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I. INTRODUCCION






1. INTRODUCCION AL CANCER DE MAMA

1.1 EPIDEMIOLOGIA

El cdncer de mama es el cancer mas diagnosticado a nivel mundial. La organizacion mundial de la
salud estima que en 2021 se diagnosticaron un total de 2,261,419 nuevos casos de cancer de mama
en el mundo (representando un 12% del total de diagndsticos), con aproximadamente un 7% de
las muertes por cancer, situandose entre la primera y segunda causa de mortalidad por cancer en
mujeres en los Ultimos anos (Figura 1)1:2,

En Espafia, durante el afio 2022, se estimd que se diagnosticaron mas de 34,500 canceres de mama,
siendo la primera causa de mortalidad en mujeres por cancer. Ademas, los datos apuntan a un
aumento de incidencia estimandose que en 2023 se llegara a aproximadamente 35,000 nuevos
diagndsticos?:3.

A.
Estimacion de nuevos casos
Prostate 288,300 29% | Breast 297,790  31%
Lung & bronchus 117,550 12% Lung & bronchus 120,790 13%
Colon & rectum 81,860 8% Colon & rectum 71,160 8%
Urinary bladder 62,420 6% Ulterine corpus 66,200 7%
Melanoma of the skin 58,120 6% Melanoma of the skin 39,490 4%
Kidney & renal pelvis 52,360 5% Non-Hodgkin lymphoma 35,670 4%
Non-Hodgkin lymphoma 44,880 4% Thyroid 31,180 3%
Oral cavity & pharynx 39,290 4% Pancreas 30,920 3%
Leukemia 35,670 4% Kidney & renal pelvis 29,440 3%
Pancreas 33,130 3% Leukemia 23,940 3%
All Sites 1,010,310 100% All Sites 948,000 100%
Muertes estimadas
Lung & bronchus 67,160 21% Lung & bronchus 59,910 21%
Prostate 34,700 11% | Breast 43,170 15%
Colon & rectum 28,470 9% Colon & rectum 24,080 8%
Pancreas 26,620 8% Pancreas 23,930 8%
Liver & intrahepatic bile duct 19,000 6% Ovary 13,270 5%
Leukemia 13,900 4% Ulterine corpus 13,030 5%
Esophagus 12,920 4% Liver & intrahepatic bile duct 10,380 4%
Urinary bladder 12,160 4% Leukemia 9,810 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,780 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,400 3%
Brain & other nervous system 11,020 3% Brain & other nervous system 7,970 3%
All Sites 322,080 100% All Sites 287,740 100%
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Figura 1. Incidencia y muerte relacionada con el cancer de mama A. Estimacion en Estados Unidos en 2023 (Adaptado de
Siegel R., et al; CA Cancer J Clin, 2023). B. Evolucidén temporal de las tasas de incidencia a nivel mundial en mujeres entre
2003y 2023.

1.2 CLASIFICACION INMUNOHISTOQUIMICA DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama se clasifica en funcién de diferentes biomarcadores patoldgicos, que permiten
establecer diferencias en cuanto a pronostico y tratamiento. La técnica mas comidnmente utilizada
para identificar estos biomarcadores es la inmunohistoquimica (IHQ) mediante la tincién de
hematoxilina-eosina (H/E). Esta técnica permite evaluar el receptor de estrdgenos (RE), receptor
de progesterona (PR) y la sobreexpresion del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2)%>:

En funcidn de la expresion de los receptores hormonales (RRHH), RE y RP, y de la sobreexpresion
del receptor de HER2 se puede clasificar el cancer de mama en 4 grupos principales que fueron
definidos en el consenso de Saint Gallen del 2013 (Tabla 1, Figura 2)5. Estos son de gran utilidad
en la practica clinica habitual, ya que aportan informacion prondstica independiente y guiaran el
tratamiento méas adecuado’.

SUBTIPO IHQ CARACTERISTICAS SUBTIPO IHQ CARACTERISTICAS
» REy RP
RE y/o RP positivos " .
Luminal A-like HER2 negativo HER2 positivo positivos/ neg_a e
Ki67 bajo (<20 %) HER2 amplificado
Cualquier Ki67

RE y/o RP positivo
HER2 negativo
Ki67 alto (>20 %) RP
negativo o bajo

RE y RP negativos
Triple negativo HER2 negativo
Cualquier Ki67

Luminal B-like

Tabla 1. Consenso internacional de expertos de Saint Gallen de 2013 (Untch M., et al; Breast Care, 2013).
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RE+/RP+/HER2- RE+/RP+/HER2+ RE-/RP-/HER2+ RE-/RP-/HER2-

H/E
RE | o

RP N

Receptor HER2 [ '

Figura 2. Clasificacion IHQ de los diferentes subtipos del cancer de mama. (Adaptado de Rivenbark AG., et al;
Am J Pathol., 2013).

»1.2.1 Expresion de receptores hormonales: RE y RP

Aproximadamente el 70% de los canceres de mama diagnosticados presentaran positividad de
los RRHH8 conformando un subgrupo de tumores que seran sensibles, aparentemente, a terapia
hormonal®. Por este motivo, la determinacion de la expresion del RE como RP sera esencial para
realizar un correcto abordaje y tratamiento. Para determinar la expresion de los RRHH, hay que
valorar la expresion de las proteinas nucleares RE y RP mediante la tincion de IHQ. Seguln las guias
American Society of Clinical Oncology/College of American Pathology (ASCO/CAP), se consideran
positivos en aquellas muestras tumorales que presenten una positividad en la expresion de RE/RP
entre el 1%-100%?>.

»1.2.2 Determinacion de la expresion del receptor de HER2

La amplificacion y/o sobreexpresion de HER2 se encuentra aproximadamente en el 15-20% de los
canceres de mamal?y se considera un factor prondstico y predictivo a tratamiento anti-HER2!!, Para
realizar una correcta determinacion de éste, se utilizan las guias ASCO/CAP donde se indica que se
considera una expresion positiva si se observa una tincion circunferencial de la membrana celular,
intensa y completa en >10% de las células tumorales, esto se denomina HER2 3+. Sin embargo, hay
otras situaciones donde también se considera positivo, como la observacion de una tincion leve o
moderada de la membrana en >10% de las células tumorales. En este caso, se considera una tincion
HER2 2+ equivoca por lo que se debe realizar una técnica de ISH (hibridacion in situ) donde se
determinara como positivo si el nimero de copias de HER2 es > 6.0, o si la ratio HER2/cromosoma
17 es >2 y las copias del HER2 >4, o HER2/Cromosoma 17 <2 y copias del HER2 >6* (Figura 3).
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Figura 3. Guia ASCO/CAP para la determinacién de HER2 (Adaptado de Wolff AC., et al; J Clin Oncol., 2023).

»1.2.3 indice de proliferacion Ki67

La determinacion del marcador de proliferacion Ki67 por IHQ puede ser Util para mejorar la
clasificacidn, sobre todo en los tumores luminales. Tumores con una alta proliferacion (un mayor
Ki67) acostumbran a tener un peor pronostico y pueden llegar a presentar un mayor beneficio al
tratamiento con quimioterapial2-14,

Sin embargo, la determinacidn del Ki67 tiene algunos inconvenientes. Por un lado, establecer el
umbral a partir del cual se definira la alta o baja proliferacién del tumor. En el consenso de Saint
Gallen de 2015 se establecié un punto de corte del 20%1°, mientras que otros datos sugieren que
el punto de corte mas aproximado se situaria alrededor del 14%?16:17, Ademas, existe una gran
variabilidad inter-laboratorio, lo que hace que el Ki67 sea un valor poco reproducible!8. Todo ello ha
llevado a que, hoy en dia, a pesar de que es bastante utilizado como marcador, tanto el grupo The
International Ki67 in Breast Cancer Working Group (IKWG) como las guias ASCO (siglas en ingles
American Society of Clinical Oncology) no aconsejen la utilizacion del Ki67 por si solo como criterio
para la desescalada de tratamiento con quimioterapia!®:19,

1.3 SUBTIPOS INTRINSECOS DEL CANCER DE MAMA

La determinacion de los diferentes receptores de forma IHQ es utilizada en la practica clinica habitual
para clasificar y determinar el tratamiento del cancer de mama. Sin embargo, dentro del mismo
subtipo IHQ no todos los tumores presentan el mismo comportamiento, mostrando diferencias tanto
en sensibilidad a tratamientos como en supervivenciaZ?. Esta heterogeneidad podria explicarse
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por diferentes patrones de expresion génica
identificados en el afio 2000 por C.M.Perou. En
este trabajo seminal, se observd que, en funcion
del nivel de expresion de diferentes genes, se
podia clasificar el cancer de mama en 4 subtipos
diferentes, denominados subtipos intrinsecosdel
cancer de mama, siendo éstos: Luminal A,
Luminal B, HER2-enriched (HER2-E) y Basal-
like2122, y un subtipo normal-like (Figura 4).
Este estudio, demostro los diferentes procesos
bioldgicos que gobiernan cada uno de los
subtipos intrinsecos y, ademas, observd que
existian diferencias importantes entre ellos a
nivel de incidencia(23), de prediccidn a respuesta
a tratamientos?*27 y a nivel prondstico
independientemente del subtipo definido por
IHQ?829 (Figura 5).

Posteriormente, el grupo de The Cancer Genome
Atlas (TGCA), realizd una caracterizacion
molecular exhaustiva de los diferentes
subtipos intrinsecos identificado diferencias
en alteraciones gendmicas entre ellos3 (Tabla
2). Una de las principales diferencias que se
observd entre los subtipos Luminales y no
Luminales fue que la tasa global de mutaciones
resultd mas baja en el subtipo Luminal Ay mas
alta en los subtipos Basal-like y HER2-E.

Los subtipos Luminales corresponden a los
tumores que presentan una expresion positiva
de receptores hormonales (RE +/- RP). En
general, se trata de un subtipo donde los
tumores son de bajo grado y menos del 20%
presentan mutaciones en TP53.

El subtipo Luminal se puede clasificar en
Luminal A y Luminal B. Las diferencias entre
los dos subtipos luminales radican en que el

HER2-E eLumB eBasal-ike eLumA eNormal-like

R R .
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Figura 4. Heatmap donde se observan los diferentes nive-
les de expresidn de los 50 genes utilizados para identifi-
car los subtipos intrinsecos (Extraido de Prat A et al; The
Breast, 2105).
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Figura 5. Diferencias en la supervivencia en funcion del
subtipo intrinseco (Extraido de Prat A., et al; Breast Cancer
Research, 2010).

subtipo Luminal A presentan una alta expresion de RE y de genes relacionados con la via del RE
mientras que en el subtipo Luminal B la expresion de RE y de genes relacionados es moderada y
menor.Ademas, el subtipo Luminal A presenta una baja expresion de genes relacionados con HER2 y
proliferacion, incluido el Ki67, a diferencia del Luminal B donde se observa una expresion variable de
los genes relacionados con la proliferacion. Los genes mas frecuentemente mutados en el Luminal A
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son PIK3CA (45%), seguido de MAP3K1(13%), GATA3 (14%), TP53 (12%), CDH1 (9%) y MAP2K4(7%).
El Luminal B presenta una mayor frecuencia de mutaciones en TP53 (29%) y menor en PIK3CA (29%)
en comparacion el subtipo Luminal Ay ademas esta relacionado con un peor prondstico, ya que este
subtipo tiene un mayor riesgo de recurrencia local y a distancia3!. A pesar de las diferencias en el
numero y seleccion de genes analizados en los distintos perfiles de expresion, en todos ellos se ha
demostrado que el subtipo Luminal A representa el fenotipo de mejor prondstico, asi como el mas
sensible a tratamientos hormonales32:33,

El subtipo HER2-E representa el 10-20% de los tumores de mama y se caracteriza por la alta
expresion de los genes relacionados con ERBB2 y/o FGFR4, genes implicados en el ciclo celular, y
la baja expresion de los genes relacionados con los receptores hormonales. A nivel de ADN, estos
tumores muestran el mayor nimero de mutaciones en todo el genoma, y el 72% vy el 39% de los
tumores HER2-E presentan mutaciones en TP53 y PIK3CA, respectivamente.

SUBTIPO

INTRINSECO

LUMINAL A

LUMINAL B

BASAL-LIKE

HER2-E

TP53 mut. (12%); o TP53 mut. (84%); TP53 mut.(75%);
VIA TP53 amp. de MDM2 aggsgemﬁgpgz(gé/o) amp. de MDM2 amp. de MDM2
(14%) ' (14%) (30%)
PIK3CA mut. (49%); | PIK3CA mut. (32%); | PIK3CA mut. (7%); | PIK3CA mut. (42%);
PIK3CA/PTEN PTEN mut/del. PTEN mut/del (24%); PTEN mut/del. PTEN mut/del.
(13%); INPP4B dele- INPP4B pérdida (35%); INPP4B dele- | (19%); INPP4B dele-
cion (9%) (16%) cion (30%) cion (30%)
) Amp. Ciclina D1 Amp. Ciclina D1 RB1 mut/delecion Amp. ciclina D1
VIA RB1 (29%); amplificacion | (58%); amplificacion | (20%); Amp. Cilcina | (38%); Amp. CDK4
CDK4 (14%) CDK4 (25%) E1 (9%) (24%).
: AIt.a expresion _d,e Baja expresion del | Alta expresion RB1; Firma HER2 so-
EXPRESION RB; alta expresion . . . ]
o cluster de RE; Alta Firma basal-like; breexpresada; Alta
MRNA del cluster RE; baja . i . > . -
: iy proliferacion Alta proliferacion proliferacion
proliferacion
NUMERO Mayoria aneuploide; | Mayoria aneuploide;
DE COPIAS Mayoria diploide Mayoria aneuploide | Alta inestabilidad Alta inestabilidad
gendmica gendmica
04 0/
MUTACIONES | "K3CA (49%); TPS3 | 105 3704 PIK3CA | TPS3 (84%); PIK3CA | ERoB23MP (71%);
. (12%); GATA3 (14%); (32%): MAP3KL(5%) (79%) TP53 (74%); PIK3CA
MAP3K1(14%) ' (42%); PIK3R1 (8%).

Tabla 2. Alteraciones gendmicas asociadas a subtipos intrinsecos realizada por el TGCA. amp = amplificacion; mut = muta-
cion; del=delecion (Extraido de TGCA, Nature, 2012).

El subtipo Basal-like representa aproximadamente el 15% de los tumores de mama y se caracteriza por
la escasa expresion de genes luminales y genes relacionados con la via de HER2. Representa la mayor
parte de tumores con ausencia expresion del RE, RP y HER2 determinado por IHQ. En este subtipo se
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manifiesta un alto indice de mutaciones en TP53 (80%). Como cabe esperar, su ausencia de expresion
de RE y su alta capacidad de replicacion, hacen de este subtipo el que conlleva el peor prondstico.

Finalmente, existe un pequenio grupo de tumores que seran clasificados como el subtipo Claudin-
low. Se trata de un subtipo, que hoy en dia, presenta poca relevancia clinica pero unas caracteristicas
histopatoldgicas y moleculares diferenciales. Las células tumorales presentan una baja expresion
0 ausencia de proteinas de adhesion célula-célula epiteliales (gj. claudina-3, claudina-4, claudina-7
y E-cadherina) ademas de una baja expresion de genes relacionados con la via luminal y una alta
expresion de genes implicados en la transicion epitelio-mesénquima. A nivel clinico son tumores
que presentar un prondstico agresivo, ya que clasicamente se han relacionado con tumores triple
negativo (TN), carcinomas medulares, metaplasicos y tumores filoides malignos, con un prondstico
similar a los subtipos no-luminales (Figura 5)32:34,

Actualmente, los perfiles moleculares del cancer de mama no han sustituido a los métodos
diagndsticos convencionales (mas bien constituyen un complemento de éstos). Ahora bien, estos
perfiles gendmicos si que han contribuido a un mejor entendimiento de la biologia del cancer de
mama Yy, un cambio en el disefio de los ensayos clinicos y en la toma de decisiones terapéuticas,
sobre todo respecto al uso de quimioterapia (neo)adyuvante.

1.4 LINFOCITOS INFILTRANTES DE TUMOR (TILS)

La interaccion entre el sistema inmune y las células cancerigenas se ha convertido en un punto clave
para la progresion tumoral3>:36, A lo largo de los afios se ha ido acumulando evidencia indicando una
asociacion entre el infiltrado linfocitario y su papel predictivo y prondstico en el cancer de mama
por lo que su determinacion cada vez se esta implementando mas en la practica clinica habitual?’.

Desde hace mas de dos décadas, se ha estudiado
el papel predictivo y prondstico de la infiltracion
por TILs en los diferentes subtipos de cancer
de mama38, Mlltiples estudios han observado
que cuanto mayor es la infiltracién por TILs en
la biopsia inicial mayor es la probabilidad de %7 e R N LI i
alcanzar una reSpu_eSta pat0|OgICE_:1 c_omplet_a Figura 6. Imagen H/E de la determinacién de TILs en dos
(pCR) tras tratamiento con quimioterapia muestras de cancer de mama Luminal. A. Alta infiltracién
neoadyuvante39‘43 siendo esta mayor cuanto por TILs. B. Baja infiltracion por TILs (Cortesia de Dra. B.
P . Gonzélez-Farré).
mayor es la infiltracion por TILs, especialmente

si se sitlia por >60%*44(Figura 6). También ha sido muy estudiada la capacidad prondstica de
la infiltracion por TILs, estando ésta independientemente relacionada con un mejor prondstico en
algunos subtipos#*4>, Sin embargo, no todos los subtipos IHQ presentan la misma probabilidad de
tener infiltracion por TILs y esta infiltracion tendradiferentes implicaciones*4.

»1.4.1 Infiltracién por TILs en cancer de mama TN

El subtipo TN es el cancer de mama con mayor porcentaje de infiltracién por TILs en comparacion
con los subtipos luminales#446, La capacidad predictiva de respuesta de la infiltracion por TILs a
tratamientos ha sido muy estudiada en la enfermedad TN tanto en el contexto metastasico como
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precoz?’. En general, se observa una mayor probabilidad de alcanzar pCR a mayor infiltracion por
TILs, tras un tratamiento basado en quimioterapia con o sin immune checkpoint inhibitors (ICI)448-

Ha sido también muy estudiado el impacto en el prondstico de la infiltracion por TILs en el cancer de
mama precoz, confirmado que una mayor infiltracion por TILs basales mejora la supervivencia libre
de enfermedad (SLE) y supervivencia global (SG), posterior a un tratamiento (neo)adyuvante4449-51,
Ademas, se ha observado un prondstico excelente en cancer de mama TN estadio I, con altos niveles
de TILs (TILs >30%) sin recibir ningln tipo de terapia sistémica®?, incluso en pacientes muy jovenes>3,

En el 16th consenso de Saint Gallen se estableciéo como recomendacion la determinacion de los TILs
en cancer de mama TN en estadios precoces debido a la informacién prondstica que pueden llegar
a aportar. Sin embargo, no se recomienda su utilizacion para la eleccién del régimen de tratamiento
(neo)adyuvante®4,

»1.4.2 Infiltracion por TILs en cancer de mama HER2-positivo

El cancer de mama HER2-positivo (HER2+) es, junto con el TN, el que mayor infiltracion por TILs
presentat446, De forma similar a la enfermedad TN, la infiltracion por TILs en cancer de mama
HER2+ tiene implicaciones predictivas y prondsticas.

Datos reportados por diferentes estudios han observado una mayor probabilidad de alcanzar una
pCR, tras realizar tratamiento de quimioterapia neoadyuvante asociado o no a terapia anti-HER2, a
mayor infiltracion por TILs, especialmente cuando la infiltracion por TILs es >60%%>">7, Ademas, se
confirmd su papel prondstico con una mejor supervivencia en aquellos pacientes cuyos tumores
presentan una mayor infiltracion por TILs tratados con regimenes de quimioterapia asociado a
terapia anti-HER2 en monoterapia®%>8, o doble bloqueo HER2%60, Recientemente, el estudio fase III
Short-HER observo que a 5 afos de seguimiento existia una mayor tasa de SLE en aquellos tumores
que presentaban una infiltracion por TILs >20%6!.

» 1.4.3 Infiltracion por TILs en cancer de mama RRHH+/HER2-negativo

Clasicamente se ha considerado el cancer de mama RRHH+/HER2-negativo (HER2-) como el subtipo
menos inmunogénico?>:%2, siendo éste el que presenta un menor porcentaje de infiltracion por
TILs*63 y con una media de Tumor Mutational Burden (TMB) (el cual se correlaciona con la carga
de neoantigenos) significativamente menor que el resto de los subtipos (de 1.1 mut/Mb), siendo de
1.8 mut/Mb y de 1.3 mut/Mb en TN y HER2+ respectivamente®*,

Tanto el valor predictivo como el valor prondstico de los TILs en este subtipo han presentado datos
confusos y contradictorios. Mientras que existen estudios que indican que una mayor infiltracion de
TILs se encuentra relacionada con una mayor probabilidad de realizar una pCR (posterior a
tratamiento neoadyuvante)** existe un metaanalisis posterior que no confirma esta asociacion®?. Un
efecto parecido sucede en cuanto a su papel pronéstico. Mientras existen datos que indican que un
aumento de TILs esta relacionado con un peor prondstico*4#, otros datos sugieren que presentar
una mayor infiltracién por TILs esta relacionado con buen prondstico cuando presentan un Ki67
alto% o en pacientes <40 afios (Tesch M.E., et al; Abstract 505, ASCO annual meeting, 2023). Esta
discrepancia en los resultados puede ser debida a la gran heterogeneidad de los estudios, ya que
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pocas veces se ha realizado una clasificacion del subtipo luminal cuando en realidad el subtipo
luminal A (mas dependiente de la via estrogénica y menor proliferacion) presenta una menor
infiltracion por TILs en relacion con el subtipo luminal B¢/,

Con todo ello podemos afirmar que los datos de los que disponemos actualmente son contradictorios
y poco concordantes por lo que no se recomienda su determinacion ni como un factor prondstico

ni predictivo.
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2. CANCER DE MAMA HER2 + PRECOZ

2.1 BASES BIOLOGICAS DEL CANCER DE MAMA HER2+ PRECOZ

El cdncer de mama HER2+ precoz, representa aproximadamente el 15-20% de todos los canceres de
mama diagnosticados®®. Este subtipo se caracteriza por la sobreexpresion del receptor HER2 en la
superficie celular, siendo un mayor driver oncogénico® con vulnerabilidad terapéutica a los tratamientos
anti-HER211, La determinacion de la sobreexpresion del receptor de HER2 se realiza mediante IHQ y/o
otras técnicas de ISH utilizando el consenso de las guias ASCO/CAP (Figura 2 y Figura 7)%.
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Figura7. Tincion IHQ del receptor HER2. A. HER2 3+ (positivo). B. HER2 2+ (Equivoco). C. HER2 1+ (negativo). (Adaptado de
Hicks D. and Schiffhauer L., Laboratoy Medicine, 2011).

