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TiTULO

MARCADORES GENETICOS IMPLICADOS EN LOS RESULTADOS CLINICOS A LOS ESQUEMAS
CON TRASTUZUMARB EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA HER2-POSITIVO

INTRODUCCION

En Espafia en 2012, elcéncer de mama fue el cuarto con mayor incidencia (11,7%), y el tercero
en mortalidad (5,9%), por detrds del cancer de pulmén (20,6%) y del cédncer colorrectal
(14,3%).

Aunque durante muchas décadas las diferentes caracteristicas del paciente y del tumor como
la edad, afectacién axilar, tipo histolégico, expresion de receptores (hormonales y HER2), han
servido para la planificacién del tratamiento, no justificaban los comportamientos biolégicos
de la enfermedad.Una nueva clasificacion surgié ante la necesidad de caracterizar a los
tumores cuyos comportamientos eran similares y se definieron 4 subtipos con relevancia
bioldgica y clinica realizando un analisis molecular: luminal A, luminal B, basal-like, HER2-
enriched y normal-like.

Las pacientes con cancer de mama HER2-positivo tratados con esquemas de trastuzumab
tienen buenos resultados clinicos iniciales. En el CM en fase inicial, la adicion de trastuzumab a
la quimioterapia neoadyuvante mejora sustancialmente la supervivencia global (SG) y reduce
el riesgo de recurrencia en un 33%. Del mismo modo, trastuzumab en adyuvancia mejora
sustancialmente la supervivencia libre de enfermedad en un 38% vy la supervivencia global en
un 34% y reduce sustancialmente el riesgo de recurrencia local y a distancia en un 42% y 40%,
respectivamente. A pesar de este efecto beneficioso, muchas pacientes experimentan
resistencia a estos farmacos.

Varios polimorfismos genéticos de ABCB1, HER2 y CCND1 se han propuesto como predictores

potenciales de los resultados clinicos a los esquemas de trastuzumab.
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RESUMEN

HIPOTESIS

“La identificacion de marcadores genéticos en pacientes con cdncer de mama HER2
positivo permite predecir la resistencia al tratamiento con esquemas de trastuzumab ”.
OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la influencia de los polimorfismos genéticos ABCB1-C3435T (rs1045642), ABCB1-
C1236T (rs1128503), CCND1-A870G (rs9344), HER2-lle655Val (rs93441) como factores
prondsticos y predictivos a esquemas con trastuzumab en pacientes diagnosticadas con CM
HER2 positivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la presencia de los polimorfismos en ABCB1-C3435T (rs1045642), ABCB1-C1236T
(rs1128503), CCND1-A870G (rs9344), HER2-lle655Val (rs93441) potencialmente implicadas
en los resultados clinicos a esquemas con trastuzumab en pacientes con CM HER2-
positivo.

- Evaluar la respuesta, resistencia, progresion, exitus, supervivencia libre de progresién y
supervivencia global en pacientes con CM HER2 positivo tratadas con esquemas con
trastuzumab.

- Evaluar la asociaciéon de los polimorfismos en ABCB1-C3435T (rs1045642), ABCB1-C1236T
(rs1128503), CCND1-A870G (rs9344), HER2-1le655Val (rs93441) en los resultados clinicos a
esquemas con trastuzumab en pacientes con CM HER2-positivo.

- Estimar una asociacion mas precisa de la asociacién de la respuesta a esquemas con
trastuzumab y los polimorfismos ABCB1-C3435T (rs1045642) y ABCB1-C1236T (rs1128503)
en pacientes con CM a través de la evaluacién de los resultados de varios estudios
mediante metaanalisis.

MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio retrospectivo de cohortes. Se incluyeron ochenta y cuatro pacientes con

cancer de mama HER2-positivo tratadas con esquemas de trastuzumab. Los cuatro

Xiv



RESUMEN

polimorfismos se analizaron por PCR a tiempo real con sondas Tagman®. Se investigo si los
genotipos estaban asociados con la respuesta tumoral, la supervivencia y la resistencia a
esquemas con trastuzumab.
RESULTADOS
Las pacientes con genotipo CC de ABCB1-C3435T presentaron un mayor riesgo de resistencia a
los esquemas quimioterapéuticos/trastuzumab, comparadas con las portadoras del alelo T (RR:
2.71; IC 95%: 1.29-5.68; p=0.013888), progresién (RR: 1.89; p = 0.017964); y exitus (RR: 2.09;
p=0.03276). El analisis de regresion logistica multivariable considerando variables clinicas y
ABCB1-C3435T revel6 que el unico factor independiente asociado a la resistencia al
tratamiento fue el polimorfismo del gen ABCB1-C3435T (OR CT/CC: 0.25; p = 0.0123; OR TT/CC:
0.09; p = 0.0348. El efecto protector del alelo T ABCB1-C3435T fue confirmado en el andlisis
multivariante de regresién de Cox para supervivencia libre de progresién (HR CT/CC: 0.41; p =
0.00806; HR TT/CC: 0.22; p = 0.01982) y supervivencia global (HR CT/CC: 0.49; p = 0.0555; HR
TT/CC: 0.12; p = 0.0398).
Los polimorfismos ABCB1-C1236T, CCND1-A870G y HER2-lle655Val no se asociaron a la
resistencia, supervivencia libre de progresion o supervivencia global (p> 0.05). El alelo A para
CCND1-rs9344 se asocié con mayores tasas de respuesta (RR: 3.44, valor p no corregido:
0.03816) en el andlisis bivariante, pero no se encontr6 asociaciéon estadisticamente
significativa después de la correccion de Bonferroni (p = 0.15264).
Los polimorfismos de los genes ABCB1-C3435T, ABCB1-C1236T y HER2-lle655Val no se
asociaron con la respuesta, hecho que se confirmo en losmetaanalisisglobal y por estratos en
ABCB1 C3435Ty C1236T.
CONCLUSIONES
1. El alelo T del polimorfismo del gen ABCB1-C3435T ha demostrado ser un buen factor
prondstico para la resistencia,exitus, progresién, SLP y SG en las pacientes con CM HER2-

positivo.
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Los polimorfismos ABCB1-C1236T, CCND1-A870G y HER2-lle655Val no se asociaron a la
resistencia, respuesta, SLP y SGen las pacientes con CM HER2-positivo.

El polimorfismo del gen ABCB1-C3435T no se asoci6 a la respuesta a esquemas con
trastuzumab en nuestras pacientes con CM HER2-positivo, efecto que fue confirmado tras
metaanilisis de 9 estudios.

El metaanélisis de 5 estudios confirmé la ausencia de asociacion entre ABCB1-C1236T y la

respuesta a la quimioterapia.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. EL CANCER DE MAMA

1.1.1. Epidemiologia

La incidencia global del cancer en Espaifa en 2012 fue de 215.534 casos, con una tasa
estandarizada por edad de 215,5 casos por 100.000 habitantes/afio. La prediccidn realizada
para 2015 es de 227.076 pacientes diagnosticados de cancer.El crecimiento de nuevos casos
serd en mayor medida en la poblacidn 2 65 afios. Este hecho puede ser debido al crecimiento
de la poblacién y su envejecimiento(1).

En Espafia en 2012 respecto al total de poblacion considerando ambos sexos, los 3 canceres
gue presentaron una incidencia mayor fueron el cancer colorrectal (15%), cancer de prdstata
(12,9%) y cancer de pulmén (12,4%). EI Cancer de Mama (CM) fue el cuarto con mayor
incidencia (11,7%), y el tercero en mortalidad (5,9%), por detrds del cancer de pulmén (20,6%)
y del cancer colorrectal (14,3%). Sin embargo, el CM es el que tiene una prevalencia a 5 afios
mas alta (17,9%)(2).

El CM es el cancer mas frecuente en mujeres (29,0% de los canceres nuevos en mujeres en
2012) y tiene la mayor incidencia, mortalidad y prevalencia a 5 afos (29,0%, 15,5% y 40,8%,

respectivamente)(1).

1.1.2. Factores de riesgo
El principal objetivo de la busqueda de factores etiolégicos es la realizacion de programas de
prevencién primaria, los factores de riesgo se utilizan frecuentemente para identificar los
grupos de alto riesgo que pueden ser candidatos a vigilancia estrecha o a intervenciones
médicas profilacticas. No obstante, el 70-80% de las pacientes con CM no presentan ninguno

de los factores de riesgo identificados y expuestos a continuacion:
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- Los factores de riesgo que se relacionan con un riesgo elevado de desarrollar CM

(riesgo relativo 3-4 veces superior de cdncer) son(3):

Historia familiar: Antecedentes de CM entre familiares de primer grado del sexo
femenino (madre, hijas 0 hermanas).

Céncer de mama previo.

Edad: Mujeres mayores de 40 afios.

Lesiones mamarias no neopldsicas como la hiperplasia ductal con atipia: Las
mujeres con enfermedad fibroquistica no tienen un mayor riesgo de CM.

Nuliparidad.

- Los factores de riesgo que se relacionan con un riesgo moderado de desarrollar CM

(riesgo relativo 1.2-1.5 veces superior de cancer) son(3):

Primer embarazo después de los 30 afos.
Menarquia temprana.

Menopausia tardia.

Estrogenos orales.

Cancer de colon, ovario o endometrio previos.

1.1.3. Signosy sintomas

La mayoria de tumores son detectados mediante los programas de cribado. Un 57% de las

pacientes localizan las lesiones mamariasellas mismas mediante autoexploracién. Suelen

apreciar una lesién de aproximadamente 2,5 cm y presentan afectacién de ganglios linfaticos

axilares en un 50%. Ademds de la masa o nddulo inicial los sintomas mas frecuentes en

mujeres que presentan sintomas son(4):

e Dolor en la mama a la palpacién;

e Cambio en el tamafio de alguna de las mamas;

e Irregularidades en el contorno;
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e Menor movilidad al mover una de las mamas;
e Alteraciones del pezén;
e Eccema, retraccion de la piel;

e Telorragia o telorrea.

1.1.4. Diagnostico

El diagndstico de CM se realiza mediante técnicas de imagen (mamografia, ecografia o
resonancia magnética) y por el andlisis del tejido afectado (diagndstico histolégico y
molecular).

Posteriormente, se determina si hay afectacion locorregional ganglionar y se realiza un estudio
de extensién a distancia. Con los resultados obtenidos se podra planificar cudl es el
tratamiento mas adecuado para el paciente.

El diagndstico histol6gico se realiza mediante el analisis al microscopio de una pequeiia
muestra de la lesiényes uno de los factores prondsticos mas importantes para determinar el
tratamiento de la enfermedad(5) (Tabla 1).

Tabla 1.Clasificacién histolégica cancer de mama de la Organizacién Mundial de la Salud(5).

IN SITU INVASOR OTROS

Ductal Ductal Enfermedad Paget
Lobulillar Lobulillar Inflamatorio
Tubular
Medular
Mucinoso
Secretor
Papilar
Adenoideo
Quistico

Metaplasico
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Tabla 1. (Continuacion)

IN SITU INVASOR OTROS

Apocrino

Ademas de clasificar al tumor segln su tipo histoldgico es necesario realizar un estudio de
extensién que consiste en determinar cual es su crecimiento local y la diseminacion regional y
a distancia. Con esta informacidon se puede estadificar a los tumores, lo que tiene una gran
importancia por sus implicaciones prondsticas y terapéuticas y también facilita la eleccion del

tratamiento adecuado(6). La clasificacion TNM (tumor-ganglio-metastasis) es la mas utilizada y

fue desarrollada por el American JointCommitteeonCancer (AJCC)(Tabla 2)(7).

1.1.4.1. Tumor T
Mediante el sistema de TNM, se utiliza la “T” mas una letra 0 un nimero (de O a 4) para
describir el tamafio y la ubicacién del tumor. Algunos estadios se dividen en grupos mas
pequefios que permiten describir el tumor con auin mas detalle.

- TX: No se puede evaluar el tumor primario.

- TO: No hay evidencia de cdncer en la mama.

- Tis: Se refiere al carcinoma in situ. El cdncer se limita a los conductos o los lobulillos del
tejido mamario y no se ha diseminado al tejido circundante de la mama. Hay tres tipos
de carcinoma de mama in situ:

e Tis (DCIS): EI DCIS es un cancer no invasivo, pero si no se extirpa, mas adelante
puede avanzar a un cancer de mama invasivo. DCIS significa que se han
encontrado células cancerosas en los conductos mamarios y que estas no se

han diseminado mas alla de la capa de tejido donde se originaron.

30




INTRODUCCION

¢ Tis (LCIS): El carcinoma lobular in situ (LCIS) describe las células anormales que
se encuentran en los lobulillos o las gldndulas de la mama. EI LCIS no es cancer,
pero aumenta el riesgo de desarrollar cdncer de mama invasivo.

e Tis (enfermedad de Paget): La enfermedad de Paget del pezén es una forma
rara de céncer de mama no invasivo en etapa temprana que se limita a las
células cutdneas del pezén. En algunos casos, la enfermedad de Paget esta
asociada a otro cancer de mama invasivo. Si también hay un cancer de mama
invasivo, se lo clasifica en funcidn del estadio del tumor invasivo.

- T1: La parte invasiva del tumor en la mama mide 20 milimetros(mm) o menos en su
area mas ancha. Este estadio después se desglosa en tres subestadios segun el tamafio
del tumor:

o Tilaes un tumor que mide mas de 1 mm, pero hasta 5 mm o menos.

o Tib es un tumor que mide mas de 5 mm, pero hasta 10 mm o menos.

o Tices un tumor que mide mas de 10 mm, pero hasta 20 mm o menos.

- T2: La parte invasiva del tumor mide mas de 20 mm pero menos de 50 mm.

— T3: La parte invasiva del tumor mide mds de 50 mm.

- T4: El tumor se clasifica en uno de los siguientes grupos:

o Taa significa que el tumor ha crecido hasta afectar la pared tordcica.

o T4b es un tumor que ha crecido hasta afectar la piel.

o T4cesel cancer que ha crecido hasta afectar la pared torécica y la piel.

o T4d es un cancer inflamatorio de mama (en inglés).

1.1.4.2. GanglioN
La “N” en el sistema de determinacion del estadio de TNM corresponde a la abreviatura de
ganglios linfaticos. Los ganglios linfaticos ubicados debajo del brazo, arriba y debajo de las

claviculas y debajo del esternén se denominan ganglios linfaticos regionales. Los ganglios
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linfaticos ubicados en otras partes del cuerpo se denominan ganglios linfaticos distantes. Si el
médico evalua los ganglios linfaticos antes de la cirugia con base en otras pruebas y/o un
examen fisico, se coloca una letra “c” por el estadio “clinico” delante de la “N”. Si el médico
evalua los ganglios linfaticos después de la cirugia, lo que constituye una evaluacién mas
exacta, se agrega una letra “p” por el estadio “patolégico” delante de la “N”. La informacion a

continuacion describe los estadios patolégicos.

NX: No se pueden evaluar los ganglios linfaticos.

- NO: No se encontré presencia de cancer en los ganglios linfaticos.

- NO(i+): Cuando se encuentran areas muy pequefias de células tumorales “aisladas” en
un ganglio linfatico debajo del brazo, denominados ganglios linfaticos axilares. Este es,
generalmente, de menos de 0.2 mm o menos de 200 células. En este estadio, los
ganglios atn se denominan NO, pero también se coloca “i+”.

- Nimic: El cdncer en los ganglios linfaticos axilares mide mas de 0.2 mm, pero menos
de 2 mm vy solo se puede observar con un microscopio. Esto, a menudo, es llamado
micrometastasis.

- N1: El céncer se ha diseminado a un numero de uno a tres ganglios linfaticos axilares
debajo del brazo y mide, al menos, 2 mm. Esto es denominado macrometastasis. Esta
categoria puede incluir ganglios linfaticos mamarios internos positivos si se detectan
durante un procedimiento de ganglios linfaticos centinela y no mediante otras
evaluaciones clinicas. Los ganglios linfaticos mamarios internos se ubican debajo del
esternon.

- N2: El cancer en los ganglios linfaticos se clasifica en uno de los siguientes grupos:

e N2a es el cancer que se ha diseminado a un nimero de 4 a 9 ganglios linfaticos
axilares o debajo del brazo.

e N2b es el cdncer que se ha diseminado a ganglios linfaticos mamarios internos

sin diseminarse a los ganglios axilares.
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— N3: El cancer se clasifica en uno de los siguientes grupos:
e N3a es el cancer que se ha diseminado a 10 o mds ganglios linfaticos debajo
del brazo o a aquellos ubicados debajo de la clavicula.
* N3b es el céncer que se ha diseminado a los ganglios mamarios internosy a los
ganglios axilares.
e N3c es el cédncer que se ha diseminado a los ganglios linféticos ubicados por
encima de la clavicula, denominados ganglios linfaticos supraclaviculares.
Si hay presencia de cancer en los ganglios linfaticos, saber cuantos ganglios linfaticos estan
comprometidos y dénde se encuentran ayuda a los médicos a planificar el tratamiento. El
patdlogo puede determinar el nimero de ganglios linfaticos axilares que presentan cancer
después de que son extirpados durante la cirugia. Es poco frecuente que se extirpen los
ganglios linfaticos supraclaviculares o mamarios internos al momento de la cirugia. Si hay
presencia de cancer en estos ganglios linfaticos, se realiza un tratamiento que no sea una

cirugia, como radioterapia, quimioterapia y terapia hormonal.

1.1.4.3. Metdstasis M
La “M” de la abreviatura del sistema de TNM indica si el cancer se ha diseminado a otras
partes del cuerpo.

- MX: No se puede evaluar la diseminacién a distancia.

- MO: La enfermedad no ha hecho metdéstasis.

- MO (i+): No hay evidencia clinica ni radiografica de metdstasis a distancia, pero se
encuentra evidencia microscépica de células tumorales en la sangre, la médula 6sea u
otros ganglios linfaticos de un tamaiio de hasta 0.2 mm en una paciente sin otra
evidencia de metastasis.

- M1: Hay evidencia de metdstasis en otra parte del cuerpo, es decir, hay células del

cancer de mama que crecen en otros érganos.
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Tabla 2. Cancer de mama: clasificacién por estadios TNM(7).

ESTADIO T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1A T1* NO MO
Estadio 1B TO N1mic Mo
TL* N1mic MO
Estadio IIA T0 N1** MO
T1* N1** MO
T2 NO MO
Estadio 1B T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio IlIA TO N2 Mo
T1* N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Estadio llIB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 Mo
Estadio HlIC Cualquier T N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

* T1 incluido Timic.

** T0 y T1 con micro metastasis ganglionar estan excluidos de estadio IIA y son clasificados como estadio IB.

1.1.5.Clasificacion molecular del cancer de mama.

Aunque durante muchas décadas las diferentes caracteristicas del paciente y del tumor como
la edad, afectacion axilar, tipo histolégico, expresion de receptores (hormonales y HER2), han
servido para la planificaciéon del tratamiento, no justificaban los comportamientos biolégicos

de la enfermedad(8).
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Una nueva clasificacion surgié ante la necesidad de caracterizar a los tumores cuyos
comportamientos eran similares y se definieron 4 subtipos con relevancia bioldgica y clinica
realizando un andlisis molecular:luminal A, luminal B, basal-like, HER2-enriched y normal-
like(9)(Tabla 3). Se tuvo en cuenta la expresién de receptores hormonales (estrégenos y
progestagenos) y HER2 y los tipos celulares mamarios. Estos subtipos se pueden encontrar en
todos los estadios del CM(10,11)y muestran diferentes resuitados a los tratamientos, y
particularidades epidemioldgicas.

Tabla 3. Clasificacion molecular del CM.

Subtipo Receptores hormonales HER2/neu Ki-67
Luminal A RE (+), RP (+) Negativo Bajo (<14%)
Luminal B RE (+), RP (+) Negativo/Baja expresion  Alto (>14%)
Her2/neu positivo RE (<), RP (-) Alta expresién Alto
Basal like (triple negativo) RE (-), RP (-) Negativo Alto

RE: Receptor estrégenos; RP: Receptor progesterona; Ki-67: indice de proliferacion

1.1.6. Cancer mama HER2-positivo

El receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) también llamado ERBB2,
pertenece a la familia de los receptores de tirosina quinasa, que normalmente regulan una
serie de procesos celulares incluyendo el de crecimiento del tumory la promocién de la
oncogénesis (12). El dominio extracelular de HER2 puede adoptar una conformacién
determinada, de modo que puededimerizarse sin unién de ligando, en contraste con los otros
miembros de la familia (HER1, HER3 y HER4) (13) induciendo y estimulando Ila
transfosforilacién y posterior activacion de las vias PI3K/AKT/TOR y RAS/RAF/MEK/ERK(14).

En general, en el 20% de los cadnceres de mama, hay amplificacién del gen HER2 y/o sobre-

expresion del producto de la proteina asociado(15).
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En ausencia de tratamiento, los llamados tumores HER2-positivos con ganglios afectados se
asocian con una peor SG (p<0.0001) y un intervalo libre de enfermada mds corto
(p=0.0014)(16).

Es importante destacar que los avances en la ciencia traslacional han llevado al desarrollo de
una creciente variedad de terapias que se dirigen a HER2 que se describirdn a continuacion. Sin
embargo, a pesar de estos avances, muchos tumores en Ultima instancia, desarrollan
resistencia a estos agentes, dando lugar a disminucién de la supervivencia en estos

pacientes(17).

1.1.7. Tratamiento del cincer de mama HER2-positivo

El objetivo del tratamiento del CM serd distinto en funcién del estadio del que se trate.
Mientras que en estadios iniciales se intentard lograr la curacién de la enfermedad, en el
cancer avanzado y metastasico el objetivo del tratamiento es crénico o paliativo en funcién de
la afectacion.

En el tratamiento del CM cabe distinguir entre el tratamiento locorregional (cirugia y
radioterapia (RT)) y el tratamiento farmacoldgico sistémico (quimioterapia, hormonoterapia y
terapia dirigida.

El tratamiento del CM HER2-positivo se detalla a continuaciéon segun los estadios de la

enfermedad.

1.1.7.1.  TRATAMIENTO EN ESTADIOS INICIALES

1.1.7.1.1. Cirugia
La cirugia estd indicada en estadios iniciales o en el caso de recidiva local cuando se ha
realizado previamente una cirugia conservadora o una mastectomia previa. El vaciamiento

axilar dependera de si la axila es clinica y ecograficamente positiva y segun el resultado de la
biopsia del ganglio centinela(

Figura 1).
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1.1.7.1.2. Tratamiento sistémico adyuvante.

Ganglios axilares negativos

TAMANO < 1 cm: No estd indicado tratamiento adyuvante aungque en casos especiales
se puede discutir con la paciente los riesgos y beneficios de tratamiento.
TAMANO 1-2 cm:

Perfil RE+ y/o RP+: Se debe diferenciar entre pacientes mayores o menores de 70 afios. En las

mujeres menores de 70 afios estd indicado tratamiento con hormonoterapia adyuvante (

- Tabla 4) méas quimioterapia (Tabla 5) seguida de trastuzumab. En pacientes
mayores de 70 afios el tratamiento serd con hormonoterapia y segun las
comorbilidades y el estado general se afiadird quimioterapia seguida de
trastuzumab.

- Perfil RE- RP-: Quimioterapia y trastuzumab adyuvantes (Tabla 5).

TAMANO 2 2 CM:
- Perfil RE- RP- : Quimioterapia seguida de trastuzumab adyuvante (Tabla 5).

Perfil RE+ y/o RP+: Quimioterapia seguida de trastuzumab y hormonoterapia adyuvante (

- Tabla4yTabla5).

Ganglios axilares con enfermedad micrometastasica

Se seguird el mismo tratamiento que para las pacientes con ganglios axilares positivos.

Ganglios axilares positivos

- Perfil RE- RP- : Quimioterapia seguida de trastuzumab adyuvante (Tabla 5).

Perfil RE+ y/o RP+: Quimioterapia seguida de trastuzumab y hormonoterapia adyuvantes (

- Tabla 4 y Tabla 5).
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1.1.7.2. TRATAMIENTO NEOADYUVANTE

El tratamiento neoadyuvanteestd indicado en tumores no localmente avanzados en los que no
hay posibilidad de cirugia conservadora debido a la relaciéon tamafio tumoral/mamario de la
mama o bien en los tumores localmente avanzados cuando hay afectacién cutanea, de la
pared toracica o adenopatias axilares fijas (T4, N2). La radioterapia sistémica estd indicada en
con una serie de condiciones como tamafio, nimero de ganglios axilares afectados, presencia
de enfermedad residual tras cirugia, etc(Figura 2).
Edad < 70 afios

- Perfil RE- RP- : Quimioterapia + trastuzumab seguida de cirugia.

Radioterapia + trastuzumab adyuvante (Tabla 5).

Perfil RE+ y/o RP+ : Quimioterapia con trastuzumab seguida de cirugia, radioterapia,
trastuzumab y hormonoterapia adyuvante(

- Tabla4yTabla5).
Edad > 70 afios: Se debe valorar la indicacion segun el estado general y comorbilidades de las
pacientes.

- Perfil RE- RP-: Valorar cirugia higiénica.

- Perfil RE+ o RP+: Letrozol durante 4 meses previo a la cirugia.

1.1.7.3. TRATAMIENTO RECIDIVA LOCAL
En caso de haber realizado una cirugia conservadora previa, se realizara una mastectomia y se
reirradiara en casos puntuales. Si la cirugia que se ha realizado es una mastectomia previa, se
realizara exéresis y radioterapia.
En cuanto al tratamiento sistémico:
- Perfil RE- RP- : Quimioterapia + trastuzumab durante un afio (si la
resecciébn ha sido completa tras cirugia o hasta progresidon si hay

enfermedad residual tras cirugia(Tabla 5) (Figura 2).
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Perfil RE+ y/o RP+ : Se debe valorar quimioterapia (en pacientes con tumores grado 3 o
cambios en el perfil bioldgico o baja positividad RE/RP. Hormonoterapia durante 5 afios con
trastuzumab durante un afio (si la reseccion ha sido completa tras cirugia o hasta progresion si
hay enfermedad residual tras cirugia (

- Tabla 4y Tabla 5) (Figura 2).

1.1.7.4. TRATAMIENTO ENFERMEDAD AVANZADA
- Perfil RE- RP-:

o Criterios de no hormonodependencia o enfermedad visceral
agresiva, es decir, linfangitis pulmonar o metastdsis hepaticas con
afectacion >30% del parénquima o metdstasis sistema nervioso
central o enfermedad rdpidamente progresiva o ILE< 24 meses:
Quimioterapia (Tabla 7) + tratamiento biolégico hasta progresion.

o Criterios de hormonodependencia o sin enfermedad visceral
agresiva, es decir, metastdsis oOseas 0  metastasis
ganglionares/partes blandas o ILE> 24 meses: Valorar biopsia de la
lesién metastasica. Si no se realiza biopsia o confirmacion del perfil
inmunohistoquimico inicial: Quimioterapia (Tabla 7) + tratamiento
biolégico hasta progresién. Si hay metastasis Oseas: dcido
zoledronico (Figura 2).

- Perfil RE+ y/o RP+:

o Criterios de no hormonodependencia o enfermedad visceral
agresiva, es decir, linfangitis pulmonar o metastdsis hepdticas con
afectacion >30% del parénquima o metdstasis sistema nervioso

central o enfermedad rapidamente progresiva o ILE< 24 meses:
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Quimioterapia (Tabla 7) + tratamiento biolégico + hormonoterapia
hasta progresion(Tabla 6) (Figura 2).

o Criterios de hormonodependencia o sin enfermedad visceral
agresiva, es decir, metastdsis Oseas 0  metdstasis
ganglionares/partes blandas o ILE2 24 meses: Hormonoterapia +
tratamiento bioldgico hasta progresién (Tabla 6 y Tabla 7). Si hay

metastasis dseas: acido zoledrdnico.

Figura 1.Algortimo de tratamiento del CM HER2-positivo estadios I-1V y recidiva local.

Ganglios axilares - enfermedad micrometastésica
[ \
Tumer 1-2 cm Tumor >2 ¢cm
]
H 1
i 1 \
RE+ y/o RP+ RE- RP- RE+ y/o RP+ RE- RP- RE+ y/o RP+ RE- RP-
l + Edad
HT (QT + B) Qr+B QT+HT+B ar+B QT +HT+B ar+s
}
RE+ y/o RP+ RE- RP-
QT+HT+8 Qr+B8
B: Biolgico, HT: H pia, QT: Quimiotarapls, RE: R 6 RP: Receptor p
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Figura 2.Algortimo de tratamiento neoadyuvante del CM HER2-positivo.

Edad 70 afios  Edad>70afios
[ r——— 1
RE+ y/o RP+ RE- RP- RE+y/o RP+ RE- RP-
Q'IIB ar+e Cirugia higiénica  Letrozol @ meses
Cirugia Cirugia
1 [ Cirugfa
mﬂm RT + B adyuvante

8: Bloldgico, HT: Hormonoterapla, QT: Quimioterapls, RE: Receptor astrgenos, RP: Receptor progesterons, RT: Radioterapia

Tabla 4. Hormonoterapia del cdncer de mama en enfermedad temprana.

Premenopdusicassd0 afios.
- Goserelina: 3,6 mg/28 dias o 10,8 mg/84 dias durante 2 afios (omitir si
amenorrea con QT)
+

- Tamexifeno 20 mg/dias durante 5 afios.

Premenopdusicas> 40 afios

- Tamoxifeno 20 mg/dias durante 5 afios.

Postmenopdusicas
- Tamoxifeno 20 mg/dias durante 2-3 afios seguido de Exemestano 25 mg/dia
durante 2-3 afios
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Tabla 5. Quimioterapia y tratamientos biolégicos enfermedad temprana.

ADYUVANCIA GANGLIOS NEGATIVOS HER2+

DOSIS
ESQUEMA FARMACOS DiAs FRECUENCIA Ne CICLOS
(mg/m2)
Adriamicina 60 1
AC seguido de 4
Ciclofosfamida 600 1
trastuzumab Cada 21 dias
trastuzumab 826 mg/kg 1 18
Docetaxel 75 1
TC con 4
Ciclofosfamida 600 1 Cada 21 dias
trastuzumab
trastuzumab 8->6 mg/kg 1 18
Fluorouracilo 600 1
FEC seguido
Epirrubicina 75-90 1 Cada 21 dias
de 6
Ciclofosfamida 600 1
trastuzumab
Trastuzumab 8->6 mg/kg 1 Cada 21 dias 18
ADYUVANCIA GANGLIOS POSITIVOS HER2+ Y NEOADYUVANCIA HER2+
Adriamicina 60 1 (ciclos 1-4)
AC~>docetaxel
Ciclofosfamida 600 1 (ciclos 1-4) 8
con Cada 21 dias
Docetaxel 100 1 {ciclos 5-8)
trastuzumab
Trastuzumab 8->6 mg/kg 1(ciclos 5-18) 18
Adriamicina 60 1 (ciclos 1-4)
Ciclofosfamida 600 1 (ciclos 1-4)
AC~>taxol con 8
1,8,15 Cada 21 dias
trastuzumab Taxol 80
(ciclos 5-8)
Trastuzumab 8->6 mg/kg 1{ciclos 5-18) 18
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Tabla 6. Hormonoterapia del cdncer de mama en enfermedad avanzada.

PREMENOPAUSICAS

PRIMERA LiNEA

Tamoxifeno 20 mg/dia + Goserelina: 3,6 mg/28 dias o 10,8
mg/84 dias

SIGUIENTES LINEAS

Acetato de megestrol 160 mg/ dia

Anastrozol 1mg/dia + Goserelina 3.6 mg/28 dias o 10,8 mg/84
dias

Exemestano 25 mg + Goserelina 3.6 mg/28 dias o 10,8 mg/84
dias

Letrozol 2.5 mg/dia + Goserelina 3.6 mg/28 dias o 10,8 mg/84
dias

POSTMENOPAUSICAS

PRIMERA LINEA

Anastrozol 1mg/dia

Exemestano 25 mg/dia

Letrozol 2.5 mg/dia

Tamoxifeno 20 mg/dia

SIGUIENTES LINEAS

Acetato de megestrol 160 mg/ dia

Anastrozol 1mg/dia

Exemestano 25 mg/dia

Fulvestrant 500 mg/28 dias con dosis adicional a los 14 dias de
la 12 dosis

Letrozol 2.5 mg/dia

Tabla 7. Quimioterapia y tratamientos biologicos enfermedad avanzada.

" DOSIS 5
ESQUEMA FARMACOS DIAS FRECUENCIA Ne CICLOS
(mg/m2)
PACIENTES HER2+
PRIMERA LINEA
o 1 (ciclos 1-3 0
Adriamicina 75 1-2)
Adriamicina—> docetaxel ) 6
1 (ciclos 4-6 o Cada 21 dias
con trastuzumab Docetaxel 75
3-6)
Trastuzumab 826 mg/kg 1 (ciclos 23-4) BC/T
Docetaxel- Docetaxel 75 1 4
trastuzumab- Pertuzumab 840->420mg 1 Cada 21 dias
pertuzumab Trastuzumab 8->6 mg/kg 1 18
Docetaxel 75 1 . 6-8
Docetaxel-trastuzumab Cada 21 dias
Trastuzumab 8->6 mg/kg 1 BC/T
Taxol 80-90 1,8,15 Cada 21-28
Taxol-trastuzumab - BC/T
Trastuzumab 8->6 mg/kg 1,8,15,21 Cada 28 dias
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Tabla 7. (Continuacién).

. DOSIS
ESQUEMA FARMACOS DfAS FRECUENCIA N2 CICLOS
(mg/m2)
PACIENTES HER2+
SIGUIENTES LINEAS (continuacién)
Trastuzumab- Trastuzumab-
. uzd . 3,6 mg/kg 1 Cada 21 dias BC/T
emtansina emtansina
C itabina- Capecitabina 2000 1-14
aped ? .ma P - - Cada 21 dias BC/T
lapatinib Lapatinib 1250 mg/dia continuo
Vi Ibina- Vinorelbina 25 1,8
inorefbina Cada 21 dias BC/T
trastuzumab Trastuzumab 8->6 mg/kg 1
Capecitabina- Capecitabina 2000-2500 1-14 Cada 21 dias BC/T
trastuzumab Trastuzumab 8->6 mg/ke 1
Taxol- Taxol 80 1,8,15
carboplatino- Carboplatino AUC2 1,8,15 Cada 28 dias BC/T
trastuzumab Trastuzumab 4->2 mg/kg 1,8,15,21
Taxol ) Taxol 80 1,8
xol-m -
axomyoce Myocet 50 1 Cada 21 dias BC/T
trastuzumab
Trastuzumab 826 mg/kg 1
Trastuzumab- Trastuzumab 8->6 mg/k 1
rastuzum = e/ke : Cada 21 dias BC/T
lapatinib Lapatinib 1000 mg/dia continuo
trastuzumab Trastuzumab 8>6 mg/kg 1 Cada 21 dias BC/T
Eribulina Eribulina 1,23 mg/m2 1,8 Cada 21 dias BC/T

1.1.8. Respuesta a farmacos y variabilidad interindividual

La variabilidad individual en la respuesta a los farmacos dificulta predecir cudl va a ser la
respuesta de un paciente concreto a un farmaco oncolégico determinado. Se ha demostrado
que dosis efectivas no producen los mismos efectos en unos pacientes y en otros teniendo las
mismas caracteristicas y diagnodstico. La oscilacién en las tasas de efectividad en los

tratamientos oncolégicos varian entre un 25 — 30%, por lo que hay un margen de mejora(18).

1.1.8.1. Resultados clinicos a esquemas con trastuzumab.

Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado IgG1 contra el receptor HER2(19).
Trastuzumab se une con una alta afinidad y especificidad al subdominio IV, una regién
yuxtamembrana del dominio extracelular de HER2. La unién de trastuzumab a HER2 inhibe la
via de sefializacion de HER2 independiente del ligando y previene la division proteolitica de su

dominio extracelular, un mecanismo de activacién de HER2. Trastuzumab ha demostrado,
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tanto en ensayos in vitro como en animales, inhibir la proliferacion de células humanas
tumorales que sobreexpresan HER2 (20).

Aunque los mecanismos exactos de accion no han sido determinados, se cree que incluyen la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo, la prevencion de la sefalizacién de
proliferacién, la inhibicion de la progresion del ciclo celular, la prevencién de la escision de
HER2 y el desprendimiento del dominio extracelular, y los efectos antiangiogénicos(21), (22).
En los primeros estudios, trastuzumab demostré una actividad relativamente modesta como
agente Unico, incluyendo una tasa de respuesta global (TRG) de hasta un 26% en primera linea
de tratamiento del céncer de mama metastasico (CMM)(23), (24), (19). Sin embargo, en un
estudio pivotal fase Ill randomizado de 469 mujeres con CMM HER2-positivo, la combinacion
de trastuzumab y quimioterapia se asocié con una mayor tasa de respuesta (hasta 50%) (17).
Fundamentalmente, la adicion de trastuzumab a una primera linea de quimioterapia en
pacientes con CM HER2-positivo con estadios tempranos con antraciclinas o paclitaxel dio
lugar a una prolongacién significativa del tiempo hasta la progresion (4.6 vs 7.4 meses, p
<0.001) y la supervivencia global (SG: 20.1 vs 25.1 meses, p = 0.046)(25).

Posteriormente, la actividad de trastuzumab (TRG: 20-68%) se ha confirmado en varios
estudios fase Il en combinacion con los agentes quimioterapéuticos docetaxel, capecitabina,
gemcitabina, vinorelbina y agentes de platino (26), (27), (28). Los datos de series
institucionales que comparan los resultados de las mujeres tratadas en las etapas pre y post-
trastuzumab indican que este agente ha cambiado realmente la historia natural del cancer de
mama HER2-positivo (29). En un estudio de 291 pacientes con CMM,el haber recibido
trastuzumab en el grupo de pacientes con CM HER2-positivo se asocié con una reduccién del
44% en el riesgo de muerte comparado con las mujeres con CM HER2-negativo(29).

En el CM en fase inicial, la adicion de trastuzumab a la quimioterapia neoadyuvante mejora
sustancialmente la SG y reduce el riesgo de recurrencia en un 33% (30). Del mismo modo,

trastuzumab en adyuvancia mejora sustancialmente la supervivencia libre de enfermedad
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(SLE) en un 38% y la SG en un 34% y reduce sustancialmente el riesgo de recurrencia local y a

distancia en un 42% y 40%, respectivamente (31).

1.1.8.2. Farmacogenética a esquemas con trastuzumab
Los resultados clinicosobtenidos traslas terapias dirigidas contra el CM HER2-positivo siguen
siendo un reto en el manejo actual de estos pacientes. Se han propuesto muchos mecanismos
moleculares como posibles causas de dicha falta de efectividad de los tratamientos. Entre
ellos, biomarcadores no invasivos, como los polimorfismos genéticos en HER2(32), en la
apoptosis y en la maquinaria del ciclo celular (CCND1) (33) y en bombas de expulsion de
farmacos como ABCB1 (34) se han propuesto como predictores potenciales de resultados

clinicos aesquemas de quimioterapia con trastuzumab(35,36).

1.1.8.2.1. ABCB1
El gen adenosina trifosfato (ATP) bindingcassette (ABC), (ABCB1) codifica la P-glicoproteina,
una bomba de eflujo para algunos agentes antineoplasicos (antraciclinas, taxanos o
tamoxifeno) que acttia como un mecanismo de resistencia a la quimioterapia (Figura 3)(37,38).
Lospolimorfismos de un solo nucleétido (Single NucleotidePolymorphisms(SNPs)) mas
ampliamente estudiados de ABCB1 son tres, denominados C1236T (rs1128503), C3435T

(rs1045642) y G2677T/A (rs2032582) (39).
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Figura 3.Funcionamiento de las bombas de explusion de farmacos (ABCB1).
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1.1.8.2.2. C3435T

La asociacion del polimorfismo del gen ABCB1-C3435T con los resultados del tratamiento
(respuesta, supervivencia libre de progresion (SLP), SG) en pacientes con CM tratados con
quimioterapia neoadyuvantesigue siendo controvertida. Aunque en un metaandlisis publicado
en 2012, incluyendo 7 estudios que abarcaban 464 pacientes, no se encontré una influencia
del polimorfismo del gen ABCB1-C3435T en la respuesta al tratamiento en pacientes con
CM(40), estudios mas recientes han mostrado una asociacién del polimorfismo genético
ABCB1-C3435T con la respuesta al tratamiento, aunque difieren en el efecto positivo del alelo
T en la respuesta (41,42).En 148 pacientes con CM tratadas con quimioterapia neoadyuvante
el alelo T de ABCB1 C3435T presenté mayor respuesta (alelo T vs CC: 43.4% vs 23.8%;
OR:2.695; p=0.02) (41) mientras que en 153 pacientes con CM y tratadas también con
quimioterapia neoadyuvante el alelo C se asocié con mayor respuesta (alelo C vs TT: 33.3 vs
71.2%; p=0.001).

Unmetaanalisisposterior que incluia8 estudios (608 casos) no encontré una asociacién entre la
respuesta al tratamiento y el modelo dominante (CT + TT vs CC) del polimorfismo ABCB1-
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C3435T (OR: 1.13; IC 95%: 0.58-0.37; p = 0.71)(43). Recientemente se ha publicado un estudio
de 100 casos/200 controles en pacientes kurdas con CM en el que tampoco se encontré
asociacion (44).

El genotipo CC de ABCB1C3435T se ha asociado a una SG mas corta en pacientes con CM/CMM
tratados con quimioterapia neoadyuvante/adyuvante (45,46) y peor supervivencia libre de
progresién (SLP) en pacientes con CM/CMM después de quimioterapia basada en
antraciclina(41), aunque estos efectos sélo se observaron en pacientes con genotipo TC o no
fue confirmado en todos los estudios {46).

Este efecto fue particularmente aumentado en los pacientes que portaban el haplotipo 3435T-
1236T-2677T (63.6% vs 20% OR: 8.064; IC95%: 1.085-58.823; p = 0.041) (41).

Los haplotipos ABCB1 3435T-1236T y 3435T-1236T-2677T mostraron también una menor

respuesta (59.8% vs 82.9%, p = 0.011y 58% vs 77.4%, p = 0.019, respectivamente).

1.1.8.2.3.1236C>T

En 100 pacientes con CM tratadas con quimioterapia neoadyuvante las portadores del alelo T
del polimorfismo ABCB1 1236C>T mostraron asociacién con peor respuesta (T-alelo vs CC:
58.3% Vs 85%; ORyo respondedores/respondedores: 4.63; p=0.021) y posteriormente fue confirmado en
otros estudios (43,47,48).

Sin embargo, un metaanalisis realizado en 2013 por estos autores, que incluy6 3 estudios (373
pacientes), no encontré asociacion entre el modelo dominante de ABCB1-C1236T, pero si una
tendencia a la respuesta al tratamiento (OR:1.77; IC 95%: 1.01-3.1; p = 0.05) (43). Una cohorte
de 57 pacientes con CMM HER2-positivo también mostré una SLP mas larga(34). No obstante,
no se mostraron diferencias en SLP o SG en pacientes con CM tratados con quimioterapia

neoadyuvante basada en antraciclina(41).
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1.1.8.2.4. 2677 G>T/A
No se encontré ninguna asociacién entre el polimorfismo 2677 G>T/A y la respuesta , SLPySG
en pacientes que habian recibido esquemas basada en antraciclinas, como lo demuestra un
metaandlisis que abarca 464 pacientes (40) y varios estudios posteriores (41,43,47,49), aunque
unaSG significativamente mds corta se observd en pacientes con CM HER2-negativos
portadores del genotipo ABCB1 G2677T-GG (41).En 324 pacientes con CM (61,5% con receptor
HER2+) tratadas con el esquema fluorouracilo-doxorubicina-ciclofosfamida, se observé que las
pacientes con genotiposdel polimorfismo ABCB1-2677 G>T/A (GG+GT+GA versus
TT+TA)presentaron una mayor resistencia al tratamiento. En el andlisis multivariante: OR 3.19;

IC 95%: 0.98 - 10.39; p=0.053(50).

