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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el impacto del cambio en la expresion de los biomarcadores, utilizados
para la clasificacion del cancer de mama en subtipos intrinsecos, asociado al tratamiento
neoadyuvante en el prondstico de pacientes con la enfermedad. Metodologia: Se llevé a
cabo un estudio retrospectivo en 337 mujeres diagnosticadas con cancer de mama. La
poblacion se agrupo en casos sin neoadyuvancia (NAT) (n=158) y con NAT (n=179), y de
acuerdo con el esquema de tratamiento en NAT hormonal (n=10), citotoxica (n=122),
citotéxica + trastuzumab (n=32) y combinada (hormonal + citotoxico, n= 15). Se evaluaron
las diferencias en el estatus y el porcentaje de expresion por inmunohistoquimica (IHQ) del
receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP), HER2 y Ki67 entre muestras
pareadas de biopsia y producto de la cirugia de mama. Adicionalmente, se analizaron las
diferencias en la supervivencia global (SG) y libre de recurrencia (SLR) de acuerdo con la
gananciay pérdida de los biomarcadores, y finalmente se calcul6 el cociente de riesgo (HR)
de acuerdo con las variaciones en el estatus de los biomarcadores, en los grupos con NAT
y sin NAT. Resultados: Se reportaron disminuciones en el porcentaje de expresion del RP
(p=0.0024) y del Ki67 (p<0.001) después de la NAT, especificamente asociados al esquema
hormonal (RP: p= 0.01732, Ki67: p= 0.02154) y citotoxico (RP: p= 0.02604, Ki67: p=
0.00736). El esquema de NAT citotdéxico + trastuzumab se asocio a la disminucién en la
positividad del HER2. La pérdida de expresion del Ki67 después de la NAT se encontrd
asociado con una mejor SG (p= 0.038) y SLR (p= 0.0025), asi como con una reduccion en
el riesgo de recurrencia (HR: 0.12, 95% CI, 0.01-0.98, p=0.0483), después de ajustar por
variables clinico-patolégicas. El andlisis en el grupo sin NAT mostré cambios
estadisticamente significativos en el porcentaje de expresion del RE (p= 0.022), asociados
a la variabilidad inter- observador. Conclusiones: los resultados de este estudio sugieren
gue la NAT se encuentra asociada al cambio en la expresion de los biomarcadores de
mama, especiaimente del Ki67, y que este evento confiere menor riesgo de recurrencia.
Otros factores como la variabilidad inter- observador también pueden estar asociados a la

presentacion de cambios en los biomarcadores de mama.



ABSTRACT

Aim of the study: Assess the impact of the change of expression in breast cancer
biomarkers, applied for intrinsic subtype classification, associated with neoadjuvant
treatment (NAT) on the prognosis of Colombian patients with the disease. Methods: A
retrospective study was conducted on 337 women diagnosed with breast cancer. The cohort
was categorized according to therapy administration, in NAT group (n = 158) and no-NAT
group (n = 179), and according to treatment scheme in hormonal (n = 10), cytotoxic (n =
122), cytotoxic + trastuzumab (n = 32) and combined NAT (hormonal + cytotoxic, n = 15).
Changes in the status and percentage of expression by immunohistochemistry (IHC) were
assessed for estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR), HER2, and Ki67 between
paired core-needle biopsies and surgical samples. Additionally, differences in overall
survival (OS) and recurrence-free survival (RFS) were analyzed according to gain and loss
of biomarkers, and finally, the hazard ratio (HR) for OS and RFS was calculated according
to variations in the status of biomarkers, for each group. Results: Adecrease were reported
in the percentage of expression of PR (p = 0.0024) and Ki67 (p <0.001) after NAT,
specifically associated with hormonal (PR: p = 0.01732, Ki67: p = 0.02154) and cytotoxic
schemes (PR: p = 0.02604, Ki67: p = 0.00736). Cytotoxic + trastuzumab NAT scheme was
associated with a decrease in HER2 positivity. Loss of Ki67 expression after NAT was
associated with a better OS (p = 0.038) and RFS (p = 0.0025), as well as with a reduction
in the risk of relapse, after adjusting for clinical-pathological variables. The analysis in the
no-NAT group showed significant changes in the percentage of ER expression (p = 0.022),
which was later associated with interobserver variability. Conclusions: Our results suggest
that NAT is associated with changes in biomarkers expression, especially in Ki67, and that
this event confers a lower risk of relapse. Other factors such as interobserver variability may

also be associated with changes in breast cancer biomarker profile.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El cancer de mama es el cancer con mayor incidencia y mortalidad en mujeres, en Colombia
y a nivel mundial (1,2). Esta enfermedad se caracteriza por ser altamente heterogénea en
cuanto a su presentacion clinica, patolégicay molecular (3,4). Estudios de expresion génica
en tumores de mama han permitido la identificacion de 5 subtipos moleculares: luminal A,
luminal B, receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2)-enriquecido,
triple negativo (TN) y de tipo normal (Normal-like), cada uno con un comportamiento clinico
y pronostico diferente (5,6). Actualmente su identificacion en la practica clinica se lleva a
cabo mediante la evaluacion de algunos de los biomarcadores més representativos por
inmunohistoquimica (IHQ), como lo son el receptor de estrogeno (RE), receptor de
progesterona (RP), HER2 y el marcador de proliferacion celular Ki67 (7-9). La
implementacién de la evaluacion de estos marcadores ha permitido identificar pacientes
candidatos para recibir tratamiento con inhibidores de los receptores hormonales (ej.
tamoxifeno) e inhibidores del receptor tirosina-quinasa (TK) HER2 (egj. trastuzumab,
pertuzumab) (10).

La neoadyuvancia (NAT) es una valiosa estrategia en el tratamiento del cancer de mama
avanzado, dado que por su efecto en la reduccion del tamario tumoral, ofrece la posibilidad
a las pacientes de ser sometidas a cirugias conservadoras de mama (11,12).
Adicionalmente, puede disminuir el estadio clinico, eliminar posibles micrometastasis, y le
brinda la oportunidad al oncologo de monitorear la respuesta del tumor a diferentes
esquemas de tratamiento (11-13). Multiples estudios han reportado que la NAT podria
modificar el perfil de los biomarcadores utilizados para la clasificacion del cancer de mama
en subtipos (RE, RP, HER2 y Ki67), luego de comparar su expresion en muestras pareadas
pre- y post-tratamiento (14—17). Por otro lado, otros estudios aseguran que la discordancia
reportada en el perfil de los biomarcadores en muestras pareadas también podria ser
explicada por factores como falsos positivos y negativos, variabilidad inter-evaluador y
heterogeneidad intratumoral (18,19). Adicionalmente, los estudios donde se reportan
cambios significativos en su expresion después del tratamiento, aseguran que este evento
estq asociado a diferencias en la supervivencia de la enfermedad (20-22). Dado el
importante valor pronodstico que tienen los biomarcadores de cancer de mamay su utilidad
para guiar el tratamiento de la enfermedad, la pregunta de investigacion de este proyecto
es: ¢ Cual es el impacto del cambio en la expresién de los biomarcadores, utilizados para la



clasificacion del cancer de mama en subtipos intrinsecos, asociado al tratamiento

neoadyuvante en el pronéstico de las mujeres colombianas?

2. JUSTIFICACION

Actualmente, el cancer de mama en Colombia es considerado una problematica de salud
publica, con cerca de 71.000 nuevos casos diagnosticados cada afio y 2.200 muertes (23).
Este representa el 13,1% del total de los tumores diagnosticados en mujeres en Colombia
(2). De acuerdo con los datos reportados por Globocan, la mortalidad por cancer de mama
en nuestro pais ha venido en aumento durante los Ultimos afios (1). En el 2013 se reporto
un valor ajustado de mortalidad de 9,83 por cada 100.000 habitantes, y en el 2018 esta cifra
alcanz6 un valor de 11,9 por cada 100.000 habitantes (24). Lo anterior resalta la necesidad
de encontrar nuevas herramientas para evaluar el prondéstico de las pacientes, y asibrindar

terapias que se ajusten mejor al comportamiento de la enfermedad.

La evaluacién de los cambios en la expresion de los biomarcadores de clasificacion en
subtipos intrinsecos, como consecuencia de la NAT, conllevaria a importantes
implicaciones para la paciente, dado que segun se ha reportado en otros estudios, este
evento afecta el prondstico de la enfermedad y podria generar cambios en el esquema de
tratamiento (25-28). Por ende, implementar la reevaluacién de los biomarcadores en el
producto de la cirugia, le conferiria la oportunidad al oncélogo de reajustar el tratamiento y

evaluar el prondéstico de sus pacientes.

Viendo este escenario desde otra perspectiva, la variacion en el perfil de biomarcadores
por la NAT también tendria importantes repercusiones econémicas para las instituciones
de salud con recursos limitados, como es el caso de algunas de las entidades sanitarias en
Colombia, dada la necesidad de invertir el doble de presupuesto en dichas pruebas (29,30).
De ahi la importancia de determinar si realmente la discordancia reportada en la expresion
de los biomarcadores entre la biopsia y el producto quirdrgico es consecuencia de la NAT,
0 de otros factores como la heterogeneidad intratumoral, la variabilidad inter-evaluador o la
insuficiente representacion del tumor al momento del muestreo (14). Este estudio
contribuira a determinar si lareevaluacién de los biomarcadores en el producto de la cirugia
podria ser implementada como una estrategia para mejorar el manejo de las pacientes con

cancer de mama.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el impacto del cambio en la expresion de los biomarcadores, utilizados para la
clasificacion del cancer de mama en subtipos intrinsecos, asociado al tratamiento
neoadyuvante en el prondstico de mujeres colombianas diagnosticadas en el Instituto

Nacional de Cancerologia entre los afios 2013-2015.

3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el cambio en la expresion del receptor de estrégeno, receptor de
progesterona, HER2 y Ki67 en muestras de biopsia y producto de cirugia, de
acuerdo con la administracion de tratamiento neoadyuvante.

2. Determinar el cambio en la expresion del receptor de estrégeno, receptor de
progesterona, HER2 y Ki67 en muestras de biopsia y producto de cirugia, de
acuerdo con el esquema neoadyuvante recibido.

3. Analizar si los cambios en la expresion de los biomarcadores estan asociados con

diferencias en el pronostico de las pacientes con cancer de mama.

4. HIPOTESIS

El cambio en la expresion de los biomarcadores, utilizados para la clasificacion del cancer
de mama en subtipos intrinsecos, producto del tratamiento neoadyuvante, impacta
significativamente el prondstico de la enfermedad.



5. MARCO TEORICO

5.1 Biomarcadores de clasificaciéon del cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, cuya complejidad se ve reflejada en
los perfiles de expresion génica (4,31). Esto se reporto inicialmente en el trabajo de Perou
y colaboradores (32) al evaluar los perfiles de expresion génica usando microarreglos de
ADN copia (ADNc) para la deteccion de 8.102 genes en 65 muestras tumorales
pertenecientes a 42 individuos. En este trabajo se identificaron 2 grandes grupos de
tumores, los RE positivos (RE+) y RE negativos (RE-); en el primer grupo se ubican los
tumores luminales, y en el segundo grupo los subtipos TN, HER2-enriquecido (HER2-E) y
Normal-like. Andlisis posteriores del mismo grupo de investigacion en un mayor nimero de
muestras identificaron que el subtipo luminal puede ser dividido a la vez en dos subgrupos,
luminal A y luminal B, cada uno con un perfil molecular caracteristico (6). Hoy en dia los
receptores hormonales RE y RP hacen parte de los biomarcadores evaluados en la practica

clinica para definir el tratamiento y evaluar el pronéstico de los pacientes (8,33).

5.1.1 Receptor de estrégeno

El RE es uno de los biomarcadores méas importantes en cancer de mama, dada la
importante informacion que este brinda en cuanto a prondstico y sensibilidad al tratamiento
hormonal (34). El RE es un factor de transcripcién dependiente de ligando, que regula la
expresion de genes involucrados en procesos celulares como proliferacion, diferenciacion,
apoptosis y migracion celular, por ende, su desregulacion esta intimamente asociada con
la aparicion de procesos tumorales (35). La sefializacion del RE esta mediada por dos
isoformas, REa y REp, no obstante, se ha demostrado que la isoforma REa es la
responsable de la induccion de los procesos de proliferacion y migracion a través de
mecanismos de sefializacion paracrina (35). Por el contrario, se ha reportado que el REp
tiene funciones opuestas al REa, principalmente asociadas al arresto del ciclo celular (36—
38). La activacion del REa inicia con la unién del estrogeno a su receptor en el citoplasma;
este proceso comprende dos vias de sefializacion: la gendmica y la no gendmica. En la
primera el RE se dimeriza, se transloca al nicleo, y alli se une al ADN, especificamente a
los elementos de respuesta al estrégeno (ERES), localizados cerca de la regién promotora
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de los genes blanco (39). Enla via no gendmica se genera una sefializacion rapida mediada
por segundos mensajeros, a partir de la interaccién del RE con receptores tipo TK como el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR); esta interaccion conlleva la

activacion de vias de proliferacion como PI3K/Ak/mTOR y las MAPK-quinasas (40).

Los tumores RE+ comprenden aproximadamente el 75% de los casos de cancer de mama.
La prevalencia de estos varia de acuerdo con la edad, siendo mas frecuentes en pacientes
mayores de 50 afios (34). Se ha documentado que la expresion del RE en el tejido normal
se encuentra entre el 10% al 20% de las células mamarias, y que el aumento de este
porcentaje se asocia con la aparicion de lesiones proliferativas. Lo anterior sugiere que una
mayor expresion del RE se asocia con un mayor riesgo a desarrollar procesos tumorales
(41,42). No obstante, los tumores RE+ se caracterizan por tener una mejor diferenciacion,
y usualmente cuentan con un pronéstico mas favorable, en comparacion con los RE-(41).

5.1.2 Receptor de progesterona

El RP es un marcador prondéstico importante en cancer de mama, el cual se ha asociado
con el desenlace de la enfermedad (43,44). Este es un factor de trascripcion dependiente
de ligando, que regula la expresion de genes asociados a procesos de desarrollo,
diferenciacion y proliferacion celular (43—45). Asi como el RE, la activacién del RP también
comprende dos vias, una genémica, en la cual el receptor dimerizado migra al ndcleo para
unirse a los elementos de respuesta a la progesterona (PRES), y otra no genémica, en la
cual el RP interacta con proteinas tipo quinasas como c-Src, y consecuentemente induce
la activacion de diferentes vias de sefializacion celular (46). Los tumores RP+ comprenden
aproximadamente entre el 65% al 75% de los casos de cancer de mama (47). A pesar de
que la prevalencia de su expresioén es menor que la del RE, la positividad del RP esta
fuertemente asociada a la de este ultimo, por ende, son pocos los casos reportados que
cuentan con un perfil RE-/RP+ (34,48). La expresion del RP también es util para medir la
respuesta al tratamiento hormonal; en los casos RE+/RP- se ha reportado una menor
respuesta a la hormonoterapia y una mayor resistencia al tamoxifeno (49). En efecto, la
expresion negativa del RP esta asociada con una menor supervivencia libre de progresion
(50).



5.1.3 Receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2)

El HER2 es un receptor tipo TK de 185 kDa, codificado por el gen ERBB2 ubicado en el
locus q12 del cromosoma 17. Este hace parte de la familia de los receptores EGFR, donde
también se encuentra HER1, HER3 y HER4. A diferencia de estas proteinas, el receptor
HER2 no cuenta con un ligando propio, por lo que su actividad es dependiente de la
activacion previa de otros recetores TK, principalmente HER3 (51). La amplificacion de
ERBB2 y consecuente sobreexpresion de HER2 se ha reportado en aproximadamente 10-
15% de los casos de cancer de mama (52). Este evento genera la acumulacion de la
proteina HER2 en la membrana celular, lo que llevar4 a que por cercania esta pueda
activarse de manera constitutivay, asidesencadenar una respuesta celular corriente abajo,
bajo la actividad de proteinas quinasas y factores de transcripcion asociados a proliferacion
celular como Ras/Raf/MAPK y PIBK/AKT/mTOR (52,53) Por ende, la amplificacién del gen
ERBBZ2 se correlaciona con caracteristicas de mal pronéstico como mayor tamafio tumoral,

alto grado histoldgico y altas tasas de proliferacion celular (52,54).

5.2 Clasificacion del cancer de mama en subtipos moleculares

5.2.1 Subtipos luminales Ay B

Los resultados publicados por el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA, por sus siglas en
ingles) en el 2012, mostraron que los tumores luminales comprenden el grupo mas
heterogéneo. Dentro de estos se diferencian dos grandes subtipos: luminal Ay luminal B.
El primero se caracteriza por presentar alta expresion del gen del RE (ESR1) y otros genes
relacionados como GATA-3, X-box binding protein 1 y LIV-1; también cuentan con una baja
tasa mutacional de TP53 y baja expresion de genes asociados al cluster de proliferacion.
El subtipo luminal B se caracteriza por presentar menor expresion de ESR1, mayor
expresion de genes asociados a proliferacion celular como MKI167, EGFR y ERBB2, y mayor

activacion transcripcional de proteinas como c-MYC (5,54-56).

Los tumores luminales A usualmente son los de mayor prevalencia enla poblaciéon general,
no obstante, estudios en Latinoamérica, incluyendo Colombia, han reportado que el subtipo

con mayor prevalencia en esta region es el luminal B (57-59). Los tumores luminales A se
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caracterizan por la baja frecuencia de compromiso ganglionar, bajo tamafio tumoral y, como
consecuencia, confieren el mejor prondstico dentro de los subtipos del cancer de mama
(60,61). Por otro lado, los tumores luminales B cuentan con un comportamiento clinico mas
agresivo, e incluso su pronéstico ha sido equiparable al de los tumores RE- (62,63).
Aproximadamente el 20% de estos tumores sobreexpresan el gen ERBB2, que codifica

para el receptor HER2, un marcador de mal pronéstico para la enfermedad (62).

5.2.2 Subtipo HER2-enriquecidos (HER2-E)

El cancer de mama HER2-E se caracteriza por ser un subtipo que, a pesar de su baja
prevalencia en la poblacién general (10-15%), cuenta con un pronéstico desfavorable (64—
66). Este comportamiento esta dado principalmente por la sobreexpresion e hiperactivacion
del receptor HER2, el cual desencadena una respuesta proliferativa en la célula, como se
menciond anteriormente (64). Asi mismo, de acuerdo con los resultados publicados por el
TCGA, el subtipo HER2-E también se caracteriza por presentar una alta tasa mutacional en
los genes TP53 y PIK3CA, asi como una alta frecuencia de la coamplificacién con el gen
GRB7 (55).

Actualmente la supervivencia de estos pacientes ha mejorado drasticamente por la
introduccién de terapias dirigidas a HER2, que se administran en conjunto con agentes
citotéxicos o, de manera dual, con anticuerpos y agentes bloqueadores de los dominios TK
(66,67). Lo anterior enfatiza la importancia de llevar a cabo una lectura e interpretacién
acertada acerca del estado de expresion de este biomarcador, con el fin de definir con
precision los pacientes que se beneficiaran de la terapia anti-HERZ2. Inicialmente la
evaluacion de su estatus se lleva a cabo mediante técnicas de IHQ, donde se valora la
intensidad de la tincion y el nimero de células tumorales positivas para esta. La hibridacion
fluorescente in situ (FISH) es la técnica confirmatoria en los casos donde la tincién por IHQ
es inconclusa. Por medio del FISH, se analiza la amplificacion del gen ERBBZ2,
considerandose amplificado en tumores con S 4-6 sefales en promedio por célula, y una
relacion ERBB2/centromero 17(CEP17) S2 (68). Estos criterios son ampliamente utilizados
en la practica clinica, no obstante, diferentes estudios han reportado una discordancia entre
el estado de la amplificaciéon del gen y la sobreexpresion de la proteina, un hecho que
evidentemente tiene importantes implicaciones en la respuesta al tratamiento del paciente
(69,70).



5.2.3 Subtipo triple negativo (TN)

El cancer de mama TN, caracterizado por la falta de expresion de los receptores
hormonales RE, RP y del receptor HER2 (71,72), fue descrito en el trabajo de Perou como
un subtipo molecular con un perfil similar al de las células basales del epitelio mamario, las
cuales se caracterizan por expresar marcadores como la citoqueratina (CK)-5, CK-17,
integrina p4, EGFR y laminina (32). Dentro del subtipo TN se ha reportado una alta
heterogeneidad; esto se evidencia en los estudios donde se describe a la vez multiples
subgrupos moleculares dentro del subtipo de los TN (73,74). Dentro de estos, el grupo con
mayor prevalencia corresponde al de tipo basal (55,72). La caracterizacion molecular
reportada por el TCGA para este subtipo se hizo especificamente en tumores basales. Para
estos se reporto una alta frecuencia de mutaciones en TP53, pérdida de RB1 y BRCA1,

junto con una alta expresion de genes de proliferacion celular (55).

Las caracteristicas moleculares del subtipo TN les confieren un comportamiento mucho
mas agresivo a las células tumorales, con mayor capacidad proliferativa y migratoria, en
comparacion con los demas subtipos. Actualmente, estos pacientes son manejados con
farmacos citotoxicos, los cuales actian bloqueando diferentes vias de proliferacion celular
de manera inespecffica (75). Dado que estos tumores no cuentan con terapias dirigidas
como los demés subtipos, los pacientes con tumores TN presentan el prondstico mas
desfavorable dentro de la poblacion con cancer de mama (6,76—78). Su presentacion se
asocia con mayor tamafio tumoral, alto grado histolégico, compromiso ganglionar positivo,

y baja tasa de supervivencia global (79).

5.3 Clasificacion del cancer de mama en subtipos intrinsecos para la préactica
clinica

Hoy en dia la clasificacion de los tumores de mama en subtipos se lleva a cabo mediante
la evaluacién de la expresion proteica de algunos de los biomarcadores mas informativos,
por técnicas de IHQ, lo anterior con el fin de aproximarse a la clasificacién molecular, y guiar
el tratamiento de la enfermedad, de acuerdo con el perfii de expresion de estos
biomarcadores (8,9).

En la actualidad se evalua principalmente el RE, RP y el HER2. En algunos servicios

meédicos también se incluye el marcador de proliferacion celular Ki67, una proteina nuclear
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expresada durante el ciclo celular, y con expresion nula en la fase GO; este ha resultado
particularmente Util para diferenciar los tumores luminales A de los luminales B (9,64). A
este panel de 4 marcadores se le conoce como IHC4, y ya ha sido previamente validado

para evaluar el pronéstico de la enfermedad (7,81).

El panel de expertos de St. Gallen (82) en el 2013 propuso los criterios para la clasificacion
de los tumores en subtipos intrinsecos, utilizando los 4 marcadores mencionados
anteriormente, como una aproximacion a la asignacion del cancer de mama en subtipos
moleculares (Tabla 1). La implementacion de esta clasificacion en la practica clinica ha
permitido identificar facilmente pacientes candidatos para recibir tratamiento con inhibidores
de los receptores hormonales (ej. tamoxifeno) e inhibidores del receptor HER2 (gj.
Trastuzumab, Pertuzumab) (10).

Tabla 1. Criterios de clasificacion de los tumores de mama en subtipos intrinsecos, segun
el panel de St. Gallen del 2013 (82).

Subtipo intrinseco Criterio
RE positivo
RP positivo S20%
HER2 negativo (0+/1+)
Ki67 <20%
RE positivo
HER2 negativo (0+/1+)
Luminal B al menos una de las siguientes
RP positivo <20%
Ki67 S20%
RE positivo
Luminal B/HER2-positivo HER2 positivo (3+)

Luminal A

Cualquier expresion de RP y Ki67
RE negativo
RP negativo
HER?2 positivo (3+)
Cualquier expresion de Ki67

HER2-enriquecido

RE negativo
RP negativo
HER2 negativo (0+/1+)

Cualquier expresion de Ki67
RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona

Triple negativo
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5.4 Caracteristicas clinico-patolégicas del cancer de mama

5.4.1 Diagndéstico del cancer de mama

El cancer de mama es considerado por algunos, no como una sola enfermedad, sino como
un conjunto de enfermedades que tienen lugar de origen en la glandula mamaria. Cada una
de estas entidades cuenta con caracteristicas particulares que le brindan un pronéstico
diferencial al paciente (83). No obstante, el diagnostico inicial del cancer de mama se hace
de manera homogénea en todos los pacientes. Este comprende una primera fase de
revision clinica, en la cual se evallan sintomas como presencia de masas, dolor localizado,
y cambios en la piel y el pez6n (84). La siguiente fase comprende el examen de imégenes,
por técnicas como la mamografia o ultrasonografia, para finalmente confirmar el diagnéstico
mediante la revision patolégica de una biopsia del tumor (84,85). EI examen confirmatorio
brindara informaciéon importante respecto a las caracteristicas del tumor, como el tipo y
grado histologico, la expresion de los biomarcadores (ER, PR, HER2 y Ki67), la presencia
de invasion histologica y el estadio patolégico. Una vez se ha confirmado el diagnostico vy,
si es el caso, se haadministrado NAT al paciente, se procedera con lareseccion quirdrgica
del tumor. Las caracteristicas del tejido, producto de la cirugia, también seran evaluadas,
pero esta vez en todo el material obtenido (64).

5.4.1.1 Clasificacion histoldgica

Anteriormente, la clasificacion histologica del cancer de mama se basaba en el lugar de
origen de la lesion; si esta se encontraba ubicada en los ductos, se le clasificaba como un
carcinoma ductal, y si por el contrario se ubicaba en los lobulillos, se le clasificaba como un
carcinoma lobulillar. Asi mismo, si la lesion se encontraba contenida en el area de origen,
se le denominaba in situ, mientras que si esta se encontraba invadiendo los tejidos
adyacentes, se le denominaba infiltrante (86). Después de que se demostrara que las
células tumorales realmente se originan a partir de un mismo sitio anatémico, la unidad
ductolobulillar terminal, la estrategia de clasificacion del cancer de mama por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cambi6 (87,88). Hoy en dia se reconocen 19
subtipos histologicos, donde se encuentra el carcinoma de tipo no especial (NOS), el
lobulillar, y otros 17 de tipo especial. Los carcinomas NOS son los mas comunes;
representan aproximadamente entre el 70-75% de los tumores diagnosticados (88).
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Algunos de los tumores de tipo especial son los carcinomas tubulares, cribiformes y

adenoide quisticos, los cuales cuentan con un buen prondstico (89,90).

5.4.1.2 Gradotumoral

La evaluacion patolégica de la biopsia también incluye la determinacion del grado tumoral.
Actualmente, este se calcula bajo los criterios del sistema Scarff-Bloom—Richardson,
modificados por Elston y Ellis (91). Este sistema consiste en la evaluacion de la formacion
de tdbulos y acinos, la atipia nuclear y el nimero de células en mitosis presentes en el
tumor. Cada criterio recibe una calificacion del 1 al 3, y el valor de la suma total de los
pardmetros evaluados correspondera al grado tumoral. Siendo asi, los tumores con un
score de 3-5 se clasifican como bien diferenciados, grado 1; tumores con un score de 6-7
corresponden atejidos moderadamente diferenciados, grado 2; y los tumores con un score
de 8-9 se clasifican como pobremente diferenciados, grado 3 (64). En efecto, el grado
tumoral es una medida que refleja el comportamiento biol6gico del tumor y, por ende, su
determinacion le permitird al oncologo hacer una estimacion del pronéstico del paciente y

del curso de la enfermedad (84).

5.4.1.3 Tamafio tumoral y sistema de estadificacion TNM

La determinacion del tamafio tumoral representa una variable de prondéstico con alta utilidad
clinica para el médico tratante (92). Su dimension se obtiene al momento del diagnéstico
por técnicas de imagen, y en un segundo momento durante la revisiébn macroscopica del
producto de la cirugia, luego de la reseccion del tumor (64). Este pardmetro esté incluido
dentro de los criterios para la estadificacion de la enfermedad, mediante el sistema TNM,
gue ademas del tamafio tumoral (T), incluye la evaluacién de otros parametros como el
compromiso ganglionar (N) y la presencia de metastasis (M) al momento del diagnéstico
(93,94). Este sistema permite evaluar el alcance anatdmico del tumor en el tejido, y brinda
ala vez los parametros para su estadificacion en categorias del | al 1V, siendo esta Ultima

indicativa de enfermedad metastasica (94).

5.4.1.4 Invasion histologica
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La invasion histolégica es un marcador pronéstico ampliamente descrito en cancer de
mama. Este proceso se refiere a la presencia de células tumorales, ya sea en los vasos
linfaticos y/o sanguineos (linfovascular), en los nervios (perineural) o en la dermis (dérmica)
(95-97). La invasion linfovascular se ha visto asociada con un mayor tamafio tumoral, grado
histologico, y menor edad de diagndstico (98). Asi mismo, también es un predictor de la
supervivencia global y libre de recurrencia, (95,98,99). En cuanto a la invasion perineural,
esta es mucho menos frecuente que la linfovascular (100), no obstante, también se ha visto
asociada con caracteristicas de mal pronostico, como mayor tamafio tumoral y grado
histoldgico, asicomo con una menor supervivencia libre de recurrencia en pacientes de alto
riesgo (compromiso ganglionar) (100,101). La invasion dérmica, por otro lado, es una
caracteristica comun en el cancer de mama inflamatorio, un tipo de neoplasia menos
comun, pero con caracteristicas clinico-patologicas agresivas (102). Se ha demostrado en
estos casos que el compromiso dérmico esta asociado con el riesgo de mortalidad por la
enfermedad (97). Lo anterior resalta la importancia de hacer una evaluacion apropiada de
la invasion histoldgica en el tejido tumoral, dada la importante informacion pronostica que
esta caracteristica brinda al médico oncélogo.

5.4.1.5 Maérgenes quirdrgicos

El margen quirdrgico hace referencia a la distancia que hay entre las células tumorales y el
borde del tejido removido, marcado con tinta china (103). Para carcinomas infiltrantes, se
consideran margenes negativas cuando la tinta del borde del tejido no toca el tumor,
mientras que para carcinomas in situ, se consideran margenes libres cuando el tumor se
encuentra al menos 2mm alejado del borde (64,84). Dado que el objetivo final del
procedimiento quirdrgico es eliminar por completo el tumor, la presencia de tinta china sobre
el carcinoma es indicativo de la presencia de células tumorales residuales en la mama
(103); por ende, el estatus de las margenes quirirgicas se considera como el principal
predictor de recurrencialocal (104). Como consecuencia, pacientes con margenes positivas
deberan ser sometidas nuevamente a cirugia de mama, con el fin de remover el tejido
tumoral residual. Este procedimiento, por consiguiente, implicara mayor molestia para el

paciente, y sin duda, mayores costos para el sistema de salud (64).
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55 Opciones terapéuticas para el manejo del cancer de mama

Actualmente el tratamiento del cancer de mama se elige teniendo en cuenta varios factores,
como el examen fisico, las caracteristicas histopatolégicas del tumor reportadas en la
biopsia, y los resultados de imagenologia durante el diagndstico; estos factores permitiran
la estadificacion de la enfermedad de acuerdo al sistema TNM, mencionado anteriormente,
y guiaran el manejo clinico del paciente (75,93,94). El tratamiento de los pacientes en
estadios I-11l, es decir, no metastasicos, tiene como objetivo erradicar el tumor presente en
la mama y los nédulos linfaticos adyacentes, asi como prevenir la extensiéon del mismo a
otros tejidos (105). Para estos casos, el manejo puede ser local o sistémico. El primero se
refiere a la reseccion quirdrgica del tumor, con opcion de radiacion postoperatoria, y el
segundo consiste en la administracién de tratamiento farmacoldgico, ya sea previo a la
cirugia (NAT), posterior a la cirugia (adyuvancia), o ambos (75,105). Por otro lado, el cancer
de mama en estadio IV, es decir, metastasico, se considera incurable por lo que el
tratamiento que se les ofrece a estos pacientes esta enfocado principalmente en el manejo
de los sintomas y en mejorar la calidad de vida (105,106).

A continuacién, se describen las principales estrategias terapéuticas aplicadas para el

tratamiento del cancer de mama.

5.5.1 Manejo quirargico

El manejo quirdrgico es la primera opcion de tratamiento que reciben las pacientes con
cancer de mama local y regional (107). La cirugia a la vez comprende dos estrategias
diferentes: mastectomia radical y cirugia conservadora de mama. La primera es aplicada
usualmente cuando el estadio de la enfermedad es avanzado y el tumor se encuentra
comprometiendo otros tejidos adyacentes. No obstante, hoy en dia estos pacientes son
candidatas a recibir tratamiento neoadyuvante, el cual les permitird disminuir el tamafo
tumoral, para asi poder optar por una cirugia conservadora de mama (105,107,108). Esta
dltima se refiere a la reseccion del parénquima mamario, sin comprometer la grasa
subcutanea, la piel o el pezoén, permitiendo el uso de implantes para la reconstruccion de la
mama (109). A pesar de las ventajas que la cirugia conservadora ofrece en términos de
estética, algunos estudios reportan que la recurrencia local en estos casos es mayor,
comparado con las cirugias radicales. No obstante, estos estudios también reportan que la
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administracion de radioterapia disminuye significativamente las tasas de recurrencia en el
grupo de los pacientes con cirugia conservadora (110,111). Es por esto que uno de los
requerimientos para llevar a cabo este procedimiento es la posibilidad de recibir radioterapia
posterior a la cirugia (112). Como resultado, hoy en dia los estudios que han comparado
las tasas de recurrencia loco-regional y la supervivencia global entre ambos
procedimientos, reportan valores muy similares (111,113,114). Lo anterior confirma la
hipétesis de que el pronéstico del paciente estd mas asociado a la presencia de metastasis
distales, que podran ser eliminadas mediante radioterapia, que a la estrategia de
tratamiento quirdrgica local (115). Por lo tanto, siempre que sea posible se optara por
ofrecer cirugia de mama conservadora, dadas las ventajas estéticas que esta opcion ofrece
a los pacientes (75,116).

Junto con la reseccion del tumor, en algunos casos también son removidos los nédulos
linfaticos axilares, debido al prondstico desfavorable que confiere el compromiso ganglionar
para la enfermedad (117,118). El manejo que se brinde al paciente dependera del estadio
tumoral, asi como de la presencia de adenopatias palpables al examen clinico, previo a la
NAT (119). Dado el alto nimero de comorbilidades que conlleva la reseccion total de los
nédulos linfaticos axilares (linfedemas, debilidad, pérdida de movimiento en el brazo), y al
alto porcentaje de falsos negativos durante la revision clinica de adenopatias, actualmente
se ha implementado la evaluacion del ganglio centinela (GC) en pacientes con nodulos
palpables negativos (118,119). El GC se define como el primer ganglio que drena del tumor,
por ende, es la primera ruta de acceso de las células tumorales para migrar a otros tejidos
(120). Una de las técnicas mas utilizadas para su evaluacion es la aplicacion peritumoral
de un agente colorante azul, que guiara al cirujano en la identificacion visual de los ductos
linfaticos marcados con este mismo agente, para posteriormente ser removidos y evaluados
por un patdlogo. Otras técnicas incluyen el uso de marcadores radioactivos o la
combinacion de ambos (119,120). Todavia no es claro si aun en pacientes con GC positivo
deberia realizarse vaciamiento ganglionar axilar, dado que un alto porcentaje de estos no
presenta compromiso ganglionar adicional (121). Incluso se ha demostrado que los
pacientes con GC positivo que no son sometidos a vaciamiento ganglionar axilar, no
presentan diferencias significativas en cuanto a recurrencia local, regional y supervivencia
global, respecto a las que si fueron sometidas a este procedimiento. En este sentido, la
reseccion total esta indicada en pacientes con 3 o0 mas GC comprometidos (122).
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5.5.2 Radioterapia

La radioterapia hace parte de la estrategia de tratamiento loco-regional del cancer de
mama, y usualmente es la continuacion de la cirugia, en pacientes en estadios tempranos
y avanzados de la enfermedad (123). Este se fundamenta en la administracion localizada
de una alta cantidad de radiacion ionizante, es decir, energia a un tejido determinado, la
cual sera capaz de generar dafio en la cadena del ADN y, por ende, induccién de muerte
celular. Al ser un tratamiento localizado, el dafio generado en el tejido sano adyacente a la
zona de interés sera practicamente nulo (124). Otros efectos reportados de la radioterapia
incluyen la induccion de la respuesta inmunoldgica, que actia sobre las células tumorales
no irradiadas adyacentes al tumor (efecto bystander) y sobre otras células tumorales
distales, fuera del area de irradiacion (efecto abscopal) (125). Su uso esta indicado
principalmente para la erradicacion del tumor, sin embargo, también es utilizado para el
tratamiento del dolor y el manejo de los sintomas de la enfermedad metastasica (84).

Para mujeres con nédulos comprometidos, la irradiacién localizada de los ganglios linfaticos
ha mostrado ser una estrategia Util para mejorar el desenlace del paciente. Usualmente se
les administra a mujeres con tumores > 5cm y con mas de 3 ganglios comprometidos
(126,127). Mdltiples estudios han reportado los beneficios de la radioterapia en la
supervivencia global de mujeres con enfermedad metastésica, y la disminucion en el riesgo
de recurrencia (128-130). Hoy en dia, la radioterapia posterior a la cirugia de mama se
considera un protocolo estandar. Los resultados publicados por el metaanalisis del Early
Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG) (130) reportaron que la radioterapia
es capaz de reducir el riesgo de recurrencia local de 35% a 19%, y el riesgo de mortalidad
de 25% a 21% en mujeres con cancer de mama, independientemente del compromiso

ganglionar.

5.5.3 Manejo farmacoldgico

La seleccion del tratamiento farmacologico para el cancer de mama esta sujeto a diferentes
factores como el riesgo de recurrencia, las comorbilidades del paciente, compromiso de
ganglios linfaticos, y otras caracteristicas del tumor, como la tasa de proliferacion, el grado
tumoral, y el subtipo molecular (o subtipo intrinseco) (108). Este ultimo representa uno de

principales factores decisivos, tanto para la seleccion del tipo de tratamiento farmacoldogico,
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como para la seleccion del momento en el que se administrara. Por ejemplo, para ciertos
subtipos, como el HER2-E y el TN, la NAT se considera un protocolo estandar para evaluar
la respuesta patolégica completa (pCR); esta se refiere a la ausencia de células tumorales
en el espécimen quirdrgico, posterior a la cirugia. Por otro lado, los pacientes con tumores
positivos para el RE y/o RP, independiente del estatus del HER2, deberan recibir
tratamiento hormonal (84).

Hoy en dia se sabe que el futuro del tratamiento del cancer de mama esta en el desarrollo
de terapias dirigidas a blancos moleculares, como los receptores hormonales y el HER2,
gue brinden el mayor beneficio clinico posible y ademas eviten la presentacion de eventos
adversos en el paciente (76). A continuacion, se describirdn los principales esquemas de
tratamiento farmacoldgico del cancer de mama, de acuerdo con el perfil de expresion de
los biomarcadores de clasificacion en subtipos intrinsecos (RE, RP y HER?2).

5.5.3.1 Terapiahormonal

Tumores con expresion positiva de los receptores hormonales (S1%), ya sea RE o RP, o
ambos, deberan recibir terapia hormonal por al menos 5 afios. Esta terapia incluye la
administracion de moduladores selectivos del RE (SERMs), como el tamoxifeno y
raloxifeno, y otros agentes inhibidores de la enzima aromatasa, como el anastrozol, letrozol
y exemestane (84,108). La seleccion del farmaco para tumores RE+ esta sujeta
principalmente al estado menopadusico del paciente. El tamoxifeno actla inhibiendo la unién
del estrogeno a su receptor, bloqueando larespuesta celular que se genera al activar el RE
(131); este es efectivo tanto en mujeres pre-menopausicas como post-menopausicas. Los
inhibidores de la aromatasa bloquean la conversién de androgenos a estrégenos, y solo
son administrados a pacientes post-menopausicas (105). Hoy en dia a las mujeres pre-
menopausicas de alto riesgo también se les administra, junto con el tamoxifeno, un agente
andlogo de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), el cual inhibe la produccién
de estrégenos y genera supresion ovarica. Este esquema ha demostrado mejorar
significativamente la supervivencia de las mujeres que anteriormente solo recibian
tamoxifeno (132).

Dentro de la terapia hormonal, el tamoxifeno ha demostrado ser altamente efectivo en el
control de la enfermedad, mejorando significativamente el riesgo de recurrencia y la

sobrevida de las pacientes, después de la cirugia de mama (133-135). Incluso se ha
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demostrado que estos beneficios son independientes del estado menopadsico, la expresion
del RP y el compromiso ganglionar (134). No obstante, a pesar de que se ha reportado que
una mayor duracién del tratamiento confiere menor riesgo de recurrencia (135), estos
beneficios solo son evidentes dentro de los primeros 10 afios de su administracion (134).
La duracién del tratamiento aun es un tema en discusion, dado que a pesar de los beneficios
demostrados, el tamoxifeno también se ha asociado con efectos secundarios como mayor
riesgo de cancer endometrial y eventos tromboembodlicos (75,108).

Por otro lado, los inhibidores de aromatasa hacen parte de la terapia estandar en mujeres
postmenopausicas. Incluso se ha reportado que el riesgo de recurrencia en mujeres
tratadas por 5 afios con inhibidores de aromatasa es menor, en comparacion con las
mujeres tratadas con tamoxifeno (136—138). Uno de los esquemas implementados hoy en
dia en mujeres postmenopausicas es el cambio de agente terapéutico o “terapia switch” de
un SERM a un inhibidor de aromatasa a los 2-3 afios de tratamiento (105). Esta estrategia
ha demostrado conferir un menor riesgo de recurrencia a los 5 afios, comparado con
mujeres tratadas exclusivamente con tamoxifeno (136). No obstante, los inhibidores de
aromatasa también se han asociado con otros eventos adversos, como la osteopenia y la
osteoporosis (133,138).

5.5.3.2 Quimioterapia citotoxica

Los agentes citotdxicos actian bloqueando la proliferacion celular de manera no especifica,
es decir, no solo actuan sobre las células tumorales, sino también sobre otros tejidos del
cuerpo, generando importantes efectos adversos como cardiotoxicidad y mayor riesgo de
desarrollar tumores en otros tejidos (139,140). Aun asi, su administracién ha demostrado
ser muy efectiva para disminuir el riesgo de recurrenciay la mortalidad por cancer de mama,
independientemente de la edad, el compromiso ganglionar, y las caracteristicas del tumor
(141).

El régimen estandar de tratamiento citotdxico en pacientes con menor riesgo (compromiso
ganglionar negativo) incluye la administracion de antraciclinas (doxorrubicina, epirubicina)
en combinacion con la ciclofosfamida (esquema AC), o de este Ultimo en conjunto con
metotrexato y 5-fluorouracilo (esquema CMF). Pacientes con mayor riesgo (compromiso
ganglionar positivo) también se les administra taxanos (paclitaxel, docetaxel) de manera
secuencial, por un periodo de 18 a 24 meses (84,105,108). Adicionalmente, estudios en
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pacientes con tumores TN han demostrado que la administracion de platinos al esquema
de antraciclinas y taxanos durante la NAT aumenta la tasa de pCR (142,143); no obstante,
debido a la toxicidad de estos farmacos, su inclusiéon en el esquema de tratamiento debe
hacerse con precaucion (108). La estrategia de administracion de estos agentes también
es un factor importante para tener en cuenta. Se ha demostrado que la administracién por
dosis densa, que se refiere a la reduccion del intervalo de tiempo entre cada dosis, puede
mejorar la supervivencia global y libre de recurrencia (144,145); lo anterior se atribuye a la
disminucién en el tiempo que tendran las células tumorales para recuperarse entre cada

ciclo de quimioterapia (140).

La terapia citotdxica es el tratamiento estandar para pacientes con tumores RE-, debido a
gue su administracion en estos ha mostrado altas tasas de reduccion en el riesgo de
recurrencia (146). Por otro lado, pacientes con tumores luminales y con compromiso
ganglionar también son candidatos para recibir tratamiento con quimioterapia citotoxica. No
obstante, algunos pacientes sin compromiso ganglionar también pueden ser candidatos
para recibir esta terapia; el beneficio adicional que obtendran dependera principalmente del
riesgo de recurrencia (105,147). Una estrategia util para definir como se beneficiaran los
pacientes RE+ sin compromiso ganglionar, de la quimioterapia, es la aplicacion del ensayo
gendmico Oncotype DX, el cual provee un puntaje de acuerdo con el riesgo de recurrencia,
se considera alto si es S31, bajo si es <18, e intermedio si se ubica entre este rango.
Pacientes catalogados con mayor riesgo se benefician ampliamente de la quimioterapia
citotoxica, mientras que los de bajo riesgo no reciben beneficio alguno de su
administracion(148). A pesar de que el panorama de tratamiento para los pacientes con
riesgo intermedio no se definié en este estudio, un ensayo clinico reciente demostré que
aguellas mujeres con riesgo de recurrencia intermedio tampoco reciben un beneficio
significativo bajo la quimioterapia citotoxica (149). Dada la toxicidad que estos farmacos
pueden tener en el paciente, el balance entre el beneficio obtenido y los efectos adversos
gue generan debera ser valorado (75).

5.5.3.3 Terapiabioldgica

La terapia biologica para cancer de mama fue introducida en la década de los 90s, con la
llegada del anticuerpo monoclonal trastuzumab. Dicho evento modificé completamente la

estrategia de tratamiento en pacientes con sobreexpresion del HER2 (150). Este anticuerpo
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se une especificamente a la region extracelular del receptor, lo que inhibe su activacion vy,
por ende, la de multiples vias de sefializacion celular corriente abajo (151,152). Se ha
sugerido que también tiene otros mecanismos de accién, como el reclutamiento de células
inmunes efectoras, responsables de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(152). La efectividad de este farmaco fue rapidamente demostrada en multiples ensayos
clinicos, donde tanto la supervivencia globaly libre de recurrencia mejoré significativamente
paralos pacientes tratados con esta terapia durante al menos 1 afio (153-155). Hoy en dia,
el tratamiento estandar para pacientes con sobreexpresion de HER2 consiste en la
administracion de un esquema de antraciclinas, ciclofosfamida, y posteriormente taxanos
mas trastuzumab, durante 1 afio (67). Terapias con mayor duracion no han demostrado
conferir beneficios adicionales a los pacientes y, al contrario, se han asociado con la

presentacion de eventos adversos, como cardiotoxicidad (156).

Durante los dltimos afios se han desarrollado nuevas terapias biolégicas, como la
conjugacion del anticuerpo trastuzumab con un agente citotoxico (T-DM1), y el desarrollo
de nuevos anticuerpos monoclonales dirigidos a distintos dominios del receptor HER2
(152,157). Dentro de estos Ultimos se encuentra el pertuzumab, el cual se une
especificamente al dominio extracelular de dimerizacion Il, e inhibe la unién del HER2 con
otros miembros de la familia EGFR (158). Otro agente es el lapatinib, el cual actla sobre el
dominio TK del HERZ2, inhibiendo la autofosforilacién del receptor y, por ende, la activacion
de multiples vias de sefializacion celular corriente abajo (159). El beneficio de la
administracion dual de la terapia anti-HER2 ha sido explorado ampliamente. Un estudio
reciente demostro que la supervivencia libre de enfermedad mejora significativamente en
mujeres tratadas simultaneamente con trastuzumab y pertuzumab, en comparacién con
aquellas que son tratadas con solo uno de estos farmacos; ademas, cuando ambos se
administran junto con un taxano en el esquema de la NAT, se observa una mayor tasa de
pCR (160). Por el contrario, otros estudios que han evaluado el beneficio de la
administracion dual de trastuzumab y lapatinib, no han reportado diferencias significativas
en la pCR entre el grupo tratado con ambos o con solo uno de estos agentes (161—-163).
Respecto al anticuerpo conjugado T-DM1, también conocido como trastuzumab emtasina,
se ha sugerido su uso en pacientes que después de recibir NAT con trastuzumab, no han
logrado alcanzar la pCR; lo anterior es el resultado del ensayo clinico donde se demostro
un riesgo de recurrencia y muerte 50% menor en pacientes tratados durante la adyuvancia
con T-DM1 (164).
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Otros agentes biolégicos para el tratamiento del cancer de mama incluyen inhibidores de
moléculas involucradas en la activacion de vias de sefializacion asociadas a proliferacion
celular. Dentro de estos se encuentran los inhibidores de CDK4/6, como el ribocilib,
palbociclib y abemaciclib, y los inhibidores de la via PI3BK/AKT/mTOR, como el everolimus,
alpelisib y capivasertib (157). Para el caso de tumores TN, se ha evaluado el uso de
inmunoterapia, especificamente de anticuerpos dirigidos a las células tumores con
expresion positiva del ligando de muerte programada 1 (PD-L1). Esta molécula es capaz
de unirse a su receptor PD-1 en la superficie de los linfocitos T, generando inactivacion de
la respuesta inmunoldgica celular contra el tumor (165). Recientemente se ha demostrado
los beneficios en la supervivencia libre de recurrencia con la administracion del anti-PDL1
atezolizumab, en mujeres con tumores TN en estadios avanzados (166). Hoy en dia el
atezolizumab constituye la primera inmunoterapia aprobada para el tratamiento del cancer
de mama TN avanzado, con expresion positiva de PD-L1 (157).
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefo del estudio

Se trata de un estudio observacional analitico. Este proyecto hace parte del estudio titulado
“‘Ancestria genética como potencial modulador de la expresiébn de los genes
ERBB2/GRB7/MIEN1 en pacientes colombianas con cancer de mama” del Instituto
Nacional de Cancerologia (INC), financiado con recursos de la convocatoria de inversion
nacion del afio 2017.

6.2 Definicidon de los sujetos de estudio

Se incluyeron mujeres con cancer de mama infiltrante, diagnosticadas en el INC entre los

afios 2013-2015, y que ademas cumplieran con los siguientes criterios de inclusion:

- Diagnostico histoldgico confirmado de cancer de mama invasivo.
- Disponibilidad de los blogues de parafina y laminas histolégicas provenientes de
cirugias de mama (cuadrantectomias o mastectomias).

- Presenciade al menos 10% de contenido tumoral invasivo.

De cada paciente se recolectaron las laminas de hematoxilina y eosina (H&E) y los bloques
de tejido tumoral embebidos en parafina y fijados con formalina (FFPE), producto de la
cirugia de mama que se encontraban almacenados en el archivo de patologia del INC. Un
solo patélogo revisé y confirmé el diagnéstico histopatoldgico para cada caso seleccionado
para verificar el cumplimiento de los criterios de inclusion; asi mismo, se selecciono el
bloque con mayor representacion tumoral en los blogues de FFPE del producto de la

cirugia.

6.3 Calculo de tamafio de muestra

Como se menciond anteriormente, este estudio hace parte de un proyecto en curso del INC,
cuyo primer objetivo especifico corresponde a la evaluacion del cambio en la expresion de
los biomarcadores en muestras de biopsia y producto de cirugia, de acuerdo con la
administracion de tratamiento neoadyuvante, por lo tanto, el tamafio de muestra se calcul6
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a partir de los parametros utilizados para este Ultimo. Se uso la formula para tamafio de
muestra a partir de una proporcion, descrita por Garcia et al (167), usando el dato de la
prevalencia de la poblacién con ancestria indigena en Colombia, que corresponde al 37.8%
(57) y se aplicé de la siguiente manera:

 Zep?* 0(1—101) 196% * 0.378 (1—0.378)

= <2 0.052 = 361 casos

Donde:
- Valor Z (Za2) = 1,96
- Error (a) =0,05
- Proporcion de ancestria indigena en Colombia (p) = 0,378

A partir de esta cohorte de pacientes, se seleccionaron aquellos que, ademas de cumplir
con los criterios de inclusion mencionados anteriormente, también tuvieran reporte de la
expresion de los biomarcadores en la biopsia. De los 361 casos incluidos, 337 contaban

con esa informacion.

6.4 Métodos derecoleccion de lainformacion

6.4.1 Revision de lainformacidn clinica

Para la seleccion de los casos del estudio, se partid de una base de datos suministrada por
el registro epidemiologico del INC, con 1.916 casos diagnosticados con cancer de mama
en la institucion, entre los afios 2013 y 2015. Se reviso el reporte de patologia para cada
uno de los casos, y a partir de esta cohorte se preseleccionaron 575 pacientes. La poblacién
restante fue excluida por no haber sido sometida a cirugia de mama en el INC, no contar
con el material disponible en la institucion, o por la ausencia de células tumorales restantes
en la pieza quirurgica. De estos, se procedio a recolectar las laminas de H&E y los blogues
de FFPE almacenados en el archivo de patologia del INC, para su posterior revisién por el
patologo. De los casos que cumplieron con los criterios de inclusién, se obtuvo

adicionalmente la informacion de la expresion de los biomarcadores RE, RP, HER2 y Ki67
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en la biopsia y de las variables clinico-patolégicas (Tabla 2) a partir del sistema de historias
clinicas del INC. La informacion de la expresion de los biomarcadores en la biopsia fue
recolectada en su mayoria a partir de los reportes de patologia, por lo que la lectura de los

biomarcadores en esta muestra fue interpretada por multiples pat6logos.

Con el objetivo de asegurar la homogeneidad en la lectura de los biomarcadores para la
publicacion de los resultados del proyecto en una revista indexada (Anexo 1), un solo
pat6logo reevalud la expresion del RE, RP, HER2 y Ki67 en la biopsia para 139 casos.

6.4.2 Inmunohistoquimica

La expresion de los biomarcadores en el producto de la cirugia se evaluo a partir la técnica
de IHQ. Se realizé un corte de 3um en el bloque de FFPE con mayor representacion
tumoral, seleccionado por el patlogo. Este ensayo se llevo a cabo como un servicio técnico
en el laboratorio de patologia del INC, usando el sistema de preparacion de muestras
automatizado BenchMark XT de Roche. Se incluyeron controles positivos, y como
cromogeno se utilizé diaminobenzidina (DAB).

La evaluacion de los biomarcadores en la pieza quirdrgica fue llevada a cabo por un solo
patdlogo, siguiendo los siguientes criterios establecidos por la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica (ASCO)/Colegio Americano de Patélogos (CAP) (168,169):

- Laexpresion de los receptores hormonales (RE y RP) se considera positiva si al menos
1% de las células tumorales presenta tincion nuclear; de lo contrario se define como
negativa. El porcentaje de expresion corresponde al nimero de células evaluadas en la
lamina con tincién nuclear positiva.

- Laexpresion de HER2 se evalla de forma semicuantitativa, de la siguiente manera:

e Se considera expresion negativa cuando hay ausencia de tincién de membrana o
tincion débil para menos del 10% de las células tumorales, asignandose un puntaje
de 0, o tincidbn débil para méas del 10% de las células tumorales evaluadas,
asignandose un puntaje de 1+.

e Se considera expresion equivoca en los casos con tincion débil amoderada en mas
del 10% de las células tumorales, asignandose un puntaje de 2+.

e Se considera expresion positiva en los casos con tinciébn de membrana completa e
intensa en mas del 10% de las células tumorales, asignandose un puntaje de 3+.
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Adicional a la evaluacion semicuantitativa de la expresion de HER2, el pat6logo también
asigno un porcentaje de expresion al receptor, con el objetivo de evaluar esta variable de
manera continua. El porcentaje de expresion fue calculado como el nimero de células
evaluadas en la lamina con tincién positiva. La informacion de la expresion cuantitativa de

HER2 se recolectd para 139 casos, en sus respectivas muestras de biopsia y producto
quirdrgico.

- La expresion del marcador de proliferacion celular Ki67 se calculé comoel porcentaje de

células en la lamina con tincion nuclear positiva.

6.4.3 Flujograma de los procedimientos

A continuacién, en la Figura 1 se ilustra el flujograma de los procedimientos de recoleccién
de la informacion realizados a lo largo del proyecto:

Revisién de casos con diagnéstico de
cancer de mama en el INC (2013-2015)

L4
Busqueda de material de casos que
cumplieron criterios de inclusion

l .

Revision de Revisidn de laminas de
historia clinica H&E y confirmacién del
l diagnéstico histolégico
! l I
Informacién | Reporte de patologia | l .
clinico-patolégica Reevaluacion de la expresion Revision de bloques FFPE
de los biomarcadores en producto de la cirugia
Blopsia al diagnéstico: biopsia de 139 casos l
Expresién de biomarcadores
RE, PR, HER2, Ki67 IHQ de biomarcadores
RE, PR, HER2, Ki67

Figura 1. Flujograma de los procedimientos realizados a lo largo del proyecto. INC: Instituto
Nacional de Cancerologia; H&E: hematoxilina y eosina; FFPE: embebidos en parafina y fijados con

formalina; IHQ: inmunohistoquimica; RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona.
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6.4.4 Variables de estudio

La informacion clinico-patolégica de los casos incluidos fue registrada en el siguiente
formato, usando la plataforma Redcap:

Tabla 2. Variables clinico-patoldgicas incluidas en el estudio
Variable Tipo de variable Categorias
Informacién patoldgica

Tipo de carcinoma mamario Cualitativa Nominal Ductal, Lobulillar

Grado de dlferenC|aC|_on segun Cualitativa Ordinal L
la escala de Bloom Richardson

o L I . Linfatica, Vascular, Perineural,
Invasion histologica Cualitativa Nominal

Dérmica
Compromiso de bordes Cualitativa Nominal Positivo, Negativo
Vaciamiento ganglionar Cualitativa Nominal Positivo, Negativo

NUmero de ganglios o . No. ganglios comprometidos/ No.
comprometidos CLpmiEi Pl ganglios extirpados

Porcentaje tumoral del blogue

seleccionado Cuantitativa Continua Porcentaje
Estatus del RE Cualitativa Nominal Positivo, Negativo
Porcentaje dgéxpresién del Cuantitativa Continua Porcentaje
Estatus del RP Cualitativa Nominal Positivo, Negativo
Porcentaje dgpexpresién del Cuantitativa Continua Porcentaje
Estatus del HER2 Cualitativa Ordinal Positivo (3t), Equivco (2+),

Negativo (1+), Negativo (0+)
Porcentaje de expresion de

Ki67 Cuantitativa Continua Porcentaje

Luminal A, Luminal B, Luminal
Subtipo del cancer de mama Cualitativa Nominal B/HER2+, Triple Negativo, HER2-
enriquecido, No clasificable

Caracteristicas del paciente

Peso Cuantitativa Continua Kilogramos (KQ)
Altura Cuantitativa Continua Metros (m)
indice de masa corporal (IMC) Cuantitativa Continua indice
Fecha de nacimiento Cuantitativa Discreta Fecha
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Estadio clinico inicial

Metastasis al momento del
diagnostico

Tamafo tumoral al diagndstico

¢ Recibié Neoadyuvancia?

Terapia Citotoxica
Neoadyuvante

Terapia Hormonal
Neoadyuvante

Respuesta a la Neoadyuvancia

Manejo quirargico definitivo
Fecha de cirugia
¢ Recibié Adyuvancia?

Terapia Citotoxica adyuvante
Terapia Hormonal adyuvante

Radioterapia adyuvante

Fecha del diagnostico del
cancer de mama

Edad a la fecha del diagnostico
¢ Presentd recurrencia?

Tipo de recurrencia

Afo de la primera recurrencia

Estado vital al momento de la
finalizacién del estudio

Fecha de muerte segin
historia clinica

Afo de muerte segun
registraduria

Fecha del ultimo control

Informacion clinica
Cualitativa Ordinal

Cualitativa Nominal

Cuantitativa Continua
Cualitativa Nominal

Cualitativa Nominal

Cualitativa Nominal

Cualitativa Nominal

Cualitativa Nominal

Cuantitativa Discreta
Cualitativa Nominal

Cualitativa Nominal

Cualitativa Nominal

Cualitativa Nominal

I, 1A, 1B, IA, 1IB, A, 1B, NIC, IV

Si, No

Milimetros (mm)

Si, No
Regimenes de neoadyuvancia
citotoxica
Regimenes de neoadyuvancia
hormonal

Completa, parcial, estable,
progresion
Mastectomia, cuadrantectomia

Fecha
Si, No

Regimenes de adyuvancia
citotoxica
Regimenes de adyuvancia
hormonal

Completa, Incompleta, No recibid

Informacién de seguimiento

Cuantitativa Discreta

Cuantitativa Continua
Cualitativa Nominal

Cualitativa Nominal

Cuantitativa Discreta

Cualitativa Nominal

Cuantitativa Discreta

Cuantitativa Discreta

Cuantitativa Discreta

Fecha

Edad en afios

Si, No

Local, Regional, Regional-
sistémica, Sistémica

ARo
Viva, Muerta

Fecha
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6.5 Plan de analisis estadistico por objetivo especifico

Objetivo 1: Evaluar el cambio en la expresion del receptor de estrogeno, receptor de
progesterona, HER2 y Ki67 en muestras de biopsia y producto de cirugia, de acuerdo con
la administracién de tratamiento neoadyuvante.

Los cambios en la expresion de los biomarcadores en las muestras pareadas fueron
analizados en los casos tratados con NAT (grupo con NAT) y en los no tratados con NAT
(grupo sin NAT), como variaciones en el estatus y en el porcentaje de expresion. Para el
primer caso (estatus), esta se analizd como una variable categorica: positivo y negativo
para los receptores hormonales; positivo (3+), equivoco (2+) y negativo (0+/1+) para HERZ2;
baja (<20%) y alta (S20%) expresion para Ki67. Este punto de corte se establecié a partir
de los criterios de clasificacion de tumores de mama en subtipos intrinsecos, segun el panel
de expertos de St. Gallen en el 2013 (82). También se evalud el cambio en la asignacion
del subtipo intrinseco para ambos grupos, en muestras pareadas de biopsia y producto
quirdrgico, de acuerdo con los criterios especificados en la Tabla 1. Adicionalmente, se
calculé el porcentaje de concordancia del estatus de los biomarcadores entre la biopsia y
la pieza quirdrgica en las muestras pareadas, como el nUmero de casos concordantes sobre
el nimero de casos totales, multiplicado por 100. La evaluacion del porcentaje de expresion

se analiz6é como una variable continua.

Se evaluaron las diferencias en el estatus de los biomarcadores y en la asignacion del
subtipo intrinseco en las muestras pareadas, en los grupos con NAT y sin NAT, aplicando
la prueba de independencia Chi-cuadrado. Para esta se eliminaron los datos faltantes en
las categorias analizadas, con el objetivo de evitar sesgos en los resultados. Las diferencias
en el porcentaje de expresion de los biomarcadores en muestras pareadas fueron
analizadas mediante la prueba Wilcoxon signed-rank, después de verificar que los datos no
siguen una distribucion normal, usando la prueba Kolmogorov-Smirnov con la correccién
Lilliefors.

Objetivo 2: Determinar el cambio en la expresion del receptor de estrogeno, receptor de

progesterona, HER2 y Ki67 en muestras de biopsia y producto de cirugia, de acuerdo con
el esquema neoadyuvante recibido

Se categorizaron los pacientes del grupo con NAT de acuerdo con el esquema de

tratamiento neoadyuvante recibido en: hormonal, citotoxico, citotoxico + trastuzumaby
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combinado (hormonal + citotéxico). Para cada uno de los grupos se evaluaron los cambios
en el estatus y en el porcentaje de expresion de los biomarcadores, bajo los mismos
parametros utilizados en el primer objetivo especifico.

Las diferencias en el estatus de los biomarcadores en muestras pareadas, en los grupos
con NAT hormonal, citotOxica, citotoxica + trastuzumab y combinada, se evaluaron
mediante la prueba de independencia Chi-cuadrado, donde también se eliminaron los datos
faltantes en las categorias analizadas. Las diferencias en el porcentaje de expresion de los
biomarcadores en muestras pareadas fueron analizadas mediante la prueba Wilcoxon
signed-rank, después verificar que los datos no siguen una distribucion normal, usando la

prueba Kolmogorov-Smirnov con la correccién Lilliefors.

Objetivo 3: Analizar silos cambios en la expresion de los biomarcadores estan asociados

con el prondstico de las pacientes con cancer de mama

Se realiz6 un andlisis de supervivencia con el objetivo de evaluar las diferencias en esta
variable de acuerdo con los cambios observados en los biomarcadores. Para este andlisis,
se recolecto la informacién de recurrencia y estado vital del paciente; esta se actualiz6 por
ultima vez en marzo del 2020, de acuerdo con la informacion registrada en la historia clinica,
la Base de Datos Unica de Afiliados BDUA del Sistema General de Seguridad Social en
Salud (BDUA-SGSSS) y la Registraduria Nacional del Estado Civil de Colombia.

Los criterios utilizados para el analisis de supervivencia fueron los siguientes:

- Lasupervivencia global (SG) se definié como el tiempo transcurrido desde el momento
del diagnéstico hasta la fecha de muerte por cualquier causa, de acuerdo con datos
obtenidos en la pagina de la BDUA-SGSSS y de la Registraduria Nacional.

- La supervivencia libre de recurrencia (SLR) se defini6 como el tiempo transcurrido
desde el afio de la cirugia hasta el afio de la primera recurrencia.

Los criterios utilizados para definir la recurrencia fueron los siguientes:

- Recurrencia local: presencia de masas tumorales en la misma mama del tumor
primario.

- Recurrencia regional: presencia de masas tumorales en los ganglios linfaticos
adyacentes a la mama.
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- Recurrencia sistémica: presencia de masas tumorales en un 6rgano diferente a la

mama.

Para los receptores hormonales, los casos se categorizaron de acuerdo con el cambio en
el estatus del biomarcador, de la siguiente manera: grupo de ganancia de estatus (Negativo

& Positivo) y grupo de pérdida de estatus (Positivo <& Negativo). Para el loraad
HER2,loscasos seagruparondelamismamanera(grupodegananciade estatus ypérdida
de estatus) utilizando las categorias correspondientes: Positivo (3+), Equivoco (2+),
Negativo (0+/1+). ParaelbiomarcadorKi67, primerosecategorizdsu expresiénusandoun
punto de corte del 20%, y se agruparon en: ganancia de expresion (<20% &
S0 y pérdida de expresion (S20% <©& <20%).

El andlisis de supervivencia se realiz6 comparando las diferencias en el desenlace entre
los grupos de ganancia y pérdida de estatus para cada uno de los biomarcadores
analizados, en los grupos con NAT y sin NAT. Adicionalmente, se calcul6 el cociente de
riesgo (HR) junto con el intervalo de confianza (CI) del 95%, para evaluar la asociacion
entre la pérdida y ganancia de los biomarcadores con la SGy SLR, en los grupos con NAT
y sin NAT. El modelo multivariado se ajusto por aquellas variables de prondstico asociadas
con diferencias en la presentacion de la enfermedad, de acuerdo con lo reportado en la

literatura.

Las diferencias en la SG y SLR en los grupos con pérdida y ganancia de estatus fueron
analizadas aplicando el método de Kaplan-Meier y el test de log-rank. El HR para estas
medidas fue calculado usando el modelo de riesgo proporcional de Cox; para los grupos
donde el nUmero de eventos fue cero, se aplicé la correccion de Haldane-Anscombe.

Finalmente, se evalu6 el cambio en el grado de diferenciacion tumoral segun la escala
Scarff-Bloom-Richardson, en muestras de biopsia y tejido quirargico, en el grupo con NAT,
en los casos con ganancia y pérdida de Ki67, aplicando la prueba de independencia Chi-

cuadrado.

Todos los andlisis fueron realizados en el software estadistico R Studio (version 1.3.1093).

Se tom6 como valor significativo un p < 0,05.
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6.6 Consideraciones éticas

De acuerdo con laresolucion N°8430 de 1993 del Ministerio de Salud, donde se establecen
las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en humanos, este

proyecto se clasific6 como “investigacion sin riesgo”, dado que es un estudio retrospectivo

donde Unicamente se revisaron historias clinicas y se utilizaron muestras bioldgicas ya
almacenadas. Al no se realizarse ningun tipo de intervencion sobre las pacientes incluidas,
el Comité de Etica e Investigaciones del INC aprobd el proyecto institucional “Ancestria
genética como potencial modulador de la expresion de los genes ERBB2/GRB7/MIEN1 en
mujeres colombianas con cancer de mama”, dentro del cual se enmarca el presente estudio,
y consideré que no era necesaria la toma de consentimiento informado en las pacientes

incluidas.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas clinico-patoldgicas

Las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes incluidos en el estudio se
encuentran especificadas en la Tabla 3. Se incluyeron 337 pacientes con cancer de mama
ductal infiltrante. La mayor parte de los pacientes incluidos fueron diagnosticados después
de los 50 afios (77,2%), y se encontraron en sobrepeso (IMC 25-30) (40,4%). La mayoria
de los casos fueron diagnosticados en estadio clinico 1l (44,5%) y grado tumoral Il (54,2%),
segun la escala de clasificacion Scarff-Bloom Richardson. El 51,3% de los pacientes
incluidos presentaron invasion histolégica, de los cuales el 42,0% fue de tipo linfovascular.
Asi mismo, el 78,3% de los casos fueron sometidos a vaciamiento ganglionar axilar, y de
estos el 61,7% presenté compromiso ganglionar. Por otra parte, el 53,1% de los pacientes
recibieron NAT, principalmente bajo un esquema citotoxico (68,2%); de estos casos, el
37,4% presentaron respuesta a la NAT de tipo parcial. De los casos que recibieron NAT, el
70,4% se encontraron en estadio clinico lll, mientras que de los casos sin NAT, la mayor

parte se encontraron en estadio clinico Il (63,7%).

En su mayoria, los pacientes incluidos recibieron mastectomia (57,0%) como manejo
quirdrgico de la enfermedad. Como complemento a la adyuvancia, el 82,8% de los casos
completaron la radioterapia, no obstante, el 23,4% presenté recurrencia de la enfermedad,
principalmente de tipo sistémica (51,0%).

Tabla 3. Caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes incluidos.

. N (%)

Categoria =337
] o <50 afios 77 (22,8)

Edad de diagnéstico
S 50 afios 260 (77,2)
S25 116 (34,4)
indice de masa corporal (IMC) 25-30 136 (40,4)
S30 84 (24,9)
I, la, Ib) 34 (10,1)
I (lla, lib) 146 (43,3)
Estadio clinico

I (Ma, lib, liic) 150 (44,5)

v 7(2,1)
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Scarff-Bloom Richardson

Tamafio tumoral al
diagnéstico

Invasion histologica

Tipo de invasion histologica

Compromiso de bordes

Vaciamiento ganglionar

Compromiso de ganglios

Tratamiento neoadyuvante

Esguema de neoadyuvancia
administrado

Respuesta ala neoadyuvancia

Maneo quirdrgico

Tratamiento adyuvante

Esquema adyuvante
administrado

I
Il
1l
<20 mm
>50 mm
21-49 mm
No hay dato
Positiva
Negativa
No hay dato
Dérmica
Linfovascular
Linfovascular, dérmica
Linfovascular, perineural
Linfovascular, perineural, dérmica
Perineural
Perineural, dérmica
No hay dato
Negativo
Positivo
No hay dato
No
Si
Negativo
Positivo
No recibid
Si recibié
Citotéxico
Citotéxico y trastuzumab
Combinado (hormonal + citot6xico)
Hormonal
Clinico-patoldgica
Estable
Parcial
Progresion
No hay dato
Cuadrantectomia
Mastectomia
Recibié
No recibid
Hormonal
Citotéxico

25 (7,4)
182 (54,2)
129 (38,4)
86 (25,5)
105 (31,2)
137 (40,7)

9(2,7)
173 (51,3)
132 (39,2)

32 (9,5)

18 (8,8)
86 (42,0)
22 (10,7)
23 (11,2)

6 (2,9)

15 (7,3)

3 (1,5)
32 (15,6)
308 (91,4)

25 (7,4)

4 (1,2)
73 (21,7)
264 (78,3)
101 (38,3)
163 (61,7)
158 (46,9)
179 (53,1)
122 (68,2)
32 (17,9)

15 (8,4)

10 (5,6)
24 (13,4)

10 (5,6)
67 (37,4)
27 (15,1)
51 (28,5)
145 (43,0)
192 (57,0)
312 (92,6)

25 (7,4)
147 (47,1)
40 (12,8)



Citotéxico + trastuzumab
Combinado (hormonal + citotoxico)
Completa
) ) Incompleta
Radioterapia -
No recibio
No hay dato
Negativa
Recurrencia de la enfermedad Positiva
No hay dato
Local
Regional
Tipo de recurrencia Regional-sistémica
Sistémica
No hay dato

16 (5,1)
109 (34,9)
279 (82,8)

2 (0,6)
36 (10,7)

20 (5,9)
235 (69,7)
79 (23,4)

23 (6,8)

10 (9,8)
12 (11,8)

4 (3,9)
52 (51,0)
24 (23,5)

7.2 Expresionde los biomarcadores en muestras de biopsiay producto de

cirugia de mama

La evaluacion de la expresion de los biomarcadores en la biopsia mostré que la mayor parte

de los casos cuenta con expresion positiva del RE (79,2%), RP (71,2%), expresion negativa
(0+/1+) del HER2 (74,2%) y un alto indice de proliferacion celular (Ki67 S20%) (66,5%). La
expresion de los biomarcadores en el producto de la cirugia mostré un perfil similar, donde

los receptores hormonales también fueron predominantemente positivos (RE: 76,9%, PR:

68,2%), el receptor HER2 negativo (0+/1+) (71,5%), y el indice de proliferacion celular Ki67

presento alta expresion (59,9%) en la mayoria de los casos (Tabla 4). Dado que, como se

evidencia en los resultados, la expresion de los biomarcadores puede variar de acuerdo

con el tejido (biopsia vs. quirtrgico), se procedio a analizar las diferencias estadisticas en

la expresion de los biomarcadores entre muestras pareadas de biopsias y producto

quirargico, agrupando los casos de acuerdo con la administracion de NAT.
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Tabla 4. Estatus de los biomarcadores de mama de acuerdo con el tejido evaluado.

. Biopsia Quirdrgico
Categoria n=337 n=337
N (%) N (%)
Negativo 70 (20,8) 78 (23,1)
Estatus del RE -
Positivo 267 (79,2) 259 (76,9)
Negativo 96 (28,5) 107 (31,8)
Estatus del RP Positivo 240 (71,2) 230 (68,2)
No hay dato 1(0,3) 0 (0)
Positivo (3+) 46 (13,6) 53 (15,7)
Equivoco (2+) 35 (10,4) 43 (12,8)
Estatus del HER2 :
Negativo (0+/1+) 250 (74,2) 241 (71,5)
No hay dato 6 (1,8) 0 (0)
Alta expresién (>20%) 224 (66,5) 202 (59,9)
Estatus del Ki67 Baja expresion (<20%) 93 (27,6) 135 (40,1)
No hay dato 20 (5,9) 0 (0)

RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona.

7.3 Objetivo especifico 1. Evaluar el cambio en la expresion del receptor de
estrégeno, receptor de progesterona, HER2y Ki67 en muestras de biopsia
y producto de cirugia, de acuerdo con la administracion de tratamiento

neoadyuvante.

Con el objetivo de evaluar si los cambios en la expresion de los biomarcadores son
consecuencia del tratamiento neoadyuvante, lo casos incluidos fueron agrupados de la
siguiente manera: grupo sin NAT y grupo con NAT. Sobre estos, se evalud si hay diferencias
estadisticamente significativas en el estatus y el porcentaje de expresion entre muestras

pareadas de biopsia y producto quirdrgico.

7.3.1 Gruposin NAT

Estatus de los biomarcadores
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Se evalud el cambio en el estatus de los biomarcadores entre muestras pareadas de biopsia
y producto de cirugia, en 158 casos que no recibieron tratamiento neoadyuvante. Para el
andlisis del receptor HER2 y el marcador Ki67, se excluyeron aquellos casos sin informacion
(HER2: 4 casos, Ki67: 10 casos). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras pareadas para el estatus de los receptores hormonales
(RE: p = 1; RP: p = 0,8953), el HER2 (p=0,2203), ni tampoco el indice de proliferacion
celular Ki67 (p=0,6344) (Tabla 5). No obstante, se observé un nimero de casos con
variacion en el estatus de algunos de los biomarcadores, aun cuando estos no fueron
sometidos a ningun tratamiento previo a la cirugia. Para el RE, se observd 1 caso con
ganancia y 2 con pérdida de positividad, lo que corresponde a una concordancia en el
estatus del 98,1%, entre la biopsia y el producto quirdrgico en las muestras pareadas. Para
el RP se observaron 3 casos con ganancia y 5 con pérdida de positividad (concordancia:
94,9%). En cuanto al indice de proliferacion celular Ki67, un total de 23 casos mostraron
variaciones en el estatus; 9 de estos cambiaron a un estado de expresion alto, y 14 a un

estado de expresion bajo (concordancia: 84,5%) (Tabla 7).

Tabla 5. Cambio en el estatus de los biomarcadores en muestras de biopsia y producto

quirdrgico, en los grupos sin NAT y con NAT.

Grupo sin NAT Grupo con NAT
n = 158 n=179
. Biopsia | Quirurgico Biopsia | Quirudrgico
Categoria N (%) N (%) p valor N (%) N (%) p valor
Negativo 27 (17,1) 28 (17,7) 43 (24,0) 50 (27,9)
RE — 1 0,4696
Positivo 131 (82,9) 130 (82,3) 136 (76,0) 129 (72,1)
Negativo 37 (23,4) 39 (24,7) 59 (33,1) 67 (37,6)
RP - 0,8953 0,4378
Positivo 121 (76,6) 119 (75,3) 119 (66,9) 111 (62,4)
Negativo (0+/1+) = 123 (79,9) 110 (71,4) 127 (71,8) 129 (72,9)
HER2* Equivoco (2+) 14 (9,1) 21 (13,6) 0,2203 21 (11,9) 20 (11,3) 0,9716
Positivo (3+) 17 (11,0) 23 (14,9) 29 (16,4) 28 (15,8)
Alto (S520%) 92 (62,2) = 87 (58,8) 132 (78,1) 106 (62,7)
Ki67* - 0,6344 0,00289
Bajo (<20%) 56 (37,8) 61 (41,2) 37 (21,9) 63 (37,3)

*Casos excluidos del analisis por falta de informacion en el grupo sin NAT: HER2: 4 casos; Ki67: 10
casos, y en el grupo con NAT: HER2: 2 casos, Ki67: 10 casos. NAT: neoadyuvancia; RE: receptor de
estrdgeno; RP: receptor de progesterona.
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La evaluacion del cambio en el estatus del receptor HER2 entre la biopsia y la pieza
quirdrgica en el grupo sin NAT también mostré variaciones en algunos casos, aungque no
estadisticamente significativas. De 123 casos inicialmente negativos en la biopsia, 18
ganaron expresion, 13 de estos de manera incompleta pasando de un estado negativo a un
estado equivoco, y 5 de un estado equivoco a un estado positivo. De la misma forma, de
17 casos inicialmente positivos en la biopsia, solo 2 perdieron expresion, cambiando a un
estado equivoco. Asi mismo, de los 14 casos inicialmente clasificados como equivocos, 5
cambiaron a un estatus negativo y 3 a un estatus positivo (concordancia: 79,7%) (Tabla 8).
Es importante aclarar que en la practica clinica el cambio de estatus negativo (0+/1+) a la
categoria equivoca (2+) no se considera una ganancia completa del receptor HER2 hasta
gue este resultado no sea confirmado por FISH. No obstante, dado que no todos los casos
evaluados cuentan con el resultado de la prueba confirmatoria, en este trabajo, este evento
se interpretd como ganancia incompleta de su expresion.

Cambios en la clasificacién en subtipos intrinsecos

Se evalu6 el cambio en la asignacion del subtipo intrinseco entre muestras pareadas de
biopsia y producto quirdrgico, en el grupo sin NAT, de acuerdo con los criterios
especificados en la Tabla 1. Aquellos casos con expresion equivoca (2+) del HER2 donde
la informacion de los demas biomarcadores no permitiera su clasificacion dentro de las
demas categorias, fueron asignados dentro del grupo “No clasificable”. Adicionalmente, se
excluyeron 8 casos del analisis debido a que no fue posible clasificarlos por falta de
informacion en la expresion del Ki67. No se encontraton diferencias estadisticamente
significativas en la asignacion de subtipos intrinsecos en el grupo sin NAT (p=0,4485), sin
embargo, fue posible observar una tendencia a la disminucién en el porcentaje de tumores
luminales B (Biopsia: 45,0% vs. Quirdrgico: 36,2%), asi como también al aumento en el
porcentaje de tumores luminales B/HER2+, de 6,7% en la biopsia a 10,7% en la pieza

quirdrgica (Tabla 6).

Tabla 6. Cambios en la clasificacion de los tumores en subtipos intrinsecos de acuerdo con
los criterios establecidos en el panel de St. Gallen del 2013 (82), en muestras de biopsia y
producto quirdrgico, en los grupos sin NAT y con NAT.
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Subtipo
intrinseco

Luminal A

Luminal B

Luminal B/
HER2+

HER2-
enriquecido
Triple
negativo

No
clasificable

Biopsia
N (%)

42 (28,2)

67 (45,0)

10 (6,7)

6 (4,0)

19 (12,8)

5(3,4)

Grupo sin NAT*
n=149

Quirlrgico
N (%)
45 (30,2)

54 (36,2)

16 (10,7)

7(4,7)

17 (11,4)

10 (6,7)

valor

0,4485

Grupo con NAT*

Biopsia
N (%)

29 (16,5)

83 (47,2)

18 (10,2)

10 (5,7)

31 (17,6)

5 (2,8)

n=176

Quirdrgico p
N (%) valor

41 (23,3)

62 (35,2)

15 (8,5)
0,1481

13 (7,4)

34 (19,3)

11 (6,3)

No clasificable: casos con expresién equivoca (2+) del HER2 donde la expresién de los biomarcadores restantes
no pemitid su clasificacion en las demas categorias. *Se excluyeron 10 casos del grupo sin NAT y 3 casos del
grupo con NAT para el anélisis por falta de informacion en el biomarcador Ki67. NAT: neoadyuvancia.

Porcentaje de expresion de los biomarcadores

Se evalud el cambio en el porcentaje de expresion de los biomarcadores entre biopsias y

el producto quirdrgico, en muestras pareadas de casos sin tratamiento neoadyuvante. El

porcentaje de expresion de los biomarcadores en la biopsia no mostré diferencias

estadisticamente significativas respecto al tejido quirargico para el RP (p=0,419), HER2

(p=0,383) y Ki67 (p=0,185). Contrario a este resultado, fue posible observar diferencias

estadisticamente significativas en el porcentaje de expresion para el RE (p=0,022) entre

muestras pareadas de casos sin NAT (Figura 2).
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Figura 2. Cambios en el porcentaje de expresion de los biomarcadores en las biopsias y el

producto quirdrgico en el grupo de casos sin NAT. Los puntos representan el valor de la mediana

del biomarcador evaluado de acuerdo con el tejido. RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona.

Debido a que los resultados obtenidos en el grupo sin NAT mostraron diferencias en el
porcentaje de expresion del RE entre las biopsias y el producto quirtrgico, se decidié

analizar nuevamente el cambio en la expresion, esta vez exclusivamente en aquellos casos

donde, tanto el producto de la biopsia como el material de la cirugia fueron valorados por

un mismo patélogo; lo anterior con el fin de determinar silas diferencias reportadas podrian

ser el resultado de la variabilidad por observador.
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7.3.2 Diferencias en el porcentaje de expresion de los biomarcadores en

casos sin NAT, evaluados por el mismo patologo.

Se analizaron las diferencias en la expresion de los biomarcadores en las biopsias y el
producto quirdrgico, para 61 casos sin tratamiento previo con NAT, cuya expresion fue
valorada por un mismo patoélogo. Este nuevo analisis, donde se elimina la variabilidad por
observador, no mostro diferencias significativas en el porcentaje de expresion para ninguno

de los biomarcadores evaluados, incluyendo el RE (p=0,67) (Figura 3).
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Figura 3. Cambios en el porcentaje de expresion de los biomarcadores en las biopsias y el

producto quirdrgico en el grupo de casos sin NAT, evaluados por un mismo patélogo. Los
puntos representan el valor de la mediana del biomarcador evaluado de acuerdo con el tejido. RE: receptor de

estrégeno; RP:receptor de progesterona.
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7.3.3 Grupocon NAT

Estatus de los biomarcadores

Se evalud el cambio en el estatus de los biomarcadores entre muestras pareadas de
biopsias y productos de cirugia, en 179 casos tratados con NAT; para el analisis del RP,
HER2 y el marcador Ki67, se excluyeron aquellos casos sin informacion del estatus (RP: 1
caso, HER2: 2 casos, Ki67: 10 casos). Los resultados obtenidos no mostraron cambios
estadisticamente significativos en el estatus de los receptores hormonales (RE: p=0,4696;
RP: p=0,4378) (Tabla 5). No obstante, al igual que para el grupo sin NAT, también se
encontraron algunos casos con cambios en el estatus de ambos biomarcadores. Para el
RE, 7 casos presentaron pérdida de positividad, y ninguno ganancia en el estatus del
receptor (concordancia: 96,1%), mientras que, para el RP 15 casos presentaron pérdida de
positividad y 7 mostraron ganancia de estatus del receptor (concordancia: 87,6%); de los
15 casos mencionados anteriormente, 2 corresponden a casos que también perdieron la
expresion del RE.

Por otra parte, la evaluacion del Ki67 después de la NAT mostré una disminucion
estadisticamente significativa en el nUmero de casos con alta expresion del biomarcador
(p=0,00288). En total se observaron 6 casos con ganancia y 32 con pérdida en la expresion
del Ki67 (concordancia: 77,5%) (Tabla 7).

Tabla 7. Cambios en el estatus del biomarcador Ki67 en muestras de biopsia y producto de

cirugia, en los grupos sin NAT y con NAT.

Quirdrgico

Baio Alto No. casos No. casos
(<2()J%) (S20%) con ganancia | con pérdida | p valor
L de Ki67 de Ki67
Biopsia
Grupo sin - gaig (<20% 47 9
NAT* Jo (<20%) 9 14 0,6344
n=148 Alto (S20%) 14 78
Grupo con Bajo (<20%) 31 6
NAT* 6 32 0,00288
n=169 Alto (S20%) 32 100

*Se excluyeron 10 casos del grupo con NAT y sin NAT para este analisis por falta de informacion en la expresiondel
Ki67. NAT: neoadyuvancia.

La evaluacion del cambio en el receptor HER2 en el grupo con NAT tampoco mostro
variaciones estadisticamente significativas (p=0,9716). No obstante, se observo que de 127
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casos inicialmente negativos para HER2, 11 cambiaron al estatus equivoco y 3 al positivo.
Asimismo, de 29 casos positivos en la biopsia, 1 cambi6 al estatus equivoco y 6 al estatus
negativo (concordancia: 80,8%) (Tabla 8).

Tabla 8. Cambios en el estatus de HER2 en muestras de biopsia y producto de cirugia, en
los grupos sin NAT y con NAT

No. casos No. casos

Quirdrgico Negativo | Equivoco Positivo con con p

Biopsia (0+/1+) (2+) (3+) %E:engggza pér;ilizcii?z;de valor
Grupo sin Negativo (0+/1+) 105 13 5
NAT* Equivoco (2+) 5 6 3 21 7 0,2203
n=154 Positivo (3+) 0 2 15
Grupo con Negativo (0+/1+) 113 11
NAT* Equivoco (2+) 10 8 3 17 17 0,9716
n=177 Positivo (3+) 6 1 22

*Se excluyeron 4 casos del grupo sin NAT, y 2 casos del grupo con NAT para este analisis por falta de informacién en la
expresion del HER2. NAT: neoadyuvancia.

Cambios en la clasificacién en subtipos intrinsecos

Se evaluo el cambio en la asignacion del subtipo intrinseco entre muestras pareadas de
biopsia y producto quirargico, en el grupo con NAT, de acuerdo con los criterios establecidos
en el panel de St. Gallen del 2013 (82). Se excluyeron 3 casos del analisis debido a que no
fue posible clasificarlos por falta de informacion en la expresion del Ki67. La evaluacion del
cambio en la asignacion del subtipo no mostré diferencias estadisticamente significativas
entre las muestras pareadas después de la NAT (p=0,1481), sin embargo, fue posible
observar una tendencia al aumento en el porcentaje de tumores luminales A después del
tratamiento (Biopsia: 16,5% vs. Quirlrgico: 23,3%), asi como también al aumento en el
porcentaje de tumores no clasificables (Biopsia: 2,8% vs. Quirdrgico: 6,3%), que
corresponden a casos con expresion equivoca (2+) del HER2 donde la informacion de los
demas biomarcadores no permitié su clasificacion dentro de las demés categorias (Tabla
6).
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Porcentaje de expresidon de los biomarcadores

La evaluacion del cambio en el porcentaje de expresion de los biomarcadores entre las
biopsias y el producto quirdrgico, en muestras pareadas de casos con tratamiento previo,
mostré una disminucion significativa en el porcentaje de expresion del RP (p=0,0024) y del
Ki67 (p<0,001). Paralos demas biomarcadores no se observaron cambios estadisticamente
significativos en el porcentaje de expresion después de la administracion de NAT (RE:

p=0,53; HER2: p=0,34) (Figura 4).
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Figura 4. Cambios en el porcentaje de expresion de los biomarcadores en muestras de

biopsia y producto quirtrgico en el grupo con NAT. Los puntos representan el valor de la mediana
para cada biomarcador de acuerdo con el tejido evaluado. RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de

progesterona.
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7.4 Objetivo especifico 2. Determinar el cambio en laexpresion del receptor de
estrogeno, receptor de progesterona, HER2 y Ki67 en muestras de biopsia
y producto de cirugia, de acuerdo con el esquema neoadyuvante recibido

El analisis del cambio en la expresion de los biomarcadores en el primer objetivo mostro
diferencias estadisticamente significativas en el grupo con NAT, lo que sugiere que el
tratamiento previo a la cirugia modifica su expresion. No obstante, dado que el esquema de
tratamiento varia de acuerdo con el perfil de los biomarcadores, se decidio evaluar si los
cambios reportados en el grupo con NAT estan asociados a uno de los esquemas
farmacoldgicos. Para esto se agruparon los casos de acuerdo con el tipo de tratamiento, en
esquema hormonal (n=10), citotoxico (n=122), citotdxico + trastuzumab (n=32) y combinado
(citotoxico + hormonal) (n=15). Para cada grupo, se evalué el cambio en el estatus y el
porcentaje de expresion de los biomarcadores entre muestras pareadas (biopsia y
espécimen quirdrgico). Debido a que el porcentaje de expresion del HER2 no se calcula de
manera rutinaria en la practica clinica, este dato solo se obtuvo para un grupo de 78
pacientes (NAT hormonal: 6 casos, citotoxica: 56 casos, citotoxica + trastuzumab: 11 casos,
combinada: 5 casos).

7.4.1 Esquema hormonal

Los resultados del anélisis en muestras pareadas no mostraron diferencias significativas en
el estatus de los receptores hormonales (RE: p=1; RP: p=1), ni tampoco del HER2 (p=1).
No obstante, para el biomarcador Ki67 fue posible observar un aumento en el numero de
casos con una baja expresion (<20%) en el producto quirdrgico (p=0,0388) (Tabla 9). Por
otro lado, la evaluacion del cambio en el porcentaje de expresion mostré nuevamente una
disminucion estadisticamente significativa en el indice de proliferacion Ki67 (17,5% vs 10%,
p= 0,0215), y también del RP (95% vs 45%, p= 0,0173), pero no del RE (p=1) ni del HER2
(p=0,422) (Tabla 10).

7.4.2 Esquema citotoxico

El analisis en muestras pareadas mostré una tendencia a la pérdida de positividad de los
receptores hormonales (RE: 73,8% vs 70,5%, p=0,668; RP: 63,6% vs 60,3%, p=0,691) vy,
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al contrario, a la ganancia de positividad del receptor HER2 (0,4% vs 4,1%, p=0,244) en el
producto quirdrgico, sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos.
Para el indice de proliferacion Ki67 se encontrd6 una disminucion estadisticamente
significativa en el nimero de casos con alta expresion (S20%) (p= 0,0325) (Tabla 9). En
linea con estos resultados, el analisis del cambio en los porcentajes de expresion después
de la NAT citotoxica mostré una disminucion estadisticamente significativa en el Ki67 (40%
vs 20%, p= 0,0073), y en el RP (60% vs 30%, p=0,0260) (Tabla 10).

7.4.3 Esqguema citotoxico + trastuzumab

Para este esquema de tratamiento, se observd una tendencia a la pérdida de positividad de
los receptores hormonales (RE: 65,6% vs 59,4%, p=0,796; RP: 65,6% vs 56,2%, p= 0,608)
y del marcador Ki67 (92,9% vs 82,1%, p= 0,419), aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Por otro lado, para el HER2 se observé una disminucion
estadisticamente significativa en el nUmero de casos positivos después del tratamiento con
este esquema neoadyuvante (81,2% vs 65,6, p= 0,0085) (Tabla9). Sin embargo, al evaluar
la expresion del HER2 como una variable continua, solo fue posible observar unatendencia
a la disminucién en la expresion de este marcador después del tratamiento (95% vs 65%,
p=0,672). Para el biomarcador Ki67, se observdé una disminucion estadisticamente
significativa en el porcentaje de expresion, del 50% en la biopsia al 30% en la pieza
quirdrgica (p=0,0363), después de la administracion de este esquema de NAT (Tabla 10).

7.4.4 Esquema combinado

En el grupo de pacientes con el esquema combinado (NAT hormonal + citotdxica), no se
observaron tendencias ni cambios significativos en el estatus de los receptores hormonales
(RE: p=1; RP: p=1), ni en el HER2 (p=1), a excepcion del Ki67 donde, asi como para los
demas grupos de tratamiento, se observo una disminucion en el nimero de casos con alta
expresion (S20%), aunque este cambio no fue estadisticamente significativo (76,9% vs
61,5%, p= 0,671) (Tabla 9). En linea con estos resultados, tampoco se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de expresion para ningun
biomarcador evaluado, aunque aun asi fue posible observar una tendencia a la disminucion
en la expresion del RP (80% vs 20%, p= 0,362) (Tabla 10).
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Tabla9. Cambios en estatus de los biomarcadores en muestras de biopsia y producto quirirgico, de acuerdo con el esquema de NAT

recibido.
Estatus = Categoria
Negativo
RE —
Positivo
Negativo
RP —
Positivo
Equivoco
HER2 Negativo
Positivo
. Alto (S20%)
Ki67 -
Bajo(<20%)

NAT: neoadyuvancia; RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona.

Esquema hormonal
n=10

Biopsia

N (%)
0(0,0)

10 (100,0)

1(10,0)
9 (90,0)
1(10,0)
9 (90,0)
0(0,0)
5 (50,0)
5 (50,0)

Quirdrgico

N (%)
0(0,0)
10 (100,0)
2 (20,0)
8 (80,0)
2 (20,0)
8 (80,0)
0(0,0)
0(0,0)
10 (100,0)

valor

Esquema citotoxico
n=122

Biopsia
N (%)
32(26,2)
90 (73,8)
44 (36,4)
77 (63,6)
14 (11,6)
106 (87,6)
1(0,8)
91 (77,1)
27 (22,9)

Quirdrgico

N (%)
36 (29,5)
86 (70,5)
48 (39,7)
73 (60,3)
15 (12,4)
101 (83,5)

5 (4,1)
75 (63,6)
43 (36,4)

Esquema citotoxico +
trastuzumab

Biopsia
N (%)
11 (34,4)
21 (65,6)
11 (34,4)
21 (65,6)
6 (18,8)
0(0,0)
26 (81,2)
26 (92,9)
2(7,1)

p valor

0,6684

0,6912

0,2439

n =32
Quirdrgico
N (%)
13 (40,6)
19 (59.4)
14 (43,8)
18 (56,2)
3(94)
8 (25,0)
21 (65,6)
23(82,1)
5(17,9)

Biopsia
N (%)
0(0,0)
15 (100,0)
3(20,0)
12 (80,0)
0(0,0)
12 (85,7)
2(14,3)
10 (76,9)
3(23,1)

p valor

0,7963

0,6084

0,00851

Quirurgico

Esquema combinado
n =15

N (%) p valor

1(6,7)
14 (93,3)
3(20,0)
12 (80,0)

0 (0,0)
12 (85,7) 1
2 (14,3)

8 (61,5)

0,6709
5 (38,5)

Tabla 10. Cambios en el porcentaje de expresion de los biomarcadores en muestras de biopsia y producto quirdrgico, de acuerdo con

el esquema de NAT recibido.
Esquema hormonal

n=10
Mediana Biopsia Quirdrgico
[IQR] N (%) N (%)
100
RE [100,100] = [L00, 100]
95,00
RP [82,5.100]  [3,2, 80]
HERZY | [o/as] [0, 0]
. 17,50
KIB7 ' 1n12237] 10, 10]

p valor

0,01732
0,4227

0,02154

Biopsia
N (%)

[0, 100]
[0, 100]
[0, 0]

[20, 70]

Esquema citotdxico

n=122
Quirdrgico
N (% p valor
100 1
[0, 100]
30
[0, 90] 0,02604
[0, 0] 0,1247
20
[10, 70] 0,00736

Esquema citotéxico + trastuzumab

Esquema combinado

n =32 n =15
Bli\logz)ia Qu:\rlu(zz)ico p valor Bli\lO%Z)ia Qui’:lu(g}c(;))ico 5 veler
[0181000] [0,91000] 0778l [701,01%01 [10%)?200] 0,5839
[0,3301 [, %%,5] 0.9747 [1,810001 [3,285] 03621
[57,;:3,5 100] [11,65001 0,6726 [0?0] 0, 0] 1
287725 | (2060 | 093639 0%y | 125 55 | 02402

*El cambio en la expresion del HER2 fue evaluado para 6 casos con NAT hormonal, 56 con NAT citotoxica, 11 con NAT citotdxica + trastuzumab,y 5 con NAT
combinada. NAT: neoadyuvancia; RE: receptor de estrégeno; RP:receptor de progesterona; IQR: rango intercuartilico.
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7.5 Objetivo especifico 3. Analizar si los cambios en la expresion de los
biomarcadores estan asociados con diferencias en el pronéstico de las

pacientes con cancer de mama.

El analisis previo permiti6 identificar diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de los biomarcadores entre la biopsia y la pieza quirargica, principalmente en el
grupo con NAT, sugiriendo que estas variaciones se encuentran asociadas al tratamiento.
No obstante, en el grupo de casos sin NAT también fue posible observar algunos cambios
en la expresion de los biomarcadores. Por lo tanto, con el objetivo de evaluar si las
variaciones reportadas se encuentran asociadas con el pronéstico de los pacientes, se
agruparon los casos de acuerdo con la pérdida y la ganancia en el estatus de los
biomarcadores que presentaron mayor frecuencia de variacion, en los grupos con NAT y
sin NAT. En el primer grupo se incluyo el RP, HER2 y el Ki67, y en el segundo grupo se
incluyé el HER2 y el Ki67.

7.5.1 Supervivenciaglobaly libre de recurrencia

7.5.1.1 Grupocon NAT

El tiempo de seguimiento medio para el grupo con NAT fue de 4,2 afnos. El tiempo medio
de SG para los casos con pérdida del RP fue de 4,2 afios, mientras que para el grupo con
ganancia del receptor fue de 3,8 afios (p=0,63), sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. Con respecto al HER2 y el Ki67, se observé un tiempo medio
de SG significativamente menor en los casos con ganancia de expresion de estos
biomarcadores, respecto a los casos con pérdida de expresion (HER2: 4,5 afios vs 5 afios,
p=0,029; Ki67: 4,2 afos vs 4,9 afos, p=0,038) (Figura 5).
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Figura 5. Supervivencia global en los casos con pérdida y ganancia de expresion de los

biomarcadores a) RP, b) HER2 y c) Ki67, en el grupo con NAT. RP: receptor de
progesterona; NAT: neoadyuvancia.

Los resultados del tiempo medio de SLR en los casos con pérdida y ganancia del RP y
HER2 no mostraron diferencias estadisticamente significativas (RP: 4,0 afios vs 2,5 afios,
p=0,21; HER2: 4,3 afios vs 3,0 afos, p= 0,098) en ambos grupos. No obstante, fue posible
observar una tendencia en el grupo con ganancia de HER2 a presentar menor SLR. Para
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el indice de proliferacion Ki67, se encontré un tiempo medio de SLR significativamente

menor en los casos con ganancia del biomarcador, respecto a aquellos con pérdida (2,6

afios vs 4,7 afos, p=0,0025) (Figura 6).
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Figura 6. Supervivencia libre de recurrencia en los casos con pérdida y ganancia de

expresion de los biomarcadores a) RP, b) HER2 y c) Ki67, en el grupo con NAT. RP:

receptor de progesterona; NAT: neoadyuvancia.
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7.5.1.2 Grupo sin NAT

El tiempo de seguimiento medio para el grupo sin NAT fue de 4,4 afios. La SG para los

casos con peérdida y ganancia del HER2 fue de 4,2 afios y 4,7 afios, respectivamente; no

obstante, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,095) (Figura 7a).

De la misma manera, el tiempo medio de SG para los casos con pérdida y ganancia del

biomarcador Ki67 (4,9 afios vs 4,5 afios, respectivamente) tampoco varid de manera

significativa (p=0,88) (7b). El analisis de SLR para ambos biomarcadores evaluados

tampoco no mostrd diferencias estadisticamente significativas (Figura 7cy 7d).
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Figura 7. Supervivencia global (a, b) y libre de recurrencia (c, d) en los casos con pérdida

y ganancia de los biomarcadores HER2 (a, ¢) y Ki67 (b, d), en el grupo de casos sin NAT.

NAT: neoadyuvancia.
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7.5.2 Riesgode mortalidad y recurrencia

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, donde se observaron diferencias en la SG y
SLR de acuerdo con el cambio en el estatus de los biomarcadores, se llevo a cabo un
modelo de riesgo proporcional de Cox en el grupo con NAT y sin NAT, para determinar si
estas diferencias observadas podrian ser explicadas por otras variables clinico-patolégicas

que impacten el prondéstico de la enfermedad.

7.5.2.1 Seleccion de variables clinico-patoldgicas

Con el objetivo de seleccionar las variables clinico-patolégicas asociadas con el prondstico
del cancer de mama, e incluirlas en el modelo multivariado, se llevo a cabo un andlisis de
regresion de Cox univariado para evaluar su asociacion con el riesgo de mortalidad y de
recurrencia en la totalidad de los casos. Este analisis mostré que los pacientes con el
subtipo intrinseco HER2-enriquecido y TN al diagndéstico tienen un mayor riesgo de
mortalidad y de recurrencia. Otras variables también asociadas con el prondstico de la
enfermedad fueron el estadio clinico, la respuesta a la NAT y el grado de diferenciacion
tumoral, por lo que estas fueron seleccionadas para ser incluidas en el modelo multivariado.
Por otro lado, la administracion de adyuvancia se encontro asociada con menor riesgo de
mortalidad, pero no de recurrencia, por lo que esta variable fue seleccionada para el modelo
de regresion multivariado de la SG. La edad, el compromiso de los bordes quirargicos y la
invasion histolégica no se encontraron asociadas con el riesgo de mortalidad y de

recurrencia, por lo tanto, fueron excluidas para los analisis posteriores (Tabla 11).

Tabla 11. Modelo de riesgo proporcional de Cox univariado para la SG y SLR en las

variables clinico-patolégicas de prondstico.

SG SLR
Factor HR (95% CI) p valor HR (95% CI) p valor
Edad
<50 afios 1 1
~ 0,257 0,862
S50 afios 1,40 (0,78 - 2,51) 1,04 (0,61 - 1,77)
Grado de diferenciacion tumoral
I 1 <0,001 1 <0,001
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1] 3,57 (2,21 - 5,76) 3,04 (1,92 - 4,79)
Invasion histolégica

Negativa 1 1
> 0,0544 0,143
Positiva 1,64 (0,99 - 2,73) 1,43 (0,88 - 2,31)
Compromiso de bordes quirargicos
Negativo 1 1
> 0,58 0,0866
Positivo 1,26 (0.54 —2.91) 1,83 (0.91 — 3.68)
Subtipo intrinseco al diagnostico
Luminal A 1 1
Luminal B 1,79 (078 - 4,07) 0,1628 3,98 (1,42 - 11,16) 0,0084
HER2-enriquecido 3,64 (1,06 - 12,44) 0,0393 4,57 (1,02 - 20,46) 0,0465
Triple negativo 9,17 (4,01 - 20,95) <0,001 15,91 (5,54 - 45,64) <0,001
Estadio clinico
/1 1 1
<0,001 <0,001
v 2,38 (1,47 - 3,86) 3,42 (2,09 - 5,62)
Respuesta ala NAT
Clinico-patoldgica 1 1
Estable/parcial 1,10 (0,40 - 2,99) 0,84 0,73 (0,32 - 1,69) 0,475
Progresion 4,17 (1,53 - 11,36) 0,0051 2,79 (1,17 - 6,62) 0,0195
Tratamiento adyuvante
No recibid 1 1
—— 0,0016 0,831
Si recibio 0,32 (0,16 — 0,65) 0,88 (0,27 —2,8)

SG: supervivencia global; SLR: supervivencia libre de recurrencia; HR: cociente de riesgo. Cl: intervalo de
confianza; NAT: neoadyuvancia.

7.5.2.2 Analisis de riesgo segun el cambio en la expresion de los
biomarcadores

Se llevd a cabo un modelo univariado en los grupos con NAT y sin NAT para evaluar el
impacto pronostico del cambio en la expresion de los biomarcadores (Tabla 12), para
posteriormente ajustarlo por aquellas variables clinico-patolégicas previamente asociadas
con el pronéstico de la enfermedad. Los resultados del primer analisis mostraron que la
pérdida en la expresion del Ki67 después de la NAT esta asociada con un mejor pronostico
de la enfermedad, donde aquellos casos con pérdida del biomarcador mostraron una
reduccion en el riesgo de recurrencia, respecto a aquellos con ganancia del biomarcador
(HR: 0,11, 95% CI, 0,02-0,58, p=0,009). También fue posible observar para el Ki67 una

tendencia en los casos con pérdida del biomarcador después de la NAT, a presentar menor
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riesgo de mortalidad, respecto a los casos con ganancia del biomarcador (HR: 0,16, 95%
Cl, 0,02 -1,14, p=0,0675). De la misma manera, los casos con pérdida del receptor HER2
después de la NAT presentaron una tendencia a presentar menor riesgo de mortalidad (HR:
0,14, 95% CI, 0,01-1,25, p=0,0786). Por otro lado, el cambio en la expresion del HER2 y el
Ki67 en el grupo sin NAT no se encontr6 asociada con diferencias en el riesgo de mortalidad

y recurrencia del cancer de mama.

Tabla 12. Modelo de riesgo proporcional de Cox univariado para la SG y SLR en los grupos

con ganancia y pérdida de los biomarcadores, segun la administracion de NAT.

SG SLR
Factor HR (95% CI) p valor HR (95% CI) p valor
Grupo con NAT
RP
Ganancia de expresion 1 1
- — 0,622 0,200
Pérdida de expresion 0,69 (0,16 - 2,92) 0,40 (0,09 - 1,62)
HER2
Ganancia de expresion 1 1
P o 0,0786 0,112
Pérdida de expresion 0,14 (0,01 - 1,25) 0,33 (0,08 - 1,29)
Ki67
Ganancia de expresion 1 1
. > 0,0675 0,009
Pérdida de expresién 0,16 (0,02 -1,14) 0,11 (0,02 - 0,58)
Grupo sin NAT
HER2
Ganancia de expresién 1 1
v - 0,143 0,882
Pérdida de expresion 6,01 (0,54 - 66,34) 0,84 (0,09 - 7,57)
Ki67
Ganancia de expresioén 1 1
— — 0,881 0,887
Pérdida de expresion 1,20 (0,10 -13,36) 1,19 (0,10 - 13,14)

SG: supervivencia global; SLR: supervivencia libre de recurrencia; HR: cociente de riesgo; ClI: intervalo de
confianza; RP: receptor de progesterona; NAT: neoadyuvancia.

Con el objetivo de evaluar si la asociacion reportada entre el cambio en la expresion del
biomarcador Ki67 con la recurrencia de la enfermedad, en el grupo con NAT, puede ser
explicada por diferencias en la presentacion de variables clinico-patoldgicas de prondstico,
se ajustd el modelo por el grado de diferenciacion tumoral y la respuesta a la NAT. No se
incluy6 el subtipo intrinseco al diagnéstico ni el estadio clinico debido a que todos los casos
con ganancia y pérdida del Ki6 7 presentaron tumores del subtipo luminal B y estadio clinico
lll, por lo que no hubo necesidad de ajustar por estas variables. El resultado del modelo
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multivariado mostré que aun cuando se controla por las variables de confusion
anteriormente mencionadas, la pérdida en la expresion del marcador de proliferacion Ki67
se encuentra asociada significativamente con un pronéstico mas favorable, donde aquellas
mujeres con disminucién en la expresion del biomarcador Ki67 presentaron una reducciéon
significativa en el riesgo de recurrencia (HR: 0,12, 95% CI, 0,01-0,98, p=0,0483) (Tabla
13). Este analisis no se llevo a cabo para los demas biomarcadores, dado que la asociacion
con el riesgo de mortalidad y recurrencia en el modelo univariado no fue estadisticamente

significativa.

Tabla 13. Modelo de riesgo proporcional de Cox univariado y multivariado para la SLR, de

acuerdo con el cambio en la expresion del biomarcador Ki67, en el grupo con NAT.

SLR Univariado Multivariado*
Factor HR (95% CI) p valor HR (95% CI) p valor
Grupo con NAT
Ki67
Ganancia de expresion 1 1
— — 0,009 0,0483
Pérdida de expresion 0,11 (0,02 — 0,58) 0,12 (0,01 — 0,98)

SLR: supervivencia libre de recurrencia; HR: cociente de riesgo; NAT: neoadyuvancia. Cl: intervalo de
confianza. *fAjustado por el grado de diferenciacion tumoral yla respuesta ala NAT.

7.5.2.3 Variacion en el grado de diferenciacion tumoral de acuerdo con
cambio de Ki67

Dado que los resultados obtenidos previamente indican que el cambio en la expresion del
Ki67 después de la NAT impactan la supervivencia y el riesgo de recurrencia de las
pacientes con cancer de mama, se evalud si este evento se encuentra también asociado
con cambios en el grado de diferenciacion tumoral segun la escala Scarff-Bloom—
Richardson, en el grupo con NAT. Al analizar estas diferencias en casos con ganancia y
pérdida de Ki67, fue posible observar que ninguno de los dos eventos se asocid con
cambios estadisticamente significativos en el grado tumoral (pérdida: p=0,4851; ganancia:
p=0,1824), no obstante, en los casos con ganancia de Ki67 fue posible observar una
tendencia al aumento en el porcentaje de tumores con grado tumoral lll, del 0% en la biopsia

a 50% en la pieza quirdrgica (Tabla 14).
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Tabla 14. Cambio en el grado de diferenciacion tumoral segun la escala Scarff—-Bloom—

Richardson, de acuerdo con la pérdida y ganancia del Ki67 en el grupo con NAT.

Grupo con NAT Sé%r;fr;] Ba'?\lpSI Quclgu,(lgl p valor
Richardso (%) (%)
n
I 13,2 3(10,0)
Pérdidade Ki67 (n= I 27 23 (76,7) 0,4851
32) (87,1)
1] 3(9,7) 4(13,3)
I 0 (0) 0
Ganancia de Ki67 () 0,1824
(n=6) Il 6 3 (50,0)
(100,0)
1] 0 (0) 3(50,0)

NAT: neoadyuvancia.

8. DISCUSION

En este de trabajo de investigacion se propuso la evaluacion de los cambios en la expresién
de los biomarcadores de cancer de mama (RE, RP, HER2 y Ki67) en muestras pareadas
de biopsia y producto de cirugia en casos con tratamiento previo neoadyuvante, pero a la
vez, en casos sin NAT, con el objetivo de determinar si el tratamiento neoadyuvante se
encuentra asociado a las variaciones en el perfil de los biomarcadores, y al mismo tiempo
evaluar el impacto en el pronostico que confiere este evento en las pacientes con la

enfermedad.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la NAT es el principal factor
asociado a estos cambios, induciendo la disminucion significativa en los porcentajes de
expresion de los biomarcadores, principalmente del RP y del Ki67. No obstante, solamente
la pérdida en la expresion del Ki67 después de la NAT, se encontré asociado con un mejor

pronostico de la enfermedad, confiriendo un menor riesgo de recurrencia.

El marcador Ki67 es una proteina nuclear, la cual se expresa en todas las fases del ciclo
celular (G1, S, G2y M), con excepcion de la fase GO, lo cual lo hace un marcador util para
evaluar el estado de proliferacion de las células tumorales (170,171). Como consecuencia
de la administracion de farmacos quimioterapéuticos, los cuales bloquean por diferentes

mecanismos la proliferacién celular, se han reportado disminuciones en la expresion de
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este biomarcador después de la NAT (172,173), lo cual es consistente con los resultados

reportados en este estudio. Por otra parte, con menor frecuencia, también se han reportado
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casos donde se presentan ganancias en la expresion de Ki67 después de la NAT (174).
Este evento se ha asociado con mayor riesgo de recurrencia y menor sobrevida, comparado
con pacientes con bajos niveles de expresion de Ki67, posterior al tratamiento (175). Incluso
en estudios donde se han llevado a cabo andlisis multivariados, se ha reportado la
expresion del Ki67 como un factor pronostico independiente para la recurrencia y
supervivencia de la enfermedad (170,176). Lo anterior es concordante con los resultados
de este estudio, donde también se observaron menores tiempo de SG y SLR en pacientes
con ganancia en la expresion del Ki67 posterior a NAT, ademéas de también haberse
encontrado asociado de manera independiente con el riesgo de recurrencia de la
enfermedad. Teniendo en cuenta estos resultados, se decidié evaluar si el cambio en el
Ki67 después de la NAT también se encontraba asociado con diferencias en el grado de
diferenciacion tumoral, una variable con importante valor prondstico (177,178), y a pesar de
que este andlisis no mostré cambios estadisticamente significativos, es posible que lo
anterior sea consecuencia del bajo tamafo de muestra en los grupos con ganancia (n=6) y

pérdida de la expresion de este biomarcador (n=32).

Los estudios anteriormente mencionados, junto con los resultados obtenidos en este
estudio, demuestran la importancia de implementar la evaluacién del Ki67 después de la
NAT, con el objetivo de seleccionar aquellos pacientes con un pronostico menos favorable,
y a ellos poder brindarles mejores estrategias para el manejo de la enfermedad. Por otro
lado, los resultados aqui presentados demuestran que este biomarcador no cambia de
manera significativa en casos sin NAT, y aun en aquellos donde fue posible observar
variaciones en su expresion, este evento no se encontré asociado con el pronéstico de la
enfermedad. De acuerdo con lo anterior, no se considera indispensable la reevaluacion del
Ki67 en pacientes que no han recibido previamente NAT.

Actualmente, la respuesta patoldégica completa (pCR) representa una de las variables con
mayor valor pronostico en el cancer de mama, especialmente en la valoraciéon de la
supervivencia de los pacientes. Este marcador permite clasificar aquellos que tendran un
desenlace favorable, de aquellos que probablemente no lo tendran (179). No obstante, aln
es necesaria la implementacion de nuevos marcadores que permitan definir el prondstico
de los casos que no alcanzaron una pCR (180). Para este grupo de pacientes como
alternativa, se ha propuesto la evaluacion de los cambios en el porcentaje de expresion del
RP, dado que al igual que el Ki67, su expresion cambia con frecuencia después de la NAT,

y estos cambios se han asociado con el pronostico de la enfermedad (14,28,181). Los

58



resultados presentados en este estudio demuestran que la expresion del RP disminuye de
forma significativa después de la NAT, especialmente en casos tratados con los esquemas
hormonal y citotoxico. No obstante, al evaluar el impacto prondstico que confiere este
cambio, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia
de los casos con pérdida del RP, respecto a los casos con ganancia del receptor, nitampoco
se encontro que la pérdida del RP confiera un mayor riesgo de mortalidad y de recurrencia
de la enfermedad. Estos resultados difieren de lo reportado en otros estudios, donde la
pérdida en la expresion del RP se ha encontrado asociada con una menor supervivencia,
asi como con la presentacion de variables clinico-patolégicas de pronostico desfavorable
(tumores >2cm y compromiso ganglionar) (14,16,182,183). Esta discordancia puede
deberse al bajo tamafio de muestra en los grupos evaluados, por lo que aun es necesario
seguir explorando estos resultados en un mayor tamafio de muestra.

Dentro de las hipotesis que explican la pérdida en la expresion del RP después de la NAT,
se encuentra la supresion de la funcion ovérica inducida por el tratamiento, que
consecuentemente disminuye los niveles hormonales circulantes en sangre, generando
inhibicion en la expresion de sus receptores (25). Otra hipotesis incluye la seleccién positiva
de clones que no expresan los receptores hormonales, inducido por la NAT, generando la
disminucion de las células RE/RP positivas en el tumor residual (184,185) (Figura 8). Dado
el importante valor pronostico del cambio en el RP después de la NAT, su reevaluaciéon en
la pieza quirdrgica podria ser implementada como una estrategia adicional para evaluar el
pronoéstico de aquellos pacientes sin pCR. De hecho, se ha propuesto estudiar su expresion,
junto con la del Ki67 después de la NAT, para valorar la recurrencia de pacientes con
tumores del subtipo luminal B/HER2 negativo (183).
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NAT hormonal NAT citotoxica

Seleccion del clon Seleccion del clon
RH-/HER2- RH+/HER2-
Pérdida del RH Ganancia del RH

Figura 8. llustracion de la seleccion clonal inducida por la NAT, asociado al cambio en la
expresion de los biomarcadores de mama (184,185). RH: receptor hormonal. NAT:

neoadyuvancia.

La evaluacion del biomarcador HER2 en los tumores de mama es actualmente una de las
principales herramientas para valorar el prondstico de la enfermedad, asi como para guiar
el tratamiento de los pacientes (186). Aun cuando la expresion per se del HER2 se
considera de mal prondstico, este evento confiere la posibilidad de administrar tratamientos
blanco-dirigidos como el anticuerpo monoclonal trastuzumab, lo cual ha cambiado
drasticamente de forma positiva el curso de la enfermedad durante los ultimos afios (187).
Estudios previos han reportado que el cambio en el perfil de los biomarcadores, incluyendo
el HER2, puede impactar el manejo terapéutico de la enfermedad (28). No obstante, la
frecuencia de variacion de este biomarcador después de la NAT es baja, comparada con la
del Ki67 y el RP (20). Lo anterior es consistente con los resultados reportados en este
estudio, donde tampoco se identificaron cambios estadisticamente significativos en el

estatus ni el porcentaje de expresion del HER2, en los grupos con NAT y sin NAT. No
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obstante, al evaluar los cambios en HER2 de acuerdo con el esquema de NAT, fue posible
observar una disminucion significativa en el nUmero de casos positivos en el grupo con NAT
citotéxica + trastuzumab. Este evento también ha sido reportado en otros estudios (188—
190). Ignatov y colaboradores (188) encontraron una asociacion entre la administracion de
trastuzumab con la pérdida de la expresiéon del HER2, donde el 47.3% de los casos tratados
con dicho anticuerpo presentaron pérdida de la expresion de HER2; este evento incluso
aumento al 63.2% con la adicién de pertuzumab al esquema de tratamiento. A pesar de
gue los mecanismos que explican la pérdida del HER2 inducido por el trastuzumab auln no
se han dilucidado completamente, se ha propuesto que este agente tiene la capacidad de
inducir su internalizacion mediada por endosomas y degradacion lisosomal (191,192)
(Figura 9). Otras hipotesis sostienen que el cambio en el receptor HER2 puede ser producto
de la eliminacion de los clones positivos, dejando en el tejido células tumorales negativas
para el biomarcador, de la misma manera en que se ilustra en la Figura 8 para los
receptores hormonales. Lo anterior se sugiere por los resultados de los ensayos donde se
ha demostrado que el tratamiento con trastuzumab no solo induce la pérdida en la expresion
del HER2, sino también puede inducir la pérdida de la amplificacién del gen ERBB2 (190).

”r m;”f ”’ ”f ” ”,

Célula tumoral HER2+
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Endositosis mediada por el
Trastuzumab € e
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Degradacion lisosomal
del HER2
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« ERBB2 NN ERBB2 .= ERBB2 7,

Amplificacion del gen ERBB2
Figura 9. llustracion del mecanismo de endocitosis del receptor HER2 mediado por el
anticuerpo monoclonal trastuzumab, y su degradacion lisosomal, generando la pérdida en

la expresion del receptor (191,192).
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Por otra parte, la ganancia en la expresion del receptor HER2 ha sido observada con menor
frecuencia, especialmente en casos con esquemas de NAT basados en tratamiento
citotoxico exclusivo (193,194). Un estudio de Gonzélez-Angulo y colaboradores (195), en el
cual se analizaron las diferencias en los perfiles de expresion génica en muestras pareadas
de tumores de mama pre- y post- tratamiento, mostré que los tumores clasificados como
HER2 negativos al diagnostico presentaron un aumento significativo en los niveles de
expresion del ARNm de ERBB2, después de la NAT citotoxica. Lo anterior es similar a los
resultados obtenidos en este estudio, donde a pesar de no ser estadisticamente
significativos, fue posible observar una tendencia a ganar positividad en la expresion del
receptor HER2 en los casos tratados con el esquema citotdxico. Adicionalmente, el andlisis
de supervivencia mostr6 que este evento se encuentra asociado con un desenlace
desfavorable, donde aquellos casos con ganancia del HER2 presentaron una menor SG.
Los mecanismos biolégicos que explican este evento aun siguen sin ser dilucidados
completamente. Algunas hipétesis sostienen que la terapia citotoxica podria inducir
procesos de seleccion clonal y mecanismos de resistencia que regulan positivamente
eventos como la sobreexpresion del HER2 (196). Por otro lado, este cambio podria a la vez
estar correlacionado con las variaciones en los demas biomarcadores, dado que la

expresion de los receptores hormonales y del HER2 pueden regularse mutuamente (197).

Por otra parte, la pérdida de la expresién de HER2 se ha visto asociada con una menor
supervivencia y una menor tasa de pCR (27,190,198). Esto es opuesto a los resultados
reportados en este estudio en donde en el modelo univariado de Cox se encontré una
asociacion sugestiva entre la pérdida de la expresion de HER2 con un menor riesgo de
mortalidad (p=0,07). A pesar de que aun no es claro cémo afectan los cambios en el HER2
después de la NAT el prondstico de las pacientes, es posible que la mejor supervivencia
asociada a la pérdida del receptor reportada en este estudio pueda ser consecuencia de la
disminucion de la tasa proliferativa del tumor (199). Lo anterior se analizo en los casos con
variacion en HER2, donde fue posible observar una tendencia en el grupo con pérdida del
receptor a presentar mayor expresion del marcador de proliferacion Ki67 (datos no
mostrados). Analizando los resultados desde otra perspectiva, se observé que los casos
con ganancia de HER2 después de la NAT presentaron una menor SG. Lo anterior puede
ser el resultado de que, al no detectarse la expresion del biomarcador en la biopsia al
momento del diagndéstico, estos casos no hayan podido beneficiarse de la terapia con
trastuzumab. Es necesario seguir explorando este evento en un mayor nimero de
pacientes.
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Se ha descrito ampliamente que la expresion del RE es uno de los principales marcadores
de pronéstico en el cancer de mama. Su expresion se asocia con tumores bien
diferenciados y con menor capacidad infiltrante (25). Su evaluacién es determinante para
la seleccién de tratamientos de tipo hormonal, por lo cual, la variacion del RE tiene
importantes implicaciones para manejo de la enfermedad (28). Al igual que para el HER2,
la tasa de cambio del RE es menor que lo descrito para el RP y el Ki67 (22,25). Mdltiples
estudios no han encontrado cambios estadisticamente significativos en este biomarcador
después de la administracién de NAT (14,19,200), lo cual es consistente con lo observado
en este estudio, donde tampoco fue posible observar diferencias en el estatus, ni en el
porcentaje de expresion después de la NAT. No obstante, contrario a este resultado, la
evaluacion en el porcentaje de expresion en el grupo de casos sin NAT mostro diferencias
significativas entre las muestras pareadas. Debido a que ningun estudio anterior ha
reportado previamente cambios estadisticos para el RE en casos sin tratamiento previo, se
decidi6 evaluar si este resultado podia ser producto de la variabilidad de lectura por el
observador. A pesar de que el segundo andlisis solo se realiz6 sobre 61 casos sin NAT, fue
posible observar que una vez la evaluacion de este biomarcador es realizada de manera
homogénea por el mismo patélogo, el cambio en el porcentaje de expresion del RE pierde
la significancia estadistica. Lo anterior sugiere que la variabilidad inter- observador es una
variable para tener en cuenta cuando se ha de evaluar el cambio del perfil de los

biomarcadores de cancer de mama.

El objetivo inicial de incluir un grupo de casos sin NAT en el proyecto iba dirigido a poder
detectar cambios en la expresion de los biomarcadores, no solo producto de la NAT, sino
también de otros factores, dado que multiples estudios aseguran que eventos como la
heterogeneidad intratumoral, la poca representacion del tumor en la biopsia y la presencia
de falsos negativos y positivos por la técnica, también pueden influir en la expresion de los
biomarcadores en la pieza quirargica (14,25,188,189). Como se mencion6 anteriormente,
los resultados en este estudio mostraron diferencias en la expresion del RE en casos sin
NAT, lo cual se asocio posteriormente a un efecto por la variabilidad inter- observador. No
obstante, otros factores posiblemente asociados como la heterogeneidad intratumoral, no

fue posible valorarlos mediante el disefio de este estudio.

La evaluacion de la heterogeneidad intratumoral implica la revision de la totalidad del
material quirdrgico (14,201), y no solo de una seccion del tejido, como fue el caso para este

estudio. A pesar de que debido a esta limitante no fue posible evaluar la asociacién de este
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factor con el cambio de los biomarcadores, este evento ha sido ampliamente descrito por
otros autores. Zhou y colaboradores (14) evaluaron el estatus del biomarcador HER2 por
IHQ y FISH de manera detallada en el producto de la cirugia, y pudieron identificar la
heterogeneidad intratumoral en la amplificacion del gen ERBB2, asi como regiones del
tumor con diferentes niveles de expresién semicuantitativa del receptor por técnicas de IHQ.
Asi mismo, también se demostré que los tumores de mayor tamafio (S2cm) presentan
mayor tasa de cambio en la expresion de los receptores hormonales. Este evento se ha
asociado a un efecto de diluciéon de la muestra en aquellos tumores de mayor tamario,
donde el porcentaje de expresion de los biomarcadores disminuye a medida que aumenta
el numero de células disponibles para evaluar en el tejido (202,203). Este efecto también
puede repercutir en la clasificacion molecular de los tumores, como fue demostrado por
Gonzalez-Angulo y colaboradores (195), en un estudio donde se evalud el efecto del
muestreo en la asignacion del tumor en subtipos moleculares, aplicando el panel de genes
PAM50. Sus resultados demostraron que la clasificacién molecular del mismo tumor puede
variar de acuerdo con el método de muestreo utilizado, confirmando la presencia de
diferentes clones celulares a lo largo del tejido, que no es posible evaluar en su totalidad,
en una sola biopsia (Figura 10).
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Figura 10. llustracion del efecto del muestreo durante la biopsia del tumor inicial en la
evaluacion del perfil de los biomarcadores de mama, y su clasificacién en subtipos

intrinsecos (195). RH: receptor hormonal.
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La heterogeneidad intratumoral est4 directamente relacionada con la coexistencia de
diferentes subclones tumorales, cada uno con distintas caracteristicas moleculares dentro
del mismo tejido (201,204). Este evento se considera uno de los principales determinantes
de la resistencia terapéutica y la falla en el tratamiento de la enfermedad. Muchos pacientes
son sometidos a regimenes terapéuticos especificos, aun cuando solo un pequefio
porcentaje de las células del tumor son positivas para el blanco atratar, razén por la cual la
heterogeneidad intratumoral se asocia con bajas tasas de supervivencia (186,201,205,206).
A pesar de que en este estudio no se evalud directamente la heterogeneidad en el tejido,
aun asi, fue posible observar la presencia de factores como la variabilidad en la lectura por
el observador, lo cual podria ser una consecuencia indirecta de dicha heterogeneidad. Por
esta razon, se decidi6 igualmente evaluar las implicaciones en la supervivencia que tienen
estos cambios en los casos sin NAT con variaciones para HER2 y Ki67. No obstante, en
dicho analisis no fue posible detectar diferencias significativas en la SG y SLR para ninguno
de los biomarcadores. De la misma manera, el andlisis univariado de Cox no detect6
diferencias en el riesgo de mortalidad y recurrencia de acuerdo con el cambio en la
expresion del HER2 y el Ki67. Aun cuando los resultados expuestos en este estudio no
muestran diferencias en la supervivencia para aquellos casos, es necesario seguir
explorando las implicaciones clinicas de estos cambios en el cancer de mama, dada la
naturaleza altamente heterogénea y dindmica de estos tumores (207). Incluso, como
consecuencia de este evento, se ha propuesto la posibilidad de caracterizar multiples veces
a lo largo del tratamiento las lesiones individuales de los pacientes con cancer de mama
(201).

Dentro de las principales limitantes de este proyecto se encontré el bajo tamafio de muestra
en los diferentes grupos de estudio, lo cual pudo haber limitado el poder estadistico de los
analisis, especialmente durante la evaluacion de los cambios en los biomarcadores de
acuerdo con el esquemade NAT. Adicionalmente, dado que solo se evaluo la expresion de
los biomarcadores en uno de los fragmentos de la pieza quirargica, no fue posible valorar
la presencia de heterogeneidad intratumoral. Por lo tanto, se considera necesario explorar
la totalidad del tejido en los proximos estudios. Adicionalmente, dentro de los resultados
aqui reportados se resalta la importancia de que la lectura de los biomarcadores para un
mismo paciente se lleve a cabo preferiblemente por un solo patologo, con el objetivo de
evitar sesgos en los resultados emitidos como consecuencia de la variabilidad por el

observador.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que la NAT es el principal factor
asociado a los cambios en la expresion de los biomarcadores, utilizados para la clasificacion
de los tumores en subtipos intrinsecos. Estos cambios corresponden principalmente a la
pérdida en la expresion del RP y del Ki67. Adicionalmente, se demostré que la
administracion de tratamiento citotoxico en conjunto con el anticuerpo monoclonal
trastuzumab, es capaz de disminuir la positividad del HER2. Las variaciones reportadas en
los biomarcadores de mama producto de la NAT, tienen un impacto en el desenlace de los
pacientes, donde la pérdida en la expresion del marcador de proliferacion Ki67 se encontré
asociado con una mejor supervivencia, asi como con un menor riesgo de recurrencia,
independiente de otras variables clinico-patolégicas importantes para el pronéstico de la
enfermedad. Otros factores como la variabilidad de lectura por el observador también
pueden estar asociados a la presentacién de cambios en los biomarcadores de cancer de
mama, razon por la cual se considera importante asegurar la homogeneidad de la lectura
de los biomarcadores para un mismo paciente. A partir de los resultados presentados en
este estudio, se propone la reevaluacion de los biomarcadores de mama, principalmente
del Ki67 en el producto de la cirugia de los pacientes que recibieron NAT, como una
estrategia prometedora, capaz de brindar importante informacion para evaluar el pronéstico
y el riesgo de recurrencia de la enfermedad.

10. PERSPECTIVAS

A partir de este estudio, se plantea la realizacién de un trabajo de investigaciéon en el cual
se evalle la presencia de la heterogeneidad intratumoral en el cancer de mama, y su
asociacion con los cambios en la expresion de los biomarcadores de clasificacion en
subtipos intrinsecos, para asi mismo poder evaluar el impacto de este evento en la
supervivencia, y en el riesgo de mortalidad y recurrencia de la enfermedad.
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( Abstract W

Background: Breast cancer clinical management requires the assessment of hormone receptors (estrogen (ER) and
progesterone receptor (PR)), human epidermal growth factor receptor 2(HER2) and cellular proliferation index Ki67,
by immunohistochemistry (IHC), in order to choose and guide therapy according to tumor biology. Many studies
have reported contradictory results regarding changes inthe biomarker profile after neoadjuvant therapy (NAT).
Given its clinical implications for the disease management, we aimed to analyze changes in ER, PR, HER2, and Ki67
expression in paired core-needle biopsies and surgical samples in breast cancer patients that had either been
treated or not with NAT.

Methods: Weincluded 139 patients with confirmed diagnosis of invasive ductal breast carcinoma from the
Colombian National Cancer Institute. Variation in biomarker profile were assessed according to NAT administration
(NAT and no-NAT treated cases) and NAT scheme (hormonal, cytotoxic, cytotoxic +trastuzumab, combined). Chi-
squared and Wilcoxon signed-rank test were used toidentify changes in biomarker status and percentage
expression, respectively, in the corresponding groups.

Results: We did not find any significant variations in biomarker status or expression values inthe no-NAT group. In
cases previously treated with NAT, we did find a statistically significant decrease inKi67 (p<0.001) and PR (p=
0.02605) expression. When changes were evaluated according to NAT scheme, we found asignificant decrease in
both Ki67 status (p=0.02977) and its expression values (p <0.001) in cases that received the cytotoxic treatment.

Conclusions: Our results suggest that PR and Ki67 expression can be altered by NAT administration, whereas cases
not previously treated with NAT do not present IHC biomarker profile variations. The re-evaluation of these two
biomarkers after NAT could provide valuable information regarding treatment response and prognosis for breast
cancer patients.

LKeywords: Breast neoplasms, Immunohistochemistry, Neoadjuvant therapy, Biomarkers, Heterogeneity J

Background cancer cases and 6.7% of all cancer deaths in the United
Breast cancer is the malignancy with the highest inci-  States (US) [1, 2].
dence (46.3 per 100.000) and mortality rates (13.0 per Neoadjuvant therapy (NAT) has become an important

100.000) in women worldwide. According to the Surveil-  strategy to reduce tumor size in locally advanced breast
lance, Epidemiology and End Results Program (SEER), in  cancer and facilitate breast conservative surgery, along
2018 breast cancer accounted for 15.3% of all new with monitoring treatment response and eliminating

possible micrometastasis [3-5]. In order to choosean
appropriate NAT scheme according to tumor biology, a

; Correspondence: srrano@cancer.gov.co A preoperative evaluation on core-needle biopsies from the
Gupo de investigacion en biologia del cancer, Instituto Naconal de . . . .

Cancerologia, Calle la #985, Bogotd D. C, Colombia primary tumor is performed, where histological type and
Full list of author information isavailable at the end of the article grade are assessed. Additionally, immunohistochemistry
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(IHC) of biomarkers, such as: hormone receptors (estro-
gen receptor (ER) and progesterone receptor (PR)), hu-
man epidermal growth factor receptor 2 (HER2) and the
cellular proliferation index (Ki67), is also analyzed to
guide the therapy and predict survival [4, 6, 7].

These biomarkers have been used as surrogates for
breast cancer classification into four main intrinsic sub-
types: luminal A, luminal B, HER2-enriched and triple
negative (TN) [8]. Both, luminal A and luminal B tumors
express ER, therefore these patients are candidates for
hormone therapy with ER modulators or aromatase in-
hibitors [8—11], whilst HER2-enriched and TN subtypes
lack the expression of hormone receptors, therefore are
mainly treated with biological therapy agents such as
trastuzumab or pertuzumab, and cytotoxic chemother-
apy, respectively [5, 11, 12].

Standard clinical recommendations indicate the assess-
ment of ER, PR, HER2 and Ki67 by IHC in biopsy sam-
ples [13, 14]. Nevertheless, many retrospective studies
have reported changes in biomarker expression in surgi-
cal specimens after NAT administration [15-21]. The
main changes correspond to discordances in hormone
receptors and HER2 status [22], along with decreases in
the percentage of expression, especially for PR and Ki67
[23-26]. Most of these studies end up suggesting the
need to re-evaluate its expression, justifying its import-
ance not only to assess tumor response to treatment but
to adjust therapy according to these changes [3, 27].
However, other studies show that these changes are not
statistically significant [28] and suggest that the re-
evaluation of biomarker expression after NAT might not
be necessary, especially for health care institutions with
limited resources, as it is the case for many hospitals in
Latin-America, including Colombia [29].

Given the prognostic value of biomarkers expression
and its important role for deciding treatment scheme,
the aim of this study was to compare the IHC expression
of ER, PR, HERZ2, and Ki67 in core-needle biopsies and
surgical excision specimens in NAT-treated and non-
treated breast cancer samples from patients diagnosed in
the Colombian National Cancer Institute (NCI), in order
to evaluate NAT effect on biomarker expression profile.

Methods

Clinical samples and data collection

This is a retrospective study that included 139 breast
cancer patients diagnosed with invasive ductal carcin-
oma (IDC) at the Colombian NCI between 2013 and
2014. Patients were included if they met the following
eligibility criteria: 1) histologically confirmed diagnosis
of IDC, 2) availability of formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) tissue blocks from mastectomies or
breast-conserving surgeries that contained at least 10%
of tumor content, 3) availability of IHC slides from core-

Page 2 of 9

needle biopsies, and 4) paired IHC biomarker informa-
tion on biopsy and surgical specimens. Patients with in
situ breast carcinoma were excluded. A single patholo-
gist confirmed the histological diagnosis and re-
evaluated the expression of the IHC markers from each
patient.

This study was approved by the Colombian NCI ethics
committee, and according to the Colombian laws, it was
considered that no informed consentwas required.

Pathology reports were reviewed to obtain information
regarding histopathological diagnosis, nodal status, sur-
gical margins, invasion and histological grade. Treatment
information was retrieved from clinical records. NAT-
treated patients were categorized based on their neoad-
juvant scheme in four groups: 1) hormonal, which in-
cludes letrozole and/or exemestane, 2) cytotoxic, which
includes AC (doxorubicin and cyclophosphamide), tax-
anes and/or platinums, 3) cytotoxic + trastuzumab,
which includes the same therapeutic agents from the
cytotoxic scheme plus trastuzumab, and 4) combined,
which includes both hormonal and cytotoxic therapeutic
agents.

Immunohistochemistry

IHC for ER, PR, HER2 and Ki67 expression was per-
formed on 3 um-thick sections from a single FFPE
with the highest tumor representation. Staining was

carried out using the Roche Benchmark XT auto-
mated slide preparation system (Roche  Ltd.,
Switzerland). Positive and negative controls were in-
cluded and DAB (3,3" diaminobenzidine) was used as
chromogen.

A single pathologist analyzed biomarker expression
from surgery blocks and re-evaluated the IHC slides
from core-needle biopsies. Hormone receptors (ER
and PR) and Ki67 expression values were calculated
as the percentage of positive nuclear staining in the
IHC slide evaluated. Status of hormone receptors
was considered positive when they exceeded 1% of
nuclear staining in tumor cells. HER2 was defined
as: positive (3+) for complete and intense circumfer-
ential membrane within > 10% of tumor cells; am-
biguous (2+) for incomplete and/or weak/moderate
circumferential membrane staining within > 10% of
tumor cells, or complete membrane staining but
within <10% of tumor cells; negative (1+) for incom-
plete faint membrane staining within > 10% of tumor
cells; and negative (0+) for absence of staining, ac-
cording to the recommendations of the American
Society of Clinical Oncology (ASCO)/College of
American Pathologists (CAP) guideline [30]. For ana-
lysis purposes, Ki67 was categorized as high (220%)
or low (< 20%) expression.
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Statistical analysis

We analyzed changes in biomarker status in paired sam-
ples from biopsy and surgical specimens, according to
NAT administration, using Chi-squared test for categor-
ical variables. Changes in biomarker expression, as con-
tinuous variables, were evaluated using the Wilcoxon
signed-rank test for paired samples. All analyses were
conducted using R software (version 1.2.5033). Differ-
ences were considered statistically significant if p < 0.05.

Results

Clinical-pathological characteristics

Clinical-pathological characteristics of patients included
in this study are presented in Table 1. All tumors were
classified as IDC, of which the majority presented a clin-
ical stage of Il (49.6%) and a Scarff-Bloom-Richardson
score of 1l (59.7%). Sixty -four patients (46%) had positive
invasion, from which 38 (45.2%) corresponded to
lympho-vascular type. One hundred thirteen (81.3%) of
the patients included had axillary lymph node dissection,
from which 67 (59.3%) had lymph node involvement.
Seventy-eight patients (56.1%) received NAT based
mainly in cytotoxic chemotherapy (71.8%).

Biomarker status in core-needle biopsyand surgical
excisional specimens

Results from biomarker status in core-needle biopsy
showed that most cases were ER positive (80.6%), PR
positive (73.4%), HER2 negative (77.0%) and had a high
Ki67 proliferation index (=20%) (66.2%). Biomarker sta-
tus in surgical specimens presented a similar distribu-
tion, where most cases were also ER positive (79.1%), PR
positive (71.2%), HER2 negative (71.9%) and had a high
Ki67 proliferation index (53.3%). In order to assess the
impact of NAT treatment in biomarker status and its ex
pression values, we performed an analysis in paired sam-
ples stratified by NAT administration.

Changes in biomarker status and expression in the no-
NAT group

Biomarker status

We compared the biomarker status between core-needle
biopsy and the surgical specimen in sixty-one cases
(43.9%) that did not receive NAT. We neither find statis-
tically significant changes for ER/PR status (p= 1) nor
for Ki67 (p = 0.5796) (Table 2). Even though these are
cases that did not receive any type of treatment before
surgery that could have affected their tumor biology,
interestingly, we observed two cases that changed from
PR positive status in biopsy to negative in the surgical
specimen; other two cases went from negative status in
the biopsy to positive in the surgical specimen for the
same biomarker. On the other hand, although not statis-
tically significant, we also observed variations in Ki67
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Table 1 Clinical-pathological characteristics of patients at
diagnosis

N (%)

Clinical stage

1(, la, Ib) 11 (7.9)

11 (lla, 11b) 57 (41.0)

1 (l11a, b, 1ic) 69 (49.6)

v 2 (L.4)
Scarff-Bloom Richardson

| 10 (7.2)

Il 83 (59.7)

1] 46 (33.1)
Invasion

Yes 64 (46.0)

No 55 (39.6)

Unknow n 20 (14.4)
Type of invasion

Lympho-vascular 38 (45.2)

Dermal 6(7.1)

Lympho-vascular and perineural 9(10.7)

Dermal lymphatic 5(6.0)

Perineural 4(4.8)

Dermal lymphatic and perineural 1(1.2)

Dermal and perineural 1(1.2)

Unknow n 20 (23.8)
Axillary lymph node dissection

Yes 113 (81.3)

No 26 (18.7)
Involvement of lymph nodes

Yes 67 (59.3)

No 46 (40.7)
NAT administration

Yes 78(56.1)

No 61(43.9)
Type of NAT scheme

Hormonal 6 (7.7)

Cytotoxic 56 (71.8)

Cytotoxic + trastuzumab 11 (14.1)

Combined (hormonal+ cytotoxic) 5(6.4)

NAT Neoadjuv ant therapy

status. From thirty-seven cases with a high Ki67 expres-
sion (=20%) in the biopsy, thirty-two remained in this
category, while 4 cases changed its status from high to
low Ki67 expression (< 20%) (See Supplementary Table 1,
Additional file 1).

For HER2 status, we did not find statistically signifi-
cant changes in paired samples (p = 0.416). However, we
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Table 2 Biomarker status in cases thatdid and did not receive NAT, in biopsyand surgical specimens
No-NAT group NAT group
(N=61) (N=78)
Categories Biopsy Surgery p value Biopsy Surgery p value
Estrogen Receptor Positive 46 (75.4) 46 (75.4) 1 66 (84.6) 64 (82.1) 0.8299
Negative 15 (24.6) 15 (24.6) 2 (15.4) 14 (17.9)
Progesterone Receptor Positive 42 (68.9) 42 (68.9) 1 0 (76.9) 57 (73.1) 0.7115
Negative 19 (31.1) 19 (31.1) 8 (23.1) 21 (26.9)
HER2 Positive 9 (14.8) 11 (18.0) 0.4165 10 (12.8) 9 (11.5) 0.6616
Negative 47 (77.0) 41 (67.2) 60 (76.9) 59 (75.6)
Ambiguous 5(8.2) 9 (14.8) 7(9.0) 10 (12.8)
Ki67 status Low (<20%) 21 (34.4) 23 (37.7) 0.579 19 (24.4) 41 (52.6) <0.001
High (220%) 37 (60.7) 37 (60.7) 55 (70.5) 37 (47.4)
Unknow n 3(4.9) 1(1.6) 4(5.1) 0(0.0)
NAT Neoadjuv ant therapy
did observe a modification in the HER2 classification for  and 27.5%, respectively, in core-needle biopsies. After

some cases not previously treated with NAT. Even
though an ambiguous status does not correspond to an
actual HER2 classification, fluorescence in situ
hybridization (FISH) confirmatory results were not avail-
able for all cases within this category. Among cases that
presented a gain of positive HER2 status, two changed
from negative to positive and one changed from ambigu-
ous to positive. Additionally, five cases changed from
negative to ambiguous status; from these cases, FISH
confirmatory results were available for two of them, with
negative result for HER2 amplification in the surgical
specimen. The remaining three cases did not have FISH
confirmatory results at the surgical sample.

On the other hand, among cases that presented loss of
HER?2 status, one case changed from positive to ambigu-
ous and another changed from ambiguous to negative
status. Both cases had HER2 negative amplification con-
firmatory results at the surgical sample (Table 3).

Biomarker expression

We also compared ER, PR and Ki67 expression values
between paired specimens. Median values were 100, 70

surgery, expression values did not show statistically sig-
nificant changes for any of the three biomarkers (100, 70
and 20%, respectively) (Fig. 1).

Changes in biomarker status and expression in the NAT
group

Biomarker status

Seventy-eight cases (56.1%) received NAT. Tumor size
measured before and after therapy were compared in
these patients. The mean tumor size before NAT were
51.9 mm, and after treatment it significantly decreased
t0 29.3 mm (p <0.01).

We did not find any statistically significant changes in
ER nor PR status in paired samples in the NAT group
(Table 2). Nevertheless, as expected, we observed some
cases that did present a modification in their hormone
receptor status after NAT. We observed changes from
positive to negative status for ER in two cases, one of
which also showed loss of PR expression. Four additional
cases also changed their PR status from positive to nega-
tive. On the other hand, we observed gain of PR status
in two cases.

Table 3 HER?2 classification changesinthe NAT and no-NAT group from paired biopsyand surgical specimens

gurgery Negative Ambiguous Positive p value No. cases with loss of HER2  No. cases with gain of HER2
iopsy
No-NAT group (N=61) Negative 40 5 2 0.4165 2 8
Ambiguous 1 3 1
Positive 0 1 8
NAT group (N=78) Negative 55 4 1 0.6616 4 5
Ambiguous 2 5 0
Positive 2 0 8
Unkow n 0 1 0

NAT Neoadjuv ant therapy
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Evaluation of Ki67 status showed statistically signifi-
cant changes between paired biopsy and surgical speci-
men (p < 0.001) (Table 2). From fifty-five cases with a
high Ki67 expression (220%) in the biopsy, thirty-five
remained in this category, while twenty cases changed
its status from high to low Ki67 expression (< 20%) (See
Supplementary Table 1, Additional file 1).

Regarding HER2 status, no statistically significant
changes between biopsy and surgical sample were ob-
served (p = 0.662), nonetheless, a small number of cases
showed changes in HER2 status. Among positive HER2
tumors at biopsy, two cases changed to negative status,
and similarly, among cases with ambiguous HER2 status
at diagnosis, two cases changed to negative. Lastly, from
60 cases initially defined as HER2 negative in the biopsy,
four turned to ambiguous and one case to positive status
(Table 3).

Changes in biomarkers status according to NAT
scheme was also analyzed. We only found statistically
significant variations in Ki67 status between biopsy and
surgical specimens in cases treated with the cytotoxic
scheme (p = 0.02977) (See Supplementary Table 2, Add-
itional file 1). Other findings, although not statistically
significant, include a trend for hormone receptors and
Ki67 status loss after treatment with the cytotoxic (ER
positive: 83.9% vs. 82.1%; PR positive: 76.8% vs. 73.2%)
and cytotoxic + trastuzumab schemes (ER positive:
72.7% vs.63.6%; PR positive: 72.7% vs. 54.5%, High Ki67:
81.8% vs. 54.5%). Interestingly, cases previously treated
with cytotoxic therapy presented a trend for a gain of
HER2 positive and ambiguous status (HER2 positive: 0%
vs 1.8%; HER2 ambiguous: 8.9% vs. 12.5%), whereas in
the cytotoxic + trastuzumab scheme group, HER2
showed a tendency for loss of positive status (HER2
positive: 90.9% vs 72.7%).

Biomarker expression

The ER, PR and Ki67 median expression values in core-
needle biopsy were 100, 80 and 30%, respectively. After
surgery, PR and Ki67 expression significantly decreased

to 65% (p = 0.01466) and 15% (p < 0.001), respectively,
whilst ER showed no statistically significant variation
(Fig. 2). Additionally, we analyzed changes of biomarker
expression according to the NAT scheme, and only
found a statistically significant decrease for Ki67 expres-
sion in cases that received cytotoxic treatment (p <
0.001). Even though not statistically significant, we still
could observe a trend for a lower PR expression values
in surgical samples for all treatment schemes groups
(Hormonal: 100% vs.80%, Cytotoxic: 80% vs.70%, Cyto-
toxic + trastuzumab: 40% vs. 20%, Combined: 90% vs.
20%) (See Supplementary Table 3, Additional file 1).

Discussion

In the current study, we aimed to analyze changes in
IHC biomarker status and expression in paired biopsy
and surgical samples in breast cancer cases treated and
non-treated with NAT, given that changes in biomarker
expression may have several clinical implications for dis-
ease outcome in breast cancer patients [31-33]. It may
also affect adjuvant therapy regimen, as variation in
breast cancer intrinsic subtype after NAT could lead to
the addition or discontinuation of therapy schemes [16,
34].

It has been well described that NAT treatment affects
Ki67 index, as it targets mainly cycling cells and major
cell proliferation pathways [35]. We observed a signifi-
cant decrease in tumor size and in Ki67 expression
values only in the NAT-treated group. Despite the fact
that we did not analyze differences in outcome accord-
ing to these changes, a decrease in Ki67 expression after
NAT has been associated with a good clinical-
pathological response, better disease-free survival and
overall survival [36, 37], whereas no reduction in Ki67
expression after NAT have been associated with a sig-
nificantly higher risk of breast cancer recurrence and
death [38]. Interesting results reported by Dowsett et al.
[35] show that Ki67 expression values after 2 weeks of
NAT were more useful as prognostic markers for predic-
tion of recurrence-free survival than baseline Ki67
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expression before NAT. Our results showing a signifi-
cant decrease in Ki67 expression after NAT, along with
previously reported results, highlight the utility of asses-
sing this biomarker in the surgical specimen after NAT,
for prognosis and patients’ clinical outcomes evaluation.

It has been well reported that chemotherapy may have
several effects on tumor biology, which could potentially
alter biomarker expression [3, 39]. We found a statisti-
cally significant decrease in PR expression values be-
tween biopsy and surgical specimens after NAT, which
is consistent with other reports where the PR, along with
the Ki67 index, are the most commonly altered bio-
markers after NAT administration [7, 15, 16, 31]. Con-
trary to what has been reported for Ki67, PR expression
loss has been associated with worse tumor characteris-
tics [15] and poor clinical outcomes [23, 32, 40]. It has
also been shown that loss of PR expression may be an
indicator of a decrease of hormone sensitivity in tumor
cells, activation of alternate proliferation pathways such
as PISK/AKT/mTOR [41, 42], and also, the induction of
a non-functional ER state which could lead to a dimin-
ished response to endocrine therapy, specifically in ER-
positive/PR-negative tumors [18, 43].

Loss of ER expression has also been associated with
bad clinical outcomes as it affects tumor response to
endocrine therapy [44]. Nevertheless, as we reported
here, variation in ER expression after NAT is much less
frequent than for PR. We did not observe statistically
significant changes in ER status nor its expression in nei-
ther of the NAT treated or not-treated cases, although
we did observe two cases with status loss in the NAT-
treated group. These results suggest that analyzing ER
after NAT administration may not be as useful as a
prognostic marker, as it could be PR and Ki67 status
evaluation.

On the other hand, gain of hormone receptor expres-
sion after NAT is associated with significantly better
outcomes, compared with patients with unchanged hor-
mone receptor expression [45, 46]. It has even been

shown that the improvement on survival rates for pa-
tients with ER and PR expression gain is dependent on
the magnitude of change [47], however, gain of hormone
receptor expression is much less frequently reported [22,
31, 32]. In our study, no gain in ER status was observed
in neither of the NAT-treated nor non-treated cases,
whilst for PR, we observed gain of status in only two
cases from the NAT -treated group. Overall, these results
suggest that the gain of hormone receptor may not be
frequent enough for its implementation to assess treat-
ment response and disease outcomes.

HER2 status variation between biopsy and surgical
samples are reported to be less frequent than for hor-
mone receptors and Ki67 index [32, 48]. We did not find
statistically significant changes in HER2 bio marker status
neither in the NAT -treated nor non-treated cases. Some
reports have found important changes in HER2 expres -
sion, which seem to be driven not just by NAT, but by
specific types of therapeutic agents [33, 40, 49]. Ignatov
et al. [25] reported that trastuzumab administration was
associated with a decrease in HER2 expression in 47.3%
of cases, and interestingly, when pertuzumab was added
to the trastuzumab-NAT scheme, the decrease in HER2
expression rise to 63.2%. In our data, when we assessed
HER?2 variations according to type of NAT regimen, no
statistically significant changes were found in neither of
the NAT-schemes groups, including the cytotoxic +
trastuzumab group. Despite our results not being statis -
tically significant, we did observe some cases in the cyto-
toxic + trastuzumab scheme group with a decrease in
HER?2 status. Hypotheses regarding HER2 downregula-
tion after treatment includes the internalization in endo-
somal compartments and lysosomal degradation of
HER2 receptor induced by anti-HER2 agents (pertuzu-
mab, trastuzumab) [50]. Nonetheless, as have been
shown, ERBB2 amplification when evaluated by FISH re-
mains stable after NAT treatment [51].

Undoubtedly, cancer treatments may alter in some de-
gree tumor gene expression [52], leading to possible
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modification of the IHC biomarker profile. However,
tumor heterogeneity is also an important factor to take
into account when considering changes in biomarker ex
pression between tumor samples, especially when
changes are observed in non-previously NAT treated
cases [53], as we reported here. Tumor heterogeneity in
breast cancer has been observed in multiple studies [17,
54-56]. Rye et al. [56] evaluated tumor heterogeneity of
ER and HER2 expression within individual breast tumors
at different time points, and reported the presence of
tumor cells within the same sample with both HER2+/
ER+ and HER2+/ER- expression profile, reveling a high
rate of cell-to-cell variation. Tumor heterogeneity may
have several clinical implications for patient’s outcome.
For example, a heterogeneous expression of HER2 copy
number in tumors have been reported to be associated
with higher risks of relapse and breast cancer death [56].
Such findings are expected given that this kind of intra-
tumoral heterogeneity is often the result of clonal evolu-
tion, which is highly correlated with metastatic events
[57, 58].

External factors different from tumor heterogeneity
may also account for changes in biomarkers expression
between biopsy and surgical samples in cases not previ-
ously treated with NAT [17, 51, 54]. Among these are
technical preparation of the IHC stain, fixation times,
and inter- and intra-observer variability [17]. It has also
been reported that this variability could be a result of
the so-called dilution effect, which refers to a decrease
of biomarker expression with increasing number of
available tumor cells to evaluate at the surgical sample
[59]. As have been shown before, larger tumors from
surgical excision procedures are more likely to present
variations of biomarkers expression between biopsy and
surgical samples [15, 55]. This may indicate that at the
initial biopsy only a small portion of a tumor is sampled
for its evaluation, therefore large tumors could end up
being poorly represented and present with IHC profile
variations.

Our study certainly had limitations, mainly regarding
the small sample size, which limited the statistical power
of the analyses, especially when NAT-treated cases were
grouped according to the therapy scheme. Small sample
size in the hormonal, cytotoxic + trastuzumab and com-
bined NAT-scheme groups may not have allowed us to
observe statistically significant expression changes be-
tween biopsy and surgical samples. Additionally, all cases
were recruited from a single institution and only patho-
logical, but not clinical information was collected. How-
ever, our results regarding changes of biomarker
expression in NAT-treated and non-treated cases are
mostly consistent with what has been reported previ-
ously in other studies [17, 51, 54]. On the other hand,
we did not have FISH confirmatory amplification results

Page 7 of 9

for some cases with HER2 ambiguous result by IHC,
which did not allow us to give a more precise classifica-
tion of these cases. Additionally, it is important to high-
light that, unlike most studies evaluating changes of IHC
biomarker expression after NAT treatment, we included
a group of cases not previously treated with NAT in our
analysis, which allowed us to determine if NAT ad minis-
tration could in fact induce changes in the IHC bio-
marker profile.

Conclusions

Overall, our results confirmed that NAT administration
may cause changes in IHC biomarker profile, mainly in
Ki67 and PR expression, and that patients not previously
treated with NAT do not present significant changes in
biomarker expression. Since it is not cost-effective for
the health care system to reassess the expression of each
biomarker, for every patient after NAT, we suggest that
only PR and Ki67 biomarkers should be reassessed after
NAT treatment, as it has been shown that changes in
these two may have prognosis implications for breast
cancer patients. The implementation of the PR and Ki67
biomarkers as prognosis tools, along with other clinical
variables such as tumor stage and nodal status [60, 61],
could provide enough information about treatment re-
sponse and it could be used by physicians to readjust
therapy.
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