HER2 es una proteina codificada por el gen ERBB2, localizado en la regién cromosomica 17q12 y
pertenece a una familia de 4 receptores: HER1 (o mas conocido como EGFR), HER2, HER3 y HERA4.
Estos receptores estan compuestos por un dominio extracelular donde se unen los diferentes
factores de crecimiento y un dominio intracelular con actividad tirosina quinasa (TK). Esto es asi en
todos los miembros de la familia excepto por HER3, que no presentara actividad TK, y HER2, que es
el Unico para el que no existe ningun ligando conocido. La activacion del receptor HER2 dependera
de la unidn con otro receptor, ya sea otro HER2 (homodimerizacion) o con otro miembro de la familia,
EGFR, HER3 o HER4 (heterodimerizacion). Esta dimerizacion genera que el dominio TK desencadene
una cascada de sefializacion intracelular activando diferentes vias importantes implicadas en la
proliferacion, migracion, invasion y supervivencia celular’%’! (Figura 8).

Alo largo de los afios, se han desarrollado varios farmacos dirigidos contra el receptor de HER2 que,
a través de diferentes estrategias, llevan al bloqueo de su funcién y consiguiente muerte celular. De
entre las diferentes familias de farmacos destacan: los anticuerpos monoclonales, los inhibidores
de la TK 'y, mas recientemente los anticuerpos conjugados’2.

Los anticuerpos monoclonales se unen a la parte extracelular del receptor HER2 impidiendo su
dimerizacion, entre ellos destacan el trastuzumab y el pertuzumab. Mientras que el trastuzumab se
une al dominio IV del receptor evitando su homodimerizacion inactivando la TK, el pertuzumab, se
une al dominio II evitando su heterodimerizacion y consecuentemente la sefializacion intracelular’2,
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Figura 8. Via de sefalizacion del receptor HER2. (Adaptado de Rimawi M.F., et al; Annu, Rev Med, 2015).

Los inhibidores de la TK son otra familia de farmacos que acttan a nivel intracelular en la zona de
union del ATP inhibiendo la sefializacion y proliferacion celular’3. De entre los diferentes farmacos
desarrollados destacan: el lapatinib, un inhibidor reversible de la TK que se une al receptor HER2,
pero también a EGFR (HER1); neratinib un inhibidor irreversible que presenta afinidad por EGFR,
HER2 y HER4; y tucatinib un inhibidor reversible de la TK especifico de HER2.

Finalmente, los anticuerpos conjugados, como el T-DM1 o mas recientemente el trastuzumab —
deruxtecan (T-Dxd) entre otros. Estos farmacos estan compuestos por una molécula de trastuzumab
unida a varias moléculas de quimioterapia (3-4 moléculas de emtansina en el caso del T-DM1(74) 0 7-8
moléculas de deruxtecan en el caso de T-Dxd’>). Ambos farmacos se unen al dominio IV extracelular
de HER2 y son internalizados juntamente con el receptor. Dentro de la célula, las moléculas de
quimioterapia son liberadas causando la citotoxicidad celular’® (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismo de accidn de los diferentes farmacos anti-HER2.

2.2 GENERALIDADES DEL TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA HER2+
Gracias a la introduccion de los farmacos dirigidos contra HER2, el prondstico de este subtipo de
cancer de mama ha sufrido cambios drasticos a lo largo de los afos, aumentando su supervivencia
y mejorando de forma sustancial la calidad de vida de las pacientes”’.

El trastuzumab fue el primer anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor HER2 aprobado por
las agencias del medicamento para tratar pacientes diagnosticadas de cancer de mama metastasico
HER2+. La combinacidn de quimioterapia mas trastuzumab demostrd una reduccion relativa del
riesgo de muerte del 20% y una reduccidn del riesgo de progresion de hasta un 50% situandose
durante muchos afios como el tratamiento estandar del cancer de mama HER2+11, Posteriormente,
con la aparicion de los diferentes farmacos anti-HER2, el ensayo fase III CLEOPATRA, demostrd que
el doble bloqueo de HER2 mediante trastuzumab y pertuzumab asociado a quimioterapia resultaba
mas eficaz en términos de SLP y SG que el tratamiento Unicamente con trastuzumab. Este estudio
observo un aumento significativo de 6 meses en SLP (de 12.2 meses con trastuzumab a 18.7 meses
con el doble bloqueo HER2; HR 0.69, 95% CI 0.59-0.81), y en aproximadamente 17 meses la SG
(pasando de 40.8 meses a 57.1 meses con la adicidn de pertuzumab al tratamiento; HR 0.69, 95% CI
0.58-0.82)78,

Con todos estos datos, hoy en dia, la combinacion de trastuzumab con pertuzumab asociado a
quimioterapia sigue siendo el régimen de eleccién en pacientes diagnosticadas de cancer de mama
metastasico HER2+ en primera linea de tratamiento?:80,

2.3 TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA PRECOZ HER2+

En el cancer de mama precoz, el abordaje terapéutico es multidisciplinar, incluyendo: tratamiento
local, cirugia y radioterapia, y un tratamiento sistémico que incluye quimioterapia asociada a terapia
anti-HER2. Después de afios de seguimiento, un metaanalisis que incluyd mas de 13,000 pacientes
ha confirmado el claro beneficio tanto en disminucidn de recurrencia como en mortalidad en la
adicion de trastuzumab a quimioterapia en el contexto (neo)adyuvante. Con un seguimiento de
aproximadamente 10 afos, se observd un descenso absoluto en un 9% del riesgo de recurrencia
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(Rate Ratio 0.66, 95% CI 0.62-0.71; p<0.0001) y un 6.4% en el riesgo de muerte por cancer de mama
(Rate Ratio 0.67, 95% CI 0.61 — 0.73; p<0.0001)8!, siendo el beneficio de trastuzumab independiente
al estado de RRHH, de afectacion ganglionar y la edad8!.82,

» 2.3.1 Tratamiento adyuvante

Hace ya casi 2 décadas que multiples estudios (entre ellos HERA, NSABP-31 y NCTGC N9831)
demostraron y confirmaron el beneficio tanto en SLE como en SG de la adicion de trastuzumab a
tratamiento de quimioterapia convencional. Los ensayos NSABP B-31 y NCCTG N9831 (con mas de
4,000 pacientes incluidos) observaron un aumento significativo de casi el 10% en SLE y SG a 10 afios
pasando de 62.2% a 73.7% (HR 0.60; 95% CI, 0.53 - 0.68; p <0.001) y de 75.2% al 84% (HR 0.63; 95%
CI, 0.54 - 0.73; p<0 .001) al afiadir trastruzumab a la quimioterapia estandar respectivamente(83).
Ademas, en el ensayo HERA se observd que completar un afio de tratamiento adyuvante con
trastuzumab presentaba una reduccion del riesgo relativo de un 25% tanto en SLE (HR0.76; 95% CI
0°68-086) como en el riesgo de muerte (HR0.74; 95% CI 0'64—0°86)84.

Con estos datos, se aprobd la combinacién de tratamiento adyuvante mediante quimioterapia con
trastuzumab seguida de trastuzumab durante un afio, como tratamiento estandar en cancer de
mama HER2+ precoz, que fue el tratamiento utilizado durante muchos afios.

Con la aparicion de nuevos farmacos anti-HER2, junto con el aumento de beneficio en SLP y SG
observados en el contexto metastasico con el doble bloqueo HER2, se llevaron a cabo multiples
estudios que testaban diferentes estrategias de combinaciones de doble bloqueo a nivel adyuvante.
Las combinaciones mas utilizadas fueron inicialmente con el inhibidor de la TK lapatinib vy,
posteriormente con el anticuerpo monoclonal pertuzumab asociados a trastuzumab.

Los datos observados mas relevantes con el doble bloqueo HER2 mediante trastuzumab y lapatinib
vienen del estudio fase III ALTTO donde no se observaron diferencias significativas en cuanto a
SLE y SG con la adicion del doble bloqueo mas quimioterapia frente al bloqueo Unico de HER285,
Posteriormente, la combinacion con pertuzumab mas trastuzumab adyuvante, se explord en el
ensayo clinico fase III APHINITY. En este estudio se observo un discreto, pero estadisticamente
significativo, beneficio en la SLE invasiva con adicidén de pertuzumab en comparacion con placebo a
ocho afos de seguimiento, pasando de 88.4% a 85.8% con el doble bloqueo (HR 0.77; 95% CI 0.66 —
0.91). Este beneficio fue mayor cuando existia afectacion ganglionar al diagndstico, con un beneficio
de casi el 5% (de 86.1% a 81.2% con pertuzumab versus placebo respectivamente; HR 0.72; 95% CI60
- 0.87) independientemente del estado de los RRHH. Sin embargo, el estudio no observo diferencias
a nivel de SG86,

En diciembre de 2017, la FDA (siglas en inglés para Food and Drug Aeminstration) aprobd el
tratamiento de trastuzumab mas pertuzumab en combinacion con quimioterapia en adyuvancia para
pacientes con alto riesgo de recurrencia®’.

Mas recientemente, se han realizado estudios con anticuerpos conjugados como el T-DM1 y T-Dxd. El
estudio fase III KAITLIN no observo beneficio en SLE invasiva cuando se realizé tratamiento adyuvante
basado en antraciclinas mas ciclofosfamida seguido de T-DM1 mas pertuzumab en comparacion
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con el tratamiento estandar (antraciclinas mas ciclofosfamida sequido de taxano, pertuzumab y
trastuzumab)88. Sin embargo, a medida que el tratamiento neoadyuvante se posicioné como una de
las opciones preferibles en el cancer de mama HER2+ de alto riesgo, se desarrolld el ensayo clinico
fase III KATHERINE. Este estudio aleatorizd las pacientes que presentaron enfermedad residual
tras tratamiento neoadyuvante a recibir T-DM1 o trastuzumab de forma adyuvante. Los resultados
mostraron que el tratamiento con T-DM1 aumentaba las tasas de SLE invasiva en practicamente un
10% respecto al grupo del trastuzumab a 3 afios de seguimiento (88.3% del grupo de TDM1 y €l77%
el grupo de trastuzumab; HR 0.50; 95% CI 0.35-0.64, p<0.001). Con una disminucion de recidiva del
11% versus el 4% en el grupo de TDM1 versus el grupo tratado con trastuzumab8. Con estos
resultados, la FDA aprobd en 2019 el tratamiento con T-DM1 para pacientes con cancer de mama
HER2+ en estadio precoz con enfermedad residual posterior al tratamiento neoadyuvante®,

Actualmente se encuentra en reclutamiento el estudio fase III DESTINY-Breast05 (NCT 04622319),
que valora el papel adyuvante del T-Dxd en pacientes con cancer de mama HER2+ de alto riesgo
que presenten enfermedad residual tras haber recibido tratamiento neoadyuvante mediante un
esquema de poliquimioterpia y terapia anti-HER2.

» 2.3.2 El tratamiento neoadyuvante

El primer gran estudio que demostré que la adicion de trastuzumab a quimioterapia aumentaba las
tasas de pCR fue el estudio fase III NOAH, observando practicamente el doble de pCR alcanzadas
con la adicion de trastuzumab al régimen de poliquimioterpia (pasando de 22% a 43% sin y con
tratamiento anti-HER2 respectivamente)®!. Ademas, se observd con un seguimiento a casi 5 afios un
aumento de SLE en las pacientes que recibieron trastuzumab en comparacion con las que no (HR
0.64 CI 95% 0.44-0.93 p=0.016)%2. A lo largo de los afios se han llegado a realizar multiples ensayos
clinicos, donde se ha explorado el papel de trastuzumab asociado a quimioterapia reportandose, en
todos ellos, un aumento significativo de las tasas de pCR cuando se afiadia trastuzumab al régimen
de poliquimioterapia estandar82:93,94,

Posteriormente, y como sucedid en el contexto adyuvante, también se exploraron combinaciones
con diferentes anti-HER2 asociados a trastuzumab. El lapatinib y el pertuzumab fueron, de nuevo,
los farmacos mas utilizados en combinacidn con el trastuzumab para investigar este tratamiento a
nivel neoadyuvante.

De los diferentes estudios que exploraron la combinacion de tratamiento mediante lapatinib y
trastuzumab hay que destacar dos grandes estudios fases III: el NeoALTTO y el CALGB 40601. En
el primero, se observd una mayor tasa de pCR en el grupo de poliquimioterpia mas doble bloqueo
(trastuzumab mas lapatinib®, sin observar diferencias en cuanto a SLE y SG, pero si entre las
pacientes que habian alcanzado una pCR independientemente del brazo de tratamiento®. En
cambio, en el segundo, no se observaron diferencias en relacion con las tasas de pCR alcanzadas
en funcion del grupo de tratamiento, pero si en funcidn de la expresion de RRHH, observando una
mayor tasa de pCR en el grupo de doble bloqueo en tumores con RRHH-negativos®’. A mas de 7
anos de seguimiento la combinacidn trastuzumab mas lapatinib junto con taxano mostrd una mayor
SLE y SG%8,
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Posteriormente, se realizaron los estudios en combinacion con pertuzumab. El estudio Neosphere,
fue un estudio fase II que aleatorizd pacientes con diagnostico de cancer de mama HER2+ precoz,
a recibir un régimen de poliquimioterapia mas trastuzumab asociado o no a doble bloqueo con
pertuzumab. Se observd un aumento de tasas de pCR de practicamente el doble con casi un 46%
en el grupo de doble bloqueo respecto al 20-30% del grupo con quimioterapia mas un Unico anti-
HER2%, A 5 afios de seguimiento describieron una mayor SLE en las pacientes que lograron la
pCR en comparacion a las que no (85% con 76% respectivamente, HR 0.54; 95% IC 0.29-1.00)100,
confirmando que la pCR podria ser un buen indicador subrogado de supervivencia.

Posteriormente, diferentes estudios confirmaron tasas de pCR de entorno el 50-60% con la adicién del
doble bloqueo con pertuzumab mas trastuzumab asociado a poliquimioterapial00-103, Actualmente
esta combinacidn sigue siendo el tratamiento estandar para pacientes diagnosticadas de cancer de
mama HER2+ estadios II y IIT104,

Por Ultimo, también se ha explorado el papel del T-DM1 en el contexto neoadyuvante. Este fue
valorado en el estudio fase III KRISTINE donde se observo que la combinacion de tratamiento con
T-DM1 mas pertuzumab presentaba menor tasas de pCR que docetaxel, carboplatino, pertuzumab mas
trastuzumab (44.4% y 55.7%, respectivamente)%, A 3 afios de seguimiento no se observo diferencias
en SLE invasiva, pero si peor recurrencia local en el grupo a estudio (HR 2.61, 95% CI, 1.36 - 4.98)106,

Actualmente, se esta explorando el papel del T-Dxd a nivel neoadvyuante mediante el estudio fase III
DESTINY-Breast11l (NCT05113251), pendiente de resultados. Este estudio ha aleatorizado pacientes
diagnosticadas de cancer de mama HER2+ de alto riesgo a 3 brazos de tratamiento: T-Dxd en
monoterapia, T-Dxd seguido de paclitaxel, trastuzumab y pertuzumab y el brazo control mediante
antraciclinas mas ciclofosfamida dosis densas seguido de paclitaxel, trastuzumab y pertuzumab. El
objetivo primario del estudio es valorar las tasas de pCR.

»2.3.3 Laimportancia de la pCR

Alcanzar una pCR en tumores HER2+, definido como la ausencia de tumor residual invasivo
tanto en mama como a nivel ganglionar (estadio ypTO0/is NO), después de realizar un tratamiento
neoadyuvante se ha relacionado con un aumento de SLE y una mejor SG107/108,

De manera que la pCR se ha propuesto como un objetivo subrogado para predecir el beneficio clinico
a largo plazo a los diferentes tratamientos realizados. Por el contrario, la ausencia de pCR se puede
traducir como un riesgo mayor de recurrencia y peor pronostico creando la oportunidad de realizar
un tratamiento/manejo diferente post cirugia (Figura 10).

Realizar un tratamiento neoadyuvante no solo es un escenario Unico para obtener informacién sobre
la respuesta del tumor a los diferentes tratamientos realizados19%:119, sino que ademas permite
aumentar la probabilidad de realizar una cirugia conservadora, minimizar el nimero de vaciamiento
axilar ganglionar, erradicar la potencial enfermedad metastasica y, ademas, se trata de un escenario
Unico para poder observar la sensibilidad a diferentes tratamientos!!!, Todo esto teniendo en
cuenta que tanto la terapia adyuvante como neoadyuvante no han presentado diferencias en cuanto
a supervivenciali2,
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Figura 10. SLE en funcion del estado de pCR posterior a tratamiento neoadyuvante en cancer de mama HER2+ precoz
(Adaptado de Cortazar P., et al; Lancet, 2014).

Por tanto, la estrategia terapéutica mas utilizada en el cancer de mama HER2+ precoz consiste en
realizar quimioterapia asociada a terapia anti-HER2 de forma neoadyuvante y completar tratamiento
mediante terapia anti-HER2 de forma adyuvante. Habra que tener en cuenta que en funcion de si
existe o no enfermedad residual y de las caracteristicas clinico-patoldgicas del tumor inicial se
utilizaran diferentes estrategias.

»2.3.4 Efectos secundarios y seguridad del tratamiento con poliquimioterapia y terapia
anti-HER2

El efecto cardiotdxico de las antraciclinas y de la terapia anti-HER2 es bien conocido, por lo que
el potencial efecto cardiaco fue valorado de forma muy minuciosa desde el inicio del uso de la
combinacion del régimen de poliquimioterapia con antraciclinas asociado a trastuzumab. En el
ensayo clinico BCIRG-006 un 2% de las pacientes tratadas con la combinacién de antraciclinas y
trastuzumab presentaron afectacién cardiaca en comparacion con el 0.4% del grupo tratado sin
antraciclinas!13, Posteriormente, un metaanalisis que incluyd 6 ensayos clinicos donde se valord el
potencial efecto cardiotoxico de 12 meses de trastuzumab en comparacion con una duracién mas
corta (6 meses 0 9 semanas en funcidn de los ensayos) observd que existia una mayor probabilidad
de presentar un evento cardiaco si el tratamiento de trastuzumab era de 12 meses con una incidencia
de disfuncion cardiaca clinica del 8.2% (95% IC 7.5% - 8.9%) en comparacion con 4.8% (95% IC 4.3%
- 5.4%) en el de corta duracion. En cuanto al descenso de la fraccién de eyeccién del ventriculo
izquierdo (FEVI) fue del 8.7% (95% IC 7.8% - 9.6%) y 6.3% (95% IC 5.5% - 7.1%) en el grupo de larga
y corta duracion de trastuzumab respectivamente!14,

La preocupacion por este efecto secundario aumento de nuevo con la llegada del doble bloqueo anti-
HER2, con un nuevo anticuerpo monoclonal potencialmente cardiotdxico, el pertuzumab.

Diferentes estudios empezaron a valorar la potencial actividad cardiotdxica de la combinacion
de pertuzumab, trastuzumab y antraciclinas, observando que la afectacion cardiaca era
mayoritariamente asintomatica en el brazo de la combinacion anti-HER2 con antraciclinasi!>116,
siendo observada aproximadamente en un 3% de las pacientesi??,
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A pesar de que en general, la disfuncion cardiaca es reversible (al menos parcialmente) y no muy
frecuente, los efectos a largo plazo del descenso asintomatico de la FEVI o de la combinacién son
todavia desconocidos e impredecibles, por lo que hay que tener en cuenta este dato a la hora de
realizar el tratamiento, principalmente en pacientes jovenes 11>,

Ademas, son bien conocidos los diferentes efectos secundarios y toxicos que genera la quimioterapia
afectando a practicamente todos los niveles y siendo potencialmente graves. Pueden llegar a afectar
las actividades basicas de la vida diaria con un descenso de la calidad de vida importante ya que,
ademas, algunos de ellos, pueden llegar a ser permanentes!!’ (Figura 11).
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Figura 11. Principales efectos secundarios del tratamiento con quimioterapia (Adaptado de Kuderer M., et al;
Nat. Rev., 2022).

2.4 ESTRATEGIAS DE DESESCALADA

Con la aparicion de nuevos farmacos y diferentes combinaciones de tratamiento, aproximadamente
el 80-90% de las pacientes diagnosticadas de cancer de mama HER2+ precoz estaran potencialmente
curadas8®. Este dato plantea el interrogante de si realmente todas las pacientes se beneficiaran del
tratamiento con poliquimioterapia (basada en antraciclinas y taxanos) asociado al doble bloqueo
HER2. Los resultados del estudio APHINITY han demostrado que afiadir un afio de pertuzumab
adyuvante al tratamiento con trastuzumab en pacientes diagnosticadas de cancer de mama precoz
HER2+ sin afectacion ganglionar, no aporta beneficio ni en SLE ni en SG8¢ planteando si realmente se
esta realizando un sobretratamiento en algunas situaciones. Individualizar tratamiento valorando el
riesgo y beneficio aportado, sera clave para poder realizar el mejor abordaje terapéutico.
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Con esta idea en mente se han estudiado diversas estrategias de desescalada:

»2.4.1 Estadios |

En los diferentes ensayos de (neo)adyuvancia, los estadios II y III son los que se encuentran mas
representados y seran, ademas, los que presentaran un mayor beneficio al tratamiento. En relacion
con los tumores mas pequefios, estadios I principalmente, series retrospectivas han observado
que hasta un 5-30% de éstos recurriran en los siguientes anos, lo que justifica que, la mayoria
sean considerados también candidatos a tratamiento sistémico adyuvante!18-120, No obstante, el
beneficio que llegara a tener este subgrupo al tratamiento estandar en relacion con los estadios II/
I1I es menor dado su mejor pronostico. Por este motivo, este grupo fue uno de los primeros en los
que se planted la posibilidad de desescalada de tratamiento.