1.1.8.2.5. CCND1

El polimorfismo mads estudiado en pacientes con CM del gen CCND1 es la sustitucion sinénima
de una prolina en la posicidon 241 (rs9344). Esta transicion de una guanina a una adenina en la
posicién 870 del exdn 4 produce un aumento en la expresién CCND1(51) (

Figura 4). El genotipo CCND1 rs9344-AA se asocié con mayor supervivencia en pacientes con
CM(52,53). El efecto beneficioso del alelo A también se ha confirmado en el subconjunto de
pacientes con CM HER2 positivos, mostrando una mayor tasa de respuesta y mas tiempo hasta
la progresion (54).

Figura 4.Alteraciones genéticas implicadas en los resultados clinicos a esquemas con

trastuzumab.
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1.1.9.HER2

Las mutaciones de HER2 se han observado casi exclusivamente en pacientes sin amplificacion
del gen HER2(55). Sin embargo, se ha propuesto que pueden aparecertrasla primera linea de
tratamiento en pacientes con CM HER2 positivos (56). La funcionalidad de la proteina HER2
puede ser alterada por el polimorfismo Ile655Val, ya que el alelo Val aumenta y el alelo lle
disminuye la actividad quinasa(57,58). Este polimorfismo ha sido asociado a riesgo de CM,
aunque no sin cierta controversia(59-61). Hasta la fecha, sélo un estudio ha investigado la
asociacion entre el polimorfismo HER2-lle655Val y los resultados clinicos de los esquemas de
trastuzumab en pacientes con CM HER2 positivo. Las variantes de Val presentaron peor SLE y
SLE a distancia en pacientes con CM tratados con terapia adyuvante y/o endocrina sin
trastuzumab, pero mejor SLE y SLE a distancia cuando se afiadié trastuzumab a la

quimioterapia (32).

1.1.9.1.  Otras alteraciones genéticas
La resistencia a las terapias dirigidas contra HER2 sigue siendo un reto para el manejo real de

pacientes con CM y requiere mas que un simple analisis de algunos biomarcadores debido a la
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cantidad de alteraciones relacionadas con las vias de sefializacion que conducen a este tipo de
céancer. La activacion de vias alternativas se ha propuesto como una posible causa de
resistencia.

Algunos mecanismos moleculares se han propuesto para ser responsables de la resistencia a
esquemas de trastuzumab, como la heterodimerizaciéon entre HER2 y otros receptores HER
(EGFR, HER3, and HER4)(62), el aumento de la expresion de ligandos del receptor HER vy
receptores no HER (63,64), o la sefializacion a través de la familia SRC quinasa (65). GRB7,
incluido en el amplicén 17q12, se ha asociado a un mal pronédstico en pacientes con CM. La
expresién GRB7 se ha asociado a peor SG, y la sobreexpresion de EGFR puede determinar el
uso de lapatinib como una alternativa al trastuzumab. Algunos biomarcadores recientemente
investigados como EPHAR, SRC y NRG1 han demostrado relevancia clinica y valor prondstico en
pacientes con CM HER2 positivo(36). Los biomarcadores no invasivos, como los polimorfismos
del gen MACC1 y los niveles séricos elevados de IGF1, pueden constituir biomarcadores
interesantes para ser considerados como predictores de los resultados clinicos de esquemas
con trastuzumab en pacientes con CM. Para otros biomarcadores, el valor prondstico puede
ser s6lo en subconjuntos determinados de pacientes, como IGFR1 para las diferentes
modalidades de tratamiento(36).

Otros mecanismos como la potenciacion de la via de sefializacion fosfoinositol-3-kinasa (PI13K)
puede ocurrir por la activacién del receptor HER2 o bien por la activacidn de otros receptores
diferentes de su familia, como IGF1R y MET (

Figura 4). La sobreexpresion de IGFIR puede aumentar los niveles del heterodimero
IGF1R/HER2, activando la via PI3K/AKT, y produciendo resistencia a esquemas con
trastuzumab en pacientes con CM (66,67) (

Figura 4). La activacién de MET por su ligando, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) o
por la amplificacion del gen, es capaz de interactuar con HER3, produciendo la activacién de la

sefalizacién a través de la via PI3K y causar resistencia a los inhibidores de EGFR y HER2
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(68,69).Sin embargo, el valor prondstico de HER3 o IGF1R, no puede establecerse
completamente, ya que los resultados no han sido concluyentes. Se ha demostrado que otros
receptores, como los receptores EphA2 y EPO, estdn sobreexpresados en pacientes con CM
HER2-positivos, lo que potencialmente confiere resistencia a esquemas de
trastuzumab(68,70,71).

Se han estudiado otras alteraciones en los diferentes mecanismos implicados en la resistencia
a las terapias anti-HER2 que implican la molécula HER2 y sus vias de sefializacion.

Se han propuesto modificaciones en la molécula HER2, tales como mutaciones o
sobreexpresion de la forma truncada p95HER2, responsables de la resistencia a las terapias
anti-HER2(Figura 5).Una altaexpresion de p95HER2 se ha asociado a una peor respuesta a
esquemas de trastuzumab en 19 pacientes con CMM HER2-positivo(72). Nuevas mutaciones
en HER2 se han identificado en las metastasis en otro lugar de aparicién al del tumor después
del tratamiento a pacientes con terapias anti-HER2 y podrian participar en el proceso de

resistencia adquirida a estos farmacos (73,74).
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Figura 5.Mecanismos de resistencia a HER2 que implican modificaciones en el receptor.
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Se han explorado las modificaciones en los componentes de la via de sefalizacion HER2, tales
como PIK3CA, PTEN, AKT1, pero su valor prondstico ain no se ha demostrado, como se ha
analizado previamente (56).

Multiples moléculas estan implicadas en la apoptosis y el control del ciclo celular (CDKN1B,
CCNE1, CCND1, CDC25A, MYC, BCL2L11, BIRCS y CAPN1). La sobre-expresién de CDC25A se ha
asociado a una reduccion de la SG (p = 0.045) y SLP (p = 0.032) en 313 pacientes con CM(75).
Se han estudiado otrosbiomarcadores no invasivos, como los polimorfismos génicos FCGR2A-
H131R y FCGR3A-F158V, pero el valor prondstico de estas alteraciones se ha podido demostrar
s6lo en pacientes de raza negra y japoneses (76,77).

En resumen, los polimorfismos de los genes ABCB1, CCND1 y HER2 no estan definitiva o
consistentemente establecidos como buenos biomarcadores para predecir la resistencia a los

esquemas de trastuzumab en los pacientes con CM HER2 positivo. De hecho, la mayoria de los
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estudios se realizaron en toda la poblacién conCM pero no se enfocaron en este subgrupo de

pacientes con patologia mas agresiva.
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2. HIPOTESIS
“La identificacion de marcadores genéticosen pacientes con cdncer de mama HER2-
positivo permite predecir los resultados clinicos al tratamiento con esquemas de

trastuzumab”.

3. OBIJETIVOS

3.1. Objetivo General
Evaluar la influencia de polimorfismos genéticos ABCB1-C3435T (rs1045642), ABCB1-C1236T
(rs1128503), CCND1-A870G (rs9344), HER2-lle655Val (rs93441)como factores prondsticos y

predictivosa esquemas con trastuzumab en pacientes diagnosticados conCM HER2 positivo.

3.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar la presencia de los polimorfismosABCB1-C3435T (rs1045642), ABCB1-C1236T
(rs1128503), CCND1-A870G (rs9344), HER2-lle655Val (rs93441)potencialmente implicadas
en los resultados clinicos a esquemas con trastuzumab en pacientes con CM HER2-
positivo.

2. Evaluar la respuesta, resistencia, progresion, exitus, SLP y SGen pacientes con CM HER2
positivo tratados con esquemas con trastuzumab.

3. Evaluar la asociacion de los polimorfismos ABCB1-C3435T (rs1045642), ABCB1-C1236T
(rs1128503), CCND1-A870G (rs9344), HER2-lle655Val (rs93441)con los resultados clinicos a
esquemas con trastuzumab en pacientes con CM HER2-positivo.

4, Estimar una asociacion mads precisa de la asociacion de la respuesta a esquemas
contrastuzumaby los polimorfismos ABCB1-C3435T (rs1045642) y ABCB1-C1236T
(rs1128503) en pacientes con CM a través de la evaluacién de los resultados de varios

estudios mediante metaanalisis.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. PARTE1

4.1.1. Disefio del estudio

Se realizé un estudio restrospectivode cohortes.

4.1.2. Declaracion ética
El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion Etica del Complejo Hospitalario
Universitario de Granada (CHUG) y se realizé6 conforme a la declaracion de Helsinki. Las
muestras se obtuvieron del Biobanco del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
(Expediente nimero # 37130103)(Anexo 1). La identificacion de las muestras se basé en

codigos no relacionados con la identidad de las pacientes.

4.1.3. Poblacién diana o de referencia

Pacientes con CM HER2 positivo tratadas con esquemas de trastuzumab.
4.1.4. Alcance geografico y temporal

Se incluyeron en el estudio mujeres con CM HER2 positivo,(considerando la positividad una
puntuacion de 3+ mediante inmunohistoquimica o 2+ mediante hibridacién fluorescente in
situ (FISH)), tratadas con esquemas de trastuzumab entre enero de 1998 y octubre 2010 en el

CHUG, con un periodo de seguimiento minimo de 5 afios después del diagndstico.

4.1.5. Criterios de inclusion:
e Edad 218 afios.
e Sexo femenino.
e Diagnostico de CM HER2-positivo por las técnicas de Herceptest o FISH.
e Haber recibido tratamiento con esquemas de trastuzumab.

e Periodo de seguimiento minimo de 5 afios después del diagnéstico.
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4.1.6. Criterios de exclusion:

e No disponibilidad de muestra de tejido por haberse realizado el diagnéstico y posterior
analisis en otro centro.

e Historia clinica no disponible para realizar el seguimiento.

e Hipersensibilidad al trastuzumab, a las proteinas murinas o a cualquiera de los

excipientes contenidos en la forma farmacéuticas de dicho farmaco.

e Metastasis/neoplasia primaria de otro origen.

e Disnea grave en reposo debida a complicaciones de su enfermedad maligna avanzada

0 que requieran terapia suplementaria con oxigeno.

4.1.7. Variables

4.1.7.1. Variables dependientes

5.1.7.1.1. Supervivencia

La supervivencia se evalu6 mediante SG y SLP, que se midieron de la siguiente forma:

Progresidn: variable categdrica nominal que toma los valores Si/No.
- SLP: se calculé como el tiempo desde el diagndstico del cancer hasta la recaida, la
muerte o el Gltimo seguimiento conocido.
- Exitus: variable categérica nominal que toma los valores Si/No.
- SG se midi6 desde el tiempo desde el diagnéstico del céncer hasta la fecha del dltimo
seguimiento o la muerte.
Los datos relacionados con la mortalidad se recolectaron de los registros clinicos y del Registro

de cancer de la poblacién de Granada.

5.1.7.1.2. Respuesta
La respuesta a esquemas de trastuzumab se evalué de acuerdo a las variables clinicas de

respuesta descritas en la guia de préctica clinica RECIST (versién 1.1) (EvaluationCriteria in
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SolidTumours(78). Se midieron los siguientes pardametros: respuesta completa (RC), respuesta
parcial (RP), progresion de la enfermedad (PE), enfermedad estable (EE).
Las variables se definen a continuacién:

e RC: Desaparicion de todas las lesiones. Cualquier nddulo linfatico patolégico (ya sea
objetivo o no objetivo) debe tener una reduccién en el eje corto a menos de 10 mm.

e RP: Por lo menos una disminucion del 30% en la suma de los didmetros de las lesiones
objetivo, tomando como referencia la suma de los diametros basales.

e PE: Por lo menos un aumento del 20% en la suma de los diametros de las lesiones
objetivo, tomando como referencia la suma mas pequefia en el estudio (esto incluye la
suma basal como referencia si ésta es la mas pequefia en el estudio). Ademds de un
aumento relativo del 20%, la suma también debe demostrar un aumento absoluto de
al menos 5 mm. (Nota: la aparicién de una o mas lesiones nuevas también se considera
progresion).

e EE: Ni la disminucién suficiente para poder ser catalogado como RP ni el suficiente
aumento como para calificarlo PE, tomando como referencia la suma de los didmetros
mas pequefia durante el estudio.

Los pacientes que presentaron RC y RP fueron considerados respondedores al tratamiento. Por
el contrario, los pacientes que presentaron EE y PE fueron catalogados como no

respondedores.

5.1.7.1.3. Resistencia
La resistencia al tratamiento se consideré como la progresion de la enfermedad dentro del

primer afio de tratamiento.
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4.1.7.2.  Variables independientes

5.1.7.2.1. Variables socio-demograficas.

Los datos sociodemogréficos y clinicos fueron recogidos mediante la revisidn de las historias

clinicas de las pacientes. Los datos clinicos e histopatolégicos que se recogieron fueron:

Edad (a la fecha de diagndstico): variable cuantitativa continua.

Nuliparidad: variable categérica nominal que toma los valores Si/No.

Edad de la menarquia: variable cuantitativa continua.

Menopausia: variable categdrica nominal que toma los valores pre-menopdusica/post-

menopausica.

Antecedentes familiares de cancer de mama: variable categérica nominal que toma los

valores Si/No.

5.1.7.2.2. Variables relativas a la enfermedad

Afectacién ganglionar: variable categdrica nominal que toma los valores @Si/No.

Aparicién metdstasis cerebrales: variable categérica nominal que toma los valores Si/No.

Expresién de receptores de estrogenos: variable categérica nominal que toma los valores

positivo (+)/ negativo (-).

Expresidn de receptores de progesterona: variable categdrica nominal que toma los valores

+/-.

Expresion del antigeno Ki67: variable categérica ordinal que toma los valores

alto/intermedio/bajo.
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¢ Estadio (clasificacion TNM(7)): variable categédrica ordinal que toma los valores:

Estadio O: Tis NO MO

- Estadiol:TINOMOBR

- EstadiollA:TON1MO,T1IN1MO,T2NOMOME

- Estadio 1IB: T2 N1 MO, T3 NO MO

- Estadio IllA: TO N2 MO, T1 N2 MO, T2 N2 MO, T3 N1 MO, BT3 N2 MO

- Estadio IlIB: T4 NO MO, T4 N1 MO, T4 N2 MO

- Estadio llIC. Cualquier T, N3 MO

- Estadio IV: cualquier T cualquier N M1

e Tamaiio del tumor (en cm): variable cuantitativa continua.

¢ Grado histolégico: variable categdrica nominal que toma los valores:

Grado I: bajo gradol

Grado Il: grado moderado

- Grado lll: alto grado

Residual post-quimioterapia

e Tipo histopatoldgico: variable categdrica nominal que toma los valores:

- Carcinoma in situ (no invasivo): LCIS y DCIS.
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- Carcinoma invasivo ductal (carcinoma ductal infiltrante, Blcarcinoma invasivo tubular,

mucinoso, papilar o medular).

- Carcinoma invasivo lobulillar.

e Subtipo molecular: variable categérica nominal que toma los valoresluminal HER2 si/no.

o Lugares de recurrencia: variable categdrica nominal que toma los valores uno, mas de uno

0 ninguno.

5.1.7.2.3. Variables relativas al tratamiento.

Los tratamientos se realizaron de acuerdo a las guias de préctica clinica NCCN (79).

a. Tratamiento prescrito: variable categdrica nominal que toma los valores
adyuvante/neoadyuvante. @
b. Linea de tratamiento del esquema de trastuzumab: variable categérica ordinal que

toma los valores primera/segunda o siguientes.

5.1.7.2.4. Variables genéticas.
- Estatus de los marcadores genéticos: Variable cualitativa ordinal que toma los valores
presencia/ausencia de la alteracién genética.
En todas las pacientes se determinardn los polimorfismosABCB1-C3435T (rs1045642), ABCB1-

C1236T (rs1128503), CCND1-A870G (rs9344), HER2-lle655Val (rs93441).

5.1.7.2.4.1. Obtencion de las muestas y extraccion del DNA.

Las muestras que fueron utilizadas para la extraccién del DNA fueron cinco
secciones de cada paciente de 7 micras cada una,de tejido embebido en
parafina y fijado en formalina, tanto de tejido tumoral como del tejido sano
adyacente al tumor. La seleccion de las zonas mds representativas fue

realizada por dos patélogas experimentadas en CM, de forma independiente.
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La parafina se retiré por xileno-etanol antes de comenzar el aislamiento del
DNA.El DNA se extrajo usando el kit QlAamp DNA Mini (QiagenGmBH, Hilden,
Alemania) segun las instrucciones del fabricante para la purificacion de DNA a

partir de tejido y se almacend a -40-C.

5.1.7.2.4.2. Deteccidn de los polimorfismos genéticos.

La deteccidn de los polimorfismos genéticosABCB1-C3435T
(rs1045642),ABCB1-C1236T (rs1128503), CCND1-A870G (rs9344) y HER2-
lle655Val (rs1136201) se realizd mediante PCR a tiempo real mediante
diagramas de discriminacién alélica usando primers y sondasTagMan® en el
sistema de PCR a tiempo real AppliedBiosystemsStepOne(AppliedBiosystems,
Foster City, CA, EUA). Las condiciones de ciclacion por PCR fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 952C durante 10 minutos, seguido de 40
ciclos de desnaturalizacion a 952C durante 15 segundos vy
(hibridacién/extensién a 602C durante 60 segundos. La intensidad de la sefial
de fluorescencia debida a la degradacion de la sonda TagMan® se cuantifico
durante la fase de hibridacion de cada ciclo de PCR. El anélisis de genotipos de
las muestras de DNA se realizé por duplicado. La presencia de alelo de tipo
wild-type o la variante se definié comparando la fluorescencia relativa en el
punto final creada por la degradacién de cada sonda TagMan® marcada

fluorescentemente (VIC / FAM).

4.1.8. Analisis estadistico
Los datos cuantitativos se expresaron como la media (+ desviacién estandar) para las variables
con distribucion normal o las medianas y los percentiles (25 y 75) para las variables de

distribucién no normal. La normalidad se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilks.
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Se aplicé la prueba de t de Student para variables de distribucién normal, y la prueba de
Wilcoxonpara las variables no paramétricas. El andlisisbivariante para las variables dicotémicas
cualitativas se analizé mediante los testschi-cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher.
La correccién de Bonferroni se aplicé en las comparaciones multiples. La regresién logistica se
realizd para evaluar las posibles variables confusoras sobre las variables de resistencia,
respuesta, exitus y progresion. El modelo de regresién de riesgos multivariante de Cox fue
utilizado para obtener los hazard ratios (HR) y los intervalos de confianza del 95% (IC95%) para
los posibles factores prondsticos de progresion y supervivencia. El método de Kaplan-Meier y
la prueba de log-rank se utilizaron para analizar la asociacién entre la supervivencia y
progresion con variables demograficas, clinicas y genéticas. Un nivel de significacion de p <0,05
fue considerado significativo para todas las pruebas. El andlisis de datos se realiz6 a través de R
Commander 3.0.1 (80). El equilibrio Hardy Weinberg y las frecuencias haplotipicasse estimaron
usando la calculadora de Hardy-Weinberg(81) y la herramienta CUBEX (82), respectivamente,

ambos proporcionados por la Enciclopedia online para estudios de epidemiologia genética.

4.2. PARTE 2

4.2.1. Diseiio del estudio

Se realiz6 un metaanalisis.

4.2.2. Estrategia de busqueda bibliografica y extraccion de datos para metaanalisis.
La busqueda bibliografica se realizé en PubMed, Embase, Ovid y Scielo, incluyendo todos los
trabajos publicados hasta el 20 de diciembre de 2016, utilizando las palabras clave "ABCB1",
"polymorphism", "breast", "cancer". Con el fin de lograr una bibliografia exhaustiva, también
se identificaron estudios adicionales mediante revision de las listas de referencias de
determinados estudios o revisiones clave. La revision bibliografica se realizé porduplicado por

dos revisores independientes.
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Los criterios de inclusién utilizados para la seleccién de la literatura fueron:

1

Articulos originales.
- Realizados en humanos.
- Articulos en los que se explorara la asociacion entre los dosSNPs seleccionados y la
respuesta a la quimioterapia.
- Articulos con datos suficientes para calcular las odds ratio y los intervalos de confianza
al 95%.
- Articulos en los que se evaluara la respuesta a la quimioterapia segun los criterios
RECIST o WorldHealthOrganisation (WHO).
- Articulos escritos en inglés o espafol.
Los criterios de exclusion fueron los siguientes:
- Estudios que reportan datos superpuestos.
- Estudios con datos incompletos.

- Realizados por el mismo grupo investigador.
4.2.3. Extraccién de datos

Los datos fueron cuidadosamente extraidos de todos los estudios elegibles de forma
independiente por dos investigadores de acuerdo con los criterios de inclusién antes
mencionados. Se extrajo la siguiente informacién de los estudios: primer autor, afio de
publicacién, pais, etnia, nimero de pacientes incluidas en el estudio, frecuencias genotipicas
segln la respuesta a la quimioterapia, estadio clinico, protocolos de tratamiento, métodos de
genotipificacion y criterios de evaluacion. Dos revisores se encargaron de la recogida de los
datos y llegaron a un consenso sobre todos los datos extraidos. Las discrepancias existentes en
la extraccion de los datos después de la discusion de los dos revisores se resolvieron al repetir

la revision del estudio y el analisis de los resultados con un tercer revisor.
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4.2.4. Anilisis estadistico

La fuerza de la asociacién entre los polimorfismos ABCB1-C3435T y ABCB1-C1236T y la
respuesta a las terapias de tratamiento en CM se midi6 con las OR y sus intervalos de
confianza al 95%. Primero se estimd la respuesta al tratamiento con todos los estudios
disponibles para cada polimorfismo segin los modelos dominante (CT + TT vs CC), recesivo (TT
vs CC + CT) y codominante (CT vs CC y TT vs CC). Para el metaanalisis, la heterogeneidad de los
estudios se contrasté con el test chi-cuadrado de Cochran, asi como el grado de inconsistencia
con el indice I%. La OR conjunta de todos los estudios se calculé mediante el modelo de efectos
aleatorios de DerSimonian-Laird. Se considera el efecto del estudio estadisticamente
significativo si el intervalo de confianza para la OR combinada no contiene al 1. Los datos de
cada andlisis se han representado graficamente mediante funnelplotcon el programa
STATA(Stata Software Packageversion 10 (StataCorp LP, CollegeStation, Texas, USA)). El sesgo
de publicacién se analizé con los tests de Begg y Egger..

Se analizo el efecto global de todos los estudios para cada uno de los polimorfismos ABCB1-
C3435T y ABCB1-C1236T, asi como por separado segun etnia y tipo de tumor. El software

empleado para el metanadlisis fue Metadisc(83).
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5. RESULTADOS

5.1. PARTE 1
5.1.1. Caracteristicas delas pacientes.
La poblacién de estudio comprendié 84 pacientes caucdsicas con CM HER2-positivo que
recibieron tratamiento con esquemas con trastuzumab, 50 (50/84; 59.5%) como primera linea
y 6 (6/84; 7.1%) como tratamiento neoadyuvante. Las caracteristicas clinicas y demograficas
de las pacientes se resumen en la Tabla 8. La edad media al momento del diagndstico fue de
52 + 13 afios. Sesenta y un pacientes (61/84; 71.8%) fueron inicialmente diagnosticadas con
carcinoma ductal invasivo. Cuarenta y ocho pacientes (48/83; 57.83%) tenian tumores
positivos a los receptores de estrégenos y 38 (38/83; 45.78%) tenian tumores positivos para
receptores de progesterona. Durante el seguimiento, 41/84 (49,4%) experimentaron
progresion, 38 pacientes desarrollaron metastasis a distancia (38/84; 45.2%), 36.8% de las
cuales localizadas en el cerebro (14/83) y 32/84 (37.7%) fallecieron. El seguimiento medio de
las pacientes fue de 63.5 + 24.7 meses. La SGa los 5 afios fue de 74.9 (63.7, 83.0) meses y

laSLPa los 5 afios fue de 53.9 (42.5, 64.0).

5.1.2. Asociaciéon de las caracteristicas clinicas y demograficas con la

resistencia,progresion, respuesta y exitusa esquemas de trastuzumab.

La resistencia al tratamiento se asocié a una mayor edad de menarquia (p = 0.02645, Tabla 9).
La progresion tras el tratamiento fue mayor en pacientes con indice ki67 alto (RR: 1.79; 1C95%:
1.03-3.09; p = 0.03546). El estadio fue asociado con el exitus (p = 0.03929, Tabla 10). Otras
caracteristicas clinicas y demograficas se asociaron a resistencia, respuesta, exitus o

progresion.
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas y demograficas de las pacientes con cancer de mama.

Caracteristicas N N (%)
Edad al diagnéstico (aiios) 84 52+13
Edadmenarquia (afios) 78 13 [12-13]
Antecedentes CM 84 16 (19.0)
Nuliparidad 54 4(7.4)
Pre-menopausicas 65 29 (45.3)
Tamafiotumoral {cm) 73 2 [1.5-3]
Afectacionganglionar 83 36 (43.4)
Tipohistolégico 84

Carcinoma ductal Invasivo 60 (71.4)
Otros 20 (23.5)
Residual Post-quimioterapia 4(4.7)
Grado 70

1 2(2.9)

2 30 (42.9)
3 34 (48.6)
Residual Post-quimioterapia 4(5.7)
Receptor Estrégenos + 83 48 (57.8)
Receptor Progesterona + 83 38 (45.8)
Ki67 72

Alto 30(41.7)
Intermedio 16 (22.2)
Bajo 26 (36.1)
Subtipo Molecular 82

Luminal HER2 47 (57.3)
Estadio al diagndstico 75

1A 26 (34.7)
A 12 (16.0)
B 16 (21.3)
A 11 (14.7)
1B 3 (4.0)
Hc 6 (8.0)
v 1(1.3)
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Tabla 8. (continuacion).

Caracteristicas N N (%)
Trastuzumab 84

Primeralinea 50 (59.5)
Segunda o siguientes 34 (40.5)
Adyuvante 84 78 (92.9)
Neoadyuvante 6(7.1)
Respuesta 83
EnfermedadProgresiva 7 (8.4)
RespuestaCompleta 65 (78.3)
RespuestaParcial 7 (8.4)
Enfermedadestable 4(4.8)
Progresion 83 41 (49.4)
Lugares de recurrencia 84

1 19 (22.6)
>1 19 (22.6)
Ninguno 46 (54.8)
MetdstasisCerebrales 83 14 (16.9)
Exitus 84 31(36.9)

Supervivencia Global (1Cgss)
5 afios 74.9 (63.7,83.0)
8 afios 47.3(28.7, 63.8)

Supervivencia libre de Progresién

(1Co5%)
5 afos 53.9 (42.5, 64.0)
8 afos 46.7 (34.2, 58.2)

Variables cuantitativas: media + desviacién standard (distribucién normal)
o mediana [P,5-P;s] (no distribucién normal)
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Tabla 9. Asociacion de las caracteristicas clinicas y demograficas con la resistencia y respuesta

a esquemas de trastuzumab.

RESISTENCIA RESPUESTA
VARIABLE N Sl NO P N SI NO p
(St/NO) | n(%) | n(%) n(%) n{%)
51.6 51.8 50 41
Edad 23/60 * + 0.957 72/11 [43- [37- 0.295
14.0 12.9 62.75] 63]
13 12 12 13
Edadde menarquia 21/55 [12- | [11.5- | 0.02645* | 66/10 [12- [12.25- | 0.8146
14] 13) 13.75] | 13l
2 2 2 [1.5- 2
TamafioTumoral 17/55 [2- [1.5- 0.526 64/8 3 1'2] [2- 0.59
3.5] 3] ) 3.12]
<5cm 16 50 58 8
TamaifioTumoral (911.1) (9(;'9) 1 (9%6) (1%0) 1
> cm 5.9 | (9.1 ©.4) | (0)
NO 13 32 37 8
Afectaci6nganglionar (59.1) | (54.2) 0.6958 (529) | (72.7) 0.33
S| 9 27 33 3
(40.9) | (45.8) (47.1) (27.3)
Anteced ™ " (1:'6) (211?7) 0.5385 (21'51) (9%1) 0.6828
ntecedentes . 19 a7 . 56 10 .
(86.4) | (78.3) (78.9) {90.9)
7 26 30 3
POST
Status Menopausico (46.7) | (55:3) 0.5587 (53.6) (50) 1
PRE 8 21 26 3
(53.3) | (44.7) (46.4) | (50)
NO 10 39 46 3
Nuliparidad (200} | {50.7) 1 (92) (100) 1
S| 0 4 4 0
(0) (9.3) (8) (0)
Negativo 10 25 10 >
Receptor Estrégenos (47.6) | {41.7) 0.6356 (47.6) (50) 0.7389
Positivo 11 35 35 >
(52.4) | (58.3) (58.3) (50)
Negativo 10 35 40 >
Receptor (47.6) | (58.3) (56.3) (50)
0.3951 0.7446
Progesterona Positivo 11 25 31 5
(52.4) | (41.7) (43.7) (50)
Alto 6 24 26 4
(46.2) | (41.2) (40.6) | {57.1)
. . 2 13 14 1
Ki67 Intermedio (15.4) | (22.4) 0.9266 (21.9) (14.3) 0.7768
Bajo 5 21 24 2
(38.5) | (36.2) (37.5) | (28.6)
ER2-
p°‘:ﬁ"° No ;8 42157 4?;09 550
SubtipoMolecular luminal (50) | (417) 0.5153 (42.9) (50) 0.741
Luminal 10 35 40 5
HER2 (50) | (58.3) (57.1) | (50)
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Tabla 9. (continuacién)

RESISTENCIA RESPUESTA
VARIABLE N St NO [} Sl NO o]
(SI/NO) | n{%) n(%) n(%) n{%)
. 1 0(0) 0 1
(6.2) (0) | (11.1)
2 9 21 25 5
(56.2) | (40.4) (42.4) | (55.6)
Grado X 6 27 0.1882 30 3 0.1555
(37.5) | (51.9) (50.8) | (33.3)
Residual Post- 0 4 4 0
quimioterapia (0) (7.7) (6.8) (0)
Ca;z':tc;Ta 15 44 49 10
Invasivo (65.2) | (73.3) (68.1) | (90.9)
TipoHistologico Otros 7 13 0.745 19 1 0.3923
(30.4) | (21.7) (26.4) | (9.1)
Residual Post- 1 3 4 0
quimioterapia (4.3) (5) (5.6) (0)
| 6 19 23 2
(27.3) | (37.3) (37.1) | (18.2)
d ! 501 | (18 (20) 637)
Estadio 50 314 32.2 63.7
» 5 15 0.07857 18 2 0.4184
(22.7) | (29.4) (29) | (18.2)
v 0 1 1 0
(0) {2) (1.6) (0)
22 55 66 11
AdministraciénTrastuzuma Adyuvante (95.7) | (91.7} 1 (91.7) | (100) 1
L Neoadyuvante ! : 6 0
(4.3) (8.3) (8.3) (0)
Tabla 10. Asociacion de las caracteristicas clinicas y demograficas con exitus y progresion.,
EXITUS PROGRESION
N NO 3] p N NO S| p
VARIABLE {SI/NO) n(%) | n(%) n{%) n{%)
51.45 | 52.62
Edad 32/53 + + 0.69 41/42 51.7 51.76 0.9885
12.48 | 14.01
12 13 12 13
Edaddemenarquia 27/51 [12- [12- 0.09838 | 36/40 | [12- [12- 0.1432
13] 14] 13] 14]
2 2 [2- 2 2 [2-
TamafioTumoral 25/48 [1.5- 3) 0.5085 35/37 | [1.5- 3) 0.5698
3.12] 3.5
NO (42543) (1113) (42706) (zlé)
Afectaciénganglionar N 29 18 0.6404 22 23 0.5507
(54.7) | (60) (52.4) | (59)
NO 43 25 34 32
Antecedentes CM (81.1) | (806) 0.9563 (81) (80) 0.9134
5| 10 6 8 8
(18.9) | (19.4) (19) | (20)
Status Menopdausico POST 25 10 0.6115 21 12 0.4978
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(56.8) (50) (56.8) (48)
PRE 19 10 16 13
{43.2) | (50) (43.2) | (52)
Tabla 10. (continuacién)
EXITUS PROGRESION
N NO S| p NO S| P
VARIABLE
(SI/NO | n(%) | n(%) n{%) | n(%)
)
37 13 28 21
NO (90.2 | (100) (87.5 | (100)
Nulliparity ) 0.5618 ) 0.1432
4 0 4 0
S| (©.8) (0) (1§.5 {0)
22 13 19 16
Negativo (41.5 | (43.3 (45.2 | (41)
) ) )
Receptor Estrégenos 31 17 0.8716 >3 73 0.7022
Positivo (58.5 | (56.7 (54.8 | (59)
) ) )
30 15 27 18
Negativo (56.6 | (50) (64.3 | (46.2
) ) )
Receptor Progesterona 23 15 0.5618 15 1 0.1008
Positivo (43.4 | (50) (35.7 | (53.8
) ) )
18 12 13 17
Alto (54.5 (31.7 | {56.7
(36)
) ) )
1 12 3
Ki67 Intermedio 15 (4.5) 0'0i188 (29.3 | (10) 0'05*637
(30) )
17 g 16 10
Bajo (40.9 (39) | (33.3
(34) ) )
HER2- 22 13 19 16
positivo No (42.3 | (43.3 (45.2 | (421
| fuminal ) ) ) )
Subtipo Molecular 30 17 0.9279 3 > 0.7779
Luminal HER2 (57.7 | (56.7 (54.8 | (57.9
) ) ) )
1 0 2 0 1
(0) (8.3) {0) (3.2)
18 12 16 14
2 (39.1 (50) (43.2 | (45.2
) ) )
24 10 0.09589 17 16
prado 3 (522 | (417 so | 516 | 2972
) ) ) )
Residual 0 4 0
Post- 4 {0) (108 | (0)
quimioterapi (8.7) )
a
Carcinoma 36 25 28 31
ductal (67.9 | (78.1 (66.7 | (75.6
Invasivo ) ) ) )
TipoHistolégico 15 5 0.4604 12 8 0.7325
Otros (28.3 | (15.6 (28.6 | (19.5
) ) ) )
Residual 2 2 2 2
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Post- (3.8) | (6.2) (4.8) | (4.9)
quimioterapi
a
19 7 16 9
| (40.4 (25) (43.3 | (25.7
) ) )
15 13 6 6
I (31.9 | (46.5 (16.2 | (17.1
1 ) ) 0.03929 ) )
Estadio 13 7 . 11 18 0.08677
I (27.7 | (25.0 (29.7 | (51.4
) ) ) )
0 1 4 2
v (3.6) (108 | (5.7)
{0) )
48 30 38 39
AdministraciénTrastuzuma Adyuvante (9?'6 (9?'8 0.406 (9(;'5 (9?'1 0.6758
5 Neoadyuvant 5 1 4 2
e (9.4) | (3.2) (9.5) | (4.9)

5.1.3. Distribucién de genotipos
Todas las distribuciones de los polimorfismos génicos se encontraban en equilibrio de Hardy-
Weinberg a excepcién de ABCB1-C3435T y HER2 (lle655Val). En ninglin caso se observd

desequilibrio de ligamiento.

Equilibrio Hardy-Weinberg

o = (p-valor)

ABCB1 (C1236T)
CC 34 40
TC 42 49.41 0.4507
TT 9 10.59

ABCB1 (C34357)
CC 21 2471
TC 53 6535 0.0147
TT 11 1294

CCND1 (rs9344)
AA 16 18.82
AG 40 47.06 0.738
GG 29 34.12

HER2 (lle655Val)
AA 55 679

AG 20 24.69 0.0465
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5.1.4. Influencia de los polimorfismos genéticos sobre las variables de respuesta

GG 6

7.41

l

5.1.4.1.

Resistencia

ABCB1-C3435T fue el Unico polimorfismo genético asociado a la resistencia (p = 0.03932, Tabla

11). En particular, las pacientes con genotipo CC tenian un mayor riesgo de resistencia a los

esquemas de quimioterapia/trastuzumab, en comparacion con las portadoras del alelo T (RR:

2.71; 1C 95%: 1.29-5.68; p = 0.013888; Tabla 11). El analisis de regresién logistica multivariante,

considerando la edad de la menarquia y ABCB1-C3435T, revelé que el Unico factor

independiente asociado a la resistencia a terapia en pacientes con CM HER2-positivo fue el

polimorfismo C3435T del gen ABCB1, y confirm¢ el efecto protector del alelo T (Tabla 12).

Tabla 11. Asociacidn de los genotipos de ABCB1, CCND1 y HER2 con la resistencia y respuesta.

RESISTENCIA RESPUESTA

GEN sl NO p-valor RR NO si p-valor RR

(n/%) (n/%) Pb-valor 1Cos (n/%) (n/%) Pb-valor 1Cosy
ABCB1
C1236T
cc | 12(s2.2) | 21(35) 6(54.5) | 27 (37.5)
TC 9(39.1) | 33(55) | 0.3517 4(36.4) | 38(52.8) | 05751
™ 2(87) | 6(10) 100.1) | 7(9.7)
ABCB1
34357
- 11 10 4 17

(47.8) | (16.7) (36.4) | (23.6)

11 40 0.00983 6 45
e (47.8) | (66.7) | 003932 (s45) | (625 | O3
= 1 10 1 10

43) | (16.7) (9.1) (13.9)

0.003472 2.71

Uit 12 >0 0.01389 | (1.29-5.68)
C- (Ref) 22 50 0.2757
CCND1
rs9344

4 12 0 16 0.04915
LA 17.4) | oy | °#1° (0) (22.2) | 0.1966
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AG 10 29 4 35
(43.5) (48.3) (36.4) (48.6)
GG 9 19 7 21
(39.1) (31.7) (63.6) (29.2)
1.24
A- 36.4 70.8 0.0562 (0.99-1.55)
11 56 R
G- (100.0) (77.8) 0.112 inf
HER2
AA 19 34 10 43
(82.6) {60.7) (90.9) (63.2)
3 17 1 19
AG (13) (30.4) 0.2032 ©.1) (27.9) 0.2592
1 5 0 6
GG
(4.3) (8.9) (0) (8.8)
1Cosy.: Intervalo Confianza 95%; Pb: p-valorconcorreccién de Bonferroni, Ref: Referencia, RR: Riesgo Relativo.

Tabla 12. Influencia de los genotipos de ABCB1-C3435T en la Resistencia (Analisis de regresion

logistica)
RESISTENCIA
OR (Clgsx) P

ABCB1-C3435T
CC (Referencia)
cT 0.25 (0.08-0.73) 0.0123
L 0.09 (0.004-0.6) 0.0348

1Cys%. 95% Intervalo de confianza; OR: Odds Ratio

5.1.4.2. Respuesta a esquemas de quimioterapia/trastuzumab.
Ningan polimorfismo genético presenté influencia en la respuesta al tratamiento. Las
portadoras del alelo A para CCND1-rs9344 presentaron una tendencia a mayor respuesta en

comparacion con las pacientes GG (RR: 1.24, IC 95%: 0.99-1.55, p = 0.0562, Tabla 11).

5.1.4.3. Progresion
El andlisis bivariante mostrd que la progresion se asocié con el polimorfismo del gen ABCB1-

C3435T (p (Bonferroni-corregido) = 0.04476, Tabla 13). En particular, las pacientes portadoras
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del genotipo CC presentaron un mayor riesgo de progresiéon en comparacién con las

portadoras del alelo T (RR: 1.89; IC 95%: 1.17-3.06; p (Bonferroni-corregido) = 0.017964). La

curva de Kaplan-Meier para SLP segun el polimorfismo del gen ABCB1-C3435T se muestra en la

(Figura 6) (plog-rank = 0.0029). La mediana de la SLP fue de 12.1 (IC 95%: 1.9-22.4) para el

genotipo CC. Para los pacientes con CT y TT, las medianas de SLP excedieron el tiempo de

supervivencia de la ultima observacién(Tabla 15).

El anélisis de regresion de Cox univariante se muestra en la

Tabla 13. Asociacién de los genotipos de ABCB1, CCND1 and HER2 con exitus y progresion.

EXITUS PROGRESION

GEN

(njl%) MermEd Pif;rt:r I(?:,‘ (nj;ﬁ) (:/(9)6) PFL—Y:a:E:r I(:I:,‘
ABCB1
C1236T
cc 14 (43.8) | 20(37.7) 20(48.8) | 13(31)
TC 15(46.9) | 27 (50.9) | 0.8527 17(41.5) | 25(59.5) | 0.196
T 3(9.4) 6(11.3) 4(9.8) 4 (9.5)
ABCB1
C3435T
cC 13 (40.6) | 8(15.1) 16(39) | 5(11.9)
TC 18 (56.2) | 35 (66.0) g:ggg;z; 22(53.7) | 29(69) 8:312;2
1T 1(3.1) | 10(18.9) 3(7.3) 8(19)
C-(Ref) | 31(96.9) | 43(81.1) | 0.04635 0.21 38(92.7) | 34(81.0) | 0.1151

{0.03-1.43)

e | 15590 | ssiwon | 908 | 25 st |srina | S0 | 2
CCND1
rs9344
AA 7(21.9) 9(17) 7(17.1) | 9(21.4)
AG 12 (37.5) | 28(52.8) | 0.3892 18{43.9) | 21(50) | 0.5944
GG 13 (40.6) | 16(30.2) 16(39) | 12(28.6)
HER2
AA 23(71.9) | 32(65.3) 27(69.2) | 26 (65)
AG 7(21.9) | 13(26.5) | 0.9321 9(23.1) | 11(27.5) | 0.9331
GG 2(6.2) 4(8.2) 3(7.7) 3(7.5)
ICosy. Intervalo Confianza 95%; Pb: p-valorconcorreccién de Bonferroni, Ref: Referencia, RR: Riesgo Relativo.
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Tabla 14. La regresiéon multivariante de Cox considerando ki67 como covariable demostré que
ABCB1-C3435T era el Gnico factor independiente asociado a SLP (p likelihoodratio test=
0.009886).

Tabla 13. Asociacidn de los genotipos de ABCB1, CCND1 and HER2 con exitus y progresion.

EXITUS PROGRESION
GEN
S| p-valor RR Sl NO p-valor RR
{n/%) NO (n/3) Pb-valor 1Casa {n/%) {n/%) Pb-valor ICos
ABCB1
C1236T
cc 14 (43.8) | 20(37.7) 20(48.8) | 13(31)
TC 15(46.9) | 27 (50.9) | 0.8527 17(41.5) | 25(59.5) | 0.196
T 3(9.4) 6(11.3) 4(9.8) 4 (9.5)
ABCB1
C3435T
cc 13 (40.6) | 8(15.1) 16(39) | 5{11.9)
0.009132 0.01119
TC 18(56.2) | 35(66.0) | \'oaccon 22(53.7) | 29069) | ('0aa7e
1T 1(3.1) | 10(18.9) 3(7.3) 8(19)
C- (Ref) | 31(96.9) | 43(81.1) | 0.04635 0.21 38(92.7) | 34(81.0) | 0.1151
' ‘ ‘ (0.03-1.43) : ' '
0.00819 2.09 0.004491 1.89

T- (Ref) | 19 (59.4) | 45 (84.9) 25 (61.0) | 37(88.1)

0.03276 | (1.14-3.83) 0.017964 | (1.17-3.06)

CCND1

rs9344
AA 7 (21.9) 9(17) 7(17.1) | 9(21.4)
AG 12 (37.5) | 28(52.8) 0.3892 18(43.9) | 21(50) 0.5944
GG 13 (40.6) | 16(30.2) 16 (39) | 12(28.6)

HER2
AA 23(71.9) | 32(65.3) 27 (69.2) | 26(65)
AG 7(21.9) | 13(26.5) 0.9321 9(23.1) | 11(27.5) 0.9331
GG 2(6.2) 4(8.2) 3(7.7) 3(7.5)
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ICass.. Intervalo Confianza 95%; Pb: p-valorconcorreccion de Bonferroni, Ref: Referencia, RR: Riesgo Relativo.

Tabla 14. Influencia de los genotipos de ABCB1-C3435T en la supervivencia libre de progression

y la supervivencia global (Analisis de regression de Coxmultivariante)

SLP SG
HR (ICg5x) P HR (ICsx) p

ABCB1-C3435T
CC{Referencia)

cT 0.41(0.21-0.79) 0.00806 0.49 (0.06-1.02) 0.0555

T 0.22 (0.07-0.79) 0.01982 0.12(0.04-0.90) 0.0398
ICqsx: 95% Intervalo Confianza; HR: Hazard Ratio, SG: Supervivencia global,

SLP: Supervivencia libre de progresién
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Figura 6.Curva de Kaplan-Meier de la supervivencia libre de progresion segun los genotipos de

ABCB1-C3435T.
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5.1.44. Supervivencia

El andlisis bivariante mostré una asociacion entre el polimorfismo del gen ABCB1-C3435T y
exitus (p (Bonferroni-corregido) = 0.036528, Tabla 13). En particular, las pacientes portadoras
del genotipo CC presentaron un mayor riesgo de muerte en comparacion con las portadoras
del alelo T (RR: 2.09; IC 95%: 1.14-3.83; p (Bonferroni-corregido) = 0.03276; el estadio de la
enfermedad fue la Unica variable clinica asociada a exitus(Tabla 10).

La curva de Kaplan-Meier para SG segtn el polimorfismo del gen ABCB1-C3435T se muestra en
la(Figura 7) (plog-rank = 0.021). La mediana de SG fue de 73.3 (IC 95%: 62.8-83.9) para el
genotipo CC. Para las pacientes con CT y TT, los valores de la mediana de supervivencia no
estaban disponibles(Tabla 15).

El andlisis de regresién de Cox multivariante ajustado segun los estadios se utilizé para

investigar mas a fondo el impacto de las variantes de ABCB1 rs1045642 en la SG (p likelihood
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ratio test =0.01626). El genotipo ABCB1-C3435T TTpermaneci6 significativamente asociado a

un SG mds alta en comparacion con las pacientes con el genotipo CC (HR: 0.12, IC 95%: 0.04-

0.90, p = 0.0398,

Tabla 13. Asociacién de los genotipos de ABCB1, CCND1 and HER2 con exitus y progresion.

EXITUS PROGRESION

GEN

g | OO/ e o (/%) /% nn 125,‘
ABCB1
C1236T
cc 14 (43.8) | 20(37.7) 20(48.8) | 13(31)
TC 15(46.9) | 27(50.9) | 0.8527 17{41.5) | 25(59.5) | 0.196
TT 3(9.4) | 6(11.3) 4(9.8) 4(9.5)
ABCB1
C3435T
cC 13(40.6) | 8(15.1) 16(39) | 5{11.9)
TC | 18(562) | 35(660) | ooooeas 22(537) | 29(69) | oogsre
TT 1(3.1) | 10(18.9) 3(7.3) 8(19)
C-(Ref) | 31{96.9) | 43(81.1) | 0.04635 0.21 38(92.7) | 34(81.0) | 0.1151

{0.03-1.43)

e | 151590 | esteor | 9935 | 2% oo | svesa | S99 | g
CCND1
rs9344
AA 7(21.9) 9(17) 7(17.1) | 9(21.4)
AG 12(37.5) | 28(52.8) | 0.3892 18(43.9) | 21(50) | 0.5944
GG 13 (40.6) | 16 (30.2) 16 (39) | 12(28.6)
HER2
AA 23(71.9) | 32(65.3) 27(69.2) | 26(65)
AG 7(21.9) | 13(26.5) | 0.9321 9(23.1) | 11(27.5) | 0.9331
GG 21{6.2) 4(8.2) 3(7.7) 3(7.5)
ICos%: Intervalo Confianza 95%; Pb: p-valorconcorreccién de Bonferroni, Ref: Referencia, RR: Riesgo Relativo.
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Tabla 14).

Figura 7.Curva de Kaplan-Meier de la supervivencia global segtn los genotipos de ABCB1-

C3435T.
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Tabla 15. Supervivencia libre de progression y supervivencia global de acuerdo con los

genotipos de ABCB1-C3435T en pacientes con cancer de mama.

Supervivencia global
Mediana (ICssx)

73.3(62.8-83.9)

*

Supervivencialibre de progresién
ABCB1-C3435T
Mediana (ICasy)
cC 12.1{(1.9-22.4)
CT *
'rr *
* El valor de la mediana de supervivencia excede el tiempo de supervivencia de la Gltima observacion.

5.2. PARTE 2

5.2.1. Caracteristicas de los estudios.
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Se encontraron un total de43 estudios con las palabras clave “ABCB1”, “polymorphism”,
“breast”, “cancer”, “response”.

Se excluyeron 19 estudios por estar escritos en japonés, por incluir solamente datos de
farmacocinética o por estar realizados en pacientes no diagnosticados de CM.

Se seleccionaron 16 estudios tras eliminar losmetaanalisis, un articulo cuyo farmaco utilizado
eradoxorrubicinaliposomal, otro que no consideraba la variable respuesta, sino supervivencia
como variable dependiente, y otro de modificacién en la expresion de ABCB1. De estos 16 se
desecharon 2 articulos, ya que uno de ellos no utilizaba los criterios RECIST/WHO como
medida de respuesta y otro no tenia desglosados los datos de respuesta para poder ser
utilizados posteriormente. Tresarticulos pertenecian al mismo grupo de investigacion; uno de
ellos (Tulsyan et al.) se excluyd por estar contenido en otro (Agarwal et al.). El estudio de
Agarwal et al.se utilizé para el andlisis general porque era el mds reciente e incluia pacientes
con varios tipos de presentaciéon de CM. El estudio de Chaturvedi et al. aunque también
pertenecia al mismo grupo de investigacion fue utilizado para el andlisis por subgrupos segun
el tipo de cancer pues todas sus pacientes padecian cancer de mama localmente avanzado
(CMLA) y CMM, y estaban disponibles por tanto los datos en funcién de este estadio. De estos
12estudiosutilizados para el analisis global general se extrajo la informacién segun versaban
sobre un polimorfismo u otro resultando en: 9 articulos para el polimorfismo ABCB1-C3435T y

5 articulos para el polimorfismo ABCB1-C1236T. Todas las caracteristicas de los estudios se

resumen en la Tabla 16.
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5.2.2. Metaanalisis

Para el polimorfismo ABCB1-C3435T se incluyeron 9 estudios seleccionados, que sumaban un

total de 770 pacientes para calcular la OR combinada (Tabla 16).No se encontré asociacién de

este polimorfismo con la respuesta a quimioterapia en pacientes con CM en ninguno de los

modelos (dominante, recesivo, codominante) (Tabla 17).

Tabla 17. Resumen de las OR (IC 95%) de los distintos modelos genéticos del

polimorfismoABCB1-C3435T y la asociacion con la respuesta al tratamiento.

Modelo Total o subgrupo de pacientes N OR (IC 95%) 1 (%) P
Dominante (CT+TT vs CC) Todos los estudios 8 0.888(0.558-1.413) 212 0.261
Caucésicos 3 1.263(0.193-8.253) 58.4 0.090
Asidticos 3 0.797(0.497-1.280) 1.7 0.362
Indios 2 1.168{(0.334-4.084) 41.2 0.192
De todos + primario 3 1.217(0.643 - 2.302) 6.7 0.342
CMLA + CMM 6 0.961(0.436- 2.119) 46 0.099
RECIST 7 0.807(0.471-1.383) 224 0.258
Recesivo (TT vs CT + CC}) Todos los estudios 8 0.993(0.519-1.900) 613 0.008
Caucasicos 3 0.875(0.316-2.420) 0 0.510
Asidticos 3  0.965(0.267-3.483) 78.9 0.003
Indios 2 0.948(0.394-2.285) 54.1 0.140
De todos + primario 3 2.007(0.695-5.798) 60.7 0.078
CMLA + CMM 6 0.830(0.455-1.513) 45.1 0.091
RECIST 8 0.812(0.484-1.361) 309 0,182
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Tabla 17. (continuacién)

Modelo Total o subgrupos

OR (IC 95%)

pacientes (%)
CTvsCC  Todos los estudios 0.834 (0.538 - 1.292) 0 0.467
Caucdsicos 1.077 (0.544-2.131) 0 0.760
Asidticos 0.709 (0.412-1.220)  75.3 0.017
Indios 1.262 (0.468 - 3.404) 0 0.361
De todos + primario 1.008 (0.535 - 1.898) 0 0.466
CMLA + CMM 1.004 (0.426 - 2.368) 38.8 0.147
RECIST 0.808 (0.467-1.397) 8.4 0,364
TTvsCC  Todos los estudios 1.146 (0.511 - 2.571) 57 0.023
Caucdsicos 1.244 (0.096-16.124) 65 0.057
Asiaticos 1.238 (0.366-4.190) 0 0.609
Indios 1.083(0.215-5.444) 60.3 0.113
De todos + primario 2.327 (0.756-7.161) 41.8 0.179
CMLA + CMM 0.830(0.455-1.513) 45.1 0.091
RECIST 0.848 (0.415-1.734) 34.0 0,168

N: Numero de estudios, De todos (todos los estadios)

Para el polimorfismo ABCB1-C1236T, se seleccionaron 5 articulos, suponiendo un total de 566

pacientes, sin encontrar significacion estadisticade la asociacion de este polimorfismo con la

respuesta a la quimioterapia en pacientes con CM en ningun modelo (Tabla 18).
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Tabla 18. Resumen de las OR (IC 95%) de la asociaciénde los distintos modelos genéticos del

polimorfismo ABCB1-C1236T y la respuesta al tratamiento.

Modelo Total o subgrupo de pacientes N OR (IC 95%) (%) P
Dominante (CT+TT vs CC) Todos los estudios 5 1.968 (0.609 - 6.362) 79.9 0.001
Asidticos 2 0.956 (0.453-2.020) 0 0.640
De todos 4 2,507 (0.596-10.543) 82.5 0.001
CMLA + CMM 2 1.846(0.323-10.545) 76.3 0.040
RECIST 3 1.22(0.53 -2.82) 39.6 0.1912
WHO 2 1.029 (0.429 - 2.469) 0 0.5473
Recesivo (TT vs CT + CC) Todos los estudios S 1.951 (0.690 - 5.519) 82.2 0.000
Asidticos 2 1.045 (0.390-2.804) 72.5 0.057
De todos 4 2.753 (0.814 - 9.307) 80.7 0.001
CMLA + CMM 2 0.845(0.446 - 1.601) 20.3 0.263
RECIST 3 0.909 (0.531 -1.556) 0 0,399
WHO 2 1.376 (0.814 - 2.325) 0 0,480
CTvsCC Todos los estudios 5 1.384 (0.576 - 3.323) 55.4 0.062
Asidticos 2 0.867(0.390-1.928) 0 0.827
De todos 4 1.578 (0.498 - 5.001) 64.9 0.036
CMLA + CMM 2 2.117(0.399 - 11.233) 72 0.059
RECIST 3 1.275 (0.362 - 4.487) 68.1 0.044
WHO 2 1.720(0.278-10.632) 63.7 0,097
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Tabla 18. (Continuacioén)

Modelo  Tetal o subgrupo de pacientes OR (IC95%) 1 (%) P
TTvsCC Todos los estudios 2,472 (0.610-10.019) 80.5 0.000
Asidticos 0.963 (0.408-2.271) 131  0.283
De todos 3.660 (0.754 - 17.757) 79.1  0.002
CMLA + CMM 1.498 (0.227 - 9.897) 763 0.040
RECIST 1.246 (0.320 - 4.861) 60 0.082
WHO 7.106 (0.278-181.59) 91.7 0.001

De todos: todos los estadios, N: Nimero de estudios,

Tras realizar la estratificacion por etnias, por tipo de cancer y segun el criterio de medida de la

respuesta segun los modelos dominante, recesivo o codominante, no se encontré influencia de

estos factores en la respuesta a la quimioterapia en pacientes con CM, ni con el polimorfismo

ABCB1-C3435T ni con el ABCB1-C2336T, como muestran los resultados (Tabla 17 y Tabla 18) y

las representaciones graficas del modelo dominante (Figura 8,Figura 9, Figura 10).
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Figura 8.Metaandlisis del modelo dominante del polimorfismo ABCB1-C3435T segun la etnia.
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Figura 10. Metaandlisis del modelo dominante del polimorfismo ABCB1-C1236T segun el

criterio de evaluacion de la respuesta.
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5.2.3. Test para la heterogeneidad
Los datos sobre la heterogeneidad de los estudios utilizados en cada comparaciéon de los
polimorfismos ABCB1 C3435T y C1236T vy la respuesta a la quimioterapia son diversos y se
muestran detallados por los datos del grado de inconsistencia (indice I°) y el contraste Q de
Cochran (heterogeneidad: p < 0.05) en las Tabla 17 y Tabla 18, siendo mayores para los

modelos del polimorfismo ABCB1-C1236T.

5.2.4. Sesgo de publicacion
El modelo dominante de ABCB1-C3435T no presento sesgo de publicaciéon, como muestra el
resultado del test de Begg (p= 0.293; p continuitycorrected= 0.368) y el test de Egger (p =
0.891).
El sesgo de publicaciéon tampoco estuvo presente en el modelo dominante de ABCB1-C1236T

de acuerdo al test de Begg (p = 0.73; p continuitycorrected= 0.462) y el test de Egger (p =
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0.470). La representacién gréfica de estos tests se muestra a continuacién (Figura 11 y Figura
12).
Figura 11.Test para el sesgo de publicacién del modelo dominante de ABCB1-C3435T

(Begg ‘sfunnelplot).
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Figura 12. Test para el sesgo de publicacion del modelo dominante de ABCB1-C1236T

(Begg ‘sfunneiplot).

Begg's funnel plot with pseudo 95% confidence limits
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6. DISCUSION

El manejo terapéutico actual de las pacientes con CM HER2 positivo, incluyendo varias
combinaciones de agentes quimioterdpicos, farmacos dirigidos a la diana HER2 y terapia
hormonal, ha mejorado mucho los resultados en estas pacientes. A pesar de que estos
esquemas suelen lograr resultados favorables, la resistencia a los tratamientos sigue siendo un
reto para los clinicos. Los polimorfismos de los genes ABCB1, HER2, y CCND1 se han propuesto
como potenciales predictores de los resultados clinicos a los esquemas de trastuzumab(35,36).
En el presente estudio, se evaluaron los resultados clinicos de 84 pacientes con CM HER2-
positivo tratadas con esquemas de trastuzumab. El alelo T del polimorfismo ABCB1-C3435T
demostré ser un buen factor prondstico para la resistencia, SLP y SG en estas pacientes.

La asociacion del polimorfismo ABCB1-C3435T con los resultados del tratamiento en pacientes
con CM tratados con quimioterapia neoadyuvantese sugirié inicialmente en un estudio de 68
pacientes con CM localmente avanzado, que mostré una mejor RC clinica en pacientes
portadoras del genotipo TT de ABCB1-C3435T (OR: 4.38, IC 95%: 1.2-16.1, p=0.029) (Tabla

19)(84).
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Otros estudios han mostrado resultados contradictorios. En nuestras pacientes, el
polimorfismo del gen ABCB1-C3435T no influyd en la respuesta al tratamiento, como se
demostré en un metaanalisisque incluia 464 pacientes (40) y en otro posterior que incluia
(608) (43). Otros estudios han intentado refutar esta falta de asociacion con la respuesta al
tratamiento, pero no han logrado encontrar consistencia en el efecto del alelo T sobre el
resultado clinico. En un estudio de pacientes chinas conCM,las quepresentaron el alelo T de
ABCB1-C3435T mostraron una respuesta mejorada a quimioterapia neoadyuvante (43.4% vs
23.8%, OR: 2.695, p=0.02, (Tabla 19)(41). Este efecto fue particularmente incrementado en
pacientes quepresentaron el haplotipo 3435T-1236T-2677T (63.6% vs 20%, OR: 8.064; IC 95%:
1.085-58.823; p = 0.041) (41,48)(Tabla 19).

Por otro lado, las pacientes con genotipo TT de ABCB1-C3435T mostraron peor respuesta a
quimioterapia neoadyuvante(33.3 vs 71.2%, p=0.001) (Tabla 19)(42). Los haplotipos ABCB1
3435T-1236T y 3435T-1236T-2677T también mostraron tasas de respuesta mds bajas (59.8% vs
82.9%, p=0.011y 58% vs 77.4%, p=0.019, respectivamente).

Otros polimorfismos en ABCB1 se han explorado como biomarcadores de respuesta. El alelo T
del polimorfismo del gen ABCB1-C1236T se asocié con una peor respuesta (58.3% vs 85%, OR
no-respondedores/respondedores: 4.63; p=0.021) en 100 pacientes con CM de la India
tratados con quimioterapia neoadyuvante(fluorouracilo, ciclofosfamida mas epirubicina o
doxorrubicina)(43,47). Una tendencia similar fue demostrada por las portadoras del alelo T en
una pequefia cohorte de 58 pacientes tratadas con quimioterapia neoadyuvante (57.4% frente
a 81,8%, OR no respondedores/respondedores: 3.33; p = 0.150), pero sin asociacién
estadisticamente significativa, probablemente debido al pequefio tamafio de la muestra(48)
(Tabla 19). Un metaanalisis realizado por este grupo de investigacion, que incluy6 3 estudios
(373 pacientes),encontré una tendencia a la respuesta a la quimioterapia en pacientes con CM
(OR: 1.77; IC 95%: 1.01-3-10; p = 0.05). En nuestras pacientes, el polimorfismo genético ABCB1-

C1236T no influyd en la respuesta ni en ningn otro resultado clinico.
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El efecto protector del alelo T de ABCB1-C3435T en la SLP se demuestra mas consistentemente
entre todos los estudios. En nuestras pacientes, el genotipo CC de ABCB1-C3435T se asoci6 a
una peor SLP (Tabla 14), como ocurrié en 762 pacientes con CM después de un tratamiento
con quimioterapia basada en antraciclinas (HR: 1.664; IC 95%: 1.022-2.708; p=0.041) (41). Los
resultados fueron similares para 57 pacientes con CMMHER2-positivotratadas con taxanos
mas trastuzumab (p=0.039), que también mostraron una SLPmas prolongada en las portadoras
de ABCB1 2677-T y 1236-CC y/o 2677-TT (p = 0.037 y p = 0.006, respectivamente) (34). Sin
embargo, el polimorfismo ABCB1-C3435T no influyé en la SLP en 108 pacientes MBC tratadas
con antraciclinas y paclitaxel(46). Ademas, ni las variantes de ABCB1-C1236T o G2677T/A
mostraron asociacién con SLP/SG en 762 pacientes tratadas con quimioterapia neoadyuvante
basada en antraciclina(41)(Tabla 19).

En cuanto a la SG, nuestro estudio también ha confirmado el buen prondstico del efecto del
alelo T de ABCB1-C3435T en pacientes con CM. Las pacientes con genotipo ABCB1-3435TT
mostraron un SG mas larga (HR: 0.12; p = 0.0398), como se ha visto recientemente en 216
pacientes con CM tratadas con quimioterapia neoadyuvante (HR: 0.223; p = 0.024)(45). En
nuestras pacientes, el analisis multivariante demostré que el polimorfismo ABCB1-C3435T es el
unico factor independiente asociado a la SG, mientras que el estudio de Kim et al. se perdié6 la
significacion estadistica tras el ajuste por ECOG, histologia, receptor triple negativo, estadio
inicial del fenotipo y respuesta patoldgica. Sin embargo, el efecto protector del alelo T se
mantuvo, mostrando una tendencia similar hacia una SG mas larga en pacientes con genotipo
ABCB1-3435 TT (HR: 0.245; p = 0.054)(45). Solo un estudio ha intentado cuestionar el papel
protector del alelo T de ABCB1-C3435T en la supervivencia de las pacientes con CM. Las
pacientes con genotipo CT de ABCB1-C3435T mostraron una tendencia a unaSG mas corta en
comparacion con las pacientes con genotipo CC de ABCB1-C3435T (13.6 vs 18.5 meses; p=0.06)
en 108 pacientes con CMM tratadas con antraciclinas y paclitaxel (Tabla 19)(46). En el analisis

multivariante, el genotipo CT de ABCB1-C3435T dio como resultado un factor independiente
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de mal pronéstico (HR: 3.51; p=0.026). Sin embargo, en este estudio, los datos de laHR
relacionada con las pacientes que presentaron genotipo TT no fueron revelados; por lo tanto,
el efecto global del alelo T en esta poblacién no pudo ser evaluado.

CCND1 es con frecuencia mutado, amplificado y sobreexpresado en pacientes con CM(51,85).
El polimorfismo genético CCND1-A870G se ha relacionado con el aumento de la expresion de
CCND1 (51). Nuestras pacientes que presentaron el alelo A del polimorfismo CCND1-rs9344
tendieron a tener tasas de respuesta mas altas (92.7% vs 75.0%, IC 95%: 0.99-1.55; p=0.0562)
como se describié6 en 234 pacientes con CM HER2-positivo tratadas previamente con
antraciclinas, taxanos y trastuzumab cuando se afiadid lapatinib a capecitabina (35% frente a
11%, p=0.001). Estas pacientes también mostraron una mayor mediana al tiempo a la
progresién(7.9 vs 3.4 meses, p <0.001) (54). En consonancia con estos datos, la supervivencia
fue particularmente mayor en pacientes con CM que presentaron el genotipo AA CCND1-
rs9344 con estadio Ill-IV o tumores con receptores de estrogeno/progesterona negativos, de
acuerdo con los resultados del ShangaiBreastCancerStudy, compuesto por 1130 casos y 1196
controles (52). Las HR ajustadas para SLE asociadas con el genotipo AA fueron de 0.41; IC 95%:
0.19-0.91 para estadios IIl/IV y 0.35 (IC 95%: 0,15-0,80) y 0.32 (IC 95%: 0,13-0,79) para RE/RP
negativos de pacientes con CM GA y AA, respectivamente. Una tendencia similar fue
observada para la SG. Sin embargo, CCND1-rs9344 no se asoci6é a SLEoSG en 216 pacientes con
CM y ganglios linféticos positivos (53), como se describe en nuestra cohorte.

La asociacién entre el polimorfismo lle655Val y el riesgo a sufrir CMha sido estudiado, pero los
resultados son contradictorios (59-61), y su influencia en el resultado clinico a esquemas de
trastuzumab ha sido escasamente explorado (32). Las pacientes portadores del alelo Val
presentaron mejor SLE (SLEa 5 afios 100% vs 83%, p=0.008) y SLE a distancia (SLEa 5 afios 100%
vs 89%, p=0.031) en 212 pacientes con CM HER2-positivo tratadas con quimioterapia y
trastuzumab(32). En nuestras pacientes, este polimorfismo no mostré influencia en ningin

resultado clinico.
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La resistencia a los esquemas de trastuzumab fue uno de los principales objetivos de este
estudio. El alelo T de ABCB1-C3435T tuvo un efecto protector sobre la resistencia en contraste
con los resultados de Chang et al. (46) que no pudo encontrar una asociacién entre los
polimorfismos ABCB1 y la resistencia en 108 pacientes con CMM tratadas con antraciclinas y
paclitaxel. En la cohorte de Chang et al. (46), el mayor porcentaje de pacientes resistentes y el
hecho de que todas eran metastdsicas pudo haber sido la causa de esta diferencia.

La principal limitacién de nuestro estudio es el tamafio muestral, que puede haber sido
responsable de la falta de asociaciéon de algunos SNPs.A pesar del limitado tamafo de la
muestra, el valor prondstico del polimorfismo del gen ABCB1-C3435T para predecir los
resultados clinicos en estos pacientes fue evidente. Sin embargo, estudios adicionales con
muestras mas amplias ayudarian a confirmar estos resultados.

En resumen, el presente estudio y otros muestran una asociacién del polimorfismo del gen
ABCB1-C3435T sobre los resultados clinicos en pacientes con CM, que colocan a ABCB1 como
un biomarcador prondstico a los esquemas de trastuzumab.

En cuanto a la influencia de los polimorfismos en ABCB1 sobre la respuesta a esquemas de
trastuzumab, nuestro estudio no consiguié encontrar una asociacién. Tras realizar un
metaanalisis para aumentar la precision de esta medida, y resolver la limitacién del tamafio
muestral, los resultados de la evaluacion de 9 estudios que incluian 770 pacientes,
confirmaron la ausencia de la asociacién entre la respuesta a la quimioterapia y ABCB1-
C3435T. Estos resultados estan en concordancia con lo publicado por Chen et al. (40) y
Chaturvedi et al. (43). El metaanalisis de Chen et al. comprendié 7 estudios (464 pacientes),
tres de los cuales fueron desarrollados en caucdsicos, 3 en asidticos y uno en etnia mixta
(brasilefios). Todos sus pacientes padecian CM en estadios avanzados (6 CMLAy 1 CMM), y el
tamafio muestral de los estudios variaba entre 19-119 casos. El metaanalisisde Chaturvedi et

al. incluy6é 608 pacientes y 8 estudios. Todos ellos estaban incluidos en el metaanalisis de
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Chenet al., excepto el estudio de li et al.(42)realizado en asiaticos, y los datos de su propio
estudio en una poblacién india(43).

El hecho de que este polimorfismo si esté asociado con resistencia y SLP y SG, pero no con
respuesta, nos hace pensar que el efecto podria estar relacionado con el tiempo. Las pacientes
de nuestro estudio en un alto porcentaje presentaron estadios tempranos de CM y sus tasas
de respuesta fueron muy altas (RC + RP: 86.7%) sin haber diferencia en los genotipos, sin
embargo cuando hablamos de SLP,aproximadamente a los 20 meses el 57.1% de las pacientes
con genotipo CC habian progresado mientras que las pacientes con genotipo TT habian
progresado en un 27.5% (Figura 6). En cuanto a la SG, las pacientes portadoras del genotipo TT
presentaron una SG del 85% aproximadamente a los 60 meses y este efecto se mantuvo hasta
el final del estudio. Las pacientes con genotipo CC experimentaron una drastica bajada de la
SG a partir de los 70 meses de un 51.1%, a un 25.5% a los 80 meses (Figura 7). Por eso
podemos decir que el alelo T es un buen factor pronéstico de SLP y SG.Un metaanalisis que
evalte la resistencia, SLP y SG en pacientes con CM en funcién de los distintos modelos del
polimorfismo ABCB1-C3435T podria ser til para establecer si los resultados obtenidos en
nuestro estudio se pueden extrapolar.

En nuestro metaandlisis el analisis por estratos tampoco ha mostrado asociacion en el analisis
por tipos de cancer (primario + todos los tipos de céncer vs CMLA + CMM) en ningdn modelo
genético del polimorfismo ABCB1-C3435T y la respuesta a la quimioterapiacon una gran
heterogeneidad especialmente en el subgrupo de pacientes con CMLA + CMM(I” = 46.0%; p =
0.099).

En cuanto a ABCB1-C1236T tampoco se encontré en el metaanalisis asociacién entre la
respuesta a la quimioterapia y los distintos modelos genéticos.La estratificacion por etnia, tipo
de céncer y criterio de evaluacion de la respuesta no aporté informacién sobre la posible
influencia de estas variables en la respuesta a quimioterapia en pacientes con CM. Este dato

estd en linea con elmetaandlisis realizado por el grupo de investigaciéon de la Indiaque
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comprendié 3 estudios, 2 en asidticos y el suyo en poblacién india incluyendo 373 pacientes.
No encontraron una asociacién entre el polimorfismo ABCB1-C1236T y la respuesta a la
quimioterapia en pacientes con CM pero si una tendencia (OR: 1.77; IC 95%: 1.01-3.10; p =
0.05) (43). Nuestro metaanlisis incluy6 todos los estudios hasta la fecha con un total de 5
estudios y 566 pacientes aumentando la potencia del estudio y por lo tanto confirmando la no
asociacion de este polimorfismo con la respuesta a la quimioterapia en pacientes con CM.

En nuestro metaandlisis, una limitacion es la alta heterogeneidad que se ha encontrado en las
distintas comparaciones, sobre todo en relacion al polimorfismo ABCB1-C1236T. Esta
heterogeneidad podria ser debida a que el analisis abarca pocos estudios (5 en el global),

nimero que enelandlisis de subgrupos en ocasiones se reduce a comparaciones de 2 estudios.
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CONCLUSIONES

El alelo T del polimorfismo del gen ABCB1-C3435T ha demostrado ser un buen factor de
prondstico para la resistencia,exitus, progresion, SLP y SG en las pacientes con CM HER2-
positivo.

Los polimorfismos ABCB1-C1236T, CCND1-A870G y HER2-lle655Val no se asociaron a la
resistencia, respuesta, SLP y SGen las pacientes con CM HER2-positivo.

El polimorfismo del gen ABCB1-C3435T no se asocié a la respuesta a esquemas con
trastuzumaben nuestras pacientes con CM HER2-positivo, efecto que fue confirmado
trasmetaandlisisde 9 estudios.

El metaanalisisde 5 estudios confirmé la ausencia de asociacion entre ABCB1-C1236T y la

respuesta a la quimioterapia.
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