,6 %) 8 (28,6 %)
Grado 4-5 11 (30,5 %) 13 (36,1 %) 6 (16,7 %) 6 (16,7 %)

Fenotipo (Perfil 1)
M&P (Asociacion 1) vs Fen (Perfil 1) < 0,001
M&P (Asociacion 2) vs Fen (Perfil 1) < 0,001
M&P (Asociacion 3) vs Fen (Perfil 1) < 0,001
M&P (Asociacién 4) vs Fen (Perfil 1) < 0,001
M&P (Asociacion 5) vs Fen (Perfil 1) < 0,001

M&P vs Fenotipo (Perfil 1) (cualitativa vs cualitativa)

p Método

Chi-cuadrado de Pearson
Chi-cuadrado de Pearson
Chi-cuadrado de Pearson
Chi-cuadrado de Pearson
Chi-cuadrado de Pearson

Significacion

Relacion
significativa

Tablas 30y 31. Relacidon entre el fenotipo tumoral (Perfil 1) y la respuesta al tratamiento.
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» Perfil 2
N° DE CASOS
Basal Her2 Luminal A Luminal B
ASOCIACION 1 (grados 1 vs 2 vs 3 vs 4 vs 5)
Grado 1 1(12,5 %) 0 (0 %) 6 (75 %) 1(12,5 %)
Grado 2 0 (0%) 2 (10 %) 17 (85 %) 1 (5 %)
Grado 3 1 (3,6 %) 0 (0 %) 24 (85,7 %) 3 (10,7 %)
Grado 4 1(5,9 %) 2 (11,8 %) 10 (58,8 %) 4 (23,5 %)
Grado 5 10 (52,6 %) 3 (15,8 %) 3 (15,8 %) 3 (15,8 %)
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
Grado 1-2 1 (3,6 %0) 2 (7,2 %) 23 (82,2 %) 2 (7,1 %)
Grado 3 1 (3,6 %) 0 (0 %) 24 (85,7 %) 3 (10,7 %)
Grado 4-5 11 (30,6 %) 5 (13,9 %) 13 (36,1 %) 7 (19,4 %)
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
Grado 1-4 3(4,1%) 4 (5,5 %) 57 (78,1 %) 9 (12,3 %)
Grado 5 10 (52,6 %) 3 (15,8 %) 3 (15,8 %) 3 (15,8 %)
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
Grado 1-3 2 (3,6 %) 2 (3,6 %) 47 (83,9 %) 5 (8,9 %)
Grado 4-5 11 (30,6 %) 5 (13,9 %) 13 (31,1 %) 7 (19,4 %)
ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
Grado 1-2 1 (3,6 %0) 2 (7,1 %) 23 (82,2 %) 2 (7,1 %)
Grado 4-5 11 (30,6 %) 5 (13,9 %) 13 (36,1 %) 7 (19,4 %)

M&P vs Fenotipo (Perfil 2) (cualitativa vs cualitativa)

M&P (Asociacion 1) vs Fen (Perfil 2)
M&P (Asociacion 2) vs Fen (Perfil 2)
M&P (Asociacion 3) vs Fen (Perfil 2)
M&P (Asociacion 4) vs Fen (Perfil 2)
M&P (Asociacion 5) vs Fen (Perfil 2)

P
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001
0,002

Método
Chi-cuadrado de Pearson
Chi-cuadrado de Pearson
Chi-cuadrado de Pearson
Chi-cuadrado de Pearson
Chi-cuadrado de Pearson

Significacion

Relacion
significativa

Tablas 32y 33. Relacion entre el fenotipo tumoral (Perfil 2) y la respuesta al tratamiento.
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1. Expresion de proteinas en el tejido tumoral antes del
tratamiento neoadyuvante.

1.1 HIF-1a

111.1.1 Anélisis descriptivo

De 95 muestras analizadas se pudo determinar la expresion de HIF-1a en 88 (92,6
%). De éstas, fueron consideradas positivas 35 (36,8 %), al expresar un minimo de un 5
% de inmunotincion nuclear en las células tumorales (Figura 1). En relacion al
porcentaje de células positivas, la media fue de 6,14 con una desviacion tipica de 8,21
(minimo:0,00 y méximo: 30,00).

Figura 1. Tincion nuclear moderada y en algunas zonas citoplasmética leve , >5
% de HIF-1a, en células tumorales. 20x. 40X.
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11.1.2. Relacion entre la expresion de HIF-1o y la respuesta al tratamiento
guimioterapico neoadyuvante.

Al igual que con las variables clasicas, para el analisis estadistico de las diferentes
proteinas del estudio con el grado de respuesta a la quimioterapia estratificado por el
sistema de Miller&Payne se establecieron 5 posibles asociaciones de la variable
independiente:

v" Asociacion 1: Grado 1vs 2vs 3vs 4 vs 5
v Asociacion 2: Grados 1-2 vs 3 vs 4-5
v" Asociacion 3: Grados 1-4 vs 5
v Asociacion 4: Grados 1-3 vs 4-5
v" Asociacion 5: Grados 1-2 vs 4-5

En relacion al HIF-1a se encontrd relacion estadisticamente significativa tanto si se
consideraba como variable dicotomica (positivo/negativo)[Estadistico exacto de Fisher:
p=0,014], como si se trataba a la misma como porcentaje (Prueba de U-Mann-Whitney:
p=0,017), entre la expresion de las células tumorales antes del tratamiento neoadyuvante
y la Asociacion 3 de la respuesta al tratamiento (M&P 1-4 vs 5). Es decir, aquellas
pacientes cuyos tumores sobreexpresaban HIF-1a tenian una mayor probabilidad de
alcanzar una RPc tras el tratamiento quimioterdpico primario. Para el resto de
asociaciones no se encontraron relaciones estadisticamente significativas (Tablas 34 y
35).

N° de casos MEDIA DESVIACION
<5% >5% TIPICA
Grado 1 6 (75%) 2 (25%) 2,1875 2,81498
Grado 2 13 (65%) 7 (35%) 5,5583 8,04548
Grado 3 18 (64,3%0) 10 (35,7%) 5,6250 8,13617
Grado 4 10 (71,4 %) 4 (28,6%) 4,7917 7,61442
Grado 5 6 (33,3%) 12 (66,7) 10,4167 9,52937

ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)

Grado 1-4 47 (67,1%) 23 (32,9%) 5,0464 7,52513
Grado 5 6 (33,3%) 12 (66,7%) 10,4167 9,52937
Expresion de HIF-1a Tablas de Contingencia Test No Paramétricos
M&P (Asociacion 1) p=0,122° p=0,179°
M&P (Asociacion 2) p=0,321° p=0,321°
M&P (Asociacion 3) p=0,014"° p=0,017°
M&P (Asociacion 4) p=0,176" p=0,155 "¢

M&P (Asociacion 5)
% Chi cuadrado de Pearson
b Estadistico exacto de Fisher
¢ Test de Kruskal-Wallis
¢ Prueba de Mann-Whitney

p=0,196"

p=0,148"°

Tablas 34 y 35. Relacion entre la expresion de HIF-1a y la respuesta al tratamiento.
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I11.1.3. Relacion entre la expresion de HIF-1e y las variables clinico-
patologicas.

Para ver la relacion de HIF-lo y las variables clinico-patoldgicas, antes del
tratamiento, se estudid la variable HIF-1a tanto de forma cuantitativa (%), como
cualitativa dicotomica (+/-).

Relacién de la variable cuantitativa HIF-1a % v las variables clinico-patoldgicas

Se encontro relacion entre la variable HIF-1a % y las variables cuantitativas grado
(asociacion positiva), Ki 67 % (asociacion positiva) y RE % (asociacion negativa)
[Coeficiente de correlacion de Spearman] [Tabla 36].

Variables Tipo variables p Método Significacion
HIF-1a % vs Edad 0,861 NS
HIF-1a % vs Grado 0,027 Coeficiente S
HIE-10. % vs Tamafio Cuantitativa vs Cuantitativa 0,248 de NS
HIF-1a % vs Ki67% <0,0012 Co”g'ac'on S
HIF-1a % vs RE% 0037 S ,\f’s
HIF-1a % vs RP% 0122 °P

1 A pesar de que la correlacién entre estas variables era significativa, la relacion entre ellas fue débil, ya que el
coeficiente de correlacion de Spearman era de 0,241.

2 A pesar de que la correlacién entre estas variables era significativa, la relacion entre ellas fue moderada, ya que el
coeficiente de correlacion de Spearman era de 0,414.

3 A pesar de que la correlacidn entre estas variables era significativa, la relacion entre ellas fue débil, ya que el
coeficiente de correlacion de Spearman era de -0,224.

Tabla 36. Relacion entre HIF-1a % y las variables cuantitativas del estudio.

También se encontrd relacion significativa entre HIF-1a y las variables cualitativas
Ki 67 (pc >10% ; pc =20 %) y Fenotipo (Perfil 1) [Tablas 37 y 38].

Variable Variable N° casos Media Error Desviacion
cualitativa cuantitativa (%) estandar
Ganglios - HIF-1o % 32 5,95 1,49 8,45
(36,4 %)
Ganglios + HIF-1o % 56 6,25 1,09 8,14
(63,6 %)
88
(100 %)
Ki 67 HIF-1o % 16 212 1,39 5,55
(< 10 %) (18,4 %)
Ki 67 HIF-1o % 71 7,14 1,01 8,48
(210 %) (81,6 %)
87
(100 %)
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Ki 67 HIF-1a % 36 3,92 1,26 7,54
(<20 %) (41,4 %)

(100 %)

Her2 + HIF-1a %
(209%)

RE <10 % HIF-1a %
(264%)

87 (100 %)

RE cont>3 HIF-1a %
(759%)

RP <10 % HIF-1a %
(425%)

(100 %)

RP cont>3 HIF-1a %
(609%)

Basal

(14 %)

(Perfil 1)

Luminal A HIF-1a %
(34 9 %)

(100 %)

Her2
(8, 1 %)

Luminal B
(11 6 %)
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Variables Tipo variables p_valor Método
HIF-1a % vs Ganglios 0,837
HIF-10 % vs ki67 (pc > 10 %) 0,004
HIF-1a % vs ki67 (pc > 20 %) 0,005
HIF-1a % vs Her2 Cuantitativa vs 0,348
HIF-la % vs RE (pc >10 %)  Cualitativa(dos 0083 U deMann-
HIF-1a % vs RE (cont >3) categorias) 0,070 Whitney
HIF-1a % vs RP (pc > 10 %) 0,178
HIF-1a % vs RP (cont > 3) 0,109
HIF-1a % vs Fenot (perfil 1) Cuantitativa vs 0.003 Kruskal-
HIF-1a % vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,227 Wallis

(cuatro

categorias)

Tablas 37y 38 . Relacion entre HIF-1a % Yy las variables cualitativas del estudio.

Relacién de la variable cualitativa HIF-1a (+/-) vy las variables clinico-patolégicas

Sélo se encontrd relacion significativa entre HIF-1a (+/-) y la variable cuantitativa
Grado (relacion positiva), Ki67 % (relacion positiva), RE % (relacion negativa) y RP
% (relacion negativa) [Tablas 39 y 40].

Variable Variable NO casos (%)  Media Error Desviacion
cualitativa cuantitativa estandar
HIF-1a <5 % 53 49,60 1,79 13,06
Edad (60,2 %)
HIF-1a>5 % 35 50,23 2,09 12,38
(39,8 %)
88
(100 %)
HIF-1a <5 % 50 1,96 0,11 0,75
Grado (59,5 %)
HIF-1a>5 % 34 2,44 0,11 0,66
(40,5%)
84
(100 %)
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Variables Tipo variables p Método Significacion
HIF-1a (+/-) vs Edad 0,861 NS
HIF-1a (+/-) vs Grado Cuantitativa vs 0,004 U de S
HIF-1a (+/-) vs Tamafio Cualitativa (dos 0,619 Mann- NS
HIF-1a (+/-) vs Ki67% categorias) <0,001  Whitney S
HIF-1a (+/-) vs RE% 0,040 S
HIF-1a (+/-) vs RP% 0,042 S

Tablas 39 y 40. Relacion entre la variable HIF-1a (+/-) y las variables cuantitativas del
estudio.

También se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre HIF-1o (+/-
) y las variables cualitativas Ki67 (pc > 10 %), Ki67 (pc > 20 %), Her2, RE (pc > 10
%), RE (contaje > 3), RP (pc > 10 %), RP (contaje > 3), Fenotipo (Perfil 1) [Tablas 41
y 42].

Variables cualitativas HIF-la<5% HIF-la25%
Ganglios - 21 (65,6 %) 11 (34,4 %)
Ganglios + 32 (57,1 %) 24 (42,9 %)

Ki 67 <10 % 14 (87,5 %) 2 (12,5 %)
Ki 67 210 % 38 (53,5 %) 33 (46,5 %)
Ki 67 <20 % 29 (80,6 %) 7 (19,4 %)
Ki 67 220 % 23 (45,1 %) 28 (54,9 %)
Her2 - 43 (63,2 %) 25 (36,8 %)
Her2 + 10 (55,6 %) 8 (44,4 %)
RE <10% 10 (43,5 %) 13 (56,5 %)
RE 210 % 43 (67,2 %) 21 (32,8 %)
RE cont< 3 9 (42,9 %) 12 (57,1 %)
RE cont 23 44 (66,7 %) 22 (33,3 %)
RP <10 % 18 (48,6 %) 19(51,4 %)
RP 210 % 35 (70 %) 15 (30 %)
RP cont< 3 16 (47,1 %) 18 (52,9 %)
RP cont 23 37 (69,8 %) 16 (30,2%)
Basal 5(41,7 %) 7 (58,3 %)

Fenotipo Her2 10 (55,6 %) 8 (44,4 %)
(perfil 1) Luminal A 26 (86,7 %) 4 (13,3 %)
Luminal B 12 (46,2 %) 14 ( 53,8%)

Basal 5(41,7 %) 7 (58,3 %)

Fenotipo Her2 3 (42,9 %) 4 (57,1 %)
(perfil 2) Luminal A 39 (68,4 %) 18 (31,6 %)

Luminal B 6 (60 %) 4 (40%)

158



Resultados

Variables Tipo variables p_valor Método

HIF-1a (+/-) vs Ganglios 0,501

HIF-1a (+/-) vs ki67 (pc > 10) 0,013

HIF-1a (+/-) vs ki67 (pc > 20) 0,001

HIF-1a (+/-) vs HER-2 Cualitativa vs 0,593

HIF-1a (+/-) vs RE (pc > 10 %)  Cualitativa (dos 0,080  Testexactode
HIF-1a (+/-) vs RE (cont > 3) categorias) 0,072 Fisher
HIF-1a (+/-) vs RP (pc > 10 %) 0,049

HIF-1a (+/-) vs RP (cont >3) 0,044

HIF-1a (+/-) vs Fenot (perfil 1) Cualitativa vs 0,005 Chi-cuadrado

HIF-1a (+/-) vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,242 de Pearson

Tablas 41 y 42. Relacion entre la variable HIF-1a (+/-) y las variables cualitativas del
estudio.

111.1.4. Relacion entre la expresion de HIF-1a y el resto de proteinas.

Para ver la relacion de HIF-1a y las otras proteinas del estudio, antes del
tratamiento, se estudié la variable HIF-1a tanto de forma cuantitativa (%), como
cualitativa dicotomica (+/-).

Relaciéon de la variable cuantitativa HIF-1a v las otras proteinas de forma
cuantitativa

No se encontro relacion significativa entre la expresion de HIF-1a y el resto de
proteinas (Coeficiente de correlacidn de Spearman) [Tabla 43].

Variables Tipo variables p Método Significacion
HIF-1a % vs pAKT % 0,619 NS
HIF-1a % vs pMAPK % 0,821  Coeficiente NS
HIF-1a % vs pSTAT3 int Cuantitativa vs Cuantitativa o 324 de NS
HIF-1a % vs Surv % 0,268 dCOSrreIaC|on mg
HIF-1a % vs VEGF-A % 0,746 UESpearman

Tabla 43. Relacion entre HIF-1a. % y el resto de proteinas como variables cuantitativas.
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Relacion entre la expresiéon de HIF-1a (+/-) v el resto de proteinas de forma
cualitativa

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre HIF-1a (+/-) y el
resto de proteinas (test exacto de Fisher) [Tablas 44 y 45].

Variables HIF-1a< 5% HIF-1a =2 5%
cualitativas
pPAKT <10 % 11 (50 %) 11 (50 %)
PAKT 210 % 34 (63 %) 20 (37 %)
PMAPK <10 % 7 (53,8 %) 6 (46,2 %)
PMAPK 210 % 35 (59,3 %) 24 (40,7 %)
pSTAT3 =0 int 34 (60,7 %) 22 (39,3 %)
pSTAT3 > 0 int 16 (64 %) 9 (36 %)
Survivina < 50 % 13 (65 %) 7 (35 %)
Survivina 250 % 35 (56,5 %) 27 (43,5 %)
VEGF-A =0% 36 (60 %) 24 (40 %)
VEGF-A >0% 14 (56 %) 11 (44 %)
Variables Tipo variables p_valor Método Significacion
HIF-1a (+/-) vs pAKT (+/-) 0,316
HIF-1a (+/-) vs pMAPK (+/-) Cualitativa vs 0,763
HIF-1a (+/-) vs pSTAT3 (+/-) Cualitativa (dos 0,810  Testexacto de NS
HIF-1a (+/-) vs Surv (+/-) categorias) 0,605 Fisher
HIF-1a (+/-) vs VEGF-A (+/-) 0,811

Tablas 44 y 45. Relacién entre HIF-1a (+/-) y el resto de proteinas como variables
cualitativas.
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111.2. pAKT

111.2.1 Analisis descriptivo

De 95 muestras analizadas se han podido determinar la expresion de pAKT en 81
pacientes, (85,3 %). De éstas, fueron consideradas positivas 57 (60 %), al expresar un
minimo de un 10 % de inmunotincién nuclear y/o citoplasmatica en las células
tumorales. En relacién al porcentaje de células positivas la media fue de 29,42, con una
desviacion tipica de 25,48 (minimo: 0,00 y maximo: 80,00) [Figura 2].

Figura 2. Tincion nuclear y citoplasmatica leve - moderada, > 10 % en células tumorales,
de pAKT. 10x. 20x. 40x.

111.2.2. Relacion entre la expresion de pAKT y respuesta al tratamiento
guimioterapico neoadyuvante.

En relacion al pAKT no se han encontrado relacion estadisticamente significativa
tanto si se considera como variable dicotémica (positivo/negativo) [Estadistico exacto
de Fisher] como si se trata a la misma como porcentaje (Prueba de U-Mann-Whitney),
entre la expresion de las células tumorales antes del tratamiento neoadyuvante y las
diferentes asociaciones de M&P de respuesta al tratamiento quimioterapico (Tablas 46 y
47).
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N° de casos MEDIA DESVIACION
<10% >10% TIPICA
Grado 1 1 (14,3%) 6 (85,7%) 30,0000 18,02776
Grado 2 9 (47,4%) 10 (52,6%) 24,8684 29,91276
Grado 3 6 (21,6%) 17 (73,9%) 26,9204 22,8789
Grado 4 3 (20%) 12 (80%) 35,8613 24,13581
Grado 5 5 (29,4%) 12 (70,6%) 31,9853 28,46688
Expresion de p AKT Tablas de Contingencia Test No Paramétricos
M&P (Asociacion 1) p=0,347° p=0,573°¢
M&P (Asociacion 2) p=0,487° p=0,387°
M&P (Asociacion 3) p=1,000" p=0,712°
M&P (Asociacion 4) p=0,619° p=0,170"°
M&P (Asociacion 5) p=0,393"° p=0,224"°

% Chi cuadrado de Pearson

b Estadistico exacto de Fisher
¢ Test de Kruskal-Wallis

¢ Prueba de Mann-Whitney

Tablas 46 y 47. Relacién entre la expresion de pAKT vy la respuesta al tratamiento.
111.2.3. Relacion entre la expresion de pAKT y las variables clinico-patoldgicas.

Para ver la relacion de pAKT vy las variables clinico-patoldgicas, antes del tratamiento, se
estudio la variable pAKT tanto de forma cuantitativa (%), como cualitativa dicotomica (+/-).

Relacién de la variable cuantitativa pAKT % v las variables clinico-patoldgicas

No se encontro relacion entre la variable cuantitativa pAKT y las variables cuantitativas
edad, grado, tamafio, Ki 67 %, RE %y RP % (Coeficiente de correlacion de Spearman) [Tabla
48].

Variables Tipo variables p Método Significacion
pAKT % vs Edad 0,266
pAKT % vs Grado 0,754  Coeficiente
pAKT % vs Tamafio Cuantitativa vs Cuantitativa 0 10 de
pPAKT % vs Ki 67% 0,146 Correlacion NS

PAKT % vs RE% 0,880 de Spearman

pAKT % vs RP% 0,542

Tabla 48. Relacion entre pAKT % Yy las variables cuantitativas del estudio.
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Tampoco se encontro relacién significativa entre la variable cuantitativa pAKT %
y las variables cualitativas Ganglios, Ki 67 (pc >10 % ; pc > 20 %), Her2, RE (pc >
10 %; contaje > 3), RP (pc > 10 %; contaje > 3), Fenotipo (Perfil 1) y Fenotipo (Perfil
2) [Tablas 49 y 50].

Variable Variable N° casos Media Error Desviacion
cualitativa cuantitativa (%) estandar

Ganglio - pAKT % 29 29,96 5,01 26,99
(35,8 %)

Ganglios + pAKT % 52 29,13 3,45 24,87
(64,2 %)

81

(100 %)

Ki 67 pAKT % 13 33,08 7,24 26,10
(< 10 %) (16,3 %)

Ki 67 pAKT % 67 28,56 3,13 25,66
(=10 %) (83,7 %)

80
(100 %)

Ki 67 PAKT % 28 33,76 4,91 26,00
(< 20 %) (35 %)

Ki 67 PAKT % 52 26,88 3,51 25,33
(220 %) (65 %)

80
(100 %)
Her2 - pAKT % 61 27,53 3,22 25,13
(72,2 %)
Her2 + 17 37,01 5,77 23,80
(21,8 %)
78
(100 %)
RE <10 % pAKT % 22 23,92 5,65 26,49
(27,5 %)
RE >10 % pAKT % 58 30,72 3,22 24,56
(72,5 %)
80
(100 %)
RE cont <3 pAKT % 21 25,06 5,80 26,59
(26,3 %)

RE cont>3 PAKT % 59 30,20 3,21 24,67
(73,7 %)
80
(100 %)
RP <10 % pAKT % 36 32,15 4,45 26,71
(45 %)
RP >10 % PAKT % 44 26,15 3,57 23,72
(55 %)
80 (100 %)
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RP cont<3 PAKT % 32 32,58 4,79 27,11
(40 %)
RP cont>3 PAKT % 48 26,37 3,42 23,67
(60 %)
80
(100 %)
Basal 11 27,73 8,38 27,78
(14,1 %)
_ Her2 17 37,01 5,77 23,80
Fenotipo (21,8 %)
(Perfil 1) ) yminal A DAKT % 24 33,91 4,87 23,88
(30,8 %)
Luminal B 26 21,55 4,83 24,62
(33,3 %)
78
(100 %)
Basal 11 27,73 8,38 27,78
(14,1 %)
Her2 7 39,28 11,52 30,47
Fenotipo (9 %)
(erfil2) | yminal A DAKT % 51 27,53 3,44 24,57
(65,4 %)
Luminal B 9 36,02 6,87 20,61
(11,5 %)
78
(100 %)
Variables Tipo variables p_valor Meétodo Significacion
PAKT % vs Ganglios 0,964
PAKT % vs ki67 (pc > 10 %) 0,575
PAKT % vs ki67 (pc > 20 %) 0,208
PAKT % vs Her2 Cuantitativa vs 0,132
PAKT % vs RE (pc >10 %) Cualitativa (dos 0,195 U deMann- NS
pAKT % vs RE (cont > 3) categorias) 0,323 Whitney
PAKT % vs RP (pc =10 %) 0,426
PAKT % vs RP (cont > 3) 0,407
PAKT % vs Fenot (perfil 1) Cuantitativa vs 0113 Kruskal-
PAKT % vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,512 Wallis NS
(cuatro

categorias)

Tablas 49 y 50. Relacién entre pAKT % vy las variables cualitativas del estudio.

Relacidn de la variable cualitativa pAKT (+/-) v las variables clinico-patol6gicas

Solo se encontro relacion significativa entre pAKT (+/-) y la variable cuantitativa Ki
67 % (p=0,041) [Tablas 51 y 52].
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Variables Tipo variables p Método Significacion
PAKT (+/-) vs Edad 0,111 NS
PAKT (+/-) vs Grado Cuantitativa vs 0,411 U de Mann- NS
PAKT (+/-) vs Tamafio Cualitativa (dos 0,514 Whitney NS
PAKT (+/-) vs Ki 67% categorias) 0,041 S
PAKT (+/-) vs RE% 0,807 NS
pAKT (+/-) vs RP% 0,909 NS

Tablas 51 y 52. Relacion entre la variable pAKT (+/-) y las variables cuantitativas del

estudio.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre pAKT vy las variables
cualitativas Ki 67 (pc > 10 %), Ki 67 (pc > 20 %), Her2, RE (pc > 10 %), RE (contaje > 3),
RP (pc > 10 %), RP (contaje > 3), Fenotipo (perfil 1) y Fenotipo (perfil 2) [Tablas 53 y 54].
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Variables cualitativas

PAKT < 10 %

Resultados

pAKT 2 10 %

Ganglios - 9 (31 %) 20 (69 %)
Ganglios + 15 (28,8 %) 37 (71,2 %)
Ki 67 <10 % 3(23,1%) 10(76,9 %)
Ki 67 210 % 21 (31,3 %) 46 (68,7 %)
Ki 67 <20 % 6 (21,4 %) 22 (78,6 %)
Ki 67 220 % 18 (34,6 %) 34 (65,4 %)
Her2 - 19 (31,1 %) 42 (68,9 %)
Her2 + 3 (17,6 %) 14 (82,4 %)
RE <10 % 9 (40,9 %) 13 (59,1 %)
RE 210 % 15 (25,9 %) 43 (74,1 %)
RE cont< 3 8 (38,1 %) 13 (61,9 %)
RE cont 23 16 (27,1 %) 43 (72,9 %)
RP <10 % 10 (27,7 %) 26 (72,3 %)
RP 210 % 14 (31,8 %) 30 (68,2 %)
RP cont< 3 9 (28,1 %) 23 (71,9 %)
RP cont 23 15 (31,2 %) 33 (68,8 %)
Basal 3(27,3 %) 8 (72,7 %)
Her2 3 (17,6 %) 14 (82,4 %)
Fenotipo Luminal A 4 (16,7 %) 20 (83,3 %)
(perfil 1) Luminal B 12 (46,1 %) 14 (53,9 %)
Basal 3(27,3%) 8(72,7 %)
Her2 2 (28,5 %) 5(71,5 %)
Fenotipo Luminal A 16 (31,4 %) 35 (68,6 %)
(perfil 2) Luminal B 1(11,1 %) 8 (88,9 %)
Variables Tipo variables p_valor Método Significacion
pPAKT (+/-) vs Ganglios 1,000
PAKT (+/-) vs Ki67 (pc > 10%) 0,745
PAKT (+/-) vs Ki67 (pc > 20%) . 0,307
PAKT (+/-) vs HER-2 Cualitativa vs 0,368
PAKT (+/-) vs RE (pc>10 %)  Cualitativa(dos 0,274  Testexactode NS
PAKT (+/-) vs RE (cont>3) categorias) 0,409 Fisher
PAKT (+/-) vs RP (pc>10 %) 0,808
pAKT (+/-) vs RP ( cont >3) 0,808
PAKT (+/-) vs Fenot (perfil 1) Cualitativa vs 0,084 Chi-cuadrado
pAKT (+/-) vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,669 de Pearson NS
(cuatro

categorias)

Tablas 53 y 54. Relacién entre la variable pAKT (+/-) y las variables cualitativas del
estudio.
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111.2.4. Relacion entre la expresion de pAKT vy el resto de proteinas.

Para ver la relacion de pAKT vy las otras proteinas del estudio, antes del tratamiento,
se estudio la variable pAKT tanto de forma cuantitativa (% ), como cualitativa
dicotomica (+/-)

Relacién de la variable cuantitativa pAKT % v las otras proteinas de forma
cuantitativa

Solo se encontrd relacion significativa positiva entre la expresion de pAKT y
Survivina (relacion positiva) [Coeficiente de correlacién de Spearman] [Tabla 55].

Variables Tipo variables p Método Significacion
pPAKT % vs pMAPK % 0,396 NS
pAKT % vs pSTAT3 int 0,254  Coeficiente NS
PAKT % vs Surv % Cuantitativa vs Cuantitativa o 001 de S
pAKT % vs VEGF-A % 0,420 Correlacion NS

de Spearman NS

PAKT % vs HIF-1a %

0,619

Tabla 55. Relacion entre pAKT % y el resto de proteinas como variables cuantitativas.

Relacion entre la expresién de pAKT (+/-) v el resto de proteinas de forma

cualitativa

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre pAKT (+/-) y el

resto de proteinas (test exacto de Fisher) [Tablas 56 y 57].

Variables AKT <10 % AKT >10 %
cualitativas
PMAPK <10 % 2 (16,7 %) 10 (83,3 %)
PMAPK > 10 % 18 (30,5 %) 41 (69,5 %)
pSTAT3 =0 int 16 (30,2 %) 37 (69,8 %)
pSTAT3 >0 int 4 (16,4 %) 19 (82,6 %)
Survivina < 50 % 7 (31,8 %) 15 (68,2 %)
Survivina > 50 % 15 (26,8 %) 41 (73,2 %)
VEGF-A=0% 16 (30,8 %) 36 (69,2 %)
VEGF-A >0 % 6 (25 %) 18 (75 %)

HIF-1a <5 % 11 (24,4 %) 34 (75,6 %)
HIF-1a >5 % 11 (35,5 %) 20 (64,5 %)
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Variables Tipo variables p_valor Método Significacion
PAKT (+/-) vs pMAPK (+/-) 0,488
PAKT (+/-) vs pSTAT3 (+/-) Cualitativa vs 0,395
PAKT (+/-) vs Surv (+/-) Cualitativa (dos 0,781  Testexacto de NS
PAKT (+/-) vs VEGF-A (+/-) categorfas) 0,787 Fisher
PAKT (+/-) vs HIF-1a (+/-) 0,316

Tablas 56 y 57. Relacién entre pAKT (+/-) y el resto de proteinas como variables
cuantitativas.

111.3. pPMAPK

111.3.1. Andlisis descriptivo.

De 95 muestras analizadas se han podido determinar la expresion de pMAPK en 74
(77,9 %). De éstas, fueron consideradas positivas 61 (64,2 %), al expresar un minimo de
un 10 % de inmunotincién nuclear y/o citoplasmatica en las células tumorales (Figura
3). En relacion al porcentaje de células positivas la media fue de 25,41 con una
desviacion tipica de 16,33 (minimo: 0,00 y maximo: 70,00).

Figura 3. Tincién nuclear fuerte y citoplasmatica leve-moderada, en células tumorales >
10 % de pMAPK. 10x. 20x. 40x.
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111.3.2. Relacion entre la expresién de pMAPK y respuesta al tratamiento
guimioterapico neoadyuvante.

En relacion a la expresion de pMAPK no se ha encontrado relacion
estadisticamente significativa tanto si se considera como variable dicotdmica
(positivo/negativo) [Estadistico exacto de Fisher] como si se trata a la misma como
porcentaje (Prueba de U-Mann-Whitney) entre la expresion de las células tumorales
antes del tratamiento neoadyuvante y las diferentes asociaciones de M&P de respuesta
al tratamiento quimioterapico (Tablas 58 y 59).

N° de casos MEDIA DESVIACION
<10% >10% TIPICA
Grado 1 1 (16,7%) 5 (83,3%) 23,6117 9,86939
Grado 2 5 (26,3%) 14 (73,7%) 22,7084 17,61358
Grado 3 5 (22,7%) 17 (77,3%) 24,8486 18,15307
Grado 4 1 (7,7%) 12 (92,3%) 30,6408 17,25175
Grado 5 1 (7,1%) 13 (92,9%) 25,8929 13,57718

Expresion de p MAPK Tablas de Contingencia Test No Paramétricos

M&P (Asociacion 1) p=0,503° p=0,614°
M&P (Asociacion 2) p=0,218° p=0,345°
M&P (Asociacion 3) p=0,440" p=0,614"°
M&P (Asociacion 4) p=0,115° p=0,163 ¢
M&P (Asociacion 5) p=0,134" p=0,119 ¢

% Chi cuadrado de Pearson

b Estadistico exacto de Fisher
¢ Test de Kruskal-Wallis

¢ Prueba de Mann-Whitney

Tablas 58 y 59. Relacién entre la expresion de pMAPK y la respuesta al tratamiento.

111.3.3. Relacion entre la expresion de pMAPK y las variables clinico-
patologicas.

Para ver la relacion de pMAPK vy las variables clinico-patoldgicas, antes del
tratamiento, se estudio la variable pMAPK tanto de forma cuantitativa (%), como
cualitativa dicotomica (+/-).
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Relacién de la variable cuantitativa pMAPK % v las variables clinico-patologicas

No se encontro relacion entre la variable cuantitativa pMAPK % vy las variables
cuantitativas Edad, Grado, Tamafio tumoral, Ki 67 %, RE % y RP % (Coeficiente de
correlacion de Spearman) [Tabla 60].

Variables Tipo variables p Método Significacion
PMAPK % vs Edad 0,816
PMAPK % vs Grado 0,964  Coeficiente
PMAPK % vs Tamafio Cuantitativa vs Cuantitativa o 220 de
PMAPK % vs Ki 67% 0,828 dCOS”e'aC'O” NS
PMAPK % vs RE% 0,141 e Spearman
PMAPK % vs RP% 0,498

Tabla 60 . Relacion entre pMAPK % Yy las variables cuantitativas del estudio.

Tampoco se encontro relacion significativa entre la variable cuantitativa pMAPK y
las variables cualitativas Ganglios, Ki 67 (pc >10 % ; pc > 20 %), Her2, RE (pc > 10
%; contaje > 3), RP (pc > 10 %,; contaje > 3), Fenotipo (perfil 1) y Fenotipo (perfil 2)

[Tablas 61 y 62].

Variable Variable N° casos Media Error Desviacion
cualitativa cuantitati (%) estandar
va
Ganglios - PMAPK % 29 24,33 2,55 13,76
(39,2 %)
Ganglios + PMAPK % 45 (60,8%) 26,11 2,67 17,92
74
(100 %)
Ki 67 PMAPK % 11 18,84 4,52 14,99
(< 10 %) (15,1 %)
Ki 67 PMAPK % 62 26,66 2,10 16,51
(=10 %) (84,9 %)
73
(100 %)
Ki 67 PMAPK % 28 23,41 3,35 17,75
(< 20 %) (38,4 %)
Ki 67 PMAPK % 45 26,78 2,33 15,63
(=20 %) (61,6 %)
73
(100 %)
Her2 - PMAPK % 55 26,66 2,30 17,10
(76,4 %)
Her2 + pPMAPK % 17 20,98 2,63 10,83
(23,6 %)
72
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RE <10 % DMAPK % 23,01 1821
(24 7 %)
(100 %)

RE cont>3 PMAPK % 25,72 16,10
(76 7 %)

RP <10 % DMAPK % 27,61 18,37
(42 5 %)
(100 %)

RP cont>3 PMAPK % 23,38 13,67
(63 %)

Basal 27,92 2328
(11, 1 %)

Fonop | N0 - = - =

(Perfill) | yminal A pMAPK % 23,76 17,07
(33 3 %)
(100 %)

Her2 26,07 10,79
o, 7 %)

Luminal B 17,41

(13 9 %)
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Variables Tipo variables p_valor Método Significacion

PMAPK % vs Ganglios 1,000

PMAPK % vs ki67 (pc > 10 %) 0,103

PMAPK % vs Kki67 (pc > 20 %) 0,182

PMAPK % vs Her?2 Cuantitativa vs 0,425

PMAPK % vs RE (pe > 10 %) Cualitativa (dos 0,330 U deMann- NS
PMAPK % vs RE (cont > 3) categorias) 0,574 Whitney

PMAPK % vs RP (pc > 10 %) 0,309

PMAPK % vs RP (cont > 3) 0,400

PMAPK % vs Fenot (perfil 1) Cuantitativa vs 0314 Kruskal-

PMAPK % vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,476 Wallis NS

(cuatro

categorias)

Tablas 61y 62. Relacion entre pMAPK % vy las variables cualitativas del estudio.

Relacién de la variable cualitativa pMAPK (+/-) v las variables clinico-patolégicas

No se encontrd relacion significativa entre pMAPK (+/-) y las variables
cuantitativas Edad, Grado, Tamafio tumoral, Ki 67 %, RE % y RP % (Tablas 63 y 64).

Variable Variable
cualitativa cuantitativa

PMAPK < 10 %
Edad

pPMAPK > 10 %

PMAPK < 10 %

pMAPK > 10 % Grado

PMAPK < 10 %
Tamafio

PMAPK > 10 % tumoral

N° casos
(%)
13
(17,6 %)
61
(82,4 %)
74
(100 %)
12
(16,9 %)
59
(83,1 %)
71 (100 %)
12
(16,9 %)
59
(83,1 %)
71
(100 %)

Media

52,08

48,82

2,25

2,15

4,58

3,87

Error
estandar
3,39

1,60

0,22

0,09

0,47

0,21

Desviacion

12,23

12,51

0,75

0,71

1,62

1,61
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pPMAPK <10 % 13 35,42 10,08 36,34
(17,8 %)
pMAPK>10%  KI67% 60 31,13 2,94 22,80
(82,2 %)
73 (100 %)
PMAPK < 10 % 13 47,11 9,87 35,59
(17,8 %)
B RE %
PMAPK > 10 % 60 56,73 5,03 38,95
(82,2 %)
73
(100 %)
PMAPK < 10 % 13 38,08 9,80 35,33
(17,8 %)
pMAPK > 10 % RP % 60 35,64 4,94 38,26
(82,3 %)
73
(100 %)

Variables Tipo variables p Meétodo Significacion
PMAPK (+/-) vs Edad 0,386 NS
PMAPK (+/-) vs Grado Cuantitativa vs 0,653 U de NS
PMAPK (+/-) vs Tamafio Cualitativa (dos 0,107 Mann- NS
PMAPK (+/-) vs Ki67% categorias) 0,583 Whitney NS
PMAPK (+/-) vs RE% 0,266 NS
PMAPK (+/-) vs RP% 0,853 NS

Tablas 63 y 64. Relacion entre la variable pMAPK (+/-) y las variables cuantitativas del
estudio.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre pMAPK vy las
variables cualitativas Ki 67 (pc > 10 %), Ki 67 (pc =20 %), Her2, RE (pc > 10 %), RE
(contaje > 3), RP (pc > 10 %), RP (contaje > 3), Fenotipo (perfil 1) y Fenotipo (perfil 2)
[Tablas 65 y 66].
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Variables cualitativas PMAPK < 10 % PMAPK 210 %
Ganglios - 4 (13,8 %) 25 (86,2 %)
Ganglios + 9 (20 %) 36 (80 %)

Ki67<10% 4 (36,4 %) 7 (63,6 %)
Ki 67 >10 % 9 (14,5%) 53 (85,5 %)
Ki 67 <20 % 7 (25 %) 21 (75 %)
Ki 67 220 % 6(13,3%) 39 (86,7 %)
Her2 - 10 (18,2 %) 45 (81,8 %)
Her2 + 2 (11,8 %) 15 (88,2 %)
RE <10% 4(22,2 %) 14 (77,8 %)
RE 210 % 9 (16,4 %) 46 (83,6 %)
RE Scor< 3 3(17,7%) 14 ( 82,3%)
RE Scor >3 10 (17,9 %) 46 (82,1 %)
RP <10 % 4(12,9%) 27 (87,1 %)
RP >210% 9 (21,4 %) 33 (78,6 %)
RP Scor< 3 4 (14,8 %) 23 (85,2 %)
RP Scor >3 9 (19,6 %) 37 (80,4 %)
Basal 1(12,5%) 7 (87,5 %)
Fenotipo Her2 2 (11,8 %) 15 (88,2 %)
(perfil 1) Luminal A 6 (25 %) 18 (75 %)
Luminal B 3(13 %) 20 (87 %)
Basal 1(12,5%) 7 (87,5 %)
Fenotipo Her2 0 (0 %) 7 (100 %)
(perfil 2) Luminal A 9 (15,6 %) 38 (84,4 %)
Luminal B 2 (20 %) 8 (80 %)
Variables Tipo variables p_valor Método Significacion

pPMAPK (+/-) vs Ganglios 0,549

PMAPK (+/-) vs ki67 (pc > 10) 0,099

PMAPK (+/-) vs ki67 (pc > 20) . 0,225

PMAPK (+/-) vs HER-2 Cualitativa vs 0,719

PMAPK (+/-) vs RE (pc > 10 %)  Cualitativa (dos 0,723  Testexactode NS

PMAPK (+/-) vs RE (cont >3) categorias) 1,000 Fisher

PMAPK (+/-) vs RP (pc > 10 %) 0,537

PMAPK (+/-) vs RP ( cont > 3) 0,756

pPMAPK (+/-) vs Fenot (perfil 1) Cualitativa vs 0,612 Chi-cuadrado

PMAPK (+/-) vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,617 de Pearson NS

(cuatro categorias)

Tablas 65 y 66. Relacion entre la variable pMAPK (+/-) y las variables cualitativas del

estudio.
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111.3.4. Relacion entre la expresion de pMAPK y el resto de proteinas.

Para ver la relacion de pMAPK vy las otras proteinas del estudio, antes del
tratamiento, se estudio la variable pMAPK tanto de forma cuantitativa (%), como
cualitativa dicotomica (+/-).

Relacion de la variable cuantitativa pMAPK % vy las otras proteinas de forma
cuantitativa

Sélo se encontro relacion significativa positiva entre la expresion de pMAPK y
VEGF-A (relacion positiva) [Coeficiente de correlacion de Spearman] [Tabla 67].

Variables Tipo variables p Meétodo Significacion
PMAPK % vs pAKT % 0,396 NS
PMAPK % vs pSTAT3 int 0,378  Coeficiente NS
PMAPK % vs Surv % Cuantitativa vs Cuantitativa o 727 de NS
PMAPK % vs VEGF-A % 0,029 dCOS”e'aC'O” NSS
PMAPK % vs HIF-1a % 0,821 U€>pearman

Tabla 67. Relacion entre pMAPK % y el resto de proteinas como variables cuantitativas.

Relacion entre la expresion de pMAPK (+/-) v el resto de proteinas de forma
cualitativa

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre pMAPK (+/-) y
el resto de proteinas (test exacto de Fisher) [Tablas 68 y 69].

Variables cualitativas PMAPK < 10 % PMAPK >10 %
PAKT < 10 % 2 (10 %) 18 (90 %)
PAKT >10 % 10 (19,6 %) 41 (80,4 %)

pSTAT3=0int 10 (21,3 %) 37 (78,7 %)
pSTAT3 >0 int 1 (4,3 %) 22 (95,7 %)
Survivina < 50 % 1 (6,7 %) 14 (93,3 %)
Survivina > 50 % 12 (20,7 %) 46 (79,3 %)
VEGF-A=0% 11 (22 %) 39 (78 %)
VEGF-A >0 % 1 (4,8 %) 20 (95,2 %)
HIF-1a <5 % 7 (16,7%) 35 (83,3 %)
HIF-1a =5 % 6 (20 %) 24 (80 %)
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Variables Tipo variables p_valor Método Significacion
PMAPK (+/-) vs pAKT (+/-) 0,488
PMAPK (+/-) vs pSTAT3 (+/-) Cualitativa vs 0,087
PMAPK (+/-) vs Surv (+/-) Cualitativa (dos 0,279  Testexacto de NS
PMAPK (+/-) vs VEGF-A (+/-) categorias) 0,094 Fisher
PMAPK (+/-) vs HIF-1a (+/-) 0,763

Tablas 68 y 69. Relacién entre pMAPK (+/-) y el resto de proteinas como variables
cualitativas.

111.4. VEGF-A

111.4.1. Analisis descriptivo.

De 95 muestras analizadas se han podido determinar la expresion de VEGF-A en 89
(93,6 %). De éstas, fueron consideradas positivas 27 (28,4 %), al expresar algo de
inmunotincion citoplasmatica en las células tumorales (Figura 4). En relacion al
porcentaje de células positivas la media fue de 5,06 con una desviacion tipica de 11,51
(minimo:0,00 y maximo: 50,00).

Figura 4. Tincién citoplasmatica y nuclear moderada-fuerte en células
tumorales, de VEGF-A. 20x. 40x.
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111.4.2. Relacion entre la expresién de VEGF-A y respuesta al tratamiento
guimioterapico neoadyuvante.

En relacion al VEGF-A se encontro relacion estadisticamente significativa tanto si
se consideraba como variable dicotdmica (positivo/negativo)[Estadistico exacto de
Fisher], como si se trataba a la misma como porcentaje (Prueba de U-Mann-Whitney),
entre la expresion de las células tumorales antes del tratamiento neoadyuvante y las
distintas asociaciones de la respuesta al tratamiento M&P (asociacion 4 y 5 para el
primer caso y 2, 3, 4 y 5 en el segundo). Es decir, aquellas pacientes cuyos tumores
sobreexpresaban VEGF-A, respondian mejor al tratamiento quimioterapico y tenian una
mayor probabilidad de alcanzar una RPc (Tablas 70 y 71).

M&P

Grado 1
Grado 2
Grado 3
Grado 4
Grado 5

Grado 1-2
Grado 3
Grado 4-5

Grado 1-4
Grado 5

Grado 1-3
Grado 4-5

Grado 1-2
Grado 4-5

N° de casos MEDIA
0% >0%
7 (100%) 0 (0%0) ,0000
15 (75%) 5 (25%) 2,1040
20 (76,9%) 6 (23,1%) 1,8992
10 (58,8%) 7 (41,2%) 8,8971
10 (52,6%0) 9 (47,4%) 10,9211
ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)
22 (81,5%) 5 (18,5) 1,5585
20 (76,9%) 6 (23,1%) 1,8992
20 (55,6%0) 16 (44,4%) 9,9653
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
52 (74,3%) 18 (25,7%) 3,4673
10 (52,6%0) 9 (47,4%) 10,9211
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)
42 (79.2%) 11 (20,8%) 1,7257
20 (55,6%0) 16 (44,4%) 9,9653
ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)
22 (81,5%) 5 (18,5%) 1,5585
20 (55,6%0) 16 (44,4%) 9,9653

DESVIACION
TIPICA

,0000
6,28790
5,24548

15,92145
16,08270

5,45671
5,24548
15,80994

9,46498
16,08270

5,30526
15,80994

5,45671
15,80994

Expresion de VEGF-A Tablas de Contingencia Test No Paramétricos

M&P (Asociacion 1) p=0,111°
M&P (Asociacion 2) p=0,054"2
M&P (Asociacion 3) p=0,092"
M&P (Asociacion 4) p=0,021°
M&P (Asociacion 5) p=0,035"

% Chi cuadrado de Pearson

b Estadistico exacto de Fisher
¢ Test de Kruskal-Wallis

¢ Prueba de Mann-Whitney

p=0,055°
p=0,020°¢
p =0,036°
p = 0,005 ¢
p=0,017"°

Tablas 70y 71. Relacidon entre la expresion de VEGF-A 'y la respuesta al tratamiento.
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111.4.3. Relacion entre la expresion de VEGF-A y las variables clinico-patologicas.

Para ver la relacién de VEGF-A y las variables clinico-patoldgicas, antes del
tratamiento, se estudio la variable VEGF-A tanto de forma cuantitativa (%), como
cualitativa dicotomica (+/-).

Relacion de la variable cuantitativa VEGF-A % v las variables clinico-patoldgicas

Sélo se encontro relacion estadisticamente signficativa positiva entre la VEGF-A 'y
la variable cuantitativa Grado (relacion positiva) [Coeficiente de correlacion de
Spearman] [Tabla 72].

Variables Tipo variables p Método Significacion
VEGF-A % vs Edad 0,526 NS
VEGF-A % vs Grado 0,049*  Coeficiente S
VEGE-A % vs Tamafio Cuantitativa vs Cuantitativa 0,515 de NS
VEGF-A % vs Ki67% 0,145 Correlacion NS
VEGF-A % vs RE% 0,223 deSpearman “2
VEGF-A % vs RP% 0,256

1 A pesar de que la correlacion entre estas variables es significativa, la relacion entre ellas es débil, ya que el
coeficiente de correlacién de Spearman es de: 0,215.

Tabla 72 . Relacion entre VEGF-A % vy las variables cuantitativas del estudio.

No se encontr6 relacion significativa entre la variable VEGF-A y las variables
cualitativas Ganglios, Ki 67 (pc > 10 %; pc > 20 %), Her2, RE (pc > 10 %; contaje >
3), RP (pc > 10 %; contaje > 3), Fenotipo (perfil 1) y Fenotipo (perfil 2) [Tablas 73 y
74].

Variable Variable N° casos Media Error Desviacién
cualitativa cuantitativa (%) estandar
Ganglios - VEGF-A % 34 5,37 1,90 11,08
(38,2 %)
Ganglios + VEGF-A % 55 487 1,60 11,87
(61,8 %)
89
(100 %)
Ki 67 VEGF-A % 14 3,84 2,86 10,70
(<10 %) (15,9 %)
Ki 67 VEGF-A % 74 5,36 1,37 11,78
(=10 %) (84,1 %)
88
(100 %)
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Ki 67 VEGF-A % 34 2,60 1,37 8,02
(< 20 %) (38,6 %)

Ki 67 VEGF-A % 54 6,70 1,79 13,15
(=20 %) (61,4%)

88
(100 %)
Her2 - VEGF-A % 67 5,11 1,44 11,77
(77 %)
Her2 + VEGF-A % 20 3,375 1,79 8,01
(23 %)
87
(100 %)
RE <10 % VEGF-A % 23 8,97 3,13 15,02
(26,1 %)
RE >10 % VEGF-A % 65 321 1,12 9,05
(73,9 %)
88
(100 %)
RE cont < 3 VEGF-A % 21 9,52 3,40 15,60
(23,9 %)

RE cont > 3 VEGF-A % 67 321 1,09 8,92

(76,1 %)
88

(100 %)

RP <10 % VEGF-A % 38 775 2,30 14,17
(43,2 %)

RP >10 % VEGF-A % 50 2,31 0,98 6,95
(56,8 %)

88 (100 %)

RP cont < 3 VEGF-A % 34 7,96 2,50 14,61

(38,6 %)

RP cont > 3 VEGF-A % 54 2,58 0,99 7,25
(61,4 %)
88
(100 %)
Basal 12 14,69 5,50 19,04
(13,8 %)
Her2 20 3,37 1,79 8,01
. (23 %)
Fenotipo Luminal A VEGF-A % 28 3,15 1,66 8,77
(perfil 1) (32,2 %)
Luminal B 27 2,89 1,57 8,18
(31 %)
87
(100 %)
Basal 12 14,69 5,50 19,04
(13,8 %)
Her2 7 7,50 4,85 12,83
. (8%)
Fenotipo Luminal A VEGF-A % 56 2,97 1,11 8,34
(perfil 2) (64,4 %)
Luminal B 12 1,25 0,59 2,06
(13,8 %)
87
(100 %)
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Variables Tipo variables p_valor Método Significacion

VEGF-A % vs Ganglios 0,268

VEGF-A % vs ki67 (pc =10 % 0,507

VEGF-A % vs ki67 (pc =20 % 0,184

VEGF-A % vs Her2 Cuantitativa vs 0,970

VEGF-A% vs RE (pc >10%  Cualitativa (dos 0,126 U de Mann- NS
VEGF-A % vs RE (cont >3) categorias) 0,170 Whitney

VEGF-A % vs RP (pc >10 %) 0,125

VEGF-A % vs RP (cont >3) 0,206

VEGF-A % vs Fenot (perfil1)  Cuantitativa vs 0387 Kruskal-

VEGF-A % vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,196 Wallis NS

(cuatro

categorias)

Tablas 73y 74. Relacion entre VEGF-A % Y las variables cualitativas del estudio.

Relacién de la variable cualitativa VEGF-A (+/-) v las variables clinico-patol6gicas

No se encontro relacion significativa entre VEGF-A (+/-) y las variables
cuantitativas Edad, Grado, Tamafio tumoral, Ki67 %, RE % y RP % (Tablas 75y 76).

Variable
cualitativa

VEGF-A =0%

Variable

cuantitativa

Edad

VEGF-A> 0%

VEGF-A =0%

VEGF-A>0%

Grado

VEGF-A =0%

VEGF-A >0 %

Tamafio
tumoral

VEGF-A=0%

VEGF-A>0%

Ki 67 %

N° casos
(%)

62
(69,7 %)

27
(30,3%)

89
(100 %)
58
(68,2 %)

27
(31,8 %)

85
(100 %)
60
(71,4 %)

24
(28,6 %)

84
(100 %)
61
(69,3 %)

27
(30,7 %)

88
(100 %)

Media

50,16

48,37

2,09

2,41

4,00

3,69

30,28

37,83

Error
estandar
1,66

2,24

0,10

0,14

0,21

0,28

3,41

5,15

Desviacion

13,10

11,64

0,73

0,75

1,62

1,37

26,61

26,78
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VEGF-A= 0% 62 55,91 4,78 37,64
RE % (70,5 %)
VEGF-A >0% 26 44,81 7,86 40,09
(29,5%)
88
(100 %)
VEGF-A= 0% 62 35,85 4,54 35,77
RP % (70,5 %)
VEGF-A >0% 26 30,23 7,50 38,24
(29,5 %)
88
(100 %)

Variables Tipo variables p Método Significacion
VEGF-A (+/-) vs Edad 0,394 NS
VEGF-A (+/-) vs Grado Cuantitativa vs 0,054 U de NS
VEGF-A (+/-) vs Tamafio Cualitativa (dos 0,677 Mann- NS
VEGF-A (+/-) vs Ki67% categorias) 0,196 Whitney NS
VEGF-A (+/-) vs RE% 0,308 NS
VEGF-A (+/-) vs RP% 0,448 NS

Tablas 75 y 76. Relacion entre la variable VEGF-A (+/-) y las variables cuantitativas del
estudio.

Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre VEGF-A
(+/-) y las variables cualitativas Ki 67 (pc > 10 %), Ki 67 (pc > 20 %), Her2, RE (pc >
10 %), RE (contaje > 3), RP (pc > 10 %), RP (contaje > 3), Fenotipo (perfil 1) y
Fenotipo (perfil 2) [Tablas 77 y 78].

Variables cualitativas VEGF-A=0% VEGF-A>0%
Ganglios - 25 (73,5 %) 9 (26,5 %)
Ganglios + 37 (67,3%) 18 (32,7 %)

Ki 67 <10 % 11 (78,6 %) 3(21,4 %)
Ki67 >10 % 50 (67,6 %) 24 (32,4 %)
Ki 67 <20 % 26 (76,5 %) 8 (23,5 %)
Ki67 >20% 35 (64,8 %) 19 (35,2 %)
Her2 - 47 (77 %) 14 (23 %)
Her2 + 14 (70 %) 6 (30%)
RE <10 % 14 (60,9 %) 9 (39,1 %)
RE >210% 48 (73,8 %) 17 (26,2 %)
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RE cont< 3 13 (61,9 %) 8 (38,1 %)
RE cont >3 49 (73,1 %) 18 (26,9 %)
RP <10% 24 (63,2 %) 14 (36,8 %)
RP >10% 38 (76%) 12 (24 %)
RP cont< 3 22 (64,7 %) 12 (35,3 %)
RP cont >3 40 (74,1 %) 14 (25,9 %)
Basal 6 (50 %) 6 (50 %)
Fenotipo Her2 14 (70 %) 6 (30 %)
(perfil 1) Luminal A 20 (71,4 %) 8 (28,6 %)
Luminal B 21(77,8 %) 6 (22,2 %)
Basal 6 (50 %) 6 (50 %)
Fenotipo Her2 5(71,4 %) 2(28,6 %)
(perfil 2) Luminal A 42 (75 %) 14 (25 %)
Luminal B 8 (66,7 %) 4 (33,3 %)
Variables Tipo variables p_valor Método Significacion
VEGF-A (+/-) vs Ganglios 0,638
VEGF-A (+/-) vs Ki67 (pc > 10 0,536
VEGF-A (+/-) vs ki67 (pc > 20 0,343
VEGF-A (+/-) vs HER-2 Cualitativa vs 1,000
VEGF-A (+/-) vs RE (pc>10 Cualitativa (dos 291  Testexactode NS
VEGF-A (+/-) vs RE (cont > 3) categorias) 0,412 Fisher
VEGF-A (+/-) vs RP (pc>10 0,240
VEGF-A (+/-) vs RP ( cont > 3) 0,472
VEGF-A (+/-) vs Fenot (perf 1) Cualitativa vs 0,377 Chi-cuadrado
VEGF-A (+/-) vs Fenot (perf2)  Cualitativa (cuatro 0,387 de Pearson NS

categorias)

Tablas 77 y 78. Relacién entre la variable VEGF-A (+/-) y las variables cualitativas del

estudio.

111.4.4. Relacion entre la expresion de VEGF-A y el resto de proteinas.

Para ver la relacion de VEGF-A y las otras proteinas del estudio, antes del
tratamiento, se estudio la variable VEGF-A tanto de forma cuantitativa (%), como

cualitativa dicotomica (+/-).
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Relacion de la variable VEGF-A v las otras proteinas de forma cuantitativa

Se encontrd relacién significativa positiva entre la expresion VEGF-A y de
PMAPK (Coeficiente de correlacion de Spearman) [Tabla 79].

Variables Tipo variables p Método Significacion
VEGF-A % vs pAKT % 0,420 NS
VEGF-A % vs pMAPK % 0,029  Coeficiente S
VEGF-A % vs pSTAT3 int Cuantitativa vs Cuantitativa o 503 de NS
VEGF-A % vs pSurv % 0,064 dcos”e'ac'on “2
VEGF-A % vs pHIF-1a% 0,746 U€>pearman

Tabla 79 . Relacion entre VEGF-A % y el resto de proteinas como variables cuantitativas.

Relacidén entre la expresion de VEGF-A v el resto de proteinas de forma cualitativa

So6lo se encontrd relacion negativa estadisticamente significativa entre la expresion
de VEGF-A y Survivina (test exacto de Fisher) [Tablas 80 y 81].

Variables cualitativas VEGF-A=0% VEGF-A>0%
PAKT < 10 % 16 (72,7 %) 6 (27,3 %)
PAKT 210 % 36 (66,7 %) 18 (33,3 %)
PMAPK < 10 % 11 (91,7 %) 1(8,3%)
PMAPK 210 % 39 (66,1 %) 20 (33,9 %)
pSTAT3 =0 int 37 (66,1 %) 19 (33,9 %)
pPSTAT3 >0 int 19 (73,1 %) 7 (26,9 %)
Survivina < 50 % 11 (50 %) 11 (50 %)
Survivina 250 % 48 (77,4 %) 14 (22,6 %)
HIF-la <5 % 36 (72 %) 14 (28 %)
HIFla 25 % 24 (68,6 %) 11 (31,4 %)
Variables Tipo variables p_valor Método
VEGF-A (+/-) vs pAKT (+/-) 0,787
VEGF-A (+/-) vs pMAPK (+/-) Cualitativa vs 0,094
VEGF-A (+/-) vs pSTAT3 (+/-) Cualitativa (dos 0,615 Test exacto de
VEGF-A (+/-) vs Surv (+/-) categorias) 0,028 Fisher
VEGF-A (+/-) vs HIF-la (+/-) 0,811

Tablas 80 y 81. Relacion entre VEGF-A (+/-) y el resto de proteinas como variables
cualitativas.
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111.5. Survivina

111.5.1. Andlisis descriptivo.

De 95 muestras analizadas se han podido determinar la expresion de Survivina en
89 (93,7 %). De éstas, fueron consideradas positivas 65 (68,4 %), al expresar un minimo
de 50 % de inmunotincion nuclear y/o citoplasmética en las células tumorales (Figura
5). En relacion al porcentaje de células positivas la media fue de 57,82 con una
desviacion tipica de 17,81 (minimo:0,00 y maximo: 85,00).

Figura 5. Tincion nuclear fuerte y citoplasmatica leve de células tumorales, > 50 % de
Survivina. 10x. 20x. 40x.

I111.5.2. Relacidén entre la expresion de Survivina y respuesta al tratamiento
guimioterapico neoadyuvante.

En relacién a la Survivina se encontrd relacion estadisticamente significativa, tanto
si se consideraba como variable dicotomica (positivo/negativo) [Estadistico exacto de
Fisher], como si se trataba a la misma como porcentaje (Prueba de U-Mann-Whitney),
entre la expresion de las células tumorales antes del tratamiento neoadyuvante y las
distintas asociaciones de la respuesta al tratamiento M&P (en las asociaciones 1, 2, 4 y
5 para el primer caso y las asociaciones 2 y 4 en el segundo). Es decir, aquellas
pacientes cuyos tumores sobreexpresaban Survivina tenian menos probabilidades de
responder al tratamiento quimioterapico primario, aunque no encontramos una relacion
significativa con la RPc (Tablas 82 y 83).
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N° de casos MEDIA DES\[IACION

<50% >50% TIPICA

Grado 1 2 (28,6%0) 5(71,4) 55,7143 18,74802

Grado 2 2 (9,5%) 19 (90,5%0) 60,2976 17,79179

Grado 3 3 (11,5%) 23 (88,5%) 64,2308 14,94606

Grado 4 9 (52,9%) 8 (47,1%) 52,5982 14,94794

Grado 5 8 (44,4%) 10 (55,6%0) 51,4350 21,56996

ASOCIACION 2 (grados 1-2 vs 3 vs 4-5)

Grado 1-2 4 (14,3%) 24 (85,7%) 59,1518 17,79530

Grado 3 3 (11,5%) 23 (88,5%) 64,2308 14,94606

Grado 4-5 17 (48,6%0) 18 (51,4%) 52,0000 18,38826
ASOCIACION 4 (Grados 1-3 vs 4-5)

Grado 1-3 7 (13,0%0) 47 (87,0%) 61,5972 16,53045

Grado 4-5 17 (48,6%0) 18 (51,4%) 52,0000 18,38826
ASOCIACION 5 (grados 1-2 vs 4-5)

Grado 1-2 4 (14,3%) 24 (85,7%) 59,1518 17,79530

Grado 4-5 17 (48,6%0) 18 (51,4%) 52,000 18,38826

Expresion de Survivina Tablas de Contingencia Test No Paramétricos

M&P (Asociacion 1) p =0,005*? p=0,083°
M&P (Asociacion 2) p=0,001°% p=0,021°
M&P (Asociacion 3) p=0,078°" p=0,180"
M&P (Asociacion 4) p<0,001° p=0,010"°
M&P (Asociacion 5) p =0,007° p=0,078°

% Chi cuadrado de Pearson

b Estadistico exacto de Fisher
¢ Test de Kruskal-Wallis

¢ Prueba de Mann-Whitney

Tablas 82 y 83. Relacion entre la expresion de Survivina y la respuesta al tratamiento.

111.5.3. Relacién entre la expresion de Survivina y las variables clinico-
patologicas.

Para ver la relacion de Survivina vy las variables clinico-patoldgicas, antes del
tratamiento, se estudié la variable Survivna tanto de forma cuantitativa (%), como
cualitativa dicotomica (+/-).
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Relacién de la variable cuantitativa Survivina % vy las variables clinico-patologicas

Solo se encontro relacidn significativa positiva entre la variable Survivina % y la
variable cuantitativa RE % (Coeficiente de correlacion de Spearman) [Tabla 84].

Variables Tipo variables p Método Significacion
Surv% vs Edad 0,431 NS
Surv % vs Grado 0,280  Coeficiente NS
Surv% vs Tamafio Cuantitativa vs Cuantitativa g 295 de NS
Survo% vs Ki67% 0,559 dco”e'ac'on NS
Surv% vs RE% 0,021 de Spearman NSS
Surv% vs RP% 0,938

A pesar de que la correlacion entre estas variables es significativa, la relacion entre ellas es débil, ya que el
coeficiente de correlacion de Spearman es de: 0,245.

Tabla 84 . Relacion entre Survivina % Yy las variables cuantitativas del estudio.

Tambien se encontré relacion significativa positiva entre Survivina y la variable
cualitativa RE (contaje > 3) [Tablas 85 y 86].

Variable Variable  N°casos Media Error  Desviacion
cualitativa cuantitativa (%) estandar
Ganglios - Surv % 33 55,88 2,87 16,52
(37,1 %)
Ganglios + Surv % 56 58,96 2,48 18,59
(62,9 %)
89
(100 %)
Ki 67 Surv % 14 55,89 5,59 20,93
(<10 %) (15,9 %)
Ki 67 Surv % 74 57,89 2,00 17,24
(=10 %) (84,1 %)
88
(100 %)
Ki 67 Surv % 34 61,19 2,87 16,71
(< 20 %) (38,6 %)
Ki 67 Surv % 54 55,29 2,47 18,17
(=20 %) (61,4 %)
88
(100 %)
Her2 - Surv % 67 58,15 2,07 16,95
(77,9 %)
Her2 + Surv % 19 58,16 3,89 16,94
(22,1 %)
86
(100 %)
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RE <10 % Surv % 23 50,43 470 22,54
(26,1 %)
(100 %)

RE cont >3 Surv % 60,74 15,18
(75 %)

RP <10 % surv % 57,15 19,13
(43 2 %)
(100 %)

RP cont>3 Surv % 58,91 16,70
(61 4%)

Basal 47,92 24,00
(14%)

Fe”r‘;F: P Luminal A surv % 61,56 13,40
(perfil 1) (32 6 %)
(100 %)

Her2 59,64 13,34
@®, 1 %)

Luminal B 59,32 18,79
(12 8 %)
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Variables Tipo variables p_valor Método
Surv % vs Ganglios 0,268
Surv % vs Kki67 (pc =10 %) 0,941
Surv % vs Kki67 (pc =20 %) 0,097
Surv % vs Her2 Cuantitativa vs 0,917
Surv % vs RE (pc >10 %) Cualitativa (dos 0,066 U de Mann-
Surv % vs RE (contaje >3) categorias) 0,040 Whitney
Surv % vs RP (pc > 10 %) 0,963
Surv % vs RP (contaje >3) 0,545
Surv % vs Fenot (perfil 1) Cuantitativa vs 0387 Kruskal-
Surv % vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,455 Wallis

(cuatro

categorias)

Tablas 85y 86 . Relacion entre Survivina % y las variables cualitativas del estudio.

Relacién de la variable cualitativa Survivina (+/-) y las variables clinico-patolégicas

So6lo se encontro relacion significativa entre Survivina (+/-) y la variable
cuantitativa RE % (Tablas 87 y 88).

Variable Variable N° casos Media Error Desviacion
cualitativa cuantitativa (%) estandar

Surv <50 % 24 48,00 2,46 12,07
Edad (27 %)
Surv >50 % 65 50,14 1,57 12,67
(73 %)
89
(100 %)
Surv <50 % 24 2,25 0,16 0,79
Grado (28,2 %)
Surv > 50 % 61 2,15 0,09 0,73
(71,8 %)
85
(100 %)
Surv <50 % 19 3,90 0,40 1,73
Tamafo (23,2 %)
Surv > 50 % tumoral 63 4,00 0,20 1,58
(76,8%)
82
(100 %)
Surv <50 % 24 34,21 5,09 24,94
Ki 67 % (27,3 %)
Surv > 50 % 64 31,64 3,40 27,23
(72,7 %)
88
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(100 %)
Surv <50 % 23 35,00 7,88 37,81
RE % (26,1 %)
Surv >50 % 65 58,41 4,57 36,88
(73,9 %)
88
(100 %)
Surv <50 % 24 33,75 8,03 39,32
RP % (27,3 %)
Surv> 50 % 64 32,87 4,41 35,30
(72,7 %)
88
(100 %)
Variables Tipo variables p Método Significacion
Surv (+/-) vs Edad 0,585 NS
Surv (+/-) vs Grado Cuantitativa vs 0,518 U de NS
Surv (+/-) vs Tamafo Cualitativa (dos 0,628 Mann- NS
Surv (+/-) vs Ki67% categorias) 0,447 Whitney NS
Surv (+/-) vs RE% 0,017 S
Surv (+/-) vs RP% 0,681 NS

Tablas 87 y 88. Relacion entre la variable Survivina (+/-) y las variables cuantitativas del

estudio.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre Survivina y las
variables cualitativas Ki 67 (pc > 10 %), Ki 67 (pc =20 %), Her2, RE (pc > 10 %), RE
(contaje > 3), RP (pc > 10 %), RP (contaje > 3), Fenotipo (perfil 1) y Fenotipo (perfil 2)
[Tablas 89 y 90].

Variables cualitativas

Surv<50%

Surv 250 %

Ganglios -
Ganglios +

Ki67<10%
Ki 67 210 %

Ki 67 <20 %
Ki 67 220 %

Her2 -
Her2 +

12 (36,4 %)
12 (21,4 %)

3 (21,4 %)
21 (28,4 %)

6 (25 %)
18 (33,3 %)

16 (69,6 %)
7 (36,8 %)

21 (63,6 %)
44 (78,6 %)

11 (78,6 %)
53 (71,6 %)

18 (75 %)
36 (66,7 %)

7 (30,4 %)
12 (63,2 %)
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RE <10 % 9 (40,9 %) 13 (59,1 %)
RE >10% 14 (21,5 %) 51 (78,5 %)
RE cont< 3 9 (40,9 %) 13 (59,1%)
RE cont >3 14 (21,2 %) 52 (78,8 %)
RP <10% 12 (31,6 %) 26 (68,4 %)
RP >210% 12 (24 %) 38 (76%)
RP cont <3 12 (35,3 %) 22 (64,7 %)
RP cont >3 12 (22,2 %) 42 (77,8 %)
Basal 6 (50 %) 6 (50 %)
Fenotipo Her2 7 (36,8 %) 12 (63,2 %)
(perfil 1) Luminal A 5(17,9%) 23 (82,1 %)
Luminal B 5(18,5 %) 22 (81,5 %)
Basal 6 (50 %) 6 (50 %)
Fenotipo Her2 2 (28,6 %) 5(71,4 %)
(perfil 2) Luminal A 11 (19,6 %) 45 (80,4 %)
Luminal B 4 (22,2 %) 7 (77,8 %)
Variables Tipo variables p_valor Método Significacion
Surv (+/-) vs Ganglios 0,144
Surv (+/-) vs ki67 (pc =10 %) 0,750
Surv (+/-) vs ki67 (pc =20 %) 0,142
Surv (+/-) vs HER-2 Cualitativa vs 0,378
surv (+/-) vs RE (pc =10 %) Cualitativa (dos 0,108  Testexactode NS
Surv (+/-) vs RE (cont > 3) categorias) 0,093 Fisher
Surv (+/-) vs RP (pc=>10 %) 0,475
Surv (+/-) vs RP (cont > 3) 0,222
Surv (+/-) vs Fenot (perfil 1) Cualitativa vs 0,095 Chi-cuadrado
Surv (+/-) vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,152 de Pearson NS
(cuatro

categorias)

Tablas 89 y 90. Relacion entre la variable Survivina (+/-) y las variables cualitativas del
estudio.

111.5.4. Relacidon entre la expresion de Survivinay el resto de proteinas.

Para ver la relacion de Survivina y las otras proteinas del estudio, antes del
tratamiento, se estudié la variable Survivina tanto de forma cuantitativa (%), como
cualitativa dicotomica (+/-)
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Relacion de la variable Survivina v las otras proteinas de forma cuantitativa

Se encontro relacion significativa positiva entre Survivina y la expresion de pAKT
y pPSTAT3 (Coeficiente de correlacion de Spearman) [Tabla 91].

Variables Tipo variables p Método Significacion
Surv % vs pAKT % 0,001 S
Surv % vs pMAPK % 0,727  Coeficiente NS
Surv % vs pSTAT3 int Cuantitativa vs Cuantitativa ¢ g25 de S
Surv % vs VEG-AF % 0,064 dcos”e'ac'on “2
Surv % vs HIF1a % 0,268 € spearman

Tabla 91. Relacidn entre Survivina %y el resto de proteinas como variables cuantitativas.

Relacién entre la expresién de Survivina v el resto de proteinas de forma
cualitativa

Sélo se encontro relacion negativa estadisticamente significativas entre la expresion
de Survivinay VEGF-A (test exacto de Fisher) [Tablas 92 y 93].

Variables Survivina < 50 % Survivina = 50 %
cualitativas
pAKT <10 % 7 (31,8 %) 15 (68,2%)
pAKT 210 % 15 (26,8 %) 41 (73,2 %)
pMAPK <10 % 1(7,7 %) 12 (92,3 %)
pMAPK 210 % 14 (22,6 %) 48 (77,4 %)
pSTAT3 =0 int 15 (26,8 %) 41 (73,2 %)
pSTAT3 > 0 int 5 (20 %) 20 (80 %)
VEGF-A=0% 11 (18,6 %) 48 (81,4 %)
VEGF-A > 0% 11 (44 %) 14 (56 %)
HIF-1a <5 % 13 (27,1 %) 35 (72,9 %)
HIF-1a 25 % 7 (20,6 %) 27 (79,4 %)
Variables Tipo variables p_valor Método
Surv (+/-) vs pAKT (+/-) 0,781
Surv (+/-) vs pMAPK (+/-) Cualitativa vs 0,279
Surv (+/-) vs pSTATS3 (+/-) Cualitativa (dos 0,587 Test exacto de
Surv (+/-) vs VEGF-A (+/-) categorias) 0,028 Fisher
Surv (+/-) vs HIF-1a (+/-) 0,605

Tablas 92 y 93. Relacién entre Survivina (+/-) y el resto de proteinas como variables
cualitativas.

192



Resultados

111.6. pSTAT3
111.6.1. Analisis descriptivo.

De 95 muestras analizadas se han podido determinar la expresion de pSTAT3 en 86
(90,5 %). De éstas, fueron consideradas positivas 26 (27,4 %), al expresar algo de
tincion nuclear en las células tumorales (Figura 6). En relacion al grado de intensidad
de las celulas que presentaban inmunotincion (células positivas) la media fue de 0,39
con una desviacion tipica de 0,547 (minimo: 0,00 y maximo: 2,00).

Figura 6. Tincion nuclear fuerte-moderada de pSTAT3 en células tumorales, > 0
intensidad. 20x y 40x.

111.6.2. Relacion entre la expresion de pSTAT3 y respuesta al tratamiento
guimioterapico neoadyuvante.

Se encontrd relacion estadisticamente significativa si se consideraba como variable
cualitativa dicotdbmica (positivo/negativo) [Estadistico exacto de Fisher: p=0,027] entre
la expresién de las células tumorales, antes del tratamiento neoadyuvante, y la
Asociacion 3 de la respuesta al tratamiento (M&P 1-4 vs 5). Es decir, aquellas pacientes
cuyos tumores sobreexpresaban pSTAT3 tenian una menor probabilidad de alcanzar una
RPc tras el tratamiento quimioterapico primario, siendo mas resistentes al mismo. Para
el resto de asociaciones no se encontraron relaciones estadisticamente significativas
(Tablas 94 y 95).
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N° de casos MEDIA DESVIACION
0 intensidad > 0 intensidad TIPICA
Grado 1 4 (50%0) 4 (50%0) 0,50 0,535
Grado 2 12 (66,7%0) 6 (33,3%) 0,33 0,485
Grado 3 15 (62,5%0) 9 (37,5%) 0,38 0,495
Grado 4 11 (68,8 %) 5 (31,3%) 0,31 0,479
Grado 5 18 (90,0%0) 2 (10,0%0) 0,10 0,308
ASOCIACION 3 (grados 1-4 vs 5)
Grado 1-4 42 (63,6%) 24 (36,4%) 0,36 0,485
Grado 5 18 (90,0%) 2 (10.0%) 0,10 0,308
Expresion de p STAT3 Tablas de Contingencia

M&P (Asociacion 1)
M&P (Asociacion 2)
M&P (Asociacion 3)
M&P (Asociacion 4)
M&P (Asociacion 5)

& Chi cuadrado de Pearson
b Estadistico exacto de Fisher

p=0,195*°
p=0,181°
p=0,027"
p=0,095"
p =0,149"

Tablas 94 y 95. Relacién entre la expresion de pSTATS3 y la respuesta al tratamiento.

111.6.3. Relacion entre la expresion de pSTAT3 y las variables clinico-

patologicas.

Para ver la relacion de pSTAT3 y las variables clinico-patoldgicas, antes del
tratamiento, se estudio la variable pSTAT3 tanto de forma cuantitativa (intensidad:
0,1,2 ), como cualitativa dicotémica (+/-).

Relaciéon de la variable cuantitativa pSTATS3 intensidad v las variables clinico-

patologicas

Se encontro relacion estadisticamente significativa entre la variable cuantitativa
pSTAT3 intensidad y las variables cuantitativas Tamafio tumoral (asociacion negativa)
y RP % (asociacion positiva) [Coeficiente de correlacion de Spearman] [Tabla 96].
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Variables Tipo variables p Método Significacion
pSTAT3 int vs Edad 0,785 NS
pSTAT3 int vs Grado 0,236  Coeficiente NS
pSTAT3 int vs Tamario Cuantitativa vs Cuantitativa  ( go1t de S
PSTAT3int vs Ki67% 0,155 dco”elaC'On NS
PSTAT3 int vs RE% 0,86 de Spearman NSS
pSTAT3 int vs RP% 0,009°

A pesar de que la correlacion entre estas variables es significativa, la relacion entre ellas esdébil, ya que el
coeficiente de correlacion de Spearman es de : -0,372.

2A pesar de que la correlacién entre estas variables es significativa, la relacién entre ellas es débil, ya que el
coeficiente de correlacién de Spearman es de : 0,282.

Tabla 96. Relacidon entre pSTAT3 int y las variables cuantitativas del estudio.

También se encontro relacion significativa entre la variable cuantitativa pSTAT3 y
las variables cualitativas RE (contaje > 3), RP (punto de corte > 10 %; contaje > 3) y
Fenotipo (perfil 2) [Tablas 97 y 98].

Variable Variable N° casos Media Error Desviacion
cualitativa cuantitativa (%) estandar

Ganglios - pSTAT3 int 30 0,40 0,08 0,47
(34,9 %)

Ganglios + pSTAT3 int 56 0,38 0,08 0,59
(65,1 %)

86

(100 %)

Ki 67 pSTAT3 int 16 0,44 0,15 0,60
(< 10 %) (18,8 %)

Ki 67 pSTATS int 69 0,38 0,06 0,54
(10 %) (81,2 %)

85
(100 %)
Ki 67 pSTATS int 35 0,45 0,09 0,53
(< 20 %) (41,2 %)

Ki 67 pSTAT3 int 50 0,35 0,08 0,56
(=20 %) (58,8 %)

85
(100 %)
Her2 - pSTAT3 int 67 0,38 0,07 0,55
(78,8%)
Her2 + pSTAT3 int 18 0,44 0,13 0,56
(21,2 %)
85
(100 %)
RE <10 % pSTAT3 int 23 0,24 0,10 0,47
(27,1 %)
RE >10% pSTATS int 62 0,45 0,07 0,57
(72,9 %)
85
(100 %)
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RE cont< 3 pSTAT3 int 22 0,20 0,10 0,45
(18,8 %)
RE cont>3 pSTAT3 int 63 0,46 0,07 0,57
(81,2 %)
85
(100 %)
RP <10 % pSTATS int 37 0,25 0,07 0,45
(43,5 %)
RP >10 % pSTAT3 int 48 0,50 0,08 0,59
(56,5 %)
85
(100 %)
RP cont< 3 pSTAT3 int 33 0,23 0,08 0,45
(38,8 %)
RP cont>3 pSTAT3 int 52 0,50 0,08 0,58
(61,2 %)
85
(100 %)
Basal 13 0,27 0,14 0,52
(15,3 %)
Her2 18 0,44 0,13 0,56
. (21,2 %)
Fe“‘;?;po Luminal A pSTAT3int 30 0,41 0,10 0,54
(perfil 1) (35,3 %)
Luminal B 24 0,40 0,12 0,58
(28,2 %)
85
(100 %)
Basal 13 0,27 0,14 0,52
(15,3 %)
Her2 7 0,00 0,00 0,00
. (8,2 %)
Fe”‘;?;FQO Luminal A pSTAT3int 54 0,40 0,07 0,55
(perfil 2) (63,5 %)
Luminal B 11 0,73 0,17 0,56
(13,0 %)
85
(100 %)
Variables Tipo variables p_valor Método
pPSTAT3 % vs Ganglios 0,537
PSTAT3 % vs ki67 (pc>10 0,765
pPSTAT3 % vs Ki67 (pc > 20 0,288
pSTAT3 % vs Her2 Cuantitativa vs 0,609
pSTAT3 % vs RE (pc =10 %) Cualitativa (dos 0,077 U de Mann-
pSTAT3 % vs RE (cont > 3) categorias) 0,035 Whitney
pSTAT3 % vs RP (pc >10 %) 0,030
pSTAT3 % vs RP (cont >3) 0,020
pSTAT3 % vs Fenot (perfil 1) Cuantitativa vs 0750 Kruskal-
pSTAT3 % vs Fenot (perfil 2) Cualitativa 0,017 Wallis
(cuatro

categorias)

Tablas 97 y 98 . Relacion entre pSTAT3 % y las variables cualitativas del estudio.
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Relacion de la variable cualitativa pSTAT3 (+/-) v las variables clinico-patoldgicas

Sélo se encontrd relacion significativa entre pSTAT3 (+/-) y la variable cuantitativa
tamafio tumoral (relacién negativa) y RP % (relacion positiva) [Tablas 99 y 100].
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Variables Tipo variables p Método Significacion
pSTAT3 (+/-) vs Edad 0,538 NS
pPSTAT3 (+/-) vs Grado Cuantitativa vs 0,236 U de NS
pSTATS3 (+/-) vs Tamafio Cualitativa (dos 0,010 Mann- S
pSTAT3 (+/-) vs Ki67% categorias) 0,205 Whitney NS
pSTAT3 (+/-) vs RE% 0,629 NS
PSTAT3 (+/-) vs RP% 0,011 S

Tablas 99 y 100. Relacion entre la variable pSTAT3 (+/-) y las variables cuantitativas del
estudio.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre pSTAT3 y la
variable cualitativa RP (contaje > 3) [Tablas 101 y 102].

Variables cualitativas pSTAT3 0 int pSTAT3 >0 int
Ganglios - 20 (66,7 %) 10 (33,3 %)
Ganglios + 10 (38,5 %) 16 (61,5 %)

Ki67<10% 11 (68,7 %) 5(31,3%)
Ki 67 >10 % 48 ( 69,6%) 21 (30,4 %)
Ki 67 <20 % 22 (62,9 %) 13 (37,1 %)
Ki 67 220 % 37 (74 %) 13 (26 %)
Her2 - 47 (70,1 %) 20(29,9 %)
Her2 + 12 (66,7 %) 6 (33,3%)
RE <10 % 18 (78,3 %) 5(21,7 %)
RE 210 % 41 (66,1 %) 21 (33,9 %)
RE cont< 3 18 (81,8 %) 4 (18,2 %)
RE cont >3 41 ( 65,1%) 22 (34,9 %)
RP <10% 30 (81,1 %) 7 (18,9 %)
RP >210% 29 (60,4 %) 19 (39,6 %)
RP cont< 3 28 (84,8 %) 5(15,2%)
RP cont >3 31 (59,6%) 21 (40,4 %)
Basal 10 (76,9 %) 3(23,1%)
Fenotipo Her2 12 (66,7 %) 6 (33,3 %)
(perfil 1) Luminal A 20 (66,7 %) 10 (33,3 %)
Luminal B 17 (70,8 %) 7 (29,2 %)
Basal 10 (76,9 %) 3(23,1%)
Fenotipo Her2 7 (100 %) 0 (0 %)
(perfil 2) Luminal A 37 (68,5 %) 17 (31,5 %)
Luminal B 5 (45,5 %) 6 (54,5 %)
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Variables Tipo variables p_valor Método

pSTAT3 (+/-) vs Ganglios 0,806

PSTAT3 (+/-) vs ki67 (pc > 10 1,000

pSTAT3 (+/-) vs ki67 (pc > 20 0,341

pSTAT3 (+/-) vs HER-2 Cualitativa vs 0,779

pSTAT3 (+/-) vs RE (pc >10 %)  Cualitativa (dos 0427  Testexactode
pSTAT3 (+/-) vs RE (cont > 3) categorias) 0,184 Fisher
pSTAT3 (+/-) vs RP (pc > 10 %) 0,057

PSTAT3 (+/-) vs RP ( cont > 3) 0,016

PSTATS3 (+/-) vs Fenot (perfil 1) Cualitativa vs 0,910 Chi-cuadrado

PSTAT3 (+/-) vs Fenot (perfil 2) ~ Cualitativa (cuatro 0,093 de Pearson

categorias)

Tablas 101 y 102. Relacion entre la variable pSTAT3 (+/-) y las variables cualitativas del
estudio.

111.6.4. Relacion entre la expresion de pSTAT3 y el resto de proteinas.

Para ver la relacion de pSTAT3 y las otras proteinas del estudio, antes del
tratamiento, se estudid la variable pSTAT3 tanto de forma cuantitativa (0,1,2, 3
intensidad), como cualitativa dicotomica (+/-).

Relacién de la variable pSTATS3 v las otras proteinas de forma cuantitativa

Sélo se encontrd relacion significativa positiva entre la expresion de pSTAT3 y
Survivina (Coeficiente de correlacion de Spearman) [Tabla 103].

Variables Tipo variables p Método Significacion
pPSTAT3 int vs pAKT % 0,254 NS
pSTAT3 int vs pMAPK % 0,378  Coeficiente NS
pSTAT3 int vs Surv % Cuantitativa vs Cuantitativa  ( g25 de S
pSTAT3int vs VEGF-A % 0,503  Correlacion NS
pSTAT3int vs HIF-10 % 0,324 de Spearman NS

Tabla 103. Relacion entre pSTAT3 int y el resto de proteinas como variables
cuantitativas.

Relacién entre la expresion de pSTAT3 v el resto de proteinas de forma cualitativa

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre pSTAT3 vy el
resto de proteinas (test exacto de Fisher) [Tablas 104 y 105].
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Variables cualitativas pSTAT3 =0 int pSTAT3 >0 int
pPAKT <10 % 2 (%) 18 ( %)
PAKT 210 % 10 ( %) 41 (%)
PMAPK < 10 % 10 ( %) 37 (%)
PMAPK 210 % 1(%) 22 (%)
Survivina < 50 % 1(%) 14 ( %)
Survivina 2 50 % 12 (%) 46 (%)
VEGF-A=0% 11 ( %) 39 (%)
VEGF-A>0% 1(%) 20 (%)
HIF-1a <5 % 7 (%) 35 ( %)
HIF-1la 25 % 6 (%) 24 (%)
Variables Tipo variables p_valor Método Significacion
PSTAT3 (+/-) vs pAKT (+/-) 0,395
PSTAT3 (+/-) vs pMAPK (+/-) Cualitativa vs 0,087
PSTAT3 (+/-) vs Surv (+/-) Cualitativa (dos 0,584 Test exacto de NS
PSTAT3 (+/-) vs VEGF-A (+/-) categorias) 0,615 Fisher
PSTAT3 (+/-) vs HIF-1a (+/-) 0,810

Tablas 104 y 105. Relacion entre pSTAT3 (+/-) y el resto de proteinas como variables
cualitativas.

I1.7. EGFR

111.7.1. Analisis descriptivo.

De 95 muestras analizadas se pudo determinar la expresion de EGFR en 88 (92,6 %).
De éstas, fueron consideradas positivas 0 (0 %), al no encontrarse tincion de membrana
en ninguna de las células tumorales (Figura 7).
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Figura 7. Tincién de membrena negativa de EGFR. 20x.

V. Factores predictivos de respuesta al tratamiento. Analisis
multivariante.

El andlisis multivariante se realizo a partir de los valores obtenidos en el analisis
univariante. En el modelo se incluyeron seis factores predictivos de respuesta: Fenotipo
(perfil 1), RE (contaje > 3), Ki 67 (pc = 20 %), HIF-1a (pc = 5%), pSTAT3 (pc > 0 int)
y VEGF-A (pc > 0 %). Como variable dependiente utilizamos la Asociacion 3 de
respuesta al tratamiento (M&P 1-4 vs 5).

El estudio se llevd a cabo a partir de una regresion logistica, con el fin de saber si la
probabilidad de alcanzar la RPc, dependia de una o varias variables independientes.
Para intentar obtener el mejor modelo predictivo, se realizaron dos tipos de regresiones
logisticas: automatica y manual.

Modelo de regresidn automatica.

En este caso, el modelo resultante estaba formado por las variables Ki 67 y RE, y era
capaz de pronosticar correctamente la RPc en el 85,3 % de los casos (indice de validez),
teniendo una sensibilidad (S) del 75 %, especificidad (E) del 88,14 %, valor predictivo
positivo (VPP) del 63,16 % y valor predictivo negativo (VPN) del 92,86 %.

En este modelo de regresion la variable RE presentaba una Odds Ratio (OR)
significativa de 10,138, con un intervalo de confianza al 95 % (2,511- 40,925) [Tabla
106]. La fraccion de individuos que alcanzan la RPc era 10,138 veces mayor en las
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pacientes con RE negativos. Es decir, el 91,02 % de las pacientes con RE negativos
alcanzaban la RPc.

p OR IC 95 %
Inferior Superior
Ki67 (pc > 20 %) 0,084 6,993 0,773 63,300
RE (cont < 3) 0,001 10,138 2,511 40,925

Tabla 106. Modelo de regresion automatica, como factor predictivo de respuesta al
tratamiento.

Modelo de regresién manual

En este caso, el modelo resultante estaba formado por las variables Ki 67 (pc > 20 %),
HIF-1a (pc = 5 %), Fenotipo (perfil 1) yp STAT3 (pc > 0 int). Era capaz de pronosticar
correctamente la RPc en el 89,9 % de los casos (indice de validez), teniendo una S del
70,59 %, E del 95,16 %, VPP del 80 % y VPN del 92,19 %.

En este modelo de regresion la variable Fenotipo (perfil 1) presentaba una OR
significativa de 32,226, con un intervalo de confianza al 95 % (4,077-254,699) [Tabla
107]. La fraccién de individuos que respondian correctamente al tratamiento era 32,226
veces mayor en las mujeres con Fenotipo basal, con respecto al resto de fenotipos. Es
decir, el 96,99 de las pacientes con Fenotipo basal tenian una RPc tras el tratamiento
quimioterapico.

p OR IC 95 %
Inferior Superior
Fenotipo (perfil 1) 0,001 32,226 4,077 254,699
Ki67 (pc > 20 %) 0,464 2,586 0,204 32,801
HIF-1a (pc 25 %) 0,211 2,725 0,567 13,094
PSTAT3 (pc >0 0,071 6,834 0,847 55,130

int)

Tabla 107. Modelo de regresibn manual, como factor predictivo de respuesta al
tratamiento.
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DISCUSION

Alcanzar la RPc tras el tratamiento neoadyuvante es uno de los objetivos mas
buscados en el planteamiento terapeutico del cancer de mama, ya que se ha demostrado
que la RPc es el factor pronostico mas importante en términos de SLE y SG,
probablemente, por la erradicacion de la enfermedad micrometastasica (Jones y Smith,
2006).

Aunque el 60-90 % de las pacientes que reciben quimioterapia neoadyuvante
obtienen respuesta clinica, en la mayoria de los ensayos clinicos las tasas de RPc son
mucho mas bajas, en torno al 3-30 % (Bear y cols., 2006). En nuestro estudio, la tasa de
RPc (tumor y ganglios) fue del 21,1 %.

Por otro lado, también se sabe que hasta un 20 % de las pacientes no se benefician
de los farmacos que se utilizan en este escenario de la neoadyuvancia, siendo ademas
susceptibles de toxicidades farmacoldgicas y quedando expuestas a la progresion de
enfermedad durante los meses que dura el tratamiento primario (Tewari y cols., 2008).

La identificacion de marcadores predictivos de respuesta y sobre todo, marcadores
relacionados con la obtencién de una RPc, han sido objeto de estudio desde hace mucho
tiempo, no sélo para distinguir pacientes respondedores de no respondedores, sino
también para investigar, en estos ultimos, nuevas estrategias y dianas terapedticas. Por
eso, y debido al tamafio muestral de nuestro estudio (n = 95), decidimos no so6lo estudiar
el valor predictivo de RPc, sino también intentar distinguir pacientes respondedoras de
no respondedoras, en base a diferentes agrupaciones del grado de regresion M&P (ver el
apartado 111.1.2. de Resultados). Ademas, estudios recientes apuntan a que algunas
pacientes con enfermedad minima residual tras quimioterapia neoadyuvante (grado 4 de
M&P) tienen una prondstico similar a las que alcanzan la RPc (Mazouni y cols., 2007;
Symmans y cols., 2007).

FACTORES PREDICTIVOS CONOCIDOS DE RESPUESTA A LA
QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE.

Los receptores hormonales y el HER2 son los marcadores predictivos de respuesta
mas potentes conocidos hasta el momento (von Minckwitz y cols., 2005), tal y como se
comenta en el apartado 1.2.2. de la Introduccion. No obstante, son muchos los
estudiados como posibles factores predictivos, tales como la edad, tamafio tumoral al
diagnostico, grado histologico, el marcador de proliferacion Ki 67, fenotipos
moleculares y mas recientemente las firmas de expresion génica. Sin embargo, en
términos de prediccion de respuesta los resultados arrojados son aun muy limitados
(Tewari y cols., 2008).

205



Rubén Alonso Calderén

Receptores hormonales

El estatus de los receptores hormonales (RE y RP) es considerado la variable
predictiva de respuesta independiente con mas valor hasta el momento, habiéndose
asociado su negatividad, en todos los grandes estudios prospectivos, con mayores tasas
de RPc. De forma paradgjica, como factor pronostico, los tumores sin sobrexpresion de
receptores hormonales estdn asociados a una menor supervivencia (ver el apartado
1.2.1.1.5 de la Introduccién).

El ensayo de neoadyuvancia con mayor nimero de pacientes llevado a cabo, el
NSABP B27 (ver apartado de Introduccién 1.5.3), mostr6 un incremento significativo de
RPc en las pacientes RE- tanto en el brazo de antraciclinas sélo (13,6 % vs 5,7 % ,
como en el brazo que afadia el docetaxel (22,8 % vs 14,1 %) [Bear y cols., 2003].

El estudio ECTO (ver apartado de introduccién 1.5.3.), que incluy6 un total de 1355
mujeres, el 42 % de las pacientes con RE- alcanzaron una RPc vs 12 % en el grupo de
las RE+ (en el brazo de las pacientes tratadas con antraciclinas y taxanos). En el analisis
multivariante, el estatus de los RE destac6 como el unico factor predictivo de respuesta
independiente, significativamente asociado con una mayor probabilidad de alcanzar una
RPc (Gianni y cols., 2005).

Green y cols., 2005 que demostraron una mayor tasa de RPc con el esquema
semanal vs trisemanal de paclitaxel seguido de antraciclinas (ver apartado de
introduccién 1.5.3.), objetivaron también en el subgrupo de receptores hormonales
negativos un incremento de RPc (48 % vs 23 %) con el esquema semanal vs trisemanal.

Dentro de los estudios alemanes, en el GEPARDUOQ (ver apartado de introduccion
1.5.3.), el estatus de los receptores hormonales fue factor predictivo independiente de
RPc (negativos: 22,8 % vs positivos: 6,2 %, p = 0,0001) [von Minckwitz, 2005]. De
igual forma, en el ensayo GEPARTRIO (ver apartado de Introduccién 1.5.3)), la
negatividad de los RE y RP demostré estar asociado a tasas més altas de RPc, tanto en
el andlisis univariante (35,6 % vs 11,2 %, p < 0,0001), como en el multivariante (34,2 %
vs 11,5 %, p < 0,001) [Huober y cols., 2010].

Estos datos coinciden con nuestros resultados, ya que de las 94 pacientes en las que
se valoro el estatus hormonal, las tasas de RPc fueron de 56,2 % / 84 % (en funcion del
sistema de evaluacion inmunohistoquimica, ver el apartado I1V.2.1. de Material y
Métodos) en las pacientes RE- y de 8,4 % / 31,5 % en las RE+ (p < 0,001). En el
analisis multivariante, la variable RE destacé como factor predictivo independiente de
respuesta (p = 0,001).

Otros estudios retrospectivos también avalan estos resultados. Ring y cols., 2004,
analizaron 435 pacientes con cancer de mama operable y que recibieron tratamiento
quimioterapico neoadyuvante. Aquellas pacientes cuyos tumores eran RE- tenian una
mayor probabilidad de alcanzar una RPc que aquellas pacientes RE+ (21,6 % vs 8,1 %,
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p<0,001). Sin embargo, ni el estatus de los RE ni el grado histologico parecieron ser
factores predictivos independientes de RPc.

En otro analisis retrospectivo de 1731 pacientes tratados con diferentes regimenes
de quimioterapia neoadyuvante, las tasas de RPc eran del 24 % en pacientes RE- y del 8
% en en RE+ (p<0,001), sin tener en cuenta el esquema de tratamiento utilizado, ya que
hasta un 44 % de las pacientes del estudio solo recibieron antraciclinas, sin la adicion de
taxanos al tratamiento (Guarneri y cols., 2006).

El caso de los RP los resultados no han sido tan contundentes. MacGrogan y cols.,
2004, describieron una alta correlacion entre RE- y la quimiosensibilidad, pero no asi
con los RP-. Sin embargo, Daidone y cols., 1999, apuntaron una mayor tasa de
respuestas en las pacientes RP- (86 % vs 68 %). De igual forma, en otro estudio, 32 de
44 tumores con baja expresion de RP respondian mejor a la quimioterapia neoadyuvante
comparado con 11 de 29 tumores con alta expresion de RP (p=0,005)[Colleoni y cols.,
1999]. Nuestros resultados coinciden con la asociacion de RP- y mejor respuesta al
tratamiento. De las 94 pacientes del estudio, las tasas de RPc fueron de 47,2 % / 42,5 %
(en funcion del sistema de evaluacion inmunohistoquimica) en las pacientes RP- y de
3,4 % /3,7 % en las RP+ (p=0<001).

De lo que no parece haber duda, en base a todos los estudios publicados, es que
aquellas pacientes con RE- responden mejor a la quimioterapia neoadyuvante y tienen
una mayor probabilidad de alcanzar una RPc. Ademas, parece ser que las pacientes con
RE- que alcanzan una RPc, su supervivencia global es comparable a la de las pacientes
RE+ (Colleoni y cols., 2009).

Grado de diferenciacion

El grado de diferenciacion histoldgica es considerado como factor prondstico
establecido (ver el apartado 1.2.1.1.4. de la Introduccidn), afirmandose que aquellos
tumores con un grado 3 tienen un peor prondstico. El valor predictivo de este marcador
también ha sido estudiado, habiéndose relacionado a los tumores mas indiferenciados
(grado 3) con una mayor quimiosensibilidad (Hanrahan y cols., 2005; Prisack y cols.,
2005).

Dentro de los grandes ensayos clinicos de neoadyuvancia, no todos hacen referencia
al valor predictivo del grado histoldgico. En el estudio ECTO las tasas de RPc en las
pacientes con grado histolégico 3 fueron del 30 % frente a un 19 % en las paciente con
grado histologico 1-2 (p= 0,006) [Gianni y cols., 2005]. En el analisis multivariante del
GEPARDUO, el grado 3 destac6 como factor predictivo independiente para alcanzar la
RPc (21,4 % vs 5,5 %, p = 0,0001) [von Minckwitz y cols., 2005]. De igual forma, el
estudio GEPARTRIO destacaba el valor predictivo del grado 3 frente al 1-2, tanto en
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analisis univariante (28,1 % vs 13 %, p < 0,0001), como en el multivariante (29,6 % vs
13,4%, p <0,0001) [Huober y cols., 2010].

Nuestros resultados coinciden con lo descrito en la literatura. De las 91 pacientes en
las que se evaluo6 el grado de diferenciacion histoldgica, las pacientes con mayor grado
histologico respondieron mejor al tratamiento y tuvieron unas tasas més altas de RPc
(p<0,001).

Marcador de proliferacion Ki 67

El marcador de proliferacion Ki 67 cada vez cuenta con mas peso como valor
prondstico en el cancer de mama (ver el apartado 1.2.1.2.1. de la Introduccion). Dos
recientes metaanalisis han reportado una asociacion entre la alta expresion de Ki 67 y un
aumento de riesgo de recaida y muerte en el cancer de mama (De Azambuja y cols.,
2007; Stuart-Harris y cols., 2008).

Con respecto al valor predictivo, el Ki 67 no ha sido estudiado en los grandes
ensayos clinicos prospectivos basados en antraciclinas y taxanos, posiblemente porque
se trata de un marcador mas reciente y su valor pronostico, aunque reconocido, esta
pendiente de una completa implantacion (Weigel y Dowsett, 2010).

En un estudio fase Il publicado recientemente, 46 mujeres recibieron un régimen de
quimioterapia basado en antraciclinas y taxanos. La alta expresion de Ki 67 (punto de
corte 15 %) se relacioné de forma significativa con una mayor tasa de RPc (Sanchez
Roviray cols., 2012).

Los resultados de los diferentes estudios retrospectivos que hablan del valor
predictivo de este marcador, describen mayores tasas de respuestas en aquellas
pacientes con indices de proliferacion altos. Petit y cols., 2004, ademas, describieron en
el analisis multivariante que la ausencia de receptores hormonales y Ki 67 > 20% eran
predictivos de respuesta clinica completa. De igual forma, Burcombe y cols., 2005,
encontraron en su estudio de 118 pacientes tratadas con 6 ciclos de quimioterapia
neoadyuvante basada en un esquema con antraciclinas, que los tumores que mostraban
una reduccién > 75 % en el indice de proliferacion tras el tratamiento, tenian mas
probabilidades de alcanzar una RPc (77,8 % versus 26,7 %, p = 0,004), que fueron del 8
%.

Nuestros resultados coinciden con estas premisas; de las 94 pacientes en las que se
evalud el marcador, la tasa de RPc en las pacientes con Ki 67 > 20 % fue de 33,9 % vs
3,6 % en pacientes Ki 67 < 20 % (p < 0,001). Del grupo de pacientes que alcanzaron en
nuestro estudio la RPc, el 95 % expresaban un Ki67 > 20 %.

Sin embargo, en otros estudios mas antiguos los resultados al respecto han sido méas
contradictorios, sin un claro consenso y dejando dudas a cerca del punto de corte
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correcto o la influencia que habria tenido la adicion de taxanos al tratamiento (Colleoni
y cols., 1999; Sjostrom, 2002; Faneyte y cols., 2003).

Estatus Her2

El receptor de membrana Her2 estd sobreexpresado en un 15-25 % de las pacientes
con cancer de mama, y esta sobreexpresion estd asociada a un peor pronostico y una
menor supervivencia (Portera y cols., 2007) [ver el apartado 1.2.1.1.6. de la
Introduccion].

Para discutir el valor predictivo de respuesta del Her2 hay que diferenciar dos etapas
conceptuales: antes y después del uso de trastuzumab, asociado a la quimioterapia
neoadyuvante.

En la era pre-trastuzumab, no son muchos los ensayos prospectivos que han hablado
a cerca del valor predictivo del Her2. Esto puede ser explicado por el pequefio tamafio
de la muestra al diagnostico, heterogeneidad de su valoracion y métodos empleados, y
sobre todo, los distintos puntos de corte usados en los diferentes estudios.

En el ensayo GEPARTRIO, aunque las tasas de RPc eran mas altas en las pacientes
Her2+, no se vio6 una relacion significativa (Huober y cols., 2010). Sin embargo, de este
mismo estudio, von Minckwitz y cols., 2011, estudiaron en 688 pacientes el valor
predictivo de la enzima poliadenosin difosfato-ribosa polimerasa (PARP), ademas de las
variables conocidas. En al analisis multivariante los subgrupos que demostraron una
asociacion significatica con mayores tasas de RPc fueron los de edad menor de 50 afios,
receptores hormonales negativos, Her2+ y la sobreexpresion de PARP.

El estudio fase Il japonés JBCRGO1 (ver el apartado 1.5.3. de la Introduccién) de
neoadyuvancia basada en el esquema FEC seguido de docetaxel, demostré tras el
analisis multivariante, la sobreexpresién de Her2 como el Unico factor independiente
predictivo de respuesta (Toy y cols., 2008). En el posterior fase Il que publicaron con el
mismo tratamiento pero cambiando la secuencia del mismo, es decir, docetaxel seguido
de FEC (estudio JBCRGO03), las tasas de QRPc eran mas bajas en pacientes Her2+ (37
%) que en las Her2- (52,8 %), por lo que los autores han sugerido el posible beneficio
de iniciar el tratamiento con antraciclinas en el subgrupo Her2+ (Iwata y cols., 2010).

Con respecto a los estudios retrospectivos sin trastuzumab, en la mayoria de ellos,
no se ha objetivado relacion entre el estatus Her2 y la respuesta a la quimioterapia
(Barret-Lee, 2005; Colleoni y cols., 2008).

Uno de los que indicaba la existencia de una correlacion entre la respuesta tumoral y
el estatus Her2 en quimioterapia neoadyuvante basada en antraciclinas, fue publicado
por Petit y cols., en 2001. Este estudio evalud 64 pacientes que recibieron quimioterapia
basada en el esquema FEC, utilizando dos dosis diferentes de antraciclina: 50 mg/m2 o
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100 mg/m2. Los autores concluyeron que bajas dosis de antraciclinas y la
sobreexpresion de Her2, predecia una menor tasa de respuestas, mientras que las altas
dosis de tratamiento y la sobreexpresion de Her2 producia una mayor tasa de respuestas.
Sin embargo, en un estudio posterior del mismo grupo, no se encontré relacion entre el
estatus Her2 y la respuesta al tratamiento, utilizando también el esquema FEC con
antraciclinas a 100 mg/m2 (Petit y cols., 2004).

Un afio mas tarde, Burcombe y cols., 2005, publicaron un trabajo retrospectivo con
118 pacientes que recibieron quimioterapia neoadyuvante basada en antraciclinas, en el
que analizaron posibles marcadores predictivos de respuesta. En el caso del Her2 no
encontraron ninguna relacion entre el estatus basal del gen y la respuesta al tratamiento.
Los autores apuntaron cierta tendencia de mayor respuesta en las pacientes que
sobrexpresaban Her2, justificando la no significacion por las bajas dosis de antraciclinas
administradas (60 mg/m?), si bien tampoco se objetivé una relacién entre las Her2 — y
una menor respuesta.

En otro estudio retrospectivo, publicado posteriormente por Guarneri y cols., 2006,
de 1731 pacientes, de las cuales el 91 % recibi6 un esquema de quimioterapia
neoadyuvante basada en antraciclinas y en el 66 % ademas, se afiadié un taxano. Los
resultados mostraron una relacion estadisticamente significativa positiva entre Her2+
(definido como 3+ por inmunohistoquimica), receptores hormonales negativos y la tasa
de RPc.

El beneficio de trastuzumab asociado a la quimioterapia en el tratamiento
neoadyuvante de las pacientes Her2+ ha quedado patente en dos ensayos prospectivos
aleatorizados (ver el apartado 1.5.5. la de Introduccion), que junto a otros trabajos, ha
dado tasas de RPc que van desde el 18 % al 65 %, lo que hizo que su uso se incluyese
dentro de las recomendaciones de las guias de consenso internacionales (Kaufmann y
cols., 2006).

Curiosamente, en un estudio retrospectivo, 199 pacientes con receptores hormonales
positivos y con la expresién de Her2 amplificada obtuvieron un beneficio significativo
con la adicion de trastuzumab a los taxanos en términos de RPc. Sin embargo, aquellas
pacientes con receptores hormonales negativos y Her2+ tenian tasas similares de RPc
con o sin trastuzumab (Peitenger y col., 2008; Peitenger y cols., 2008).

De las 95 pacientes de nuestro estudio, se valord la expresion del Her2 en 92. De
éstas, 20 (21%) fueron Her2 +. Al estudiar la posible relacion con el grado de respuesta
al tratamiento, vimos que las pacientes que sobreexpresaban el receptor en sus tumores
tenian una tendencia significativa a responder mejor al tratamiento (grado de MP 1-3 vs
4-5, p = 0,010). Sin embargo no encontramos una relacion significativa con la RPc (p=
0,348). Con respecto a nuestro trabajo, habria que sefialar que sélo 13 de las 20
pacientes Her2 + recibieron trastuzumab, asociado al tratamiento quimioterapico, por lo
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que la interpretacion de nuestros resultados respecto al valor predictivo del Her?2 tiene
que ser cautelosa.

Fenotipos moleculares

La clasificacion molecular de los tumores de mama ha servido para establecer varios
subtipos que cuentan con diferente pronostico. Los principales grupos moleculares y de
mejor a peor pronostico son: Luminal A (RE+/RP+, Her2-), Luminal B (RE+, RP+/-,
Her2 +), Basal (RE-/RP-/Her2-, con perfil génico de célula basal / mioepitelial: CK
5/6+, CK 14+, p63+ y EGFR+) HER2 (RE-/RP-/Her2+), y todo negativo (RE-/RP-
/Her2-, CK 5/6-, CK 14-, p63-) [Perou y cols., 2000; Cheang y cols., 2008] (ver el
apartado 1.2.1.3.4. de la Introduccion).

Aunque el método original para definir estos subtipos moleculares fue el uso de
microarrays de ADN para valorar la expresion geénica, trabajos posteriores han
demostrado que un panel de 3-5 marcadores y técnicas de inmunohistoquimica podrian
ser suficientes para tipificar el cancer de mama (Nielsen y cols., 2004; Kim vy cols.,
2010).

Parece ser que estos subtipos moleculares, ademas de un valor pronéstico, cuentan
con un importante papel como factor predictivo de respuesta a la quimioterapia,
asociandose los subtipos triple negativo y Her2+/RE- con una mayor probabilidad de
alcanzar una RPc comparado con los subtipos luminal (Desmedt y cols., 2008).

El ensayo prospectivo GEPARTRIO (Huober y cols., 2010), arrojé unas tasas de
RPc del 38,9 % en el fenotipo triple negativo. El ensayo japonés fase 11 JBCRGO1
habla de tasas de QRPc del 67 % en fenotipo Her2+/RE- y del 35 % en Her2-/RE-,
frente al 33 % en el fenotipo luminal B y del 13 % en luminal A (Toi y cols., 2008). En
el otro fase Il japonés JBCRGO3 las pacientes con fenotipo triple negativo, en las que
no se observo ningun grado 4 de regresion, por lo que no se podia hablar de tasas de
QRPc, sino de RPc, que fueron las més altas (48 %), sequidas del fenotipo Her2
(Her2+/ RE-/RP-, 29 % de RPc y 36 % de QRPc), luminal B (Her2+/RE+ y/o RP+, 19
% de RPc y 38 % de QRPc) y luminal A (Her2-, RE+ y/o RP+, 13 % de RPcy 19 % de
QRPc) [Iwata y cols., 2011].

Nuestros resultados coinciden con estas afirmaciones en los dos tipos de perfiles que
utilizamos para catalogar el fenotipo molecular (ver el apartado 1V.2.1. de Material y
Métodos). Las tasas de RPc variaban de forma significativa en funcion del fenotipo
molecular de los tumores. Asi, en el perfil 1 se objetivaron tasas de RPc del 52,6 %
(triple negativo), 31,6 % (HER2), 15,8 % (luminal B) y 0 % (luminal A), p < 0,001. En
el caso del perfil 2 también se objetivaron mayores tasas de RPc en el subgrupo triple
negativo (52,6 %), con respecto a los otros que presentaron las mismas tasas de RPc
(15,8 %) para los subtipos luminal A, luminal B y HER2, p < 0,001. En el analisis
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multivariante, la variable fenotipo del perfil 1 destacdé como factor predictivo
independiente de respuesta (p = 0,001).

En otros grandes estudios retrospectivos se han obtenido resultados similares a los
nuestros. Liedke y cols., en 2008, publicaron un trabajo que incluyo un total de 1118
pacientes que recibieron un esquema de qumioterapia neoadyuvante basado en
antraciclinas, antraciclinas y taxanos, y taxanos en monoterapia. Las tasas RPc fueron
del 31% (HER2, RE-/Her2+), 22 % (triple negativo, Her2-/RE-), 21 % (luminal B,
RE+/Her+) y 5 % (luminal A, RE+/Her2-).

Actualmente, contamos con un nivel de evidencia suficiente para decir que los
tumores RE+ tienen dos subtipos biolégicos diferentes, que cuenta con valores
predictivos de respuesta distintos, en los casos considerados RH+/Her2- (luminal A) y
RH+/Her2+ (luminal B), que corresponde con el perfil 2 de fenotipo de nuestro estudio.
Houber y cols., 2010, publicaron que dentro de las 2072 pacientes del estudio
prospectivo GEPARTRIO, los tumores luminal B tenian tasas de RPc mas altas que el
luminal A. Estos resultados coinciden con una serie de 116 pacientes del estudio
prospectivo GEPARDUQO publicada por Darb-Esfahani y cols.,, 2009, donde se
objetivaron unas tasas de RPc de 1,8 % en el fenotipo luminal A frente 23,1 % en el
luminal B.

Resultados similares se habian publicado anteriormente en un estudio retrospectivo
de 1731 pacientes de los cuales el 66 % habian recibido un esquema de quimioterapia
neoadyuvante basado en antraciclinas y taxanos y el resto, sélo antraciclinas; las tasas
de RPc fueron del 15 % en el subtipo luminal B frente a 6 % del luminal A (Guarneri y
cols., 2006). En otro estudio similar, pero mas pequefio, de 107 pacientes que recibieron
un esquema de quimioterapia basado en antraciclinas, Carey y cols., 2007, mostraron
que los fenotipos luminal B (RH+/Her2+) tenian tasas de RPc mas altas que los
fenotipos luminal A (RH+/Her2-), y sin embargo, la SLE era peor que en el luminal A,
pero mejor que la de los fenotipos HER2 vy triple negativo.

Nuestros resultados no coinciden en este sentido ya que tanto el fenotipo luminal A
como el B del perfil 2 tenian las mismas tasas de RPc (15,8 %), si bien es verdad que,
como se ha comentado anteriormente, 13 de las 20 pacientes Her2+ de nuestro estudio
recibieron trastuzumab, lo que podria haber influido I6gicamente en los resultados
relacionados con esta variable.

Hay otros estudios que consideran que el indice de proliferacion es el pardmetro mas
indicado para distinguir los fenotipos luminal B de los luminal A (Cheang y cols., 2009;
Hugh y cols., 2009). Se ha sugerido que el marcador de proliferacion Ki 67 podria
distinguir los fenotipos B (mayor expresion de Ki 67) de luminal A (Penault-Llorca y
cols., 2009). Por ello, en nuestro estudio se clasificaron dos perfiles de fenotipo; en el
perfil 1 establecimos los subtipos en relacion al marcador de proliferacion, separandose
el luminal A (Ki 67 < 20 %) del luminal B (Ki 67 > 20 %), encontrandose mayor tasa de
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RPc en este ultimo, lo que tiene sentido, ya que como se ha comentado antes, los
tumores con indices de proliferacion mas altos son més quimiosensibles.

Edad

La mayoria de los trabajos publicados no confirman la edad de las pacientes como
factor predictivo de respuesta. Dentro de los ensayos prospectivos de neoadyuvancia el
unico que ha mostrado una relacion entre la edad de las pacientes y la respuesta
patoldgica ha sido el estudio alemadn GEPARTRIO. Las pacientes < 40 afios tuvieron
unas tasas de RPc del 31 %, frente a un 18, 2 % en las > 40 afios, p < 0,0001; en el
andlisis multivariante, la edad destac6 como factor independiente predictivo de
respuesta (p = 0,0043) [Huober y cols., 2010].

Aunque en nuestro estudio no hemos encontrado una relacion significativa entre la
edad y la RPc, si hemos visto una tendencia hacia una mejor respuesta al tratamiento en
las pacientes mas jovenes (grado de regresion de M&P 1-3 vs 4-5, p = 0,046). Sin
embargo, en otros estudios retrospectivos no se ha encontrado ninguna relacion. Uno de
los més recientes es el publicado por Alvarado-Cabrero y cols., 2009, donde no
encontrd relacion significativa entre las mujeres < 50 afios y la respuesta al tratamiento.

Tamano tumoral

El tamafio del tumor al diagnostico es uno de los factores pronosticos clasicos mas
importante, habiéndose correlacionado con una mayor incidencia de metastasis
ganglionares y una menor supervivencia (ver el apartado 1.2.1.2. de la Introduccion).

El valor predictivo del tamafio tumoral no estd tan claro. Dentro de los ensayos
prospectivos, al igual que en caso anterior, el GEPARTRIO fue el Gnico que encontro
una relacién significativa, arrojando unas tasas de RPc de 21,7 % en los tumores cT1-
cT3 frente a un 12 % en los c¢T4, p = 0,0002; del mismo modo, en el analisis
multivariante, el tamafio tumoral destacé como factor independiente de respuesta (p =
0,0139) [Huober y cols., 2010].

En nuestro estudio no hemos encontrado ninguna relacién entre el tamafio tumoral
al diagnostico de la enfermedad y la respuesta al tratamiento. Son pocos los estudios
retrospectivos que hablan del valor predictivo del tamafio tumoral. Colleoni y cols.,
2008, estudiaron el valor predictivo de varios marcadores en 485 pacientes; no
encontraron relacion entre el tamafio tumoral y la respuesta al tratamiento. En otra
publicacion mas reciente, en 205 pacientes que habian recibido un esquema de
quimioterapia neoadyuvante basado en antraciclinas, se vio que aquellas pacientes cuyo
tumor al diagndstico media < 4 cm tenian mas probabilidad de alcanzar una RPc (p =
0,004) [Alvarado-Cabrero y cols., 2009]. Sin embargo, Jones y cols., 2010, no
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encontraron ninguna relacion entre tamafo tumoral y respuesta en 175 pacientes
tratadas con quimioterapia neoadyuvante.

Estatus ganglionar

La afectacion ganglionar al diagnostico es el factor prondstico independiente mas
importante conocido hasta el momento (ver el apartado 1.2.1.1.1. de la Introduccién).
Sin embargo, el valor predictivo de esta variable es mas cuestionable.

Tanto en los ensayos prospectivos de quimioterapia neoadyuvante basada en
antraciclinas y taxanos, como en estudios retrospectivos, no se han publicado resultados
que relacionen el estado ganglionar inicial y la respuesta al tratamiento. En nuestro
estudio no hemos encontrado una relacion significativa entre estas variables.

Podemos decir que nuestros resultados coinciden con los datos descritos en la
literatura. Parece ser que los factores prondsticos para pacientes que reciben
quimioterapia adyuvante son distintos en relacion a aquellas que reciben quimioterapia
neoadyuvante. Es decir, las pacientes con un alto valor de recurrencia determinados por
el Oncotype Dx 0 MammaPrint ™ tienden a tener una mayor probabilidad de obtener
una RPc (Gianni y cols., 2005; Straver y cols., 2010). En general, la negatividad de los
receptores hormonales es uno de los marcadores predictivos de respuesta mas potentes,
especialmente si se asocia a la negatividad del gen Her2 (Carey y cols., 2007;
Fernandez-Morales y col., 2007). Los tumores bien diferenciados no suelen alcanzar
una RPc, mientras que casi todas las RPc ocurren en pacientes con tumores poco
diferenciados. Las pacientes cuyo tumor tiene una tasa de proliferacion elevada,
determinada por el indice mitético o por Ki 67, presentan una alta tasa de RPc (Ravaioli
y cols., 1998; Parton y cols., 2002; Untch y cols., 2002; Wang y cols., 2002; Archer y
cols., 2003).

Se ha intentado explicar esta paradoja que cumplen algunas variables: factor
prondstico malo y a la vez factor predictivo de buena respuesta. Se sabe que los
fenotipos triple negativo y Her2+/RH- se caracterizan por tener un cluster (grupo) de
genes relacionados con la proliferacion (Sorlie y cols., 2001). Se ha demostrado que
aquellos genes relacionados con altos indices de proliferacion son predictivos de
mayores tasas de RPc tras quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos (Gianni y
cols., 2005).

Por otro lado, algunos autores relacionan este concepto contradictorio con alcanzar
0 no la RPc. Es decir, parece claro que las pacientes triple negativo que reciben
quimioterapia neoadyuvante y no alcanzan una RPc, aunque tengan buena respuesta
clinica, tienen un mal prondstico. Sin embargo, aquellas que alcanzan la RPc parece ser
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que lleva consigo un pronostico excelente, en términos de supervivencia (Carey y cols.,
2007; Liedtke y cols., 2008; Rakha y Ellis, 2009).

El caso contrario ocurre con el fenotipo luminal A. Se sabe que a pesar de su
relativa quimioresistencia, es un grupo que tiene un buen prondstico,
independientemente de la respuesta que hagan con la quimioterapia neoadyuvante;
probablemente por el rescate hormonal postoperatorio de un minimo de 5 afios.. Lo que
no esta claro, debido a la tasa tan baja de RPc en estas pacientes, es si aumentaria el
beneficio de la hormonoterapia adyuvante en los fenotipos luminal A que alcanzen una
RPc, en términos de supervivencia (von Minckwitz y cols., 2005; Guarneri y cols.,
2006; Darb-Esfahani y cols., 2009).

En cualquier caso, alcanzar la RPc parece ser el factor pronostico de supervivencia
mas importante en las pacientes que reciben tratamiento neoadyuvante, por lo que la
busqueda de marcadores predictivos de respuesta sigue siendo uno de los retos mas
ambiciosos para este tipo de pacientes.

HIF-la COMO FACTOR PREDICTIVO DE RESPUESTA A LA
QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE.

El objetivo principal de este estudio fue determinar la expresion de HIF-1a en las
pacientes que recibieron quimioterapia neoadyuvante, para valorar el papel de esta
proteina como factor predictivo de respuesta. Ademas, también investigamos la
sobreexpresion de rutas moleculares y otras proteinas, con el fin de intentar elucidar los
mecanismos relacionados con la activacion y transcripcion de HIF-1a.

En nuestro trabajo, fueron consideradas HIF-1a positivas un 36,8 % de las
pacientes. Estos resultados coinciden con otros descritos en la literatura; asi Bos y cols.,
2004 consideraron un 34 %, Gort y cols., 2006, un 28 %, Yamamoto y cols., 36,8 %,
habiendo utilizado todos ellos, al igual que nosotros, un punto de corte del 5 %. No
obstante, la tasa de positividad en los trabajos que han estudiado el HIF-1a en el cancer
de mama varia desde un 24 % a un 87 %, probablemente debido a los diferentes puntos
de cortes y a los distintos tipos de anticuerpos utilizados en los estudios (Lundgren y
cols., 2007).

Son muy pocos los trabajos que hablen del valor predictivo de HIF-1a en el cancer
de mama. De hecho, solo hay un estudio publicado de quimioterapia neoadyuvante
basada en antraciciclinas y taxanos que haya estudiado la relacion entre la expresion de
HIF-1a y la respuesta al tratamiento (Oliveira y cols., 2011). Se trata de un estudio
prospectivo con 30 pacientes que recibieron epirrubicina y docetaxel como tratamiento
neoadyuvante. De todas las pacientes que alcanzaron la RPc (6 pacientes), el 100 %
eran HIF-1a positivas frente a un 66,7 % en el resto de las pacientes, sin alcanzar
significacion estadistica, probablemente por la muestra tan reducida del estudio. En
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nuestro trabajo, si que encontramos una relacion significativa entre la expresion de HIF-
la y la respuesta al tratamiento quimioterdpico. Pudimos valorar la expresion de HIF-
la en 88 pacientes; de éstas, 18 alcanzaron la RPc, sobreexpresando HIF-1a un 66,7 %
frente a un 32, 9 % en las pacientes que no alcanzaron la RPc (p = 0,014). Es decir,
aquellas pacientes que sobreexpresaban HIF-1o eran mas quimiosensibles y tenian una
mayor probabilidad de alcanzar una RPc. Nuestro trabajo, aunque se trata de una serie
retrospectiva, es el primer estudio que ha demostrado una relacion significativa entre la
expresion de HIF-1a y la respuesta al tratamiento neoadyuvante, basado en el
tratamiento estandar establecido en la actualidad.

Hay otros dos estudios que han evaluado el valor predictivo de HIF-1a. EI primero
se trata de un ensayo clinico fase Il con 211 pacientes diagnosticadas de cancer de
mama estadio T2-4 NO-1, que fueron aleatorizadas para recibir tratamiento
neoadyuvante basado en antraciclinas vs antraciclinas mas tamoxifeno (Generali y cols.,
2006; Fox y cols., 2011). Se encontr6 una relacion significativa entre la tasa de
respuestas clinicas y la respuesta al tratamiento, pero s6lo en el brazo de epirrubicina,
asociandose la sobreexpresion de HIF-1a con una menor respuesta clinica (p < 0,004).
Sin embargo, no se encontro relacion estadisticamente significativa entre la tasa de RPc
y la respuesta al tratamiento (p = 0,45), lo que hace mas cuestionables los resultados
anteriores. En el estudio se objetivaron sélo 5 RPc (2,9 %) y los autores destacan que
estas pacientes no expreseban HIF-1a en el tumor o la tincidn era débil. En este estudio
se utilizo la intensidad de tincion para establecer el punto de corte del HIF-1a (negativo:
0, +1 vs positivo: +2); de las 5 pacientes que alcanzaron la RPc, sélo 1 no tenia nada de
tincion, las otras 4 fueron catalogadas como +1. En otros muchos estudios, incluido el
nuestro, el punto de corte se establecio utilizando el porcentaje de células tefiidas (1%,
5% 6 10 %, dependiendo del estudio); por lo tanto, una tincion débil (considerado HIF-
lo. negativo) de este estudio podria ser considerado como positivo en funcion del
porcentaje de células tefiidas para otros autores.

Por otro lado, tal y como se comenta en el apartado 1.6 de la Introduccidn, hasta en
un 50 % de los casos con respuesta clinica completa queda enfermedad residual al
analizar la pieza quirargica (Guarneri y cols., 2006), por lo que no tiene mucho sentido
utilizar este parametro como marcador de respuesta completa. Ademas, es la RPc la que
ha demostrado correlacionarse con mejores tasas de ILE y SG (Abrial y cols., 2005).

Existen datos que sugieren que la hipoxia podria reducir los efectos de algunos
citotoxicos, como las antraciclinas (Doublier y cols., 2012), lo que explicaria la menor
tasa de respuestas clinicas del estudio anterior. Los autores también apuntaron un
incremento en la expresion de HIF-1a tras el tratamiento en las pacientes que recibieron
solo epirrubicina, sugiriendo que este agente puede ser responsable, en parte, de la
induccion de HIF-1a. Ademas, debido a la disminucion de flujo sanguineo que produce
el tratamiento con antraciclinas, se ha postulado que este afecto, ademas de estimular la
expresion de HIF-1a, podria tener relacion con la induccién de VEGF (Minko vy cols.,
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2000; Mollica y cols., 2003). También se ha propuesto que la oxigenacion tumoral
puede verse aumentada con la adicion de los taxanos a las antraciclinas en el tratamiento
neoadyuvante del cancer de mama, al aumentar la presién de oxigeno y disminuir la
hipertension intersticial de las zonas hipoxicas, 1o que podria estar relacionado con una
mayor quimiosensibilidad, al favorecer el flujo del agente citostatico hasta la célula
tumoral (Taghian y cols., 2005). En analisis futuros de nuestra serie podremos ver como
afecta a la expresion de HIF-1a el tratamiento con los dos farmacos.

El otro trabajo que estudio el valor predictivo de HIF-lo estaba basado en
hormonoterapia. Se trata también de un ensayo fase IlI, donde 114 mujeres
diagnosticadas de cancer de mama T2-4 NO-1, RE+ y mayores de 70 afios fueron
aleatorizadas a recibir durante 6 meses letrozol vs letrozol méas ciclofosfamida oral
(Generali y cols., 2009). La sobreexpresion de HIF-1a fue relacionada con menores
tasas de respuesta clinica, sin hacerse referencia a la relacion con las tasas de RPc.

En nuestro estudio, la sobreexpresion de HIF-1a, ademas de ser predictivo de buena
respuesta, se asocié a otras variables clasicas cuyo valor predictivo estd mucho mas
establecido. Encontramos una relacion estadisticamente significativa entre la expresion
de HIF-1a y la negatividad de los receptores hormonales, tanto de estrégenos (p =
0,037) como de progesterona (p = 0,04). En los primeros trabajos de HIF-1a, Bos y
cols., 2001 encontraron una relacion positiva entre la expresion de RE y HIF-1a. En un
estudio con mayor numero de casos realizado por el mismo equipo, se vi0 una
correlacion negativa entre ambas variables, aunque no estadisticamente significativa
(Bos y cols., 2003).

Si bien en algun trabajo no se ha encontrado relacion entre la expresion del RE y la
sobreexpresion de HIF-1a (Schindl y cols., 2002; Gruber y cols., 2004) la mayor parte
de las publicaciones, al igual que nosotros, han relacionado la sobreexpresion de HIF-1a,
con la negatividad de receptores hormonales. Se ha demostrado que la hipoxia
disminuye los niveles de RE y RP en el cancer de mama, probablemente a través de un
incremento de la degradacion proteosomal de los receptores y una disminucion en la
activacion de la transcripcion de los receptores (Kurebayashi y cols., 2001; Kronblad y
cols., 2006; Yamamoto y cols., 2008), lo que sugiere una relacion entre la expresién de
HIF-1o y la resistencia al tratamiento hormonal, como ocurre en el trabajo de
neoadyuvancia basado en terapia hormonal, comentado anteriormente (Generali y cols.,
2009). La pérdida de receptores hormonales, que se relaciona con tumores mas
agresivos, puede se consecuencia de la sobreexpresion de HIF-1a, ya que la negatividad
de los receptores hormonales esta asociada al crecimiento tumoral, lo que podria
favorecer la aparicion de areas hipoxicas, y en consecuencia, la expresion de HIF-1a
(Trastour y cols., 2007). Por otro lado, se sabe que algunos tumores que sobreexpresan
HIF-1a, son receptores hormonales positivos, por lo que se ha sefialado a factores de
crecimientos responsables de la activacion de HIF-1a, como via alternativa de
activacion, en condiciones de normoxia (Kronblad y cols., 2006).
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También hemos encontrado relacion positiva, estadisticamente significativa entre la
expresion de HIF-1a y el marcador de proliferacion Ki 67 (p < 0,001). Estos resultados
coinciden con los resultados descritos en la literatura (Kronblad y cols., 2006;
Yamamoto y cols., 2008; Bos y cols., 2003). Una de las principales cuestiones al
respecto que aun no esta claro es si la activacion de HIF-1a es causa o consecuencia de
la proliferacion tumoral. La explicacion a este segunda hipotesis asume que la velocidad
de crecimiento de las células tumorales es mayor que la del desarrollo de los vasos
sanguineos, lo que conlleva una disminucion en el suministro de oxigeno, y ésta, a su
vez, a cambios adaptativos relacionados con la necrosis, que promueve la formacién de
nuevos vasos. Debido al papel que juega el HIF-1a en la angiogénesis, se ha sugerido
que el mayor indice proliferativo de las células tumorales provocaria la activacion de
HIF-1a. Por otro lado, se sabe que HIF-1 a, no sélo se expresa en areas de necrosis, y
que su activacion podria estar influenciada por la activacion de oncogenes (como
HER?2), genes supresores de tumores (como PTEN) o factores de crecimiento (como
IGF); todos estos mecanismos, a su vez, han sido relacionados con la estimulacion de la
proliferacion (Bos y cols., 2004).

Aunque el grado de diferenciacién del tumor tiene que ver con el indice de
proliferacion, su relacion con el HIF1-o parece ser que es algo méas controvertida. En
general, en la mayoria de los trabajos publicados, se ha relacionado la expresion de
HIF1-a en el cancer de mama con un mayor grado histoldgico, es decir, con tumores
poco diferenciados (Bos y cols., 2001; Bos y cols., 2003; Vleugel y cols., 2005;
Kronblad y cols; Trastour y cols., 2007). Nuestros resultados coinciden también con
estas afirmaciones; los tumores que sobreexpresaban HIF-1a, tenian significativamente
una menor diferenciacion, es decir, una mayor puntuacion en la clasificacion de Scarff-
Blonn-Richarson (ver el aprtado de la Introduccion 1.2.1.1.4.) [p= 0,004]. Se considera
qgue la hipoxia induce alteraciones genéticas, permitiendo a las células tumorales
adaptarse a dichas condiciones. Tales alteraciones genéticas promueven cambios
morfoldgicos tanto en la célula en si, como en su nucleo, dando lugar a células
tumorales mas indiferenciadas (YYamamoto y cols., 2008). Por otro lado, también se ha
relacionado los tumores pocos diferenciados con la presencia de zonas necrdticas en el
cancer de mama (Tomes y cols., 2003). Curiosamente, en dos trabajos donde se estudio
la relacion entre HIF1-o0 y cancer de mama, en los cuales todas las pacientes se
sometiron a cirugia como primer tratamiento y todas tenian ganglios efectos, no se
encontrd relacion entre el grado de diferenciacion de los tumores y la expresion de HIF-
la (Schind y cols., 2002; Gruber y cols., 2004). En el estudio de Kronblad y cols., 2006,
en el grupo de los tumores con grado de diferenciacion 1-2, la expresion de HIF-1a se
correlacind con un menor ILE, cosa que no ocurria en los tumores que expresaban HIF-
lo y tenian un grado de diferenciacion 3; de hecho, cuando se analizo el subgrupo de
pacientes con tumores grado 1-2, la sobreexpresion de HIF-1a fue el Unico marcador
prondstico independiente, reconociendo el valor prondéstico de HIF-1a en un grupo de
pacientes que en principio tendria mejor prondstico.
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Otro de los factores con valor pronostico y predictivo en el que se ha estudiado su
relacion con el HIF-1a ha sido Her2. La asociacion entre ambas variables parece ser
algo controvertida; nosotros no hemos encontrado relacion entre ambas variables, al
igual que en otros trabajos que lo han estudiado (Schindl y cols., 2002; Chen y cols.,
2006; Generali y cols., 2006; Oliveira y cols., 2011). En algunas publicaciones se ha
encontrado una relacion positiva entre la expresion de Her2 y HIF-1a (Bos y cols.,
2001; Bos y cols., 2003; Kronblad y cols., 2006; Yamamoto y cols., 2012), habiéndose
relacionado la mayor agresividad de Her2+ con su capacidad de activar a HIF-1a, a
través de la ruta PI3K, sugiriéndose que la interaccién entre HIF-1o. y Her2 juega un
papel importante en la progresion del cancer de mama, independiente de los niveles de
hipoxia (Zhong y cols., 2000; Laughner y cols., 2001; Giatromanolaki y cols., 2004).
Con respecto a esto Ultimo, Bos y cols., 2003, sefialaron que aunque habia una relacion
positiva entre Her2 y HIF-1a, encontraron un porcentaje mas alto de tumores que
sobreexpresaban HIF que tumores Her2 +, lo que sugeria la existencia de otra via,
probablemente hipoxica, de activacion de HIF-1a. Por Gltimo, van der Groep y cols.,
2008, observaron una relacion negativa entre la expresion de HIF-1a y Her2 en 30
tumores de mama hereditarios; el 96 % de los tumores que sobreexpresaban HIF-1a
eran Her2-.

Por ultimo dentro de los marcadores conocidos, el tamafio tumoral, también se ha
intentado relacidnar con la expresion de HIF-1o. En algunos trabajos la expresion de
HIF-1a se ha asociado de forma significativa con tumores de mayor tamafio (Kronblad
y cols., 2006; Yamamoto y cols., 2008). Parece ser que las células cancerosas de los
tumores de mayor tamafio estdn mejor adaptadas para sobrevivir al dafio hipoxico,
sobreexpresando proteinas citoprotectoras como el HIF-1a (Wincewicz y cols., 2009).
Nosotros no hemos encontrado relacion significativa entre el tamafio del tumor al
diagnéstico y la expresion de HIF-1a, al igual que la mayoria de los que han estudiado
la relacion entre ambas variables (Chia y cols., 2001; Schindl y cols., 2002; Bos y cols.,
2003; Giatromanolaki y cols., 2004; Gruber y cols., 2004; Vleugel y cols., 2005; Chen y
cols., 2006; van der Groep y cols., 2008; Oliveira y cols., 2011).

A pesar de lo pocos trabajos publicados sobre el valor predictivo de HIF-1a y los
resultados contradictorios que hay al respecto, consideramos que nuestros resultados
son coherentes, en base a varias premisas. Por un lado, el valor prondstico negativo de
HIF-1a si que esta mas establecido y como se ha dicho anteriormente, algunas variables
cumplen la paradoja de factor pronostico malo y a la vez valor predictivo de buena
respuesta. Por otro lado, hemos encontrado relacion con otras variables cuyo valor
predictivo esta mas definido, como la negatividad de los receptores hormonales,
positividad de Ki67, tumores mas indiferenciados, que, ademas de predecir mayores
tasas de RPc, estan relacionadas todas ellas con un ambiente hipoxico, que favorece la
estabilizacion de HIF-1o (Figura 1).
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Figura 1. Regulacion de HIF-1o dependiente de las concentraciones intracelulares de
oxigeno.

En nuestro trabajo, intentamos averiguar si la activacion de HIF-1a era
independiente de las concentraciones tisulares de oxigeno, por lo que estudiamos las
rutas moleculares que han sido relacionadas con esta situacion (ver el apartado de la
Introduccion 111.1.2.1.).

Uno de los receptores de membrana relacionado con la activacion de HIF-1a es el
EGFR (ver el apartado de la Introduccion 111.1.2.1.). En el cancer de mama el porcentaje
de expresion de EGFR varia de unas series a otras, entre un 11,3 % y 91 % (Tsutsui y
cols., 2002; Suo y cols., 2002; Witton y cols., 2003; DiGiovanna y cols., 2005; Gee y
cols., 2005; Park y cols., 2007; Tzaida y cols., 2008; Gori y cols., 2009). Bos y cols.,
2005 encontraron una relacion significativa entre la expresion de EGFR y HIF-1a,
relacionando la activacion de EGFR con la molécula TGF-a. No hay otros trabajos que
hayan demostrado la asociacion entre EGFR y HIF-1a en el cancer de mama, por lo que
parece una linea interesante de investigacion. Nosotros no encontramos sobrexpresion
de EGFR en ninguna de las pacientes del estudio (siendo los controles externos
positivos), por lo que consideramos que debe haber otros receptores tirosina-kinasa con
capacidad de inducir la actividad transcripcional de HIF-1a en condiciones de
normoxia.
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Una vez estimulado el receptor de membrana, son multiples las vias de sefializacion
intracelular que trabajan de forma paralela y/o a través de interconexiones entre ellas,
que promueven la sintesis de HIF-1a en condiciones de normoxia. Entre ellas destaca la
via PI3BK/AKT/mTOR y la via RAS/RAF/MAPK.

Con respecto a la primera via, nosotros hemos encontrado pAKT sobreexpresado en
un 60 % de los casos, lo que coincide con los resultados de otros trabajos publicados
que han estudiado la expresion de pAKT por inmunohistoquimica en el cancer de mama
(Gort y cols., 2006; Gori y cols., 2009); no obstante, el porcentaje de sobreexpresion
varia mucho de unos trabajos a otros, desde un 15 % (Andre y cols., 2008) a un 91 %
(Generali y cols., 2008), probablemente debido a los diferentes puntos de corte
establecidos en las diferentes publicaciones.

Solo hay un trabajo que haya estudiado la relacidn entre la expresion de HIF-1a y
pAKT por inmunohistoquimica en el cancer de mama. Gort y cols., 2006, a través de la
técnica TMA e inmunohistoquimica, estudiaron en 95 pacientes la sobreexpresion de
estas dos proteinas, concluyendo que la baja expresion de pAKT se correlacionaba de
forma significativa con la baja expresién de HIF-1a. En nuestro trabajo no hemos
encontrado relacion entre ambas moléculas, si bien el punto de corte utilizado para el
HIF-1a coincide con el de la publicacion mencionada, pero no asi en el caso de pAKT,
que utilizaron un método de valoracion semicuantitativo a partir del porcentaje de
células tefiidas y la intensidad de tincion; nosotros utilizamos un punto de corte del 10
% de células tefiidas, basandonos en articulos publicados anteriormente (Tokunaga y
cols., 2006; Andre y cols., 2008; Gori y cols., 2009; Yu y cols., 2010).

El valor predictivo de pAKT a la quimioterapia estandar del cancer de mama es
poco conocido; sélo en un trabajo con 44 pacientes que recibieron un esquema de
quimioterapia neoadyuvante basado en antraciclinas y taxanos mas trastuzumab (todas
las pacientes eran Her2+) se ha estudiado la relacion de la expresion de pAKT vy las
tasas de RPc, sin encontrarse relacion entre ambas variables (Yonemori y cols., 2008).
Estos resultados coinciden con los que hemos encontrado en nuestro trabajo, donde
tampoco hemos encontrado relacion entre la sobreexpresion de pAKT y la respuesta al
tratamiento primario.

La otra via relacionada con la activacion del HIF-1a es la RAS/RAF/MAPK. En
nuestro estudio hemos visto un porcentaje de sobreexpresion similar a la otra via,
detectando un 64,2 % de positividad para pMAPK. Estos resultados coinciden con los
de otros estudios publicados anteriormente (Gee y cols., 2001; Kronblad y cols., 2005).
Sin embargo, al igual que ocurria con la expresion de pAKT, el porcentaje de
sobreexpresion de pMAPK, varia desde un 26,8 % (Song y cols., 2010) a un 90 %
(Adeyinkay cols., 2002).

No hemos encontrado relacion significativa entre la sobrexpresion de HIF-1a y
PMAPK. Son pocos los trabajos que hayan estudiado la relacion entre ambas proteinas
utilizando técnicas de inmunohistoquimica. Kronblad y cols., 2005., estudiaron con esta
técnica la expresion de pMAPK y HIF-1a en 21 muestras de carcinoma ductal de mama
in situ, encontrado una relacion positiva entre la expresion de ambas moléculas; los
autores destacaron la sobreexpresion de pMAPK en zonas menos hipoxicas. En otro
trabajo, utilizando otras técnicas diferentes a la inmunohistoquimica, los autores
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sugirieron que HIF-1a, al ser una proteina citosélica degradada rapidamente por el
proteosoma, y las MAPKs al ser kinasas de actividad nuclear, no estarian implicadas en
la estabilizacion de HIF-1a en condiciones de hipoxia (Minet y cols., 2000). Por otro
lado, también se ha sefialado que la hipoxia tumoral, ademas de estabilizar a HIF-1a,
también podria favorecer la activacion de la ruta MAPKS, que a su vez produciria la
fosforilacion de HIF-1a, produciendose asi un efecto sinérgico de la respuesta mediada
por la activacion de HIF-1a (Richard y cols., 1999; Generali y cols., 2009).

En nuestro trabajo, tampoco hemos encontrado relacion entre la expresion de
PMAPK vy la respuesta al tratamiento quimioterapico neoadyuvante. Sdnchez Rovira y
cols., 2012, no encontraron relacion entre la expresion de pERK y la tasa de RPc en 46
pacientes que recibieron quimioterapia neoadyuvante basada en antraciclinas y taxanos,
en un ensayo prospectivo fase Il. Massida y cols., 2010 estudiaron el valor predictivo
de varias moléculas en 53 pacientes con cancer de mama, que recibieron quimioterapia
neoadyuvante con antraciclinas, encontrdndose una relacion significativa entre la
sobreexpresion de pERK1-2 y menor tasa de RPc. Generali y cols., 2009, demostraron
que la sobreexpresion de pMAPK estaba relacionada con la resistencia al tratamiento
hormonal en 114 pacientes con cancer de mama localmente avanzado que recibieron
letrozol durante seis meses como tratamiento neoadyuvante. Anteriormente ya se habia
demostrado que, aunque inicialmente el tratamiento hormonal con inhibidores de la
aromatasa era capaz de frenar el crecimiento tumoral, después de un tiempo de
exposicion se producian resistencias al farmaco, que podrian estar relacionadas con la
activacion de la ruta MAPK (Gee y cols., 2001; Jelovac y cols., 2005).

A raiz de nuestros resultados, dada la ausencia de relacion entre la sobreexpresion
de HIF-1a y las rutas moleculares estudiadas (via AKT y MAPK), podriamos pensar
que la activacion o estabilizacion de HIF-1a estd mas relacionada con un ambiente
hipéxico de la célula tumoral, si bien también cabria la posibilidad de pensar en la
existencia de alguna otra ruta diferente a AKT y MAPK, capaz de poner en marcha la
actividad transcripcional de HIF-1a.

Ya sea a través de estabilizacion en condiciones de hipoxia, o de activacién, en
normoxia, la transcripcion de HIF-lo da lugar a una gran variedad de genes
relacionados con la proliferacion y supervivencia de la célula tumoral (ver el apartado
111.1.3. de la Introduccién).

Uno de los genes relacionados con la actividad transcripcional de HIF-1la y que
hemos estudiado, es el VEGF-A o VEGF (ver el apartado de la Intoduccién 111.1.3.1.).
En nuestro trabajo encontramos que esta proteina se encontraba sobreexpresada en un
28,4 % de los casos, porcentaje mas bajo que en la mayoria de los estudios publicados
(Fuckar y cols., 2006; Bluff y cols.,2009; Wang y cols., 2010). El anticuerpo utilizado
en nuestro estudio era de tipo monoclonal, a diferencia de la mayor parte de los trabajos
publicados, los cuales han utilizado un anticuerpo policlonal. Esto podria explicar estas
diferencias en la tasa de expresion de VEGF entre nuestro trabajo y las publicaciones al
respecto, ya que los anticuerpos monoclonales se caracterizan por una mayor
especificidad, respecto al policlonal (Granville y cols., 2005).
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No hemos encontrado relacién entre la expresion de HIF-1a. y VEGF-A. Son pocos
los trabajos publicados que hayan estudiado la relacién entre ambas proteinas, por
técnicas de inmunohistoquimica, en el cancer de mama. Recientemente, Wang y cols.,
2011 estudiaron en 117 pacientes la expresion de HIF-1a (27,4 %) y VEGF (82,9 %),
encontrdndose una relacion positiva significativa entre ambas proteinas. En un estudio
prospectivo de neoadyuvancia, comentado anteriormente, basado en antraciclinas con la
adiciéon o no de tamoxifeno, en 191 mujeres diagnosticadas de cancer de mama
localmente avanzado, los niveles basales de VEGF se correlacionaban
significativamente y de forma positiva, con los niveles basales de HIF-1a (Mele y cols.,
2010). Bluff y cols., 2009, estudiaron la expresion de VEGF-A y HIF-1a en 31
pacientes intervenidas de carcinoma ductal infiltrante. HIF-1a fue considerado positivo
en el 90 % de los tumores, encontrandose una correlacion moderada con la expresion de
VEGF, que era del 100 % (coeficiente de correlacion de Spearman = 0,317, p = 0,001).

Aunque HIF-1o es uno de los més potentes estimuladores de VEGF, se ha visto en
diferentes estudios que algunos tumores de mama que no expresan HIF-1a, si
sobreexpresan VEGF (Bluff y cols., 2009; Wang y cols., 2011). Cada vez hay mayor
evidencia que indica que otras rutas moleculares, independientes de HIF-1a pero en el
contexto de la hipoxia tumoral, estan relacionadas con el control de la angiogénesis en
otro tipo de tumores, como el cancer de colon (Mizukami y cols., 2004), y aunque no
son muchos los trabajos publicados al respecto, parece ser que la ruta RAS/RAF/MAPK
juega un papel importante en todo este proceso (Ryan y cols., 2000; Mizukami y cols.,
2007). En trabajos in vitro de cultivos celulares de cancer de mama se ha demostrado
que VEGF puede inducir la proliferacion a traves de la via MAPK (Liang y cols., 2006).
In vivo, no hay ningun trabajo publicado que haya estudiado la relacion entre la ruta
MAPK y VEGF-A, siendo nuestro estudio el primero en demostrar una relacion entre
ambas proteinas, lo que podria ayudar a elucidar la ruta que sigue la union de VEGF-A
a su receptor, en el proceso del desarrollo de la angiogénesis. Por otro lado, también
podemos decir, que es el primer estudio que investiga la relacién entre HIF-10, VEGF-
A vy la ruta MAPK, y al no encontrar relacion entre las dos primeras, se podria
hipotetizar con una posible relacion entre la transcripcion de VEGF-A y la ruta MAPK,
COMO parece Ser que ocurre en otros tumores.

Se conoce poco sobre el valor predictivo de VEGF-A en el cancer de mama. Yang y
cols., 2008, presentaron los resultados de un estudio con 20 pacientes diagnosticadas de
cancer inflamatorio de mama localmente avanzado, que recibieron tratamiento
neoadyuvante basado en bevacizumab mas quimioterapia con antraciclinas y taxanos.
Las pacientes que sobreexpresaban VEGF-A tenian mayores tasas de respuestas
clinicas, aunque no se aportan datos de la RPc. En una actualizacion de datos de este
estudio, publicada recientemente, con una mediana de seguimiento de 65,9 meses, no se
encontrd relacion estadisticamente significativa entre la expresion al diagnéstico de
VEGF-A, SLE y SG (Yang y cols., 2011).

En el estudio prospectivo de neoadyuvancia fase Ill, comentado anteriormente, los
niveles basales de VEGF no se correlacionaron con la respuesta al tratamiento, ni en el
brazo de epirrubicina, ni en el de epirrubicina mas tamoxifeno; sin embargo, la
sobreexpresion basal de VEGF se relacioné de forma significativa con un menor ILE
(p= 0,047) [Mele y cols., 2010]. En otro estudio, fase IlI, también comentado
anteriormente, 114 mujeres mayores de 70 afios fueron aleatorizadas para recibir
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tratamiento neoadyuvante con letrozol vs letrozol mas ciclofosfamida oral metrondmica.
La expresion basal de VEGF-A no se relacion6 con la respuesta al tratamiento en
ninguno de los dos brazos (Bottini y cols., 2006).

En nuestro trabajo si hemos encontrado una relacion significativa entre la expresion
de VEGF-A vy la tasa de RPc. Las pacientes que alcanzaron una RPc tenian una media
de sobreexpresion de VEGF-A de 10,9 frente a 3,4 en el resto de las pacientes (p =
0,036). Es decir, las pacientes con mayor sobreexpresion de VEGF-A en los tumores
tenian méas probabilidad de alcanzar una RPc. Este es el primer trabajo que ha
demostrado la existencia de una relacion significativa entre la expresion de VEGF-A 'y
la respuesta al tratamiento neoadyuvante, basado en un régimen de quimioterapia
considerado estandar en la actualidad. Ademas, como ya se ha comentado, aquellos
tumores con un mayor grado de diferenciacion, estan relacionados con una mayor
quimiosensibilidad y una mayor tasa de RPc. En nuestro trabajo encontramos una
relacion positiva estadisticamente significativa entre la sobreexpresion de VEGF y los
tumores que expresaban un mayor grado de diferenciacion. La asociacion entre estas
dos variables ya habia sido descrita previamente en algunos trabajos (Al-Harris y cols.,
2008; Safwat y cols., 2009).

La otra proteina relacionada con la actividad trascripcional de HIF-1a que hemos
investigado es la survivina (ver el apartado de la Introduccion 111.1.3.2.). De las 95
pacientes de nuestro estudio, se pudo evaluar la expresion de survivina en 89,
habiéndose considerado como positivas un 68, 4 %. Nuestros resultados coinciden con
los descritos en la literatura, ya que utilizando la técnica de inmunohistoquimica, la
media de sobreexpresion de todos los trabajos publicados es del 65,3 %, con un rango
que oscila entre el 52,2 % y el 90 % (Jha y cols., 2012).

No hemos encontrado relacion significativa entre la expresion de survivina y HIF-
la, lo que nos hace pensar en la existencia de otras posibles vias alternativas de
activacion de esta proteina. Son pocos los trabajos publicados de cancer de mama que
hayan estudiado la relacién entre ambas proteinas. Peng y cols., 2006 demostraron que
la sobreexpresion de HIF-1a estaba relacionada con mayores niveles de survivina en
cultivo de lineas celulares de cancer de mama. Otros estudios in vitro con células
endoteliales han demostrado que las condiciones de hipoxia son capaces de inducir la
expresion de survivina de forma tanto dependiente como independiente de la expresion
de HIF-1a (Conway y 2003). Hasta la fecha, no hay ningun trabajo publicado que haya
estudiado la relacion in vivo de HIF-1a y survivina en el cancer de mama. La relacién
entre ambas proteinas s6lo ha sido estudiada, por inmunohistoquimica, en algunos
tumores, como en el cancer de colon. Fan y cols.,2008, demostraron una correlacion
positiva entre la sobreexpresion de HIF-loo y survivina en 69 muestras de
adenocarcinoma de colon. Otro trabajo publicado con una muestra de 44 pacientes
diagnosticadas de cancer de cérvix, no muestra relacion significativa entre ambas
proteinas, tras ser medida su expresion por técnicas de inmunohistoquimica; de hecho,
un 30 % de los tumores que sobreexpresaban survivina, eran negativos para HIF-1a
(Bache y cols., 2007). EI mismo equipo, un afio mas tarde, publico un trabajo con 34
muestras de cancer de cabeza y cuello, no encontrandose tampoco relacion entre ambas
moléculas (Kappler y cols., 2008).
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En cuanto al valor predictivo de survivina, al igual que ocurre con su valor
prondstico, es bastante controvertido. En nuestro trabajo no hemos encontrado una
relacion significativa entre la survivina y la RPc, pero si con el resto de asociaciones
que hicimos de M&P (asociaciones 1, 2, 4 y 5). Segun nuestros resultados, aquellas
pacientes que eran consideradas positivas en la expresion de survivina, eran mas
resistentes al tratamiento, respondiendo peor a la quimioterapia neoadyuvante. En una
publicacién reciente, en un trabajo prospectivo donde 46 mujeres recibieron
quimioterapia neoadyuvante basada en antraciclinas y taxanos, no se encontro relacion
entre la expresion de survivina y la RPc (Sdnchez Rovira y cols., 2012). Sin embargo,
en otro trabajo publicado también recientemente, los resultados indicaron lo contrario
con una muestra de tamafio pequefio. Petrarca y cols., 2011, estudiaron la expresion de
survivina en 45 pacientes diagnosticadas de cancer de mama que recibieron un
tratamiento neoadyuvante basado en antraciclinas y taxanos. La expresion de survivina
se relaciono de forma significativa con las tasas de RPc; aquellas mujeres que tenian
mayor expresion de survivina tenian mas probabilidad de alcanzar la RPc.

Otro estudio, comentado anteriormente, que evalué el valor predictivo de survivina
fue el publicado por Massida y cols., 2010. Un total de 53 pacientes diagnosticadas de
cancer de mama localmente avanzado (cT4), recibieron un régimen de quimioterapia
neoadyuvante basado so6lo en antraciclinas. No se encontré relacion significativa entre la
sobreexpresion de survivina y las tasas de RPc, ni tampoco con las tasas de respuestas
clinicas. Sin embargo, en el analisis multivariante, tanto la sobreexpresién de survivina,
como las tasas de RPc fueron factores prondsticos independientes, de menor
supervivencia global en el caso de la survivina.

En un estudio japonés con 76 pacientes diagnosticadas de cancer de mama, que
recibieron quimioterapia neoadyuvante con un esquema de antraciclinas y taxanos, se
evalud la sobreexpresion de survivina y su valor predictivo. La baja expresion de esta
proteina se correlacion6 con mayores tasas de RPc (Fuzhong y cols., 2008).

En un ensayo clinico fase Il de neoadyuvancia en cancer de mama, llevado a cabo
por el GEICAM, 63 mujeres recibieron un tratamiento primario de quimioterapia con
antraciclinas y taxanos. De las 63 pacientes del estudio, s6lo se pudo estudiar la
expresion de survivina por inmunohistoquimica en 44, no encontrandose relacion entre
las tasas de RPc y la sobreexpresion de survivina (Estevez y cols., 2009). En otro
ensayo fase Il de neoadyuvancia con antraciclinas y taxanos en 45 pacientes
diagnosticadas de cancer de mama estadio Ill, se estudi6 el valor predictivo de
survivina, observandose mayor resistencia al tratamiento en los tumores que
sobreexpresaban survivina (Gritsko y cols., 2006).

A raiz de nuestros resultados y de la bibliografia publicada podemos decir que el
valor predictivo de la survivina no estd demostrado y los resultados de los que se
dispone hasta ahora son controvertidos. Una de las causas podria ser el pequefio tamafio
muestral con el que cuentan los diferentes trabajos. Otra hipotesis seria la existencia de
distintos splicing de survivina (ver el apartado de la Introduccion 111.1.3.2.) que han
demostrado tener diferentes valores prondsticos. Es posible que estos diferentes splicing
también tengan distintos valores predictivos, aunque las técnicas de
inmunohistoquimica son incapaces de distinguir las distintas variantes de survivina
(Ryan y cols., 2005). Solo hay un estudio publicado hasta la fecha que haya evaluado el
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valor predictivo de las 5 variantes de esta proteina utilizando la técnica PCR a tiempo
real, sin encontrarse relacion significativa entre algunas de las variantes y la respuesta al
tratamiento. Al analizar la razdn de expresion entre las distintas variantes objetivaron
que la razon de survivina 2-a era significativamente mas alta en tumores resistentes al
tratamiento, mientras que la razon de expresion de survivina Ex3 era mas alta en los
tumores quimiosensibles. De todas formas, las 60 pacientes del estudio no recibieron el
mismo tratamiento neoadyuvante: 32 recibieron solo antraciclinas y 28 antraciclinas y
taxanos, lo que podria haber influido en los resultados de busqueda de marcadores
predictivos (Boidot y cols., 2009).

También hemos encontrado una relacion positiva entre la expresion de survivina y
pAKT, pero no con pMAPK lo que nos induce a pensar en la via PI3/AKT, como una
ruta de activacién y/o transcripcion de survivina en el cancer de mama. Son pocos los
estudios que hayan estudiado la relacion entre estas dos moléculas. De hecho, con
técnicas de inmunohistoquimica, no hay ningun trabajo publicado al respecto. Zhang y
Jin, 2010, utilizando la técnica de Western blot, encontraron también una relacion
positiva entre la expresion de survivina 'y pAKT, en 86 pacientes intervenidas de cancer
de mama. Ademas, también se destaca la relacion positiva entre Her2 y survivina,
apuntando la via PI3/AKT, como la ruta intermediaria entre ambas moléculas. Este
estudio apoyaba los resultados de trabajos llevados a cabo en cultivos celulares de
cancer de mama, donde se sefiala que el mal prondstico de las pacientes Her2+ podria
estar justificado, al menos en parte, por su relacion con la survivina (Asanuma y cols.,
2005; Xia y cols., 2006). Nosotros no hemos encontrado relacion entre la
sobreexpresion de Her2 y survivina, por lo que consideramos que podrian existir otros
receptores, relacionados o no con la familia Her, que estuvieran implicados en la
activacion de survivina a través de la via PI3/AKT.

Curiosamente, en nuestro trabajo hemos encontrado una correlacion negativa
estadisticamente significativa entre la expresion de survivina y VEGF-A. Es decir, a
medida que aumentan los niveles de survivina, disminuyen los de VEGF-A. Es
conocida la relacion de survivina con factores conocidos de mal prondstico, como la
negatividad de los receptores hormonales, alto grado histolégico, valores altos del
marcador Ki 67, etc (ver el apartado de la Introduccion 111.1.3.2.). No hay trabajos que
hayan estudiado la relacion de survivina y VEGF-A, mediante el uso de la
inmunohistoquimica. Sin embargo, el estudio con mayor nimero de pacientes, un total
de 420, intervenidas de cancer de mama donde se analizé la relacion de survivina con
VEGF, utilizando la técnica ELISA, encontrd una relacién positiva estadisticamente
significativa con la expresion de VEGF, relacionandose el efecto antiapoptético de la
survivina con la angiogénesis tumoral (Ryan y cols., 2006). Ademas, en nuestro trabajo
la expresién de survivina se ha relacionado positivamente de forma significativa con los
RE, cosa que contradice otros estudios (Span y cols., 2004; Youssef y cols., 2008). Sin
embargo en el trabajo de Brennan y cols., 2008, donde la expresion de survivina por
inmunohistoquimica se asocié con un mejor prondstico, también se encontré una
asociacion positiva con los receptores hormonales. Hubiera sido interesante que en ese
trabajo también se hubiera estudiado la expresion de VEGF para ver si coincidia con
nuestro resultados.
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A la espera de datos mas maduros de nuestra serie que nos permitan evaluar el valor
prondstico de las distintas proteinas, podemos decir que en el caso de que la
sobreexpresion de survivina se relacionara con un mejor pronéstico, como se ha
demostrado en otros trabajos hechos con técnicas de inmunohistoquimica (Kennedy
ycols., 2003; Brennan y cols., 2008) tendria sentido la relacion positiva que hemos
encontrado con los RE (buen prondstico, pero tumores mas quimiorresistentes) y la
relacion negativa con VEGF-A (mayor quimosensibilidad, pero peor prondstico).

Ademas de las relaciones mencionadas, hemos encontrado una asociacion positiva
estadisticamente significativa entre la expresion de survivina y pSTAT3. Hsieh y cols.,
2005, también encontraron una relacion significativa entre la expresion de ambas
moléculas en un estudio con 136 pacientes diagnosticadas de cancer de mama. Nuestros
resultados también coinciden con los publicados por Diaz y cols., 2006, donde 45
mujeres diagnosticadas de cancer de mama recibieron un esquema de quimioterapia
basado en antraciclinas y taxanos, en un ensayo phase Il (Gritsko y cols., 2006). Al
estudiar la sobreexpresion de survivina y de pSTAT3 encontraron una relacion positiva
entre ambas proteinas, y una mayor resistencia de ambas moléculas al tratamiento
quimioterapico. Los autores sugieren que la fosforilacion de STAT3 induce la expresion
de survivina, y que ésta, al inhibir la apoptosis, produciria la resistencia al tratamiento
quimioterapico. Estos resultados también coinciden con los nuestros; al estudiar el valor
predictivo de pSTAT3 encontramos una relacion significativa entre la sobreexpresion de
pSTAT3 y la RPc. Es decir, aquellas pacientes que sobreexpresaban esta proteina tenian
menos probabilidades de alcanzar la RPc, siendo mé&s resistentes al tratamiento.
quimioterapico. No hay otros trabajos que hayan estudiado la relacion de estas
moléculas, por técnicas de inmunohistoquimica en cancer de mama, ni tampoco otros
trabajos que hayan estudiado el valor predictivo de STAT3 en estas pacientes.
Curiosamente, hemos encontrado una relacion positiva entre la sobreexpresion de
pSTAT3 vy el fenotipo luminal A, lo que podria estar asociado al fenémeno de
quimorresistencia. De todas formas, en base a estos resultados consideramos que el
desarrollo de moléculas que inhiban la actividad de STAT3 podrian ayudar a mejorar la
quimiosensibilidad de los tratamientos, en aquellas pacientes que sobreexpresen
survivina en los tumores.

En nuestro estudio hemos visto como algunos genes relacionados con la actividad
transcripcional de HIF-1a, pueden ser activados a través de otras rutas moleculares,
independientes de HIF-1a, como la via PI3BK/AKT/mTOR, en el caso de la survivina y
la via Ras/Raf/MAPK en el caso de VEGF-A. En el primero, el uso de farmacos que
inhibiesen esa via podrian ayudar a favorecer la quimiosensibilidad con el fin de obtener
mayores tasas de RPc.

En general, podemos decir que en nuestra serie la sobreexpresion de HIF-1a se ha
relacionado mas con las condiciones de hipoxia que de normoxia, y que a su vez, su
estabilizacion, ha demostrado tener valor predictivo de buena respuesta al tratamiento
con antraciclinas y taxanos, siendo el primer trabajo en demostrar, de forma
significativa, esta asociacion, por técnicas de inmunohistoquimica.

Por otro lado, las dos grandes plataformas de expresion génica (Mammaprint y
Oncotype) no han incluido este gen dentro de sus paneles de estudio. Ademas, también
hay que tener en cuenta que los niveles de ARNm, utilizado en estas matrices de genes,
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no siempre se correlacionan con los cambios en la expresion protéica. Es decir, la
cantidad celular de proteinas depende no so6lo de la cantidad y la frecuencia de la
transcripcion y traduccion, sino también de la degradacion protéica y de la velocidad de
transporte fuera de la célula. Otro problema es que el tejido utilizado para obtener el
ARNmM puede incluir célular tumorales y células normales, epiteliales y del estroma. Las
técnicas de inmunohistoquimica, al utilizar anticuerpos para detectar proteinas en cortes
tisulares, tiene la ventaja de permitir identificar el tipo celular que expresa la proteina y
la localizacion celular especifica de la misma.

Por todo ello, consideramos que seria interesante confirmar nuestros hallazgos
mediante estudios prospectivos, teniendo en cuenta la necesidad que hay de encontrar
marcadores predictivos de respuesta en el cancer de mama. El conocimiento de estos
marcadores podria ayudar a seleccionar pacientes subsidiarias de recibir tratamiento
neoadyuvante con el objeto de someterse posteriomente a una cirugia mas conservadora,
y a la vez erradicar la enfermedad micrometastasica. Al mismo tiempo se podrian
identificar pacientes que se beneficiarian de un tratamiento quirurgico inicial, evitando
el riesgo a un progreso de la enfermedad durante los meses de un tratamiento
neoadyuvante, con pocas probabilidades de éxito.

Capacidad predictiva del modelo de regresion en base al modelo y variables
utilizadas.

Aunqgue el modelo de regresion automatica es el mas utilizado en la préctica clinica,
en nuestro trabajo hemos visto como el modelo manual mejora la capacidad predictiva
de la prueba (Tabla 1).

Modelo automatico Modelo manual
indice de validez 85,33 % 89,87 %
Sensibilidad 75,00 % 70,59 %
Especificidad 88,14 % 95,16 %
Valor predictivo positivo 63,16 % 80,00 %
Valor predictivo negativo 92,86 % 92,19 %

Tabla 1. Capacidad predictiva de respuesta del modelo automatico y manual de regresion
utilizado en nuestro estudio.

Ademas de estos datos, que son los mas utilizados, la identificacion del mejor
modelo de regresion logistica se realiza mediante la comparacion de modelos utilizando
el cociente de verosimilitud, que en nuestro trabajo indicaba cudntas veces era mas

228



Discusion

probable que el modelo pronosticase una RPc en las pacientes con un grado 5 de M&P
con respecto a las pacientes con grado 1-4. En nuestro modelo, este cociente era
superior en el modelo manual (14,59 vs 6,32), por lo que consideramos que el modelo
de regresion manual es de mayor utilidad que el automatico.

Aunque en el modelo de regresion que hemos utilizado algunas variables no han
demostrado tener valor predictivo significativo independiente, hemos visto como su
inclusion en el modelo manual mejoraba la especificidad y el valor predictivo positivo
de la prueba. Entre estas variables se encuentra el HIF-1o. y STAT3, ambas con valor
predictivo significativo en el modelo univariante.

Si comparamos nuestro modelo predictivo de respuesta con otros publicados en la
literatura, habria que distinguir entre los estudios hechos con las variables clinicas
conocidas, y los modelos predictivos basados en las novedosas plataformas de
expresion génica.

Se sabe que el RE sigue siendo el factor predictivo independiente de respuesta mas
importante, demostrado tanto en ensayos prospectivos como trabajos retrospectivo. Sin
embargo, en las distintas publicaciones, solo hacen referencia a la OR, sin explicar las
variables que han entrado dentro del modelo, ni los pardmetro de S, E, VPP, ni VPN
(Bear y cols., 2003). Lo mismo sucede con la variable fenotipo: aunque cada vez son
mas los estudios que lo incluyen para estudiar el valor predictivo, no se clarifica la
potencia real del test al introducir esta variable en el modelo (Houber y cols., 2010).

La variable OR es un parametro muy importante en cualquier modelo predictivo de
respuesta, ya que en nuestro caso nos indicaba la probabilidad de alcanzar la RPc en
funcién de que se expresara o0 no una variable determinada. Sin embargo, es
imprescindible conocer otros parametros del modelo para poder valorar su utilidad
clinica.

Por un lado, es necesario conocer la validez interna de la prueba, es decir, la
capacidad de pronosticar la probabilidad de tener una RPc, que viene dada por lo
metodologia del disefio y es representada por la S y la E. En nuestro modelo manual
conseguimos una E del 95,16 %, lo que indicaba la alta probabilidad de que el modelo
pronosticara una no RPc en aquellas pacientes que realmente no alcanzasen la RPc.

Por otro lado, también es muy importante conocer si el modelo es aplicable a otras
poblaciones; esto es lo que se conoce como validez externa y esta relacionada con el
VPP y el VPN. En el modelo manual de nuestro estudio hemos obtenido un VPN del
92,19 %, que es la probabilidad de que las pacientes en las que se hubiera pronosticado
que no alcanzaban la RPc, realmente no lo hicieran.

Los trabajos con modelos predictivos basados en perfiles de expresion génica son
pocos explicitos a la hora de definir la capacidad predictiva. Como ya se ha comentado,
las dos plataformas mas utilizadas en la actualidad como factor prondstico son
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Mammaprint y Oncotype y su valor predictivo también ha sido estudiado en ambas
firmas. Con respecto a la firma basada en 70 genes (Mammaprint), en la Unica
publicacién hasta la fecha que evaluaba el papel predictivo de la firma genética,
tampoco se hace referencia a la potencia del test, S, E, VPP, ni VPN (Straver y cols.,
2010) al igual que en trabajo publicado por Gianni y cols., 2005, en referencia a la
plataforma Oncotype de 21 genes.

Un equipo del MDACC estudi6 el valor predictivo de una plataforma basada en 30
genes en pacientes tratadas con antraciclinas y taxanos. En un primer trabajo
retrospectivo estudiaron el potencial predictivo de la plataforma genética frente a
variables clinicas (edad, RE y grado) en 51 pacientes (Hess y cols., 2006) [Tabla 2].

Variables clinicas Plataforma genética
Indice de validez 78 % 76 %
Sensibilidad 61 % 92 %
Especificidad 84 % 71 %
Valor predictivo positivo 57 % 52 %
Valor predictivo negativo 86 % 96 %

Tabla 2. Capacidad predictiva de respuesta de variables clinicas conocidas frente a
perfiles de expresion génica (Hess y cols., 2006).

A pesar de la alta sensibilidad de la firma genética de este trabajo (92 %), el VPP era
bajo, lo que indicaba que bastantes pacientes a los que se les predecia una RPc,
realmente no la alcanzaba. Comparado con nuestro modelo modelo manual, podemos
decir que nuestro test tenia una mayor potencia para predecir la tasa de RPc,
probablemente debido a la inclusion en el mismo de variables clinicas clasicas junto
con determinados genes.

El mismo grupo de trabajo, posteriormente realizé un estudio prospectivo en 109
pacientes que recibieron tratamiento neoadyuvante basado en antraciclinas y taxanos
(Tabchy y cols., 2010). La validez del test arrojo los siguientes resultados: Sy E del 63
%, VPP del 38 % y VPN del 88 %.

Seria interesante conocer, dados los resultados y la posible relevancia en la practica
clinica, la potencia del test de nuestro modelo en un estudio prospectivo. Ademas de la
inclusion de las variables clasicas, puede que el incluir un grupo reducido de genes o
incluso genes aislados ayudaria a obtener un test predictivo de respuesta de mayor
rentabilidad clinica y terapedtica.
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CONCLUSIONES

1.- Lasobreexpresion de HIF-1a es factor predictivo de buena respuesta y de RPc, en
aquellas pacientes que hayan recibido un régimen de quimioterapia neoadyuvante,
basado en antraciclinas y taxanos. Ademas, HIF-1a se relaciona con otras variables
cuyo valor predictivo esta mas establecido, como la negatividad de los receptores
hormonales, menor diferenciacion tumoral, mayor indice proliferativo y el fenotipo
basal. A su vez, todas estas variables estan asociadas a un microambiente tumoral méas
agresivo e hipdxico, por lo que consideramos que la estabilizacion de HIF-1lo esta
directamente relacionado con las condiciones tisulares de oxigeno.

2.- El proceso de activacion y/o transcripcion de VEGF-A esta relacionado con la
ruta molecular Ras/Raf/MAPK, en condiciones de hipoxia, de manera independiente a
la estabilizacion o sintesis de HIF-1a. La sobreexpresion de VEGF-A se relaciona con
tumores mas indiferenciados, ademas de mostrarse también como factor predictivo de
buena respuesta y de RPc al tratamiento quimioterapico neoadyuvante.

3.- El proceso de activacion y/o transcripcion de Survivina estd asociado a la ruta
molecular PIBK/AKT, en condiciones de hipoxia, de manera independiente a la
estabilizacion o sintesis de HIF-1a. Aquellos tumores que sobreexpresan Survivina son
mas resistentes al tratamiento con antraciclinas y taxanos. Dada la asociacion con la via
PIK/AKT, seria interesante estudiar la union de farmacos que inhibieran esta via, al
tratamiento quimioterdpico neoadyuvante, con el fin de mejorar la quimiosensibilidad.
La sobreexpresion de survivina se relaciona con la positividad de los RE y con la
sobreexpresion de STATS3; ésta, a su vez, con el fenotipo luminal A y con una mayor
resistencia al tratamiento quimoterapico neoadyuvante.

4.- Para estudiar la biologia molecular de estos tumores con técnicas de
inmunohistoquica, seria interesante establecer puntos de corte y métodos de valoracién
universales para las distintas proteinas, con el fin de poder comparar de manera mas
objetiva los resultados de los diferentes estudios.
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Tabla 2. Ejemplo de disposicién de los cilindros en un array con sus correspondientes
cadigos de identificacion. Las casillas amarillas corresponden a los casos control. Las
casillas verdes a los puntos de tejido sano, y las casillas blancas a los puntos de

tejido tumoral.

Tabla 3. Anticuerpos empleados en nuestro estudio con sus condiciones de reaccion y
los puntos de corte utilizados, en cada uno de ellos para clasificar las muestras como
positivas o negativas.

RESULTADOS
FIGURAS

Figura 1. Tincion nuclear moderada y en algunas zonas citoplasmatica leve, >5 % de
HIF-1a, en células tumorales. 20x. 40x.

Figura 2. Tincion nuclear y citoplasmatica leve - moderada, > 10 % en células tumorales,
de pAKT. 10x. 20x. 40x.

Figura 3. Tincion nuclear fuerte y citoplasmatica leve-moderada, en células tumorales
>10 % de pMAPK. 10x. 20x. 40x.

Figura 4. Tincion citoplasmatica y nuclear moderada-fuerte en células tumorales, de
VEGF-A. 20x. 40x.

Figura 5. Tincién nuclear fuerte y citoplasmatica leve de células tumorales, > 50 %
de Survivina. 10x. 20x. 40x.

Figura 6. Tincidn nuclear fuerte-moderada de pSTAT3 en células tumorales, > 0
intensidad. 20x. 40x.

Figura 7. Tincidon de membrena negativa de EGFR. 20x.
TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes.
Tablas 2 y 3. Relacion entre la edad y la respuesta al tratamiento.

Tablas 4 y 5. Relacion entre el tamafio tumoral y la respuesta al tratamiento.
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Tablas 6 y 7. Relacion entre la afectacion ganglionar y la respuesta al tratamiento.
Tablas 8 y 9. Relacion entre el grado histoldgico v la respuesta al tratamiento.

Tablas 10 y 11. Relacion entre el marcador Ki 67 (como variable cuantitativa) y la
Respuesta al tratamiento.

Tablas 12 y 13. Relacion entre el marcador Ki 67 (pc > 10 %) v la respuesta al tratamiento.

Tablas 14 y 15. Relacion entre el marcador Ki 67 (pc > 20 %) v la respuesta al tratamiento.

Tablas 16 y 17. Relacion entre los RE (como variable cuantitativa) y la respuesta al
tratamiento.

Tablas 18 y 19. Relacion entre los RE (contaje > 3) y la respuesta al tratamiento.
Tablas 20 y 21. Relacion entre los RE (pc > 10 %) y la respuesta al tratamiento.

Tablas 22 y 23. Relacion entre los RP (como variable cuantitativa) y la respuesta al
tratamiento.

Tablas 24 y 25. Relacion entre los RP (contaje > 3) y la respuesta al tratamiento.

Tablas 26 y 27. Relacion entre los RP (pc > 10 %) vy la respuesta al tratamiento.

Tablas 28 y 29. Relacion entre Her2 y la respuesta al tratamiento.

Tablas 30 y 31. Relacion entre el fenotipo tumoral (Perfil 1) y la respuesta al tratamiento.

Tablas 32 y 33. Relacion entre el fenotipo tumoral (Perfil 2) y la respuesta al tratamiento.

Tablas 34 y 35. Relacion entre la expresion de HIF-1a y la respuesta al tratamiento.
Tabla 36. Relacién entre HIF-1a % 1y las variables cuantitativas del estudio.
Tablas 37 y 38 . Relacion entre HIF-1a % 1y las variables cualitativas del estudio.

Tablas 39 y 40. Relacion entre la variable HIF-1a (+/-) y las variables cuantitativas del
estudio.

Tablas 41 y 42. Relacion entre la variable HIF-1a (+/-) y las variables cualitativas del
estudio.

Tabla 43. Relacién entre HIF-1a % y el resto de proteinas como variables cuantitativas.

Tablas 44 y 45. Relacion entre HIF-1a (+/-) y el resto de proteinas como variables
cualitativas.

Tablas 46 y 47. Relacion entre la expresion de pAKT vy la respuesta al tratamiento.
Tabla 48. Relacién entre pAKT % vy las variables cuantitativas del estudio.

Tablas 49 y 50. Relacion entre pAKT % 'y las variables cualitativas del estudio.
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Tablas 51 y 52. Relacion entre la variable pAKT (+/-) y las variables cuantitativas del
estudio.

Tablas 53 y 54. Relacion entre la variable pAKT (+/-) y las variables cualitativas del
estudio.

Tabla 55. Relacidn entre pAKT % y el resto de proteinas como variables cuantitativas.

Tablas 56 y 57. Relacion entre pAKT (+/-) y el resto de proteinas como variables
cuantitativas.

Tablas 58 y 59. Relacion entre la expresion de pMAPK y la respuesta al tratamiento.
Tabla 60 . Relacion entre pMAPK % vy las variables cuantitativas del estudio.
Tablas 61 y 62. Relacion entre pMAPK % vy las variables cualitativas del estudio.

Tablas 63 y 64. Relacion entre la variable pMAPK (+/-) y las variables cuantitativas
del estudio.

Tablas 65 y 66. Relacion entre la variable pMAPK (+/-) y las variables cualitativas del
estudio.

Tabla 67. Relacién entre pMAPK % y el resto de proteinas como variables cuantitativas.

Tablas 68 y 69. Relacion entre pMAPK (+/-) y el resto de proteinas como variables
cualitativas.

Tablas 70 y71. Relacion entre la expresion de VEGF-A 'y la respuesta al tratamiento.
Tabla 72 . Relacion entre VEGF-A % Y las variables cuantitativas del estudio.
Tablas 73 y74. Relacion entre VEGF-A % 'y las variables cualitativas del estudio.

Tablas 75 y76. Relacion entre la variable VEGF-A (+/-) y las variables cuantitativas del
estudio.

Tablas 77 y 78. Relacion entre la variable VEGF-A (+/-) y las variables cualitativas del
estudio.

Tabla 79 . Relacion entre VEGF-A % y el resto de proteinas como variables cuantitativas.

Tablas 80 y 81. Relacion entre VEGF-A (+/-) y el resto de proteinas como variables
cualitativas.

Tablas 82 y 83. Relacion entre la expresion de Survivina y la respuesta al tratamiento.
Tabla 84 . Relacion entre Survivina % Y las variables cuantitativas del estudio.
Tablas 85y 86. Relacion entre Survivina % y las variables cualitativas del estudio.

Tablas 87 y 88. Relacion entre la variable Survivina (+/-) y las variables cuantitativas
del estudio.
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Tablas 89 y 90. Relacioén entre la variable Survivina (+/-) y las variables cualitativas del 191
estudio.

Tabla 91. Relacion entre Survivina % y el resto de proteinas como variables cuantitativas. 192

Tablas 92 y 93. Relacion entre Survivina (+/-) y el resto de proteinas como variables 192
cualitativas.
Tablas 94 y 95. Relacion entre la expresion de pSTAT3 y la respuesta al tratamiento. 194
Tabla 96. Relacion entre pSTAT3 int y las variables cuantitativas del estudio. 195
Tablas 97 y 98. Relacién entre pSTAT3 % vy las variables cualitativas del estudio. 196
Tablas 99 y 100. Relacion entre la variable pSTAT3 (+/-) y las variables cuantitativas 198
del estudio.
Tablas 101 y 102. Relacidn entre la variable pSTAT3 (+/-) y las variables cualitativas 199
del estudio.

Tabla 103. Relacién entre pSTAT3 int y el resto de proteinas como variables cuantitativas. 199

Tablas 104 y 105. Relacién entre pSTAT3 (+/-) y el resto de proteinas como 200
variables cualitativas.

Tabla 106. Modelo de regresion automatica, como factor predictivo de respuesta al 202
tratamiento.

Tabla 107. Modelo de regresion manual, como factor predictivo de respuesta al tratamiento. 202

DISCUSION
FIGURAS

Figura 1. Regulacion de HIF-1a dependiente de las concentraciones intracelulares de 220
oxigeno.

TABLAS

Tabla 1. Capacidad predictiva de respuesta del modelo automatico y manual de 228
regresion utilizado en nuestro estudio.

Tabla 2. Capacidad predictiva de respuesta de variables clinicas conocidas frente a 230
perfiles de expresion génica (Hess y cols., 2006).
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