Para ello, se realiz6 un estudio fase II de un solo brazo de tratamiento con trastuzumab mas
paclitaxel por 12 semanas en pacientes con diagnostico de cancer de mama HER2+ menores de 3 cm
sin afectacion ganglionar o pNimic (Unicamente el 1.5%)121, Este estudio, a 10 afios de seguimiento, ha
observado un excelente prondstico con una SLE invasiva de 91.3% y una SG de 94.3%122, Por loque
realizar tratamiento de 12 semanas con paclitaxel mas trastuzumab es una opcion valida en
pacientes diagnosticadas de cancer de mama HER2+ con tumores <2cm y ganglios negativos. Si
bien es cierto que en tumores pT1a se recomienda individualizar el tratamiento!23,

Con los resultados obtenidos a raiz de este ensayo se han disefiado otros estudios que han intentado
realizar una desescalada de quimioterapia también en estadios I con el objetivo cada vez mas
acertado de reducir las toxicidades del tratamiento con quimioterapia. Entre ellos se encuentra
el estudio ATEMPT donde se explord si el tratamiento mediante T-DM1 podia substituir al régimen
de trastuzumab mas placlitaxel, con el objetivo de reducir las toxicidades de la quimioterapia.
Sin embargo, a pesar de que el brazo de T-DM1 mostrd un beneficio similar a trastuzumab mas
paclitaxel, la toxicidad observada también fue similari24,

Por este motivo el estudio ATEMPT 2.0 (NCT04893109), todavia en reclutamiento, intentara explorar
si una menor duracién del tratamiento con T-DM1 (Unicamente por 6 ciclos, seguido de trastuzumab)
podria mejorar el perfil de toxicidad manteniendo el beneficio.

» 2.4.2 Omision de antraciclinas en el tratamiento (neo)adyuvante

Otro intento de desescalada es la omisidn de las antraciclinas en el esquema de tratamiento
(neo)adyuvante. La mayoria de los estudios pivotales con trastuzumab combinaron esquemas de
poliquimioterapia que contenian antraciclinas, pero dada la potencial cardiotoxicidad de éstas a
corto y largo plazo y tratandose de pacientes con objetivo curativo, varios estudios han evaluado la
posibilidad de poder prescindir de su uso.

Se han realizado diversos estudios donde se han incluido pacientes con cancer de mama HER2+,
estadios II y III, asociando el doble bloqueo HER2 con trastuzumab mas pertuzumab en combinacion
con poliquimioterapia sin antraciclinas tanto a nivel adyuvante (Tabla 3) como neoadyuvante (Tabla
4). Se ha observado que las tasas de pCR se mantienen, igual que la buena supervivencia utilizando
el esquema libre de antraciclinas, asociado a una potencial menor cardiotoxicidad!06:115,125-129
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Sin embargo, a pesar de que parece bastante evidente que evitar el tratamiento con antraciclinas
puede llegar a ser una opcidn valida, hay que tener en cuenta que los estudios no demostraron
claramente la no-inferioridad en los esquemas de desescalada. Ademas, los tumores de alto riesgo
(T3-4 0 >N2) se encuentran poco representados y el esquema que se utiliza en algunas ocasiones
como el carboplatino y paclitaxel en la practica clinica habitual en el contexto de enfermedad HER2+
no se considera como una desescalada real. Con todo ello, es razonable el uso de un esquema
de 6 ciclos de carboplatino mas docetaxel en combinacion con trastuzumab (+/- pertuzumab) en
aquellas pacientes que no se consideren candidatas al régimen estandar con antraciclinas, esquema
empleado en el estudio NeoSphere, con una tasa reportada de pCR elevada, y sin diferencias en SLE
a 5 afos respecto a los otros esquemas?9:100-

Contemplando todos estos datos, es importante tener en cuenta que el poder o no seleccionar
pacientes que realmente acabaran beneficiandose del tratamiento con o sin antraciclinas queda
todavia abierto. Al final el Unico biomarcador disponible y que permitira guiar a la toma de decisiones

NUM. DE

CRITERIOS

2kl PACIENTES INCLUSION U ETE
BCIRG-006 . 6 ciclos de 73% a 10 anos
(FASE Ill)125 1,075 Estadios II/IIT HER2+ C+P+TTZ de seguimiento
APHINITY . 6 ciclos de 91% a 6 anos
(FASEIIl) 128 e I W o de seguimiento

Tabla 3. Estudios de desescalada de tratamiento en neoadyuvancia. D+C+TTZ+PTZ = Docetaxel, Carboplatino, Trastuzu-
mab, Pertuzumab; P= Paclitaxel; TTZ = Trastuuzmab; PTZ=Pertuzumab. (Adaptado de Tarantino P., Tolaney S., et al; ASCO

daily News, 2022).

ESTUDIO NUM. DE CRITERIOS
CLINICO PACIENTES INCLUSION TRATAMIENTO pCR SUPERVIVIENTES
TRYPHAENA 27 Estadios II/III 6 ciclos de 66% SLE de 90% a 3 afios de
(FASE 11)129 HER2+ D+C+TTZ+P TZ ° seguimiento
TRAIN-2 219 Estadios II/III 9 ciclos de 68% SLE de eventos 93.6% a
(FASE H1)115 HER2+ D+C+TTTZ+ PTZ ° | 3afios de seguimiento
WSG- AD- . .
ey Estadios II/III | Paclitaxel por 12 N o
PAT-HR-/ 42 HER2+ y RRRH- | semanas, TTZ | 90% | oL Mvasivadg%as
HER2+ negativos +PTZ afos de seguimiento
(FASE 11)126
DAPHNE 98 Estadios II/III Paclitaxel por 12 570, 00% a 1 ano
(FASE 11)127 HER2+ semanas, TTZ+PTZ ° de seguimiento
KRISTINE Estadios II/III n SLE invasiva 92% a 3
(FASE 111)106 221 HER2+ DHCHTTZHPIZ | 56% | fios de seguimiento

Tabla 4. Estudios de desescalada de tratamiento en neoadyuvancia. D+C+TTZ+PTZ = Docetaxel, Carboplatino, Trastuzu-
mab, Pertuzumab; P= Paclitaxel; TTZ = Trastuuzmab; PTZ=Pertuzumab. (Adaptado de Tarantino P., Tolaney S., et al; ASCO
daily News, 2022).
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en el momento de escoger un tratamiento es el tamaio tumoral, la afectacion ganglionar y la
expresion de RRHH.

»2.4.3. Desescalada en duracion de trastuzumab adyuvante

Ya hace mas de una década que el estudio fase III HERA determind 1 ano como la duracion estandar de
tratamiento con trastuzumab adyuvante con una mejoria clara en SLE84, A partir de entonces,
multiples estudios han intentado valorar la posibilidad de disminuir el tiempo de administracion de
éste, ya sea con esquemas de 6 meses 0 incluso mas cortos con 9 semanas!30-134, | os resultados
obtenidos hasta la fecha no han podido concluir de forma clara que realizar un acortamiento del
tiempo de trastuzumab sea una opcidn segura en estas pacientes, por lo que el tratamiento con
trastuzumab administrado durante un afio sigue siendo el estandar. En aquellas pacientes de menor
riesgo se recomienda valorar la desescalada de la quimioterapia u otras terapias antes de reducir el
tiempo de administracion de trastuzumab.

DURACION
ESTUDIO NUM. DE TRASTUZUMAB OBJETIVO
CLINICO PACIENTES ADYUVANTE PRIMARIO RESULTADOS
A ESTUDIO
PERSEPHONE - Beneficio 0.4%
(FASE l1)130 4,088 6 meses SLE a 4 anos brazo TTZ 1 afio
PHARE - Beneficio 2.6%
(FASE 1131 3,384 6 meses SLE a 2 anos brazo TTZ 1 afio
HORG = Beneficio 2.4%
(FASE I1)132 481 6 meses SLE a 3 anos brazo TTZ 1 afio
SOLD Beneficio 2.5%
(FASE 111)133 2,174 SIEE Sike brazo TTZ 1 afio
SHORT-HER - Beneficio 3.0%
(FASE 1134 1,254 9 meses SLE a 5 anos brazo TTZ 1 afio

Tabla 5. Estudios que compararon la duracion del tratamiento con trastuzumab adyuvante (Adaptado de Metzger Filho O.
and Burstein H.J, Ann. Oncol., 2018).

»2.4.4. ldentificar tumores adictos a la via de sefializacion de HER2

Un area que esta generando mucho interés es la posibilidad de identificar tumores que son
adictos a la via de HER2 ya que son potencialmente aquellos que presentan una alta sensibilidad
a tratamientos anti-HER2. Se hipotetiza que este tipo de tumores podrian presentar un prondstico
excelente Unicamente con tratamientos anti-HER2 sin necesidad de quimioterapia.

Varios estudios han llegado a identificar un subgrupo de tumores HER2+ que pueden alcanzar la
pCR Unicamente con doble bloqueo HER?2 sin necesidad de realizar quimioterapia (Tabla 6). De los
diferentes estudios neoadyuvantes que exploraron la combinacidn de doble bloqueo HER2, tanto con
trastuzumab mas lapatinib como con trastuzumab mas pertuzumab se llegaron a alcanzar unas tasas
de pCR de aproximadamente entre un 20% - 30% sin la necesidad de quimioterapia2>:99,126,135-138
Mas recientemente, también se exploro la posibilidad de “desescalada” mediante T-DM1. El estudio
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WGS-ADAPT-TP y el estudio KRISTINE reportaron tasas de pCR de 41% en monoterapia y 36% en
combinacion con pertuzumab respectivamente!05:139,

En cuando a supervivencia, diversos de estos estudios también reportaron datos donde no se
observaron diferencias en cuanto a SLE100,106,126,139 en funcidn del brazo del tratamiento. Unicamente
se observaron diferencias en funcion de si se alcanzaba la pCR o no, independientemente del brazo
de tratamiento recibido126,

Finalmente, se han realizado ensayos clinicos con seleccion de pacientes mediante biomarcadores
dindmicos. Es decir, seguir Unicamente con tratamiento libre de quimioterapia si se observaba una
respuesta inicial utilizando un biomarcador posterior al tratamiento. En el ensayo PerELISA, se inicid
el tratamiento con letrozol y Unicamente se seguia con esquema libre de quimioterapia (mediante
trastuzumab y pertuzumab) si el tumor presentaba un descenso relativo del Ki67>20% posterior a
las dos semanas de letrozol38, En el estudio PHERGain se utilizd una estrategia diferente, en este
caso se inicié tratamiento directamente mediante trastuzumab y pertuzumab y a las 6 semanas

ENSAYO NUM. DE CRITERIOS ~ TRATAMIENTO ~ DURACION  TASAS

CLINICO PACIENTES INCLUSION REALIZADO  TRATAMIENTO  DE pCR
TBCRC 006 Estadio II-III - 0
(FASE I1)135 64 (HER2+) TTZ+ Lapatinib 12 semanas 28%
TBCRC 023 64 T>2 cmany N - 24 semanas 28%

TTZ+Lapatini b
(FASE I1)!36 33 (HER2+) P 12 semanas 12%
T2-3, NO-1;
N(iii'g:ﬁﬁf 107 T2:3, N2:3; Tac, | TTZ+ PTZ 12 semanas 17%
any N (HER2+)
PAMELA Estadio II-IIIA L o
(FASE 11)25 151 (HER2+) TTZ+ Lapatinib 18 semanas 30%
KRISTINE CT2-T4/cNO to N3 . . o
(FASE Il)105 223 (HER2+) T-DM1+ PTZ 6 ciclos 36%
WSG- 117 T-DM1 41%

ADAPT-TP 120 SElglnl T-DM1 9
= = + ET 12 semanas 41%

EASE [1)159 (RRHH-+/HER 2+)

( ) 117 TTZ + ET 15%
WSG- ADAPT- :

) Estadio I-III o
:-II:I:ZA‘I;ZE-FII/)I-1I£R6 92 (RRHH-+/HER 2+) TTZ+ PTZ 12 semanas 34%
PHERGAIN* Estadio I-ITIA « . 0
(FASE 11)137 227 (HER2+) TTZ + PTZ 6 ciclos 38%
PERELISA** Estadio II-ITTA TTZ + PTZ+ . 0
(FASE I1)138 . (RRHH+/HER 2+) letrozol** > ciclos =

Tabla 6. Ensayos clinicos neoadyuvantes en cancer de mama HER2+ que utilizaron esquemas libres de quimioterapia. TTZ
= Trastuzumab; PTZ= Pertuzumab.

* Tras observar respuesta con 18-F-FDG-PET tras dos ciclos de pertuzumab mas trastuzumab.

**Tras realizar respuesta (descenso relativo del Ki67 >20% tras dos semanas de letrozol 2.5 mg/24h.

UNIVERSITAT o
il BARCELONA 47



aquellas pacientes cuyos tumores alcanzaron una respuesta metabdlica medida por 18-F-FDG-PET
seguian tratamiento con doble bloqueo Unicamente. Estos dos ensayos alcanzaron tasas de pCR de
21% y 38% respectivamente en los brazos de pacientes que se consideraron respondedoras!3”.

Este pequefo grupo de tumores sigue generando un importante interés bioldgico y clinico, dado que
las pacientes podrian estar curadas sin necesidad de realizar tratamiento con quimioterapia. Es de
vital importancia poder determinar que tumores van a presentar esta adiccion a la via de HER2 para
poder realizar un tratamiento adecuado con la menor toxicidad posible para las pacientes.

2.5 BIOMARCADORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS DE RESPUESTA PARA
OPTIMIZAR LA DESESCALADA.

Con toda la informacién previamente mencionada, esta claro que existe mucha heterogeneidad
clinica y bioldgica entre las pacientes diagnosticadas con cancer de mama HER2+. Lo que implica
que no todos los tumores van a presentar la misma sensibilidad a los tratamientos propuestos ni el
mismo prondstico, incluyendo hasta un 20-30% de pacientes que van a estar curadas sin necesidad
de quimioterapia (Tabla 6). Sin embargo, hoy en dia, el estadiaje tumoral (el tamafio y la afectacion
ganglionar) asi como la expresion de RRHH, siguen siendo los principales factores que ayudaran a
seleccionar el tratamiento adecuado.

Poder identificar las pacientes diagnosticadas con cancer de mama HER2+ que presenten un
mejor prondstico de forma segura y precoz es clave, ya que se podrian plantear tratamientos
mas adecuados, por ejemplo, realizar esquemas mas cortos e incluso plantear la desescalada
de la quimioterapia, garantizando el maximo beneficio, evitando potenciales efectos secundarios
innecesarios y mejorando en la calidad de vida de las pacientes. Con este objetivo, a lo largo de los
anos, se han explorado algunos potenciales biomarcadores para identificar aquellos tumores con un
mejor pronostico y que podrian beneficiarse de la desescalada de tratamiento.

De todos ellos es importante remarcar que ninguno ha sido validado para demostrar un valor
predictivo de respuesta ni beneficio en SLE a regimenes de terapia sin quimioterapia.

De entre ellos destacan:
»2.5.1 Subtipos intrinsecos del cancer de N= 802 HER2+
mama y expresion del gen ERBB2

Dentro del cancer de mama HER2+ se encuentran

representados todos los subtipos intrinsecos B LumA
(Luminal A, Luminal B, HER2-E and Basal-like), B LumB
siendo el subtipo HER2-E el mas frecuente,

M HER2-E

representando aproximadamente entre un 30-
75% de los tumores, dependiendo de la expresion
de los RRHH40 (Figura 12).

M Basal-like

El subtipo HER2-E se caracteriza por tener una _ N

.y . . Figura 12. Diferentes subtipos intrinsecos representa-
alta expresion del gen ERBB2, ERBB2-amplicon (&j. dos en el cancer de mama HER2+. (Adaptado de Prat A,
GRB?7) y receptores de la TK como FGFR4 y EGFR.  Pascual T. y Adamo B., Oncotarget, 2017).
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Ademas, se ha observado que el subtipo HER2-E es mds propenso a tener una mayor activacion de
los genes EGFR y/o la via HER230:141, E] valor clinico del subtipo HER2-E dentro del cancer de mama
HER2+, ha demostrado tener una alta sensibilidad a los tratamientos anti-HER2 respecto a los otros
subtiposintrinsecos siendo un biomarcador consistente de respuesta a tratamiento neoadyuvante.
La determinacidn del subtipo intrinseco HER2-E ofrece la posibilidad de identificar aquellos tumores
gue tendran una mayor probabilidad de alcanzar una pCR tras tratamiento anti-HER2 con o sin
quimioterapia?>:97,138,142-144 independientemente del estatus de RRHH4> (Figura 13).

Tasas de pCR alcanzada con diferentes regimentes de
terapia anti-HER2 asociados o no a quimioterapia

Todo ™ HER2-E NonHER2-E

g 75
wy
; |
[
2
[S)
2 |50 61.07%
) (n=215)
g 56.03%
= (n=65)
= :I: 44% 44.2%
7} _
g 25 (n=51) (n=61)
& 29% 6% 36% 34.3%
(n=68) (n=4) (n=27) (n=23)
0 n=236 n=156 n=68 n=117 n=24 n=75 n=116 n=35 n=67 n=352 n=205 n=138

Lapatinib + Taxano + Taxano + Antracilinas/Taxano +
Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab + Trastuzumab +
Lapatinib Pertuzumab

Figura 13. Porcentaje de pCR alcanzado tras realizar tratamiento neoadyuvante anti-HER2 con o sin quimioterapia en
funcidn de subtipos intrinsecos (Adaptado de Cejalvo JM., et al; Cancer Treat. Rev., 2018).

Se ha observado que a medida que aumenta la expresion IHQ del receptor HER2, también incrementa
la expresion del gen ERBB2146 (Figura 14). Se ha valorado el papel predictivo y/o prondstico de la
expresion por ARNm del gen ERBB2 en el cancer de mama HER2+ en diferentes pacientes tratadas con
terapia anti-HER2, con o sin quimioterapia. Se ha observado que altos niveles de expresiondel
gen ERBB2 estan relacionados con respuesta al tratamiento neoadyuvante basado en terapiaanti-
HER2, con una mayor tasa de pCR al tratamiento en combinacion con doble bloqueo97:143:147,
Ademas, presentar una baja expresion de ERBB2 se correlaciona con un peor prondstico®:148,

De los diferentes subtipos intrinsecos, el HER2-E es el que presenta una mayor expresion del gen
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ERBB230, Ademas, se ha observado que cuando se combinan los subtipos intrinsecos con la expresion
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de ERBBZ2, los tumores HER2-E y con

3
alta expresion del gen ERBB2 presentan 3 +:
mejores tasas de pCR que el resto
de los grupos (no-HER2-E y nivel de 2
expresion ERBB2 alto o bajo; HER2-Ey ¢
nivel de expresion de ERBB2 bajo) asi Z 1 P
como un aumento de SLP y SG tras un : +§"‘
tratamiento Unicamente con terapia @ Y
anti-HER2 y sin quimioterapial4°. Esta 5 0
combinacién de los dos biomarcadores &

(subtipo intrinseco HER2-E y expresiéon 5 1

de ERBBZ2) podria ayudar a identificar -Z

los tumores con una alta adiccién 2 -2

a la via de HER2 y especialmente 0'5’_

sensibles a los tratamientos anti-HER2, i _3

y asi seleccionar a aquellas pacientes

candidatas a tratamientos menos 4

intensivos o de desescalada. HER2O0  HER2 1+  HER2 2+ HER? 3+
»2.5.2 TILs y expresion de Determinacion IHQ de HER2

firmas inmunes Figura 14. Niveles del gen ERBB2 por ARNm segun el estado IHQ de

, HER2 (Adaptado de Schettini F. y Prat A., The Breast, 2021).
El cancer de mama HER2+ es de los (Adap Y )

tumores que presenta una mayor infiltracién por TILs juntamente con el cancer de mama TN.
El mecanismo de accién de muchas terapias anti-HER2 implican una interaccién con el sistema
inmune!®Y, por lo que no es de extrafiar que el porcentaje de infiltracion por TILs se haya relacionado
con un factor predictivo y prondstico en este subtipo.

En general, se ha observado que aquellos tumores que presentan una mayor infiltracion por
TILs basales tienen una mayor probabilidad de alcanzar una pCR tras realizar un tratamiento
neoadyuvante con esquemas basados en quimioterapia y terapia anti-HER2 (ya sea en monoterapia
o mediante doble bloqueo o incluso en doble bloqueo sin tratamiento con quimioterapia) en
particular cuando la infiltracion por TILs es superior al 60%°>>7:142, Aunque esta asociacion no ha
sido confirmada en el analisis multivariado en todos los estudios!®1:1>2, Su valor prondstico también
ha sido reportado en diferentes estudios, identificando que aquellos tumores que presentan una
mayor infiltracion por TILs presentan un mejor prondstico tanto si son tumores que han recibido
tratamiento con quimioterpia asociada a trastuzumab o doble bloqueo HER2 (ya sea con pertuzumab
o lapatinib) o incluso con tratamiento sin quimioterapia, Unicamente con doble bloqueo50:58:60,152,153,
Recientemente, un analisis realizado en el ensayo clinico, ShortHER ha demostrado que aquellos
tumores que presentaron una infiltracion por TILs previa al tratamiento del>20% presentaban una
mejor tasa de SLE a 5 afios, ademas, también se observd que un incremento del 10% de la infiltracion
por TILs se encontraba relacionado con un aumento en la SLE®!,

También se ha valorado la expresion de genes inmunes en este subtipo de cancer de mama. Varios
estudios han relacionado la alta expresion de genes y firmas inmunes a un efecto prondstico y

UNIVERSITAT o
il BARCELONA 51



predictivo en cancer de mama HER2+ precoz. En andlisis realizados en dos estudios fases III
(NeoALTTO y CALGB 40601) se observé que la expresion de firmas inmunes relacionadas con
linfocitos T y B estaban asociadas a una mayor tasa de pCR143/154,

Posteriormente, se ha observado como la expresion de diferentes firmas inmuno-relacionadas
estan asociadas no solo a tasas de pCR sino también a un mejor pronostico. En concreto la firma
de inmunoglobulina G (IgG) presentd una mejor supervivencia libre de recurrencia en pacientes
con enfermedad residual posterior al tratamiento neoadyuvante® y firmas de expresion génica
relacionadas con linfocitos B y células plasmaticas también se relacionaron con una mejor
supervivencia libre de eventos!>>,

»2.5.4 Mutacion en PIK3CA

El gen PIK3CA codifica por la subunidad catalitica p110a. de la proteina PI3K. Este gen esta muy
relacionado en la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR implicada en la supervivencia, proliferacion y
migracion celular!>6, En concreto la frecuencia de mutaciones en PIK3CA en cancer de mama HER2+
es del 30-40%30:157,

En estadios precoces diferentes estudios, que han llegado a incluir alrededor de 1,000 pacientes,
han observado que presentar una mutacion en PIK3CA esta asociado a una menor probabilidad de
alcanzar una pCR tras tratamiento neoadyuvante, especialmente en la poblacion con RRHH+158:159,

En cuanto a estudios adyuvantes la informacidn es mas contradictoria, mientras en el estudio APHINTY
se observé que las alteraciones en la via PI3K/Akt/mTOR estan asociadas a peor prondstico59,
otros grandes estudios (como ExteNET y KATHERINE) no observaron diferencias pronosticas en
funcion del estado mutacional de PIK3CA60:161 Ademds, existen otros datos que sugieren que esta
mutacién tiene implicaciones prondsticas en funcién del subtipo intrinseco, donde presentar el
subtipo HER2-E, y la mutacidn se relaciona con un mejor pronostico en comparacion con los subtipos
no HER2-E(162). Considerando que la mutacidn de PIK3CA se encuentra en aproximadamente en
un tercio de los tumores HER2+ y que parece ser que esta asociada a peor respuesta a tratamiento
anti-HER2, esta claro que deberemos realizar un tratamiento mas especifico para este subtipo?63,

»2.5.3 Pérdida de PTEN

PTEN es un gen supresor implicado en la progresion del ciclo celular, crecimiento y supervivencia
de la célula tumoral. En concreto, el gen PTEN, se encarga de regular a la baja la via de las proteinas
PI3K/Akt y esta implicado en la reparacion del ADN vy la inestabilidad gendmical®4. Existen datos
gue podrian indicar que una baja o nula expresion de PTEN podria estar asociado a un peor
prondsticol® y a resistencia a tratamientos anti-HER2(166), aunque la evidencia disponible es
un poco contradictorial®’:168, No queda claro que la alteracion de PTEN haya presentado efectos
negativos en cuanto al prondstico ni a nivel precoz ni metastasicol®®. Sin embargo, un analisis
realizado en el ensayo fase III APHINITY reveld que presentar alteraciones en la via PI3K/Akt/PTEN
ocasionaba un peor prondstico en términos de SLE en los dos brazos de tratamientos>®. A pesar de
que ha sido un biomarcador estudiado tanto a nivel predictivo como prondstico los datos de los que
disponemos siguen siendo dificiles de interpretar.
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»2.5.5 Expresion de la proteina truncada p95HER2

Aproximadamente un 30% de los tumores HER2+ co-expresaran la proteina truncada p95HER2+.
Esta proteina esta asociada a resistencia a trastuzumab y ademas a mal pronéstico en cuanto a SGy
SLP. Algunos datos han sugerido que la expresion de esta proteina en el tumor significaria tener que
realizar otro tipo de tratamiento (aparte de trastuzumab) y que puede presentar cierta sensibilidad
a lapatinib mas capecitabinal/0:171,

»2.5.6 Biomarcadores combinados

Intentar determinar el valor prondstico y/o predictivo de un tumor con un Unico biomarcador
parece ser insuficiente para el cancer de mama HER2+. Es evidente que se trata de una enfermedad
muy heterogénea y compleja donde entran en juego diferentes factores que pueden afectar a su
probabilidad de respuesta al tratamiento y a su prondstico.

Por tanto, al igual que con otros subtipos, se han empezado a desarrollar scores. Por un lado, se esta
valorando como afecta el tratamiento a alguno de estos biomarcadores y si su variacién, posterior a
la terapia, puede ayudar a establecer un valor prondstico y/o predictivo, como en el caso del CelTIL
scorel”2, Otro enfoque es combinar diversos marcadores para poder realizar una estratificacion mas
precisa del cancer de mama HER2+ como el HER2DX173,

+ 2.5.6.1 CelTIL score

Como se ha descrito con anterioridad, la determinacion de los TILs basal juega un papel importante
en cuanto a prediccidn de pCR tras realizar un tratamiento con quimioterapia asociado a terapia
anti-HER2 (ya se en monoterapia o mediante doble bloqueo) asi como sin quimioterapia, si bien
es cierto que no todos los estudios son igual de consistentes. Mientras que existen estudios que
observaron una relacion clara entre la infiltracion por TILs previa al tratamiento de forma continua y
la capacidad de alcanzar la pCR>>~>7, otros estudios, en cambio, no encontraron esta relacioni>1152,
Por este motivo, se explord si la variacion de los TILs posterior a tratamiento podia ser un mejor
predictor de respuesta.

Para ello, se utilizaron las muestras de pacientes incluidas en el ensayo clinico PAMELA y se
analizaron las muestras de biopsias obtenidas a nivel basal, dia 14(+2) y a la cirugia y se realizo la
determinacion de infiltracion por TILs para valorar la capacidad predictiva de respuesta a terapia
anti-HER2 sin quimioterapia. Durante el estudio se valord no solo la capacidad de los TILs sino
también diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas del tumor, entre ellas, la celularidad tumoral
ya que cambios en la celularidad tumoral han demostrado previamente estar relacionados también
con respuesta a tratamiento en cancer de mama RRHH+/HER2+138,

El estudio observd que la determinacion de la celularidad tumoral y la determinacion de infiltracion
por TILs, por si solos, a dia 14(£2) (posterior al tratamiento con trastuzumab mas lapatinib) tenia
un mejor efecto predictivo incluso que su determinacion basal. Con estos datos, se realizd un score,
para valorar la capacidad de los dos biomarcadores combinados en predecir pCR. La combinacion
de estos dos datos se denomind CelTIL score (Figura 15).
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Figura 15. Capacidad de prediccion de pCR de A. TILs determinados a dia 15. B. Celularidad tumoral determinada a dia 15
C. CelTIL score determinado a dia 15. (Adaptado de Nuciforo P., et al; Ann. Oncol., 2018).

El CelTIL score es un biomarcador que integra la determinacion de la infiltracion por TILs y la
celularidad tumoral posterior a un ciclo de tratamiento anti-HER2. La forma de calcularlo fue descrita
ya en 2018 en el estudio PAMELA(172) y consiste en: CelTIL score = -0.8 x celularidad tumoral (%)
+ 1.3 x TILs (%), posteriormente la puntuacion obtenida se escala para ofrecer un resultado que
variara entre 0-100%.

Se observd que presentar un CelTIL score alto a dia 15 del inicio de tratamiento estaba relacionado con
un aumento de probabilidad de alcanzar pCR en pacientes que realizaban tratamiento neoadyuvante
mediante doble bloqueo HER2 exclusivo. Su capacidad prondstica todavia no esta establecidal’2.

+ 2.5.6.2 HER2DX

Se trata del primer test en cancer de mama precoz HER2+ que integra tanto datos clinicos como
datos gendmicos para intentar capturar la complejidad bioldgica del subtipo HER2+. EI HER2DX
proporciona dos scores en base a dos objetivos clinicos diferentes: probabilidad de recaida a largo
plazo y probabilidad de alcanzar una pCR. El algoritmo esta compuesto por 27 genes y cuatro
procesos bioldgicos implicados en el cancer de mama (infiltracion inmunoldgica, la proliferacion,
la diferenciacion luminal y expresién de HER2) asociado a datos clinicos como el tamano tumoral
y la afectacion ganglionar. Este algoritmo proporciona tanta informacién prondstica, probabilidad
de recaida a 7 afos, y predictiva de respuesta, la probabilidad de alcanzar la pCR al tratamiento
neoadyuvante, ademas de determinar los niveles de expresion del gen ERBB2. Desde enero de 2022,
este test se encuentra disponible de forma comercial. Los datos obtenidos hasta ahora indican que
el HER2DX permite identificar un grupo de pacientes en estadios precoces que presentaran muy
buen prondstico y que no necesitaran terapias adicionales y viceversa, aquellos que necesitaran una
escalada de tratamiento173-176,
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3. CANCER DE MAMA RRHH+ Y HER2 NEGATIVO

3.1 BASESBIOLOGICAS DEL CANCER DE MAMA RRHH+/HER2-

El cdncer de mama RRHH+/HER2- representa aproximadamente el 70% de todos los canceres de
mama diagnosticados y es el responsable de la mayoria de las recurrencias y muertes debido a esta
enfermedad!’’, Este subtipo se caracteriza por presentar expresion de RE y/o RP de al menos el 1%
en la célula tumoral determinado por IHQ®.

La activacion de la via del RE esta implicada de forma directa en la carcinogénesis del cancer de
mama RRHH+ por lo que su inhibicidn ha sido clave para mejorar la supervivencia de las pacientes.
El RE es una proteina nuclear que pertenece a la superfamilia de receptores nucleares y actia como
factor de transcripcion activando diversos genes principalmente implicados en la proliferacion
celular. Existen dos isoformas del RE, la REa Yy la isoform REB, cada una de ellas codificada por
un gen diferente, el ESR1 (cromosoma 6q) y ESR2 (cromosoma 14q), respectivamente. En unidn a
su ligando natural y en respuesta a la sefalizacion estrogénica, REa. normalmente promueve la
proliferacidn, mientras que REP en general tiene un efecto anti-proliferativo y pro-apoptético. La
implicacion de REB en el cancer de mama es menos conocida que el REa!”8.

El RE tiene dos dominios de activacion transcripcional: el independiente de ligando (también conocido
como AF-1) situado en el extremo N-ter<minal, y el dependiente de ligando (o AF-2) situado en el
C-terminal juntamente con el dominio de union a ligando. La via del RE puede activar sus diferentes
vias de sefalizacion mediante 3 diferentes mecanismos (Figura 16)17°:

1. La via gendmica clasica: El estrdgeno difunde a través de la membrana al citosol, una vez alli
se une al RE y el complejo se transloca al nucleo celular. Es en este momento donde el RE se
une al ADN, el dominio de unidn al ADN se encuentra en la zona central de la proteina, mediante
unas zonas conocidas como elementos de respuesta a estrogenos (ERE) que junto a diferentes
proteinas coactivadores y coinhibidoras, regularan la transcripcion de diferentes genes.

2. La via gendmica no cladsica: Se trata cuando el complejo estrogeno-RE traslocado al nucleo
se une a otros factores de transcripcion (p.e., AP-1 o NF-kB) para mediar la sefalizacion
independientemente de las zonas ERE regulando actividad transcripcional de estos factores.

3. La via no gendmica: Una pequeiia parte de RE esta localizado cerca de la membrana plasmatica.
Los dimeros de RE activaran multiples cascadas de sefializacion mediante interacciones directas
de RE con varias proteinas como PI3K o la TK src.

Finalmente existe la via independiente de ligando, esta via activa los RE sin necesidad de estrdgeno,
seran diferentes factores de transcripcion los que se encargaran de fosforilar el RE que translocara
al nicleo.

Es bien conocida la dependencia que presenta el cancer de mama RRHH+ por la via de RE. Por lo que
la inhibicidn de este receptor mediante ET se ha convertido en el pilar fundamental del tratamiento
de este subtipo en practicamente todas las etapas de la enfermedad.
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Figura 16. Via de senalizacidn del receptor de estrdgeno (REa.). A. Via clasica/gendmica. B. via no-clasica/gendmica. C.
Via no gendmica. D. Via independiente de estrégenos. E2 = 17a -estradiol; Co-Reg= proteinas co-reguladores (pueden
ser coactivadores o0 o coinhibidoras); FT= Factor de transcripcion; P = Fosforilacion; ER = Elementos de respuesta a otros
factores de transcripcion. (Adaptada de Le Romancer M., et al; Endocrine Reviews, 2011).
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Figura 17. Mecanismo de generacion de estradiol tanto en pacientes premenopausicas como menopausicas (Adaptado de

Fallowfiel L., Eur. J. Oncol. Nurs., 2004).
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»3.1.1 Fisiologia de la via hormonal en pacientes pre y postmenopausicas

En el momento de realizar tratamiento con ET es importante tener en cuenta la diferente fisiologia
hormonal que existe dependiendo el estado menopausico de las pacientes ya que ésta tendra
implicaciones terapéuticas importantes. En las pacientes premenopausicas la produccion principal
de estrogenos se realiza en los ovarios a través la estimulacion ovarica. Esta estimulacién es
realizada a raiz de la produccion de FSH y LH en la glandula pituitaria anterior por la LHRH generada
en el hipotalamo. Mientras que las pacientes menopausicas, dado que existe un déficit en la funcion
ovarica, la gran mayoria de la produccidn estrogénica se realizara a raiz de la aromatizacion de los
androgenos a nivel de la grasa periférical8? (Figura 17).

3.2 TRATAMIENTO ESTANDAR DEL CANCER DE MAMA RRHH+/HER2-
ESTADIO PRECOZ

Aproximadamente el 90% de los tumores RRHH+/HER2- seran diagnosticados en estadios precoces,
por lo que es en este momento donde se debe realizar el maximo esfuerzo terapéutico para curar
a las pacientes?. El abordaje multidisciplinar sera clave para poder alcanzar el maximo beneficio
terapéutico implicando tratamientos locales, como la cirugia y radioterapia asociado a tratamientos
sistémicos como la ET y la quimioterapia.

Sin embargo, no todas las pacientes van a presentar el mismo beneficio al tratamiento con
quimioterapia y por tanto la decision de utilizarla vendra determinada en funcién de diferentes
factores clinicos-patoldgicos y recientemente gendmicos que aportan informacion prondstica de
las pacientes.

»3.2.1 Factores pronosticos
Existen diferentes caracteristicas que pueden estan implicadas en el prondstico de la paciente. Entre
ellas: Factores patoldgicos, factores clinicos y, recientemente, factores gendmicos.

- Los factores clinico-patologicos han sido y son utilizados clasicamente para establecer el prondstico:
+ Estadificacién tumoral: se incluyen el tamafio tumoral y la afectacion ganglionar, a mayor

estadiaje tumoral peor prondstico. El sistema mas utilizado para realizar el estadiaje es el TNM
(publicado por la American Joint Committee on Cancer o AJCC)81,

+ Tipo histoldgico: existen diferentes tipos histoldgicos de cancer de mama siendo el mas frecuente
el ductal (o no especial) con un 70-75%. Un 10-15% de ellos presentan histologia lobular con una
peor respuesta a tratamiento con quimioterapia-ET. Existen otras histologias menos frecuentes
y en funcion de éstas el prondstico y la sensibilidad a tratamientos puede variar!82,

+ Grado histoldgico: esta basado en caracteristicas de las células tumorales gradandose en 3
niveles (del 1 al 3). A mayor grado histoldgico menos diferenciacion celular y peor prondstico!®3,

+ Afectacién o invasién linfovascular: la presencia de invasion linfovascular peritumoral esta
correlacionada con afectacion ganglionar y recurrencias locales!84,
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+ La expresidn de RE y RP: el porcentaje de expresion de éstos puede ser utilizado como factor
prondstico y predictivo de respuesta a tratamiento con ET (9).Asimismo, se ha observado que
tumores con baja expresion de RE (1-10%) presentan poca sensibilidad a tratamientos con ET y
un perfil mas agresivo1s>,

+ Indice de proliferacion Ki67: puede ayudar a determinar la proliferacion de las células tumorales.
Se ha relacionado el Ki67 con un peor prondstico (a mas proliferacion peor prondstico)!213 y con
una mayor quimiosensibilidad del tumori4,

+ Edad: la edad al diagndstico es un factor importante por diversos motivos: por un lado, tumores
diagnosticados antes de los 40 afios presentan con mas frecuencia subtipos no-luminales,
un mayor grado histoldgico, una menor expresion de RE y a veces mutaciones germinales
asociadas!®. Por otro lado, diferentes estudios observaron que el beneficio de la quimioterapia
adyuvante a 10 afios es mayor en las pacientes con diagndstico de la neoplasia de mama menores
de 50 afos en comparacion con aquellas con diagndstico >50 afios!®”.

- Los factores genomicos han sido incorporados recientemente en la practica clinica habitual y
estan siendo de gran utilidad para complementar a los factores clinico-patoldgicos en establecer el
prondstico y realizar un mejor abordaje terapéutico:

+ Subtipos intrinsecos: dentro del subtipo RRHH+/HER2- se encuentran representados todos
los subtipos intrinsecos del cancer de mama. Hasta un 10% aproximadamente de los tumores
en estadio precoz RRHH+/HER2- por IHQ seran, por expresion génica, subtipos no-Luminales
(Basal-like o HER2-E). No todos los subtipos tendran el mismo prondstico ni la misma
sensibilidad a tratamientos hormonales. Mientras que los subtipos no-Luminales presentan una
peor sensibilidad a ET y peor prondstico, los subtipos Luminales presentan una mayor afinidad
al tratamiento hormonosensible con un mejor prondstico40:188,189,

+ Plataformas gendmicas: otro factor importante para afadir en la estadificacion del cancer de
mama es la incorporacion de los paneles multigenes como: Oncotype Dx, MammaPrint, Prosigna
y Endopredict. Estos test nos informaran del prondstico y del subtipo intrinseco (en caso del
Prosigna)t90:191,

La integracion de los diferentes factores clinicos, patoldgicos y gendmicos ayudara a elucidar mejor
el prondstico dentro del amplio espectro del cancer de mama RRHH+/HER2- y por tanto realizar un
tratamiento dirigido a las pacientes optimizando el beneficio sin aumentar los riesgos.

» 3.2.2 Tratamiento de quimioterapia

A pesar de que el cancer de mama RRHH+/HER2- es considerado clasicamente como el subtipo con
mejor prondstico, éste se encuentra compuesto por una gran heterogeneidad clinica y bioldgica,
presentando diferentes sensibilidades a tratamientos y diferentes prondsticos20:192 (Figura 18).

Hace ya mas de 2 décadas que se observé el beneficio del tratamiento con poliquimioterapia en
este subtipo, con una disminucién del riesgo de recurrencia de hasta un 12% y una disminucion
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Figura 18. Supervivencia de los diferentes subtipos determinados por IHQ del cancer de mama. (Adaptado de Parise C.,
et al; The Breast Journal, 2009).

de la mortalidad por esta enfermedad de hasta en un 10% a 15 afios de seguimiento. El beneficio
observado es mayor cuando mayor es el estadiaje tumoral y en pacientes mas jovenes (< 50 afios)
(Figura 19). En este subtipo, no es infrecuente diagnosticar recaidas mas alla de los 5 0 10 afios192,
por lo que el tratamiento con quimioterapia asociada a ET ha sido una opcion muy utilizada!®3,
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Figura 19. Recurrencia (a distancia, local o contralateral) y mortalidad del cancer de mama por edades (<50 o 50-69 afios)
en funcion de tratamiento con o sin quimioterapia (Adaptado de EBCTCG, The Lancet, 2005).

De los diferentes esquemas que se pueden llegar a utilizar de quimioterapia, en general, se ha
observado que los regimenes basados en antraciclinas y taxanos de forma secuencial generan
un mayor beneficio en cuanto a disminucidn de recurrencia y mortalidad. Si bien es cierto que
existen otros regimenes utilizados como esquemas basados en ciclofosfamida mas docetaxel que
ha demostrado presentar un beneficio en determinadas situaciones!87:194,

En general la recomendacion de utilizar tratamiento con quimioterapia se realizara siempre y
cuando se estime que el riesgo de recaida a 10 afios es superior a 10%. Los esquemas preferidos
seran aquellos que incluyan antraciclinas y taxanos de forma secuencial'®>, aunque también existen
otras combinaciones que podran ser de utilidad en situaciones particulares como, por ejemplo,
comorbilidades por cardiotoxicidad o riesgos intermedios?41%, Recientemente, se ha observado
que realizar un esquema en dosis densas reduce la mortalidad sin afiadir mas toxicidad®’.

La decision de realizar tratamiento con quimioterapia (neo)adyuvante debe estar basada en la
potencial sensibilidad del tumor al tratamiento y el beneficio de ésta con el riesgo individual de
la paciente. Hay que tener en cuenta, ademas, las toxicidades a corto y largo plazo, la biologia del
tumor, la edad y las diferentes comorbilidades y preferencias.

» 3.2.3 Tratamiento hormonal adyuvante

Dado que el RE es un driver oncogénico y un factor prondstico, la ET sera un pilar fundamental
en el tratamiento del cancer de mama RRHH+. A lo largo de décadas multiples estudios han
podido demostrar como el tratamiento ET adyuvante es crucial para estas pacientes ofreciendo un

beneficio incluso en tumores infracentimétricos®1%8.Por lo que hoy en dia realizar una adyuvancia
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de entre 5y 10 afos con ET sera una estrategia primordial en el tratamiento de este subtipo de
cancer de mamal®®,

Existen diferentes tipos de tratamientos hormonales utilizados en adyuvancia segin su mecanismo
de accion. De entre los principales hay que destacar: el tamoxifeno, un modulador selectivo del
receptor de estrogeno (SERM), y los inhibidores de la aromatasa (IA) como el anastrozol, letrozol
y exemestano200,

Durante afios, el tratamiento con tamoxifeno, por un minimo de 5 afos, ha sido la terapia hormonal
adyuvante estandar, observandose un beneficio en cuanto a disminucién de recurrencias y mortalidad.
Este beneficio se observo tanto en tumores luminales A y B (por IHQ), independientemente del estado
menopausico, de la afectacion ganglionar y del tratamiento con quimioterapia®.Incluso tumores
<lcmy sin afectacion ganglionar presentaron un beneficio a este tratamiento20!, Los beneficios de 5
anos de tratamiento adyuvante con tamoxifeno tuvieron repercusion a largo plazo, disminuyendo las
tasas de recurrencia (tanto local, contralateral o a distancia) a 15 afios en aproximadamente un 13%
(pasando de 46.2% a 33% sin y con tamoxifeno respectivamente; RR 0.61 (95% IC 0.57 - 0.65), p <
0.00001), asi como una reduccion de la mortalidad por cancer de mama en un 9% aproximadamente
(de 33.1% y 23.9% sin y con tamoxifeno; RR 0.70, 95% IC 0.94 - 0.75, p < 0.00001)°.

Posteriormente, la aparicion de los IA consiguid reducir los niveles de estrdgeno en mujeres
menopausicas en mas de un 90%1%, por lo que se valoro su utilizacion en este grupo de pacientes.
El tratamiento con IA en pacientes menopausicas durante 5 afios ha conseguido reducir en un 3% las
tasas de recurrencia (local, contralateral y a distancia) a 10 afios en comparacién con el tamoxifeno,
pasando de 22.7% con tamoxifeno a 19.1% con IA (RR=0.80, 95% IC 0.73 - 0.88; p < 0.00001) y
disminuir en un 2% las tasas de mortalidad por cancer de mama a 10 afos pasando de 14.2% a
12.1% con tamoxifeno e IA respectivamente (RR = 0.85, 95% IC 0.75 - 0-96; p < 0.00001). Por lo que
hoy en dia se ha convertido en el tratamiento de eleccion en pacientes menopausicas2%2,

En pacientes premenopausicas el principal origen de los estrogenos se encuentra en la produccion
ovarica (Figura 17), por lo que, la forma mas eficaz de realizar una disminucion del estrégeno
periférico se observd mediante la realizacion del bloqueo de la funcién ovarica mediante analogos
de GnRH/LHRH asociado a ET (Tabla 7).

Uno de los estudios realizados mas grandes fue el estudio fase III SOFT, un estudio en adyuvancia
que aleatorizd6 mas de 3,000 pacientes a recibir tratamiento con tamoxifeno, tamoxifeno mas
supresion de la funcion ovarica (SFO) o exemestano mas SFO2%°. Tras 8 afios de seguimiento se
observo un claro beneficio en la adicidn de SFO al tratamiento frente a tamoxifeno en monoterapia
con un SLE invasiva de 78.9%, 83.2% y 85.9% con tamoxifeno, tamoxifeno mas SFO y exemestano
mas SFO (p=0.009 de tamoxifeno en comparacion con tamoxifeno mas SFO) y en SG a 8 afios de
91.5% con tamoxifeno, 93.3% con tamoxifeno mas SFO y 92.1% con exemestano mas SFO (p=0.01 de
tamoxifeno en comparacion con tamoxifeno mas SFO). Este beneficio fue particularmente acusado
cuando se realizd el andlisis en pacientes <35 afios, donde se observd una SLE de 82.4% afadiendo
SFO mas exemestano, 77.5% con tamoxifeno mas SFO y 73.8% con tamoxifeno en monoterapia2%,
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ASTRRAZ203 (FASE IlI) SOFT204 (FASE IlI)

SLE CON SFO + TAMOXIFENO

(8 afios de seguimiento)

NUM. PACIENTES 1,282 2,033*
ANOS DE DURACION DE SFO 2 afios 5 afios
SLE CON TAMOXIFENO 80.2% 71.9%

EN MONOTERAPIA (8 afos de seguimiento) (12 afios de seguimiento)
85.4% 76.1%

(12 afios de seguimiento)

HR (95% IC)

0.67 (0.51-0.87)

0.82 (0.69 - 0.98)

SG CON SFO MAS TAMOXIFENO

(8 afos de seguimiento)

SG CON TAMOXIFENO 95.3% 86.8%
EN MONOTERAPIA (8 afios de seguimiento) (12 afios de seguimiento)
96.5% 9.0%

(12 afos de seguimiento)

HR (95% IC) 0.78 (0.49 - 1.25) 0.78 (0.60 - 1.01)

Tabla 7. Diferentes ensayos clinicos que afiadieron SFO a tratamiento con tamoxifeno en monoterapia y su asociacion con
SLE y SG. SFO= Supresion de la funcion ovarica. HR = Hazard ratio.
*NUmero de pacientes incluidos en el brazo de tamoxifeno en monoterapia y tamoxifeno mas SFO.

Recientemente, el seguimiento publicado a 12 afios del estudio SOFT ha confirmado este beneficio con
casi un 4% y 7% en tasas de SLE con la adicion de SFO a tamoxifeno y exemestano respectivamente
y unas tasas de SG de 86.8%, 89.0% y 89.4% con tamoxifeno en monoterapia, tamoxifeno mas SFO
y exemestano mas SFO respectivamente204. Remarcar que se persistio observando el maximo
beneficio en pacientes mas jovenes (<35 afos) donde se observd un beneficio de > 7% en SG en el
grupo con adicion de SFO204,

A pesar de la implementacion del tratamiento mediante 5 afios de ET (£ SFO) tanto en pacientes pre
como menopausicas, el riesgo de recaida a 5 y 20 afios se puede llegar a situar entre el 10% y el 40%
dependiente del estadiaje inicial. Por lo que en los Ultimos afos esta siendo muy debatida la opcion
de alargar la duracién del tratamiento ET adyuvante mas alla de los 5 afios considerados estandares.
Se han llevado a cabo mdltiples estudios con deferentes combinaciones, esquemas y duracién de
tratamiento, con resultados controvertidos en cuanto al beneficio observado. Lo que si se observo
es que el beneficio de la extension del tratamiento hormonal es mayor a mas caracteristicas riesgo
clinico-patoldgicas y gendmicas.

Como conclusidn, las guias recomiendan utilizar ET en todos los casos de cancer de mama RRHH+
independientemente del estadio y del estatus menopausico durante 5 afos. En el caso de pacientes
premenopausicas el tamoxifeno sigue siendo una opcion de eleccion y afiadir SFO a tamoxifeno
o IA mediante analogos de la GnRH/LHRH si hay criterios de alto riesgo. En cuanto a pacientes
menopausicas utilizar un IA sera la opcidn de eleccion, pudiendo realizar tratamiento secuencial con
tamoxifeno. En cuanto a la extensién mas alla de los 5 afios, la recomendacién general es realizar
una extension en pacientes presenten criterios de alto riesgo206,
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3.3 SOBRETRATAMIENTO DE LAS PACIENTES CON CANCER DE MAMA
RRHH+/HER2- PRECOZ

Con todas las estrategias terapéuticas de las que disponemos hoy en dia, las tasas de curacién
de este subtipo de cancer de mama son muy altas, situandose por encima del 80-90%, por lo que
muchas veces se corre el riesgo de sobre tratar a las pacientes, en especial aquellas mas jovenes!l,
El objetivo final en el tratamiento del cancer de mama es la curacion, por lo que el riesgo de realizar
un tratamiento excesivo es muy alto.

Intentar realizar todos los tratamientos disponibles en estas pacientes puede llegar a ser
contraproducente y acabar ocasionando morbilidades potencialmente permanentes provocando una
clara disminucion en la calidad de vida sin alcanzar un claro beneficio (Figura 11)!17. Por todoello,
realizar una correcta estratificacion de riesgo y saber que pacientes se van a beneficiar del
tratamiento con quimioterapia es clave para no realizar una toxicidad inaceptable.

Clasicamente los Unicos factores prondsticos utilizados eran los clinico-patoldgicos!®’. Sin embargo,
en la ultima década diferentes datos de expresion génica han sido implementados en diferentes
plataformas gendmicas siendo utilizados en la practica clinica habitual para valorar el riesgo?°1.
Recientemente, estos paneles estan siendo utilizados en la clinica para valorar la desescalada de
tratamiento incluso en pacientes con afectacion ganglionar®:198,

» 3.4 Uso de plataformas gendmicas en el cancer de mama RRHH+/HER2-

La incorporacion de las plataformas gendmicas en el abordaje terapéutico del cancer de mama
hormonodependiente en estadio precoz ha permitido identificar pacientes que pueden evitar el
tratamiento con quimioterapia adyuvante. Mediante analisis de expresion génica definen categorias
de riesgo de recurrencia a partir de las cuales se tomaran decisiones terapéuticas, proporcionando
informacion complementaria a los parametros clinico-patoldgicos tradicionales.

Las cuatro plataformas génicas disponibles en la practica clinica habitual hoy en dia son: las de
primera generacion — firma de 21 genes que indica el Recurrence Score (RS), Oncotype Dx (Genomic
Health, Exact Science, Madison, WI, US)207:208 y |3 firma de 70 genes MammaPrint (Agendia, Inc.,
Irving, CA, US)209, - y las de segunda generacion - PAM50-Risk of recurrene (ROR) Prosigna (Veracyte,
San Francisco, CA, US)210.211 y Endopredict (Myriad Genetics, Salt Lake City, UT, US)212, Todas ellas
aportaran informacién prondstica y el subtipo intrinseco en el caso del Prosigna. El desarrollo de
estas plataformas ha permitido obtener informacién adicional para poder realizar un tratamiento
adyuvante mas personalizado. El empleo de estas plataformas gendmicas ha sido incorporado en
las guias clinicas nacionales e internacionales!®:104.213,

»3.4.1 Desescalada de tratamiento

La desescalada de tratamiento en pacientes con cancer de mama RRHH+/HER2- en estadios
precoces ha sido uno de los objetivos mas buscados en el tratamiento personalizado desde hace ya
mas de una década. La incorporacion de las diferentes plataformas génicas a la practica clinica
habitual ha sido un avance clave ya que ha permitido realizar una mejor estratificacion de riesgo de
las pacientes, pudiendo llegar a identificar aquellos tumores que no se beneficiaran de tratamiento
con quimioterapia.
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MINDACT

RRHH+/HER2- (81%)
NO (79%) y N1 (21%)

MammaPrint
(n=6,693)
cBajo/gBajo cBajo/gAlto cAlto/gBajo cAlto/gAlto
Aleatorizacion Aleatorizacion
ET (n=690) (n=1,497) QMT
v v v l v
ET QMT+ET ET QMT+ET

TAILORx RxPONDER

RRHH+/HER2- RRHH+/HER2-
NO (100%) N1 (100%)
OncotypeDx OncotypeDx
(n=10,253) (n=5,018)
| Aleatorizacion
Riesgo bajo Riesgo intermedio Riesgo alto
(RS < 11) (RS 11-25) RS > 26 l l
l ET QMT+ET
v
Aleatorizacién
ET (n=6,771) QMT
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Figura 20. Disefios de los 3 estudios fases III, MINDACT, TAILORx y RxPONDER (Adaptado de Piccart M., et al; Ann.
Oncol., 2021).
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Hoy en dia, dos firmas génicas, la de 21 genes-RS Oncotype Dx y la de 70 genes MammaPrint han
alcanzado a tener nivel 1A de evidencia a través de 3 grandes ensayos clinicos prospectivos fases
I1I: TAILORX?14, RxPONDER208, y MINDACT2%9 respectivamente (Figura 20).

La firma de 70 genes - MammaPrint-, es una firma génica que permite clasificar los tumores en
dos grupos: alto o bajo riesgo de recaida?!®. Esta firma fue valorada en el estudio prospectivo fase
III MINDACT. Este estudio incluy6 pacientes con cancer de mama precoz, un 81% de los tumores
incluidos fueron RRHH+/HER2- y el 19% restante HER2+ o TN. Se incluyeron tumores con estadios
T1, T2 y T3 operables, la mayoria sin afectacion ganglionar (NO) con un 21% de pacientes incluidas
con afectacion de 1 a 3 ganglios (N1)216,

Las pacientes incluidas se clasificaron en funcion de dos criterios de riesgo: el riesgo clinico y el
riesgo genodmico. Los criterios que definieron el alto riesgo clinico fueron: 1) afectacion ganglionar
(N1) excepto si eran grado histoldgico 1 o tenian un diametro < 2 cm; 2) NO asociando a alguna de
las siguientes caracteristicas: grado histoldgico 3 y tamafio > 1 cm o grado histoldgico 2 y tamafio
> 2cm o grado histoldgico 1 y tamafio > 3 cm. El criterio gendmico fue establecido en funcion del
resultado de la prueba MammaPrint.

Una vez establecidos los dos criterios se realizaron 4 grupos: 1) alto riesgo clinico y alto riesgo
gendmico (cAlto/gAlto); 2) bajo riesgo clinico y bajo riesgo gendmico (cBajo/ gBajo) y finalmente
los grupos discordantes: 3) alto riesgo clinico y bajo riesgo gendmico (cAlto/gBajo) y 4) bajo riesgo
clinico y alto riesgo gendmico (cBajo/gAlto).

El grupo de pacientes clasificadas como cAlto/gAlto recibieron tratamiento con quimioterapia
mas ET mientras que el grupo cBajo/ gBajo recibid tratamiento sistémico con ET. En los 2 grupos
discordantes se aleatorizaron las pacientes a recibir tratamiento con ET o quimioterapia mas ET
(Figura 20). El objetivo primario fue determinar que la supervivencia libre de metastasis (SLM) a 5
afios era > 92% en el grupo de cAlto/gBajo que no recibiod tratamiento con quimioterapia?!®.

Fue un estudio positivo para su objetivo primario con una tasa de SLM a 5 afios de 94.7% (95% CI,
92.5-96.2) en el grupo cAlto/gBajo que no recibid tratamiento con quimioterapia, sin observar
diferencias significativas en cuanto a SLM a 5 afios en funcidn brazo de tratamiento y se mantuvo a
8 afios de seguimiento con una SLM de 95.1%:216,

Sin embargo, se si observd un pequeio beneficio a favor de la quimioterapia mas ET en comparacion
con ET con SLM 92% y 89.4% respectivamente (HR 0.66, 95% IC 0.48 — 0.92) a 8 afios de seguimiento.
Esta diferencia se mantuvo en el grupo de NO con una SLM a 8 afos de 91.7% versus 89.2% en el
grupo de quimioterapia mas ET y ET respectivamente (HR 0.60; 95% IC 0.38 — 0.96), pero no se
observo en el grupo con afectacion ganglionar20°,

En conclusidn, la firma de 70 genes MammaPrint es capaz de identificar pacientes RRHH+/HER2-
mayores de 50 afios con afectacion de hasta tres ganglios y clasificados como alto riesgo clinico
y que presentan un bajo riesgo gendémico donde el tratamiento con quimioterapia no aporta un
beneficio significativo.
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El Oncotype Dx es una prueba que determina la expresion de 21 genes ofreciendo un resultado
expresado con el RS mediante un valor de 0-100. En funcidn del resultado, la prueba clasifica los
tumores en 3 grupos, bajo riesgo (0-10), intermedio (11-25) y alto riesgo (>26)2!7. Estudios previos
han demostrado que presentar un RS de alto riesgo (definido como RS >31 y posteriormente
modificado a >26) es predictivo de respuesta a tratamiento con quimioterapia218219, Mientras que
presentar un RS de bajo riesgo (entre 0-10) es un factor de buen prondstico, presentando con una
tasa de recurrencia a distancia del 2% a 10 afos con tratamiento ET en monoterapia, por lo que es
muy improbable que realizar tratamiento con quimioterapia aporte algun beneficio adicional?18:219,

El grupo de tumores clasificados como riesgo intermedio, situado entre el 11-25 fue valorado en el
gran estudio fase III TAILORx220,

El estudio TAILORx incluyd mas de 10,000 pacientes con cancer de mama precoz RRHH+/HER2-,
todas ellas sin afectacion ganglionar (NO). En este estudio se clasificaron las pacientes en diferentes
grupos en funcién del resultado de RS obtenido a raiz de la prueba Oncotype Dx y se asignd un
tratamiento acorde al RS. El grupo de bajo riesgo (RS 0-11) recibieron tratamiento con ET dado
su buen prondstico, mientras que el grupo de alto riesgo (RS > 26) recibieron tratamiento con
quimioterapia mas ET, dado su mal prondstico. El grupo de pacientes con tumores clasificados con
un riesgo intermedio (RS 11-25) se aleatorizaron a recibir tratamiento con ET o quimioterapia mas
ET (Figura 20). El objetivo primario del estudio fue demostrar la no inferioridad del tratamiento de
ET en SLE invasiva a 5 afios en el grupo de riesgo intermedio.

Fue un estudio positivo por su objetivo primario, observando que las pacientes diagnosticadas con
tumores clasificados con RS entre 11-25 que no recibieron tratamiento con quimioterapia, el intervalo
libre de enfermedad invasiva no era inferior al grupo que recibid tratamiento con quimioterapia mas
ET con unas tasas de SLE invasiva de 92.8% en el brazo de ET y 93.1% en el de quimioterapia mas
ET a 5 afos y de 83.3% y 84.3 % a 9 afos respectivamente.

Ademas, se confirmo que el grupo de bajo riesgo RS < 10 tratados Unicamente con ET presentaban
un pronostico excelente con una tasa de recurrencia a distancia del 1% a 5 afios y 3% a 9 afos2%7.
Una reciente actualizacién a 12 afios de seguimiento corrobord que no se observaron diferencias
significativas en los brazos de tratamiento en el grupo a estudio (RS 11-25), con una SLE invasiva de
76.8% y 77.4% con ET y quimioterapia mas ET respectivamente y con una SG de aproximadamente
del 90% en los dos grupos?21.

Al asociar los factores clinico-patoldgicos al algoritmo se observo que anadian un valor prondstico
al RS, pero no predictivo de respuesta a quimioterapia. Este valor prondstico asociado se observo
principalmente en el grupo de alto riesgo, que, a pesar de ser tratado con quimioterapia, el riesgo
de recurrencia era mayor si presentaban un riesgo clinico alto?14,

Con todo ello, se puede llegar a concluir que pacientes diagnosticadas con cancer de mama RRHH+/
HER2- sin afectacién ganglionar, y que presenten un RS entre 0-25 pueden ahorrarse tratamiento
con quimioterapia independientemente de los factores clinico-patoldgicos. Esta afirmacion sera
asi en pacientes >50 afios, sin embargo, habra que tener en cuenta otros aspectos para poder
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establecer el beneficio de la quimioterapia en pacientes mas jovenes (se entrara en detalle en el
apartado 3.4.2).

Posteriormente se evaluo el efecto prondstico de la firma de 21-genes Oncotype Dx en pacientes
con cancer de mama precoz RRHH+/HER2- con afectacion ganglionar N1 (1-3 ganglios afectos). Se
realizd a través del ensayo clinico prospectivo fase III RxPONDER?208,

El objetivo primario de este estudio fue determinar el efecto de la quimioterapia en SLE invasiva a
5 afos y determinar si el beneficio relativo de la quimioterapia aumentaba con el RS. Dado que ya
se habia determinado que el grupo de alto riesgo (RS >26) presentaba mal prondstico incluso con
quimioterapia, el estudio RxPONDER incluyd Unicamente tumores de riesgo bajo e intermedio (RS
0-25). En este estudio todas las pacientes incluidas fueron aleatorizadas a recibir tratamiento con
ET asociado o no a quimioterapia.

El estudio no observé diferencias significativas en cuanto a SLE invasiva a 5 afios entre los dos brazos
de tratamiento con una SLE invasiva en la poblacién total de 92.2% en el brazo de quimioterapia
seguido de ET y 91% en el brazo de ET. Cuando se realizd un subestudio por edades se observo
que en pacientes menopausicas (0 > 50 afios) se seguia sin observar un beneficio en la adicion de
quimioterapia al régimen de ET (con una SLE invasiva de 91.9% y 91.3% en el grupo sin quimioterapia
respecto al grupo con quimioterapia mas ET respectivamente). En cambio, si se observd un beneficio
de la quimioterapia en el grupo de pacientes premenopausicas (o < 50 afios) (como se entrara en
detalle en el apartado 3.4.2)208,

En conclusidn, tanto el estudio TAILORx como el estudio RxPONDER nos informan que en pacientes
menopausicas la quimioterapia no ofrece un beneficio cuando el RS se sitda <25 incluso con
afectacion ganglionar, N1. El RS ofrece informacion prondstica independiente de los factores
clinico-patoldgicos.

» 3.4.2 Uso de las plataformas gendmicas en pacientes premenopausicas

Aproximadamente entre un 4-7% de las pacientes diagnosticadas de cancer de mama seran < 40
afios?22, Clasicamente se ha relacionado el cancer de mama en edades jovenes con un subtipo mas
agresivo, con un mayor riesgo de recurrencia y un mayor riesgo de muerte por esta enfermedad?22:223,

Un mayor estadiaje tumoral al diagndstico, mayor grado histoldgico, menor expresion de RE y RP
y una mayor expresion de genes relacionados con proliferacion y de resistencia endocrina, son
diferentes factores patoldgicos y moleculares que pueden llegar a condicionar que las pacientes
diagnosticadas en edades mas jovenes presenten un peor pronostico. Sin embargo, es importante
destacar que en la mayoria de los estudios no estratificaron por subtipo de cancer de mamal86,224,

Este peor prondstico en comparacion con pacientes de mayor edad es especialmente patente en
el subgrupo de pacientes con subtipo luminal-like (RRHH+/HER2-)(186,224). Se ha observado que
en pacientes mas jovenes existe un mayor porcentaje de tumores luminales B-like en comparacion
con tumores luminales A-like, asi como un mayor porcentaje de mutaciones en GATA3 y menor en
PIK3CA, en comparacion con pacientes mayores, mutaciones que se han asociado a resistencia
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endocrina y buen prondstico respectivamente?2>, Ademas, en un analisis combinado publicado
recientemente, se ha observado que, en pacientes con edad <40 afos, existe una mayor proporcion
de tumores clasificados como riesgo intermedio-alto por plataforma gendmica en comparacion con
el grupo >40 afos22°,

Recientemente, datos del estudio SOFT han observado que en pacientes < 40 afios existe un mayor
porcentaje de tumores clasificados como alto riesgo (por ROR score determinado por PAM50/
Prosigna), siendo del 36% y 14% (en < 40 anos y > 40 afos respectivamente) en el grupo sin
afectacion ganglionar y del 80% en comparacion con 66% en el grupo con afectacién ganglionar
respectivamente. En cuanto al prondstico, las pacientes que presentaron tumores clasificados como
ROR score de bajo riesgo presentaron un intervalo de recurrencia libre de enfermedad a distancia
a 10 afos similar (94.1% en <40 afios y 96.6% 3 40 afos). Sin embargo, en el grupo de tumores
clasificado como alto riesgo se observé un intervalo libre de recurrencia de enfermedad a distancia
a 10 afos del 69.1% en < 40 afos y > 40 afios de 81.7% (Brown L., et al; Abstract 504, ASCO annual
meeting 2023).

Todo ello, acaba generado que el tratamiento de quimioterapia en contexto (neo)adyuvante siga
siendo una de las terapias favoritas en este subgrupo de pacientes sin tener la certeza que ésta
aporte un beneficio real.

Con el desarrollo de los diferentes estudios de plataformas gendmicas, la idea de desescalada
de tratamiento de quimioterapia ha sido muy valorada y una opcion para multiples pacientes. Sin
embargo, se observaron diferencias en cuanto al beneficio de la quimioterapia en funcidn del estado
menopausico, ello ha condicionado que la desescalada de tratamiento en estas pacientes sea todavia
dificil de posicionar.

En el estudio MINDACT en el grupo de pacientes con diagnostico de RRHH+/HER2- con cAlto/gBajo,
se observé que mientras que el grupo de > 50 afos no presentaba diferencias estadisticamente
significativas entre los dos brazos de tratamiento (quimioterapia mas ET versus ET) en cuanto a
SLM a 8 afios de seguimiento, si se observd un beneficio claro del tratamiento con quimioterapia
mas ET en el grupo de pacientes < 50 afios con un aumento absoluto de aproximadamente el 5%,
pasando de 88.6% en el grupo de ET a 93.6% en el grupo de quimioterapia mas ET (HR 0.54; 95% IC
0.30-0.9)209,

Estas diferencias también se observaron en los ensayos realizados con la prueba Oncotype Dx en los
estudios TAILORx y RxPONDER. En relacion con el subgrupo de pacientes con tumores clasificados
como riesgo intermedio (RS 11-25) del estudio TAILORX, mientras que las pacientes de >50 afios no
obtenian un beneficio significativo con la adicion de quimioterapia al tratamiento de ET, si se observd
una diferencia significativa en el grupo de pacientes £ 50 afos. En este subgrupo (< 50 afios y RS 11-
25) se observd un beneficio de la quimioterapia respecto a ET en cuanto a SLE de 0.8% y 1.6% a5y 9
afios respectivamente si presentaban un RS 16-20 (siendo la SLE 92.0 %= 1.3y 94.7% £ 1.1 a 5 afios
y 80.6 %= 2.5y 89.6%= 1.7 a 9 afos con ET respecto a quimioterapia seguido de ET).Esta diferencia
fue mayor en el grupo de RS 21-25 con una SLE a 5 afios de 86.3% con ET y 92.1% con quimioterapia
mas ET respectivamente y esta diferencia aument6 a 6.5% de beneficio de quimioterapia mas ET
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PLATAFORMA

GRUPO DE

BENEFICIO

EN§AYO GENOMICA POBLACION RIESGO REPORTADO
CLINICO UTILIZADA A ESTUDIO ESTUDIADO DE QMT
RESPECTO AET
. Pacientes >50 afios ) . .
MINDACT?209 MammaPrint NO - N1 cAlto/gBajo No diferencias
. Pacientes <50afios ) SLM a 8 afios [1 5% en
209
MINDACT MammaPrint NO-N1 cAlto/gBajo el brazo de QMT
TAILORX214 Oncotype Dx Pacmnte;gSO anos RS 11-25 No diferencias
1 1.6% en tasas de
recurrencia distancia
en brazo de QMT
a 9 afios
RS o .
16-20 Criterios clinicos de
alto riesgo: 6.5% tasas
de recurrencia a
Pacientes <50 anos RS distancia en el brazo
214 0 D
[LOR ncotype Dx NO 11-25 de QMT a 9 afios
1 6.5% en tasas de
recurrencia a distancia
RS en el brazo de QMT
21-25 a 9 anos,
independientemente
del riesgo clinico
Pacientes >50 afios
RxPONDER208 Oncotype Dx (o menopausicas) RS < 26 No diferencias a 5 afos
N1
Pacientes < 50 afios .
. SLEi de 5.2% en brazo
208
RxPONDER Oncotype Dx (o premelr\llcipausmas) RS < 26 de QMT a 5 afios

Tabla 8. Diferencias entre las plataformas MammaPrint y Oncotype en cuanto su objetivo primario en funcién de la edad
(pacientes > 50 afios 0 < 50 afios) o . SLEi = Supervivencia libre de enfermedad invasiva; QMT = quimioterapia.

respecto a la terapia ET a 9 afos de seguimiento (SLE 85.5% % 3.0y 79.2%+ 3.3 respectivamente). Sin
embargo, la SG fue similar en los diferentes grupos(214) (Tabla 8). A 12 afios de seguimientoeste
beneficio de la quimioterapia se mantuvo en el grupo RS 16 a 25221,

Cuando se analizé en el grupo de pacientes de < 50 afios con los grupos de RS extremo, bajo (RS <
10) y alto (RS > 26) se mantuvieron como los grupos de mejor y peor prondstico con una SG de 98.6%
y 92.4% a 9 afnos respectivamente?!4,

Al asociar los factores clinico-patoldgicos al algoritmo de Oncotype DX se observo un mayor beneficio
del tratamiento de quimioterapia en el grupo con RS intermedio (11-25) y factores clinicos de alto
riesgo, con una probabilidad de 12.3% de recurrencia a distancia en el grupo de ET y 6.1% en el
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grupo de quimioterapia mas ET a 9 afios. En cambio, estas diferencias no fueron tan significativas en
el grupo de bajo riesgo clinico con un 4.7% con ET y 3.9% con quimioterapia mas ET. Esta diferencia
en el beneficio fue mas evidente en el subgrupo con RS entre 16-20 donde se observo un beneficio
de la quimioterapia en pacientes con criterios de alto riesgo de aproximadamente un 6.5% que no
se observé con criterios de bajo riesgo clinico. En cambio, cuando se obtenia un RS entre 21-25
el beneficio de la quimioterapia se observaba independientemente de los criterios clinicos con un
beneficio de 6.4% en bajo riesgo y 8.7% en alto riesgo (Tabla 8)214.

En conclusion, en pacientes premenopdusicas, con diagnostico de cancer de mama RRHH+/HER2-
sin afectacion ganglionar la quimioterapia aporta un beneficio en cuanto al riesgo de recaida a
distancia de entre el 6% y 8% en el grupo de RS 21-25 independientemente del riesgo clinico y de un
6.5% en el grupo de RS 16-20 cuando el tumor presente criterios de alto riesgo.

Posteriormente, cuando se analizaron los datos del estudio RxPONDER en pacientes premenopausicas,
se observd un claro beneficio del tratamiento con quimioterapia que resulté en un descenso relativo
de la SLE invasiva en un 40% y un 42% de la supervivencia libre de recurrencia a distancia a 5
afos. En este estudio se observd que la quimioterapia ofrecia un beneficio en todos los subgrupos
tanto bajo como de riesgo intermedio (RS 0-25). La SLE invasiva a 5 anos aumentoé en un 5.2%
con tratamiento con quimioterapia mas ET en comparacion con ET en monoterapia (94.2% y 89.0%
respectivamente; HR 0.54, p=0.0004).

Ademas, también se observd un aumento significativo de la SG en las pacientes que recibieron
tratamiento con quimioterapia con una SG de 98.6% y 97.3% respectivamente con HR = 0.47, p=
0.032)208,

Estos resultados fueron en consonancia con los reportados en el estudio MINDACT donde se observo
un beneficio del 5% al tratamiento de quimioterapia mas ET en cuanto a SLM a 8 afos de seguimiento
en pacientes < 50afos con afectacién ganglionar2°.

» 3.4.3 Implicaciones de la inhibicion de la funcién ovarica en pacientes premenopausicas
Para poder explicar el beneficio de la quimioterapia en pacientes premenopausicas respecto
a pacientes menopausicas, existen dos hipdtesis principales. Por un lado, las caracteristicas
bioldgicas relacionadas con el tumor y su sensibilidad al tratamiento con quimioterapia. Como se
ha comentado con anterioridad, las pacientes mas jovenes presentan una mayor proporcion de
tumores con subtipo luminales B-like y una mayor proporcion de tumores clasificados como riesgo
intermedio-alto por plataforma gendmica que genera que sean tumores mas sensibles a tratamiento
con quimioterapia224225, Por otro, el beneficio indirecto que genera la quimioterapia actuando sobre
la funcion ovarica2?”.

El efecto citotdxico que realiza la quimioterapia sobre la capacidad funcional ovarica es clasicamente
conocido. La aparicion de amenorrea inducida por quimioterapia se asocia a un descenso de nivel
de estradiol periférico por lo que podria considerarse casi como una maniobra de supresion
hormonal?28, La amenorrea inducida por la quimioterapia esta ampliamente influenciada por el tipo
de tratamiento utilizado, el esquema de farmacos y la duracion de éste?29-231(Figura 21).
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Otro factor importante es la edad, siendo ésta un factor predictivo de recuperacion de la funcién
ovarica. La probabilidad de amenorrea permanente aumenta con la edad: la probabilidad de recuperar
la funcion ovarica a dos anos tras finalizar el tratamiento con quimioterapia en pacientes <40 afios es de
un 40-50%. A partir de los 40 afos este porcentaje desciende a un 10% y en pacientes premenopausicas
con edad > 50 afios la probabilidad de recuperacion es inferior al 5%232233 (Figura 21).

RECUPERACION DE LA FUNCION OVARICA

A. B.
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Figura 21. Recuperacion de la funcidn ovarica A. En funcién de la edad. B. En funcién del tipo de quimioterapia. AC =
doxorrubicina mas ciclofosfamida; ACT= doxorrubicina mas ciclofosfamida mas palictaxel; CMF= ciclofosfamida mas me-
totrexate mas fluorouracilo; ACD = doxorrubicina mas ciclofosfamida mas docetaxel (Adaptado de Petrek J.A et al ; J Clin
Oncol.,2006).

Estos datos se han visto reforzados en los grandes estudios de tratamiento hormonal adyuvante
como el estudio SOFT, donde se observo un mayor beneficio de supervivencia cuando se realizaba
una maniobra de SFO mediante analogos de la GnRH/LHRH asociado a ET en pacientes <35 afi0s205.
A 12 afios de seguimiento en el estudio SOFT se observo que las pacientes <35 afios presentaron
un beneficio al afiadir SFO al tratamiento de ET en SG de hasta un 16% (Tamoxifeno monoterapia:
68.7%, Tamoxifeno mas SFO: 77.8% y exemestano mas SFO: 85.2%), siendo este beneficio menor del
5% en pacientes >45 afios (tamoxifeno en comparacion con tamoxifeno o exemestano mas SF0)204,

Con estos datos, a lo largo de los afios, multiples estudios han intentado valorar el impacto de la
SFO generada por la quimioterapia en relacidn con la SLE y SG. Un estudio publicado en 2010, donde
se incluyeron pacientes con cancer de mama precoz, con afectacion ganglionar a recibir tratamiento
con quimioterapia adyuvante, se realizo un subanalisis en mas de 2,000 pacientes premenopausicas
para valorar el impacto de la amenorrea en la supervivencia. Este estudio observd que aquellas
pacientes con cancer de mama RE+ que presentaron amenorrea posterior al tratamiento de
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quimioterapia (definida como no menstruacion por al menos 6 o0 mas meses en los 24 meses de
seguimiento), presentaron una mejor SLE (riesgo relativo 0.70; p <0.001) y SG (riesgo relativo 0.76;
p= 0.04)%%7 (Figura 22).

En un andlisis posterior se observd que pacientes diagnosticadas con tumores RE+ y amenorrea
asociada presentaron un prondstico mas favorable en comparacién con el mismo subgrupo
histoldgico de pacientes que no presentaron amenorrea (HR para muerte de 0.52; p=0.002). En
cambio, no se observaron diferencias significativas en el subgrupo de pacientes con cancer de
mama RE-negativo en funcion de si presentaban o no amenorrea3*,

SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD SUPERVIVENCIA GLOBAL
100 R o\3100 Amenorrea
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Figura 22. Supervivencia libre de enfermedad y Supervivencia global y en funcién de la recuperacion de la funcién ovarica
tras recibir tratamiento con quimioterapia adyuvante (Adaptado de Swain S., et al; N Engl J Med.,2010).

Esta hipdtesis también se puede ver reflejada en los resultados del estudio RxPONDER, donde
se observé que en el grupo con RS situado entre 21-25, si se analiza el grupo que no recibio
quimioterapia, las pacientes mas jovenes presentaron un peor prondstico con una SLE invasiva a 5
afos de 80% en el grupo de <50 afos y 86.9% en el grupo de >50 afios. Esto podria ser explicado en
parte por el déficit de pacientes que realizaron SFO en el ensayo RxPONDER, ya que solo un 16% de las
pacientes realizaron tratamiento con SFO208,

Sin embargo, si el tratamiento con SFO de estas pacientes, puede llegar a substituir el tratamiento
con quimioterapia en algunas ocasiones queda todavia pendiente de definir.

» 3.4.4 Conclusiones

Hoy en dia, el uso de las plataformas gendmicas esta contemplado en guias nacionales e
internacionales con el objetivo de obtener informacion adicional prondstica que va a complementar
a las caracteristicas clinico-patoldgicas y finalmente valorar el beneficio de la quimioterapia en el
contexto adyuvante!®:.104213 Actualmente, las recomendaciones de la ASCO aconsejan tanto el uso
de MammaPrint como Oncotype Dx en pacientes con tumores RRHH+/HER2- precoz con afectacion
de hasta 3 ganglios, junto con otras variables clinico-patoldgicas para guiar decisiones sobre
quimioterapia adyuvante en base a su capacidad prondstical®.

Tanto MammaPrint como Oncotype Dx han demostrado la ausencia de beneficio de la quimioterapia
en las pacientes menopausicas que presenten riesgo bajo o riesgo intermedio determinado con la
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plataforma, incluso en afectacion ganglionar. Sin embargo, en las pacientes premenopausicas, la
quimioterapia sigue aportando un beneficio en relacién con el tratamiento exclusivo con ET. Existen
varias hipotesis para explicar este beneficio entre el cual se encuentra la funcion indirecta de la
quimioterapia sobre la alteracion de la funcion ovarica con el descenso del estradiol periférico.

Este dato podria tener relevancia teniendo en cuenta que muy pocas pacientes recibieron tratamiento
con SFO. Unicamente un 13% en el TAILORX2!4, un 19% (en el grupo de pacientes que recibieron
ET) en RxPONDER2%8 y un 21% en el estudio MINDACT2% fueron tratadas con SFO. Poder llegar a
discernir si el aumento de beneficio observado en este grupo de pacientes podria ser alcanzado
igual si en lugar de tratamiento con quimioterapia se realizara una correcta inhibicion de la funcién
ovarica es una pregunta todavia dificil de responder.

Es importante destacar que en pacientes premenopausicas los datos que existen hoy en dia son
insuficientes para poder utilizar Oncotype Dx en el caso de que presente afectacion de ganglios
positiva o si presenta alto riesgo clinico en el caso de MammaPrint.

3.5 TRATAMIENTO (NEO)ADYUVANTE CON INHIBIDORES DE CDK4/6

En los Ultimos afios, los inhibidores de CDK4/6 (iCDK4/6), palbociclib, abemaciclib y ribociclib,
en combinacién con ET han demostrado un aumento claro en SLP235-238 gsi como en SG239-242
en pacientes con cancer de mama RRHH+/HER2- metastasico. El gran beneficio observado en los
diferentes estudios fases III, asi como el aumento en calidad de vida respecto al tratamiento con
quimioterapia, ha convertido estos farmacos en una de las estrategias mas utilizas en primera linea
de cancer de mama luminal metastasico’®.

Con estos datos, se han empezado a desarrollar varios estudios para valorar el potencial beneficio de
los iICDK4/6 a nivel (neo)adyuvante. Existen 4 grandes estudios fases III que exploraron el potencial
beneficio de los diferentes iCDK4/6 en cancer de mama RRHH+ y HER2- precoz en adyuvancia:
PENELOPE-B243, PALLAS?4* y monarchE24 y el estudio NATALEE246 que ha presentado los resultados
recientemente (Slamon D.J., et al; Abstract LBA5000, ASCO anual meeting 2023) (247).

Todos ellos aleatorizacion mas de 5,000 pacientes, excepto por el estudio PENELOPE-B que
incluyo alrededor de 1,000 pacientes. Las principales caracteristicas de los diferentes ensayos,
asi como los resultados del objetivo primario se encuentran resumidos en la Tabla 9. Todos los
estudios utilizaron tratamiento con ET estandar en combinacion con el iCDK4/6 correspondiente
incluyendo combinaciones con analogos GnRH/LHRH (en el caso de pacientes premenopausicas).
Los resultados observados fueron contradictorios, probablemente por las diferencias que existen
en los disefios de los estudios, los criterios de inclusion/exclusién y el esquema y la duracién
del tratamiento, ademas, las tasas de discontinuacion también podrian haber contribuido a las
diferentes respuestas observadas.

En resumen, los estudios PALLAS y PENELOPE-B, utilizaron palbocilib como iCDK4/6, el estudio
monarchE utilizd abemaciclib y el estudio NATALEE ribociclib. El estudio PENELOPE-B requeria que
las pacientes tuvieran enfermedad residual posterior al tratamiento con quimioterapia neoadyuvante
mientras que el estudio monarchE incluyd pacientes con afectacidon ganglionar y algln otro factor
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PENOLPE-B PALLAS monarchE NATALEE
(Fase 11)243 (Fase l11)244 (Fase 111)245 (Fase lI1)24¢
iCDK4/6 Palbociclib Palbociclib Ribociclib 400 mg
UTILIZADO Y 125mg/24h 125mg/24h Abemaciclib 150mg cada/24h
ESQUEMA DE (3 semanas (3 semanas continuado (3 semanas
TRATAMIENTO si 1 de descanso) si 1 de descanso) si 1 de descanso)
NUM. PACIENTES 1,250 5,761 5,637 5,101
TIPO DE Menopadsicas y Menopadsicas y Menopadsicas y Menopadsicas y
PACIENTES premenopausicas | premenopausicas | premenopausicas | premenopausicas
ale';atzerégao Fase II1, Fase II1, Fase III,
FASE ! aleatorizado, aleatorizado, aleatorizado,
controlado - - .
abierto abierto abierto
con placebo
>4 ganglios afectos
PRINCIPALES Alto riesgo: gfgcet 0153c (?na”‘-j;'g; 3
CRITERIOS DE CPS- EG score >3 0 Estadios IT y III 5 g d Estadios I y III
INCLUSION 2 con ypN+ OOl > i 06
1-3 ganglios afec-
tos con Ki67 >20%
No punto de corte.
PUNTO DE CORTE El 75% de los o p
DEL Ki67 tumores tenian No punto de corte 20% o0 mas No punto de corte
ki67<15%
TIEMPO DEL
TRATAMIENTO 1 afio 2 afios 2 afios 3 afios
CON ICDK4/6
OBJETIVO . . . . . . . .
PRIMARIO SLE invasiva SLE invasiva SLE invasiva SLE invasiva
SLEi a 3 afios fue SLEi a 3 afos ?SIEEESI; ‘\}/sa;g Zoc/le SLgEaz?lsasn;) i ,de
RESULTADOS | de 81.2% vs 77.7% de 88.2% vs AR : i
= 0.505 88.5% D= 0.51 HR 0.66 (0.58 - HR 0.748 (0.618 -
p="0 P70 p=L 0.76), p<0.0001 | 0.908), p=0.0014

Tabla 9. Estudios adyuvantes con diferentes esquemas de tratamiento con iCDK4/6 en cancer de mama RRHH+/HER2-.
SLEi = intervalo supervivencia libre de enfermedad invasiva. (Adaptada de Agostinetto E., et al; ESMO open, 2021).

de riesgo como: tamano >5 cm, grado histoldgico 3 o un Ki67 >20%. En el estudio NATALEE se
podian incluir pacientes sin afectacién ganglionar siempre y cuando cumplieran algin criterio de
alto riesgo: grado histoldgico 3 o grado 2 y asociar Ki67 >20% o presentar criterios de alto riesgo
por alguna plataforma génica. El 100% de las pacientes del estudio PENELOPE-B habian recibido
quimioterapia, el 95% en el monarchE, el 88% en el estudio NATALEE y solo el 83% de las pacientes
incluidas en el PALLAS.

Tanto PENELOPE-B como PALLAS fueron ensayos negativos para su objetivo primario, mientras que
el estudio monarchE mostrd un aumento absoluto en la tasa de SLE invasiva de aproximadamente
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un 6.4% a cuatro afos de seguimiento, pasando de 79.4% en el brazo control a 85.8% en el brazo de
abemaciclib (HR = 0.66, 95% IC 0.58 — 0.76; p< 0.0001)2%>,

Basandose en los resultados del monarchE, en octubre de 2021 la FDA aprobo el tratamiento con
abemaciclib mas ET como tratamiento adyuvante en pacientes con cancer de mama luminal de alto
riesgo, definido como: afectacion de >4 o mas ganglios a nivel patoldgico o afectacion de 1-3 ganglios
mas uno de los siguientes: tamafio >5 cm o grado histoldgico 3 o Ki67 >20%(248). En marzo de
2023 la FDA retird el criterio de Ki67 para la utilizacién de abemaciclib dejando los criterios de alto
riesgo(249). Hoy en dia la guias ASCO recomiendan el uso de abemaciclib mas ET adyuvante durante
2 afios en pacientes con cancer de mama precoz RRHH+/HER2- de alto riesgo20.

Recientemente, se han comunicado los resultados del ensayo NATALEE observando un beneficio a 3
anos en SLE invasiva de 90.4% en el brazo de ribociclib versus 87.1% en el brazo de placebo.

Esimportante remarcar que, en todos los casos, la definicidn de alto riesgo ha sido realizada mediante
criterios clinico-patoldgicos y esta claro que en los Ultimos afios la incorporacién de las plataformas
gendmicas ha ayudado a aportar informacion adicional y mas fiable en cuanto a la estratificacion
del riesgo de los tumores. Por este motivo se encuentran en marcha diferentes ensayos clinicos en
estadios precoces donde también van a incluir criterios gendmicos en la seleccion de pacientes de
alto riesgo (ej. ADAPTcycle NCT04055493).

Estd ya mas que demostrado que los iCDK4/6 generan un importante descenso en la proliferacion
celular?>1-233, Esto es debido a que CDK4 y CDK6 estan implicados en la regulacion de la proliferacion
promoviendo la progresion de fase G1 a fase S%>*. Por lo que, los iCDK4/6 evitan la progresion de la
célula, quedandose en fase G12°5:256,

Determinar el efecto bioldgico de los iCDK4/6 en la célula tumoral esta siendo clave para poder
plantear esquemas libres de quimioterapia, incluso en tumores con alta proliferacion. El descenso
en el indice de proliferacidn Ki67 posterior a tratamiento con ET previo a cirugia, ha mostrado tener
un beneficio predictivo y prondstico2°7-259, por lo que ha sido uno de los objetivos principales a
valorar en la combinacidn de iCDK4/6 a nivel neoadyuvante.

Los tres estudios fases II principales que valoraron este esquema de tratamiento fueron: el estudio
NeoPalAnaZ>3 y PALLET?23! que utilizaron combinaciones con palbociclib y el estudio neoMONARCH
con abemaciclib2>2, Las caracteristicas principales de éstos estan reportadas en la Tabla 10. El
objetivo de estos estudios fue principalmente bioldgico, utilizando el descenso del indice Ki67
como biomarcador de beneficio a tratamiento?®?, con determinacion del porcentaje de tumores que
alcanzaron un arresto celular completo (Complete Cell Cycle Arrest en inglés con las siglas CCCA),
definido como determinacion del Ki67 <2.7% posterior al tratamiento.

En general se observd que el tratamiento con iCDK4/6 (ya fuera en monoterapia o en combinacion
con ET) conseguia un claro descenso en la proliferacion tumoral, alcanzando unas tasas de CCCA
de mas del 80% en algunos estudios (Tabla 10). También se exploro el efecto anti-proliferativo de
palbociclib a nivel de expresion génica con un descenso significativo de la firma de proliferacion por
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ESTUDIO

NEOPALANA

(Fase 11)233

PALLET
(Fase 11)251

NeoMONARCH
(Fase 11)252

iCDK4/6
UTILIZADO Y
ESQUEMA DE
TRATAMIENTO

Anastrozol (+ goserelina)
1-4 semanas y
posteriormente
se anadia palbociclib
125mg/24h
(3 semanas si 1 de
descanso) por 4 ciclos

Brazo A: letrozol por
14 semanas.

Brazo B: letrozol por
2 semanas Yy posterior

Brazo C: palbociclib
por 2 semanas y
posterior letrozol
hasta 14 semanas

Brazo D: palbociclib
mas letrozol por
14 semanas

Abemaciclib 150 mg/12h
mas anastrozol

Anastrozol
en monoterapia
durante 2 semanas
seguido de abemaciclib
mas anastrozol
por 14 semanas

NUM. PACIENTES

50

307

224

Fase II, un solo brazo

FASE . Fase II, aleatorizado Fase II aleatorizado
de tratamiento
PRINCIPALES Estadios I y III . .
CRITERIOS Premenopausicas ﬁ;ﬂozgs?'cg EStaﬁ,'lerlézélu;?lésmB
DE INCLUSION y menopausicas P P

OBJETIVO PRIMARIO

Valorar el CCCA
(Ki67< 2.7%): cambio del
Ki67 a C1D15 (tras dos
semanas de palbociclib)

Cambio de Ki 67 a
las 2 semanas y a
las 14 semanas
Respuesta clinica

Cambio del Ki67
a las 2 semanas

RESULTADOS

CCCA a C1D15
fue de 87%

CCCA a la semana
14: 90% versus 59%.
p<0.001 en los grupos
de palbociclib versus
letrozol en monoterapia

CCCA 14% (anastrozol)vs
58% (abemaciclib)
vs 68% (abemaciclib
+ anastrzol); p<0.001

Tabla 10. Estudios neoadyuvantes con diferentes esquemas de tratamiento con iCDK4/6 en cancer de mama RRHH+/
HER2- en comparacion con ET. CCCA = arresto celular completo.

PAM50 a los 15 dias de iniciar el tratamiento con palbociclib con una correlacién significativa entre
el porcentaje de Ki67 y la firma de proliferacion2>3. Curiosamente tanto el Ki67 como la proliferacion
aumentaban una vez finalizado el tratamiento con iCDK4/6 confirmando el efecto bioldgico anti-
proliferativo que generan estos farmacos en el tumor2°2,

Sin embargo, saber si la combinacidn puede llegar a sustituir el tratamiento con quimioterapia
neoadyuvante se encuentra todavia por valorar. Hasta la fecha, se han realizado dos estudios fases
IT que intentaron responder esta pregunta, realizando una comparacién directa entre tratamiento
con iCDK4/6 mas ET y quimioterapia (Tabla 11).
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Por un lado, el estudio NeoPALZ2%! un estudio fase II que incluyd pacientes menopausicas con
diagndstico de cancer de mama precoz de alto riesgo: estadios II-IIIA, Luminal B o Luminal A con
afectacion ganglionar por criterios PAM50, a recibir tratamiento neoadyuvante con palbociclib y
letrozol durante 19 semanas en comparacion con quimioterapia convencional (esquema basado en
antraciclinas seguido de taxanos). El objetivo primario fue determinar el porcentaje de tumores que
alcanzaban una carga tumoral residual (Residual Cancer Burden en inglés con siglas RCB) de 0-I
en el brazo de tratamiento dirigido en comparacion con quimioterapia y si éste podia observarse en
el 20% o mas de los tumores tratados con palbociclib mas letrozol. El RCB determina el porcentaje
de células tumorales posterior a un tratamiento neoadyuvante. Este score incluye la determinacion
del area tumoral, la celularidad tumoral residual, asi como el porcentaje de tumor in situ mas la
afectacion ganglionar. Este score se expresa en una puntuacion de 0-III y se ha asociado una mejor
supervivencia cuanto menor es el RCB262,263,

NEOPAL CORALLEEN
(Fase 11)2¢1 (Fase 11)265

ESTUDIO

Ribociclib 400 mg cada/24h (3

Fellsoefelly Radii /i semanas si 1 de descanso)

iCDK4/6 (3 semanas si 1 de descanso) + letrozol por 6 ciclos
UTILIZADO Y + letrozol por 19 semanas P
ESQUEMA DE . : :
TRATAMIENTO FEC por 3 ciclos sequido DO o Cliesimits

por 4 ciclos, seguido de

de elogsel o & el 12 semanas de paclitaxel

NUM. PACIENTES 106 106
FASE Fase II, aleatorizado Fase II, aleatorizado
Estadios 11 y I1I,
PE::‘#E’:‘IIE)ESS Luminal B o Luminal A con Estadios I-IITA y Luminal B por
DE INCLUSION afectacion ganglionar determinado Prosigna Menopausicas

por Prosigna Menopausicas

% PAM50/Prosigna
ROR score-bajo a
la cirugia
PAM50/Prosigna
ROR score bajo:
46.9% vs 46.1%

RCB 0-1 después de 19 semanas

OBJETIVO PRIMARIO .
de tratamiento

RCB 0-1: 7.6% (Ribociclib mas letrozol)

HELEAES vs 15.7% (quimioterapia)

Tabla 11. Estudios neoadyuvantes con diferentes esquemas de tratamiento con iCDK4/6 en cancer de mama RRHH+/
HER2- en comparacion con ET. CCCA = arresto celular completo.

El estudio mostrd un porcentaje de RCB 0-1 menor en el grupo de la combinacion del tratamiento
dirigido respecto al brazo de quimioterapia con un similar descenso en el Ki67. Si bien es cierto
que datos actualizados a 40 meses de seguimiento observaron que no hubo diferencias en los dos
brazos de tratamiento en cuanto a SLE invasiva2%4.
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Finalmente, el ensayo clinico CORALLEEN2%5, Se trata de un ensayo prospectivo, fase II, aleatorizado
donde también se incluyeron un total de 106 pacientes menopausicas con cancer de mama RRHH+/
HER2- de alto riesgo, definido como Luminal B por Prosigna, estadios I-IIIA. Las pacientes se
aleatorizaron a recibir tratamiento con ribociclib mas letrozol o tratamiento con quimioterapia
convencional (esquema basado en antraciclinas mas taxanos) durante 24 semanas (Tabla 11 y
Figura 24). El objetivo primario de este estudio fue también bioldgico. En este caso la determinacion
del porcentaje de pacientes que alcanzaban un score ROR de bajo riesgo determinado por la
plataforma Prosigna.

El test PAM50, denominado Test Prosigna en su forma comercial, es un test que utiliza un algoritmo
con la combinacion de datos gendmicos basados en el subtipo intrinseco del tumor (el conjunto de
los 50 genes anteriormente descritos) y cierta informacion clinica que incluye: el tamafio tumoral, la
afectacion ganglionar y la proliferacion. Este algoritmo, ademas de proporcionar el subtipo intrinseco,
indica también un indice ROR (Risk of Recurrence) score, un valor que va de 0 a 100, y permite
asignar una categoria de riesgo: riesgo bajo, riesgo intermedio o riesgo alto, que se correlaciona
con la probabilidad de riesgo de recaida a distancia en los proximos 10 afios. Este score integra la
biologia y la carga tumoral en una Unica herramienta validada y asociada de forma independiente
del tratamiento recibido a prondstico a largo plazo26®.

El estudio observd que existia un porcentaje similar de tumores que alcanzaban un ROR-bajo en
el brazo de quimioterapia como en el brazo de tratamiento con ribociclib mas letrozol (Figura 24).

Con todos los datos observados y los resultados obtenidos en los diferentes estudios que realizaron
tratamiento neoadyuvante con iCDK4/6 en monoterapia 0 en combinacion con ET, se ha podido
observar que los iCDK4/6 generan un efecto bioldgico en el tumor, como un descenso en la
proliferacion celular (ya sea con la determinacion del Ki67 por IHQ o por expresion de diferentes
genes individuales como el propio MIKI67 o con la expresidn de firma de proliferacion por Prosigna)
mayor en comparacion con tratamiento hormonal y, lo mas interesante, similar al tratamiento con
quimioterapia en pacientes de alto riesgo.

Hoy en dia, esta terapia se encuentra todavia en fase de ensayo clinico no siendo una terapia estandar
en la practica clinica habitual.

»3.5.1 Ensayo clinico CORALLEEN

Se trata de un estudio fase II, donde se incluyeron pacientes menopausicas con cancer de mama
RRHH+/HER2- estadios I-III, Luminal B por Prosigna. En este estudio se planted explorar si pacientes
menopausicas con criterios de alto riesgo (ya que todas ellas presetaban un tumor con subtipo
intrinseco Luminal B), podian realizar una desescalada de tratamiento mediante la combinacion
de iCDK4/6 asociado a ET en lugar de poliquimioterapia (el tratamiento estandar). Para ello todas
las pacientes incluidas se aleatorizaron a recibir tratamiento mediante poliquimioterapia estandar
(antraciclinas mas ciclofosfamida por 4 ciclos seguido de paclitaxel semanal por 12 semanas) o el
tratamiento a estudio con ribociclib 600 mg/24gh (3 semanas si y 1 semanas de descanso) mas
letrozol 2,5 mg/24h continuado durante 24 semanas (Figura 23).
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TRATAMIENTO

Menopausicas AC (60/600) cada 3 semanas por

RRHH+/HER2- 4 ciclos paclixatel semanal 80mg/m?
‘ por 12 semanas

Estadio I-lIA

Tamano tumoral > 2cm
PAM50 Luminal B
(Prosigna) por 12 semanas

VIONHID

AC (60/600) cada 3 semanas por
4 ciclos paclixatel semanal 80mg/m?

Criterios de estratificacion: 6 MESES —

¢+ Tamafio tumoral: T1/2 vs T3
+ Afectacién ganglionar

Figura 23. Disefio del estudio fase II CORALEEN (NCT03248427).

El objetivo primario del estudio fue evaluar el porcentaje de pacientes que alcanzaron un ROR score
(por Prosigna) de bajo riesgo en la muestra quirtrgica posterior a recibir 24 semanas de tratamiento
(ya fuera con ribociclib mas letrozol o quimioterapia).

Los resultados del estudio observaron que no hubo diferencia estadisticamente significativa entre
los dos brazos de tratamiento, observando que un 46.9% y un 46.1% de pacientes en el brazo de
ribociclib mas letrozol y de poliquimioterapia estandar respectivamente alcanzaron un ROR score
de bajo riesgo a la cirugia (Figura 24).

QUIMIOTERAPIA RIBOCICLIB MAS LETROZOL
0 0 ==,
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ROR a la cirugia ™ Alto ™ Intermedio " Bajo |

Figura 24. Resultados del objetivo primario del ensayo clinico CORALLEEN(NCT03248427), mediante el descenso de ROR
por Prosigna en los dos brazos de tratamiento (Adaptado de Gavila JM., et al; SABCS oral presentation, 2019).

Es importante destacar que, dado que todas las pacientes incluidas en el estudio eran Luminales
B por Prosigna, la gran mayoria presentaban un ROR score de alto riesgo al inicio del tratamiento.
Concretamente un 85% en el brazo de ribociclib mas letrozol y un 89% en el brazo de poliquimioterapia
eran tumores clasificados con un ROR de alto riesgo y un 15% y un 11% fueron clasificados como
riesgo intermedio. Ademas, también se observd un cambio en el subtipo intrinseco a uno menos
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agresivo, con un 87.8% y en el 82.7% de tumores Luminal A a la cirugia en el brazo de terapia dirigida
mas letrozol y quimioterapia, respectivamente.

En conclusion, el estudio CORALLEEN sugiere que es posible realizar una terapia sin quimioterapia
en pacientes menopausicas diagnosticadas de cancer de mama Luminal B de alto riesgo por subtipo
intrinseco y abre la puerta a realizar estudios para poder testar en un futuro esta hipétesis. Para ello,
una correcta identificacion de biomarcadores es necesaria para poder seleccionar que pacientes se
van a beneficiar de esta terapia de desescalada, ya que hoy en dia es incierta.
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4. NECESIDAD DE IDENTIFICAR
BIOMARCADORES DE DESESCALADA

PARA UNA ONCOLOGIA DE PRECISION

El cdncer de mama es el cancer mas diagnosticado en mujeres en el mundo. En concreto, en Espaia,
se estima que en 2023 se diagnosticaran aproximadamente 35,000 nuevos casos, siendo la principal
causa de mortalidad en mujeres en 2021 con un total de 6,528 muertes!.

En las Ultimas décadas se ha observado un aumento considerable en la supervivencia del cancer de
mama gracias a grandes avances en el diagnostico, el desarrollo de nuevos farmacos y en el aumento
de conocimiento del cancer de mama a un nivel molecular. Todo ello ha permitido establecer que
el cancer de mama no es una Unica enfermedad, sino un complejo grupo heterogéneo compuesto
por diferentes subtipos con sus propias caracteristicas clinicas y bioldgicas y que, en consecuencia,
presentaran diferente sensibilidad a los tratamientos y diferente prondstico 267,

El desarrollo de métodos para poder identificar y clasificar el riesgo individual de cada paciente ha
sido una de las preguntas clave en la Gltima década. Tradicionalmente, se han utilizado los diferentes
marcadores clinico-patoldgicos para estratificar el prondstico y guiar el tratamiento de las pacientes,
entre ellos destacan: el estadio tumoral (tamafio tumoral y afectacion ganglionar), grado histoldgico,
expresion de RRHH, la determinacion de HER2 y la determinacion del marcador Ki67268:269, Sin
embargo, gracias al estudio del microambiente tumoral, asi como al avance en el conocimiento a
nivel molecular y firmas gendmicas, se han conseguido desarrollar diferentes paneles de genes que
han permitido una mejor estratificacion de riesgo de las pacientes. En consecuencia, el tratamiento
de cancer de mama ha sufrido enormes cambios consiguiendo un abordaje multidisciplinar cada vez
mas personalizado208,209,270,

En el cancer mama HER2+ se ha identificado grupo de tumores con un prondstico excelente, con una
supervivencia mayor del 90% a 10 afios de seguimiento Unicamente con 12 semanas de tratamiento
con paclitaxel y trastuzumab (Estadios I)122, Asi como un pequefo grupo de tumores, entre un 20-
30% de ellos, especialmente sensibles a terapia anti-HER2 que podrian estar curados sin necesidad
de quimioterapia, Unicamente con terapia dirigida anti-HER22°,100,136,137,271,

A pesar de los multiples avances realizados en cuanto a la busqueda de factores prondsticos y
predictivos, todavia existen muchas pacientes que recibiran tratamiento de poliquimioterapia
sin tener muy claro el beneficio que ésta puede llegar a aportar. Un ejemplo son las pacientes
premenopausicas, consideradas de alto riesgo debido a una biologia tumoral mas agresiva y
la frecuencia de encontrar mutaciones germinales, por lo que en la mayoria de los casos la
poliquimioterapia sera la opcion principal con las consecuencias que esto conllevall’, aunque no
siempre aporte beneficio.
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Por lo tanto, es necesario entender la biologia tumoral para perfeccionar el proceso de toma de
decisiones e identificar a las pacientes jévenes que podrian ahorrarse el tratamiento de quimioterapia
adyuvante de forma segura. De la misma forma, todavia no se ha conseguido identificar que pacientes
podrian no estar beneficiandose del tratamiento con quimioterapia en el cancer de mama HER2+.

Por este motivo, el esfuerzo de seguir identificando nuevos biomarcadores que permitan clasificar y
seleccionar que pacientes van a presentar un beneficio al tratamiento sistémico con poliquimioterapia
es crucial. Por lo que en este trabajo se propone identificar una serie de potenciales biomarcadores
a raiz de una mejor comprension bioldgica tumoral que podra ayudar a identificar pacientes con
un buen prondstico y que por tanto podrian beneficiarse de una desescalada, o directamente la no
necesidad de quimioterapia en diferentes grupos de alto riesgo: identificar ese grupo de pacientes
diagnosticadas de cancer de mama HER2+ que presentaran una gran afinidad a terapia anti-HER2
sin necesidad de quimioterapia, pacientes premenopausicas donde el bloqueo hormonal per se,
podria ser igual de beneficioso que el tratamiento de quimioterapia o explorar la biologia tumoral
de pacientes menopausicas Luminal B tratadas mediante terapia dirigida (iCDK4/6 mas ET)
neoadyuvante.
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II. HIPOTESIS






HIPOTESIS

En el cancer de mama precoz, una reduccion en el uso de la quimioterapia (neo)adyuvante,
o0 incluso su completa eliminacion, es posible para ciertos subgrupos de pacientes gracias a
nuevos biomarcadores y a nuevas estrategias terapéuticas. Para esta tesis se han planteado 3
hipotesis especificas:

1. En pacientes con cancer de mama precoz HER2-positivo, la combinacion de la celularidad
tumoral y los linfocitos infiltrantes de tumor (llamado CelTIL) tras terapia corta basada en
farmacos anti-HER2 sin quimioterapia aporta informacién prondstica.

2. En mujeres premenopausicas con cancer de mama RRHH-positivo/HER2-negativo, la actividad
total o parcial de la quimioterapia se explica por un efecto anti-estrogénico indirecto mediante
la supresiodn de la funcién ovarica.

3. En pacientes postmenopausicas con cancer de mama RRHH-positivo/HER2-negativo de alto
riesgo, el estudio bioldgico de los tumores antes, durante y tras el tratamiento neoadyuvante
con ribociclib en combinacion con tratamiento endocrino podra permitir identificar pacientes
gue no necesiten quimioterapia adyuvante.
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III. OBJETIVOS






OBIETIVO GENERAL

Realizar una caracterizacion molecular mediante expresion génica, asi como la determinacion de
linfocitos infiltrantes de tumor en diferentes cohortes de pacientes diagnosticadas de cancer de
mama precoz RRHH-positivo y/o HER2-positivo previo y posterior al tratamiento para identificar
biomarcadores que puedan ayudar a la desescalada de tratamiento (neo)adyuvante.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

10.

Determinar los linfocitos infiltrantes de tumor y la celularidad tumoral (asi como calculo del
CelTIL score) en muestras de pacientes con cancer de mama precoz HER2- positivo tratadas
con doble bloqueo HER2 incluidas en el ensayo clinico NeoALTTO a dia 0 y a dia 14 (2+)
del tratamiento.

Validar la capacidad del CelTIL score, medido en el dia 14 (22+), de predecir respuesta
patoldgica completa (pCR) en pacientes con cancer de mama HER2-positivo tratadas en el
estudio NeoALTTO.

Determinar la capacidad prondstica del CelTIL score en el estudio NeoALTTO.

Identificar cambios de expresidn génica asociados al efecto del tratamiento endocrino en
pacientes postmenopausicas con cancer de mama Luminal B (por PAM50/Prosigna que
participaron en el ensayo clinico CORRALLEEN.

Validar la firma endocrina de expresion génica observada en el estudio CORALLEEN en lineas
celulares de cancer de mama RRHH-positivo/HER2-negativo.

Validar la firma endocrina de expresidén génica observada en el estudio CORALLEEN en
diferentes ensayos clinicos en pacientes menopausicas tratadas con hormonoterapia.

Validar la firma endocrina de expresion génica en otras cohortes de pacientes premenopausicas
tratadas con quimioterapia.

Identificar alteraciones gendmicas y/o vias de sefalizacidon asociadas con la resistencia al
tratamiento después de letrozol mas ribociclib o quimioterapia en pacientes con cancer de
mama Luminal B que participaron en el ensayo clinico CORALLEEN.

Definir las caracteristicas gendmicas, con especial atencion al sistema inmunoldgico,
en enfermedad residual en pacientes tratadas con ribociclib y tratamiento endocrino,
versus quimioterapia.

Determinar los linfocitos infiltrantes de tumor en la enfermedad residual en muestras de cancer
de mama tratadas con ribociclib y tratamiento endocrino, en comparacioén con quimioterapia,
y su relacién con la respuesta anti-proliferativa en las células tumorales.
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PRIMER ARTICULO

Tumor cellularity and infiltrating lymphocytes as a survival surrogate in HER2-positive
breast cancer

Nuria Chic, Stephen J Luen, Polo Nuciforo, Roberto Salgado, Degbora Fumagalli, Florentine Hilbers,
Yingbo Wang, Evandro de Azambuja, Itsvan Lang, Serena Di Cosimo, Cristina Saura, Jens Houber,
Aleix Prat and Sherene Loi.
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RESUMEN DEL PRIMER ARTICULO

En los Ultimos afios, el cancer de mama HER2-positivo (HER2+) ha experimentado significativos
avances en términos de supervivencia y calidad de vida. Gracias al desarrollo de nuevos farmacos
y la combinacién de diversas terapias, muchas pacientes han obtenido beneficios al incorporar
tratamientos dirigidos anti-HER2 a poliquimioterapia. No obstante, se estima que entre un 20-30% de
estos tumores presentan un prondstico excelente Unicamente con terapia dirigida anti-HER2. Para
identificar que tumores no obtendran un beneficio adicional al tratamiento con quimioterapia resulta
imprescindible investigar biomarcadores especificos. El CelTIL score es un nuevo biomarcador que
combina la determinacidn de los linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) y la celularidad tumoral a dia
14 (£2) en las muestras tumorales después de realizar terapia mediante doble bloqueo HER2 sin
quimioterapia. El CelTIL score fue previamente identificando en el trabajo publicado en 2018 por
Nuciforo P., y colaboradores, donde se valord su papel predictivo de respuesta a terapia anti-HER2
exclusiva. En el actual trabajo se ha evaluado el papel prondstico del CelTIL score en muestras
de pacientes incluidas en el ensayo clinico fase III NeoALTTO. Este ensayo aleatorizd pacientes
diagnosticadas de cancer de mama HER2+ en estadio precoz a recibir tratamiento neoadyuvante
mediante terapia anti-HER2 con la posterior adicion de quimioterapia. Se realizd la determinacion
del CelTIL score en la muestra obtenida posterior a la terapia anti-HER2 exclusiva en un total de
196 pacientes. Utilizando el cutoff del CelTIL socre preestablecido, se observé que los tumores
que presentaron un CelTIL score alto tenian una mejor supervivencia libre de eventos y una mejor
supervivencia global a 5 afios en comparacion con el CelTIL score bajo 76.4% (95% IC 68.0% - 85.0%)
versus 59.7% (95% IC 50.0% - 72.0%) HR 0.40 (95% IC 0.17 - 0.94; p=0.04) y 86.4% (95% IC 80.0%
- 94.0%) versus 73.5% (95% IC 64% - 84%) HR 0.43 (95% IC 0.20 - 0.92; p=0.03). La significancia
estadistica se conservd después de ajustar por determinacion de TILs basales, estado de receptores
hormonales, tamaio tumoral y afectacion ganglionar previa al tratamiento, tipo de cirugia realizada,
tratamiento realizado y respuesta patoldgica completa (pCR). Ademas, se corrobord la capacidad
predictiva del score, observando que las muestras tumorales situadas por encima del cutoff
presentaban una mayor probabilidad de alcanzar una pCR con 37% y 18% de pCR en el grupo de alto
y bajo CelTIL score respectivamente (0dds ratio 2.21, 95 IC 1.09 - 4.62; p=0.03). Saber si finalmente
el CeLTIL score podra llegar a ser implementado en la practica clinica para ayudar a la desescalada
de tratamiento debera ser confirmado por mas estudios.
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Abstract

In early-stage HER2-positive breast cancer, biomarkers that guide deescalation and/or escalation of systemic therapy are
needed. CelTIL score is a novel, combined biomarker based on stromal tumor-infiltrating lymphocytes and tumor cellularity
and is determined in tumor biopsies at week 2 of anti-HER2 therapy only. We evaluated the prognostic value of CelTIL in 196
patients with early-stage HER2-positive disease treated with standard trastuzumab-based chemotherapy in the NeoALTTO
phase Il trial. Using a prespecified CelTIL cutoff, a better 5-year event-free survival and overall survival was observed be-
tween CelTIL-high and CelTIL-low score with a 76.4% (95% confidence interval [CI] % 68.0% to 85.0%) vs 59.7% (95% CI % 50.0%
to 72.0%) (hazard ratio % 0.40, 95% CI % 0.17 to 0.94) and 86.4% (95% CI % 80.0% to 94.0%) vs 73.5% (95% CI % 64.0% to 84.0%)
(hazard ratio % 0.43, 95% CI % 0.20 to 0.92), respectively. Statistical significance was maintained after adjusting for baseline
tumor-infiltrating lymphocytes, hormone receptor status, pretreatment tumor size and nodal status, type of surgery, treat-
ment arm, and pathological complete response. Further studies to support CelTIL as an early readout biomarker to help dees-
calate or escalate systemic therapy in HER2-positive breast cancer seem warranted.

Use of (neo)adjuvant chemotherapy with at least 1 anti-HER2
agent is recommended for most patients with early-stage HER2-
positive breast cancer (1). Several studies have explored strate-
gies to improve HER2 blockade, such as adding 1 year of adju-
vant pertuzumab (2), 1 year of neratinib after trastuzumab (3),
or trastuzumab-emtansine (T-DM1) in patients who do not
achieve a pathological complete response (pCR) (4). Despite
such success, most patients are cured with chemotherapy and
trastuzumab. Biomarkers to identify patients not requiring
these anti-HER2 therapies are needed.

Received: September 22, 2020; Revised: January 1, 2021; Accepted: March 29, 2021

Various biomarkers determined on diagnosis have been ex-
plored for their predictive and/or prognostic value in early-stage
HER2-positive disease, including T (tumor size) N (nodes) M
(metastases) staging, hormone receptor status (5), stromal
tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) (6,7), PAM50 subtypes
(8,9), loss of PTEN (10), PIK3CA mutations (11), and p95HER?2 ex-
pression (12). However, their clinical utility remains unknown,
and further validation is needed. Biological information
obtained after neoadjuvant therapy is gaining attention, be-
cause it measures individual response to specific therapies and

© The Author(s) 2021. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please email: journals.permissions@oup.com
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Figure 1. Survival outcomes in NeoALTTO based on CelTIL score. A) Event-free survival (EFS) based on the CelTIL prespecified cutoff score. B) Overall survival (0S).C) EFS
based on CelTIL tertile groups. D) OS based on CelTIL tertile groups. E) EFS in patients with a pathological complete response (pCR). F) EFS in patients with a non-pCR.
Estimates of EFS and OS were from Kaplan-Meier curves and tests of differences by Cox proportional hazards model. All statistical tests were 2 sided. CelTIL Yscore

based on tumor cellularity and tumor infiltrating lymphocytes at day 14; CI % confidence interval; HR % hazard ratio.

can inform treatment strategies (4). Promising biomarkers being
evaluated in residual tumors are PAM50 subtypes (13), TILs (14),
and HER2 expression (15). One caveat is the 4- to 6-month wait
until completion of neoadjuvant therapy.

We have shown the value of defining predictive and prognos-
tic biomarkers after some weeks of anti-HER2 therapy (16). We de-
veloped the CelTIL score, a combined biomarker based on both
TILs and tumor cellularity determined by a tumor biopsy after
14 days (6 2 days) of anti-HER2 therapy only in early-stage HER2-
positive breast cancer (16). The CelTIL score was determined in

the PAMELA (17) and LPT109096 (18) neoadjuvant trials as an early
readout of the probability of a pCR at surgery beyond baseline
TILs, PAM50 subtypes, and main clinical-pathological characteris-
tics. High CelTIL scores identify tumors that are highly immune
infiltrated with reduced tumor cellularity (16).

The value of CelTIL as a biomarker for long-term survival
is unknown. Here, we determined the CelTIL score after 2 weeks
of anti-HER2 therapy in tumor samples from the neoadjuvant
NeoALTTO phase III trial (19) that randomly assigned
455 patients to receive lapatinib, trastuzumab, or
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Table 1. Association of CelTIL score with event-free survival and overall survival in NeoALTTO

Event-free survival

Overall survival

Variable and type of analysis HR (95% CI) Pa HR (95% CI) Pa
CelTIL high vs low
Univariate 0.51 (0.30 to 0.85) .01 0.43 (0.22 to 0.84) .01
Multivariable 0.40 (0.17 to 0.94) .04 0.43 (0.20 to 0.92) .03
CelTIL as a continuous variable
Univariate 0.83 (0.73t0 0.95) .006 0.85 (0.72 to 1.01) .06
Multivariable 0.78 (0.62 to 1.00) .05 0.85 (0.71 to 1.03) .09

2All statistical tests were 2-sided. CelTIL % score based on tumor cellularity and tumor infiltrating lymphocytes at day 14; CI ¥4 confidence interval; HR % hazard ratio.

trastuzumab-lapatinib for 6 weeks followed by the addition of
weekly paclitaxel for 12 weeks and adjuvant fluorouracil, epiru-
bicin, and cyclophosfamide. The lapatinib arm was excluded be-
cause of noninclusion of trastuzumab. The trial was approved by
the ethics committee and relevant health authorities at each
participating institution. All participating patients gave the
written informed consent before the study entry.

TILs and tumor cellularity were centrally determined from
formalin-fixed paraffin-embedded hematoxylin and eosin staining
of tumor tissues obtained at day 14 (62 days) of the assigned anti-
HER2 therapy. The CelTIL score was centrally evaluated as a
continuous variable using a reported formula (CelTIL unscaled
score ¥4 €0.8 € tumor cellularity [%] b 1.3 ¢
TILs [%]; the score was scaled to reflect a 0-100 range) (16). The
primary objective was to evaluate the association of CelTIL (us- ing
the predefined 33.59 scaled cutoff score identified in the PAMELA
trial) (17) and event-free survival (EFS), defined as the time from
randomization to first event (breast cancer relapse af- ter surgery,
second primary cancer, or death without recur- rence). Secondary
objectives were to evaluate the association of CelTIL and overall
survival (0S) and pCR defined as ypTO/is ypNO and assess the
prognostic effect of CelTIL per pCR status.For associations with
EFS and OS, multivariable Cox propor- tional hazards regression
models using a landmark analysis (from 30-week post
randomization) were performed, adjusting for baseline TILs,
hormone receptor status, pretreatment tumor size and nodal
status, planned type of surgery, pCR status, and assigned treatment
arm. The proportionality assumption was tested through
evaluation of Schoenfeld residuals. Univariate and multivariable
Cox proportional regressions models were used to investigate the
association of CelTIL with pCR, and odds ratios and 95% confidence
intervals (CIs) were calculated. Baseline TILs were analyzed as a
continuous variable (per 10%
increase) for association with EFS and OS and as low vs high for
associations with pCR (€5% vs >5%). In all Cox model analyses,
the statistical significance level was a 2-sided alpha of .05.

A total 196 of 303 (64.7%) tumor samples were evaluated for
CelTIL (108 from the trastuzumab arm and 88 from the trastuzu-
mab-lapatinib arm). Patients’ clinical-pathological characteris-
tics were comparable with the original population in NeoALTTO
(Supplementary Table 1, available online). Median age at diag-
nosis was 49 years, 59.7% of patients had T2 tumors, and 84.7%
had clinical NO/N1. Per prespecified CelTIL cutoff, 45.4% of
patients had CelTIL-low and 54.6% had CelTIL-high.

The CelTIL score was independently associated with EFS, OS,
and pCR. Five-year EFS was 76.4% (95% CI ¥ 68.0% to 85.0%) and
59.7% (95% CI ¥4 50.0% to 72.0%) in patients with CelTIL-high and
CelTIL-low, respectively (adjusted hazard ratio [HR] % 0.40, 95%
CI ¥4 0.17 to 0.94, PY.04). Five-year OS rate was 86.4% (95% CI %
80.0% to 94.0%) and 73.5% (95 CI V4 64.0% to 84.0%) in patients

with CelTIL-high and CelTIL-low, respectively (adjusted HR
¥4 0.43,95% CI 4 0.20 to 0.92, P V4 .03). When CelTIL was evalu- ated
by tertiles, the upper tertile showed better EFS and OS (EFS
univariate HR % 0.29, 95% CI ¥4 0.13 to 0.62, P%4.001; OS univari-
ate HRY0.28, 95% CI % 0.11 to 0.69, PY4.006). Patients with
CelTIL-high disease had a higher pCR rate vs CelTIL-low group (37%
vs 18%, adjusted odds ratio ¥4 2.21, 95% CI ¥4 1.09 to 4.62,P V4 .03)

(Figure 1). All univariate and multivariable survival anal- yses are
shown in Table 1 (Supplementary Table 2, available on-

line). To note, only TILs determined at week 2 (as a continuous
variable) were statistically associated with better EFS
(Supplementary Table 3, available online).

This is the first report, to our knowledge, to show an inde-
pendent association between an early, optimal on-treatment
measurement of TILs and tumor cellularity and long-term-
survival outcome in early-stage HER2-positive breast cancer
treated with anti-HER2-based therapy. The ability of CelTIL to
predict survival benefit to specific drugs is currently unknown.
However, with further validation, CelTIL could be used with
other clinical-pathological variables as an early survival readout
and to select patients in prospective clinical trials for escalation
or deescalation of adjuvant regiments. For example, patients
achieving pCR and being CelTIL-low may require additional ad-
juvant anti-HER2 treatments because of their poor prognosis.
Additionally, CelTIL could help to identify patients who may do
well with standard therapy and thereby not be candidates for
adjuvant clinical trials. Determining the CelTIL score has the
limitation that an additional biopsy at day 15 should be con-
ducted, which is an invasive procedure. Moreover, the score was
initially established for early HER2-positive breast cancer
treated with a chemo-free regimen, and its value in other con-
texts, such as upfront anti-HER2-based chemotherapy, remains
unknown. Our data suggest that CelTIL seemed to provide prog-
nostic stratification in patients who did and did not achieve pCR,
although this finding is underpowered and did not reach
statistical significance (Supplementary Figure 1, available on-
line); further data will be required for confirmation. The limited
sample size is a limitation to determine the prognostic effect of
2 or more variables. Finally, CelTIL could be used in window-of-
opportunity or preoperative trials to compare biological activity
of anti-HER2 drugs and estimate potential survival advantages
among strategies. More validations are warranted to draw ro-
bust conclusions.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

Supplementary Table 1. Clinical-pathological characteristics between the cohort of patients

with CelTIL and the cohort of patients without the CelTIL data from the NeoALTTO trial?

CelTIL evaluable CelTIL non- P
(n=196) evaluable (n=107) | (evaluable vs non-
evaluable)
Age at diagnosis, median (range), 49 (23-75) 50 (25-80) 0.526
years (Man-Wilcoxon)
Pre-treatment tumor size
T2 117 (59.7%) 67 (62.6%) 0.708 (Chi-square)
>T3 79 (40.3%) 40 (37.4%)
Pre-treatment nodal status
NO0/1 166 (84.7%) 90 (84.1%) 1.000 (Chi-square)
> N2, Nx or missing 30 (15.3%) 17 (15.9%)
Hormone receptor status
Positive 106 (54.1%) 46 (43%) 0.084 (Chi-square)
Negative 90 (45.9%) 61 (57%)
PCR status (note — some cases have
unknown pCR status)

Yes 56 (28.6%) 52 (48.6%) 0.001 (logistic
regression stratified
by hormone receptor

status)

No 134 (68.4%) 51 (47.7%)

Unknown 6 (3%) 4 (3.7%)

EFS events 60 (30.7%) 24 (22.4%) 0.218 (log-rank)
Deaths 36 (18.4%) 17 (15.9%) 0.721 (log-rank)

aAll cases from the lapatinib-only arm are excluded. EFS = event-free survival, pCR = pathological

complete response.




Supplementary Table 2. Multivariate Cox proportional hazards models for event-free

survival and overall survival?

HR (95% CI) P
Event-free survival
CelTIL score 0.40 (0.17 —0.94) 0.04
Baseline TILs (per 10%) 0.73 (0.57-0.94) 0.01
Pre-NAC tumor size 0.81 (0.46-1.44) 0.47
Pre-NAC nodal status 1.11 (0.45-2.69) 0.83
HR status 0.76 (0.43 -1.35) 0.35
Planned surgery 1.05 (0.56-1.99) 0.87
pCR status 0.61 (0.3-1.23) 0.17
Treatment arm 0.82 (0.46-1.49) 0.52
Overall survival
CelTIL score 0.43 (0.20-0.92) 0.03
Baseline TILs (per 10%) 0.85 (0.64-1.13) 0.26
Pre-NAC tumor size 0.46 (0.21-0.98 0.04
Pre-NAC nodal status 0.8 (0.26-2.46) 0.70
HR status 0.67 (0.31-1.46) 0.32
Planned surgery 1.69 (0.63-4.58) 0.30
pCR status 0.38 (0.13-1.15) 0.09
Treatment arm 0.57 (0.25-1.3) 0.18

& Cl = confidence interval; HR = hazard ratio; pCR = pathological complete response

Supplementary Table 3. Relationship between tumor infiltrating lymphocytes (TILs) at

week 2 and tumor cellularity at week 2 and outcome?

Event-Free Survival

Overall Survival

HR (95% CI) P HR (95% CI) P
TILs (per 10% increment) 0.79 (0.68- 0.002 | 0.88(0.75-1.03) | 0.11
0.92)
Tumor cellularity (per 1% | 1 (0.99-1.01) 0.60 1.01 (1-1.02) 0.16
increment)

4HR = hazard ratio; Cl = confidence interval




Supplementary Figure 1. Survival outcomes in NeoALTTO based on CelTIL score. (A) OS
in patients with a pCR; (B) OS in patients with a non-pCR. Estimates of EFS and OS were
from Kaplan-Meier curves and tests of differences by cox proportional hazard model. All
statistical tests were two sided. EFS =Event-free survival; OS = Overall Survival; HR =

Hazard Ratio; Cl = Confident Interval.
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RESUMEN DEL SEGUNDO ARTICULO

Eltratamiento con quimioterapia (neo)adyuvante tiene un papel relevante en pacientes diagnosticadas
de cancer de mama con expresion de receptores hormonales positivos (RRHH+) especialmente
en aquellas que se encuentran en la etapa premenopausica. Los tres grandes ensayos clinicos
prospectivos fase III observaron un beneficio adicional del tratamiento con quimioterapia adyuvante
en pacientes premenopausicas que no se observo en pacientes menopausicas. La explicacion
bioldgica de esta disparidad en el beneficio se encuentra todavia pendiente de responder. En este
trabajo se ha realizado una caracterizacion a nivel de expresion génica, mediante la plataforma
nCounter, en muestras tumorales de diferentes cohortes de pacientes diagnosticadas de cancer
de mama RRHH+, tanto premenopausicas como menopausicas, que recibieron terapia dirigida
asociada a endocrinoterapia (ET), ET en monoterapia o quimioterapia, tanto antes como después
del tratamiento. Primero se exploraron las muestras de 106 pacientes menopausicas incluidas
en el ensayo clinico fase II CORALLEEN. En este ensayo las pacientes fueron aleatorizadas a
recibir tratamiento neoadyuvante mediante poliquimioterpia o ribociclib mas letrozol. Se observo
que existian un total de 19 genes relacionados con la via de estrogenos que se encontraban
sobreexpresados en el brazo de ribociclib mas letrozol exclusivamente. Estos resultados fueron
confirmados en otra cohorte independiente de 20 pacientes menopausicas tratadas con letrozol en
monoterapia, asi como en la linea celular MCF7 (RRHH+/HER2-negativo) tratada con estradiol. Se
observd que la expresion del gen PGR se encontraba infraexpresado a las 2 semanas de tratamiento
mediante ET y terapia anti-HER2 tanto en pacientes pre- como menopausicas en cancer de mama
RRHH+/HER2-positivo (HER2+). Mientras que tratamiento anti-HER2 en monoterapia aumentaba
la expresidn del gen PGR en cancer de mama RRHH-negativo/HER2+. Posteriormente se valoré la
misma firma de 19 genes en una cohorte de pacientes tanto pre- como menopausicas diagnosticadas
de cancer de mama RRHH+/HER2- tratadas con quimioterapia neoadyuvante, observandose que
esta firma presentaba una disminucion de su expresion solo en pacientes premenopausicas.
Ademas, en 40 pacientes tanto pre — como menopausicas diagnosticadas de cancer de mama
receptor de progesterona positivo (RP+) /HER2 negativo (HER2-) tratadas mediante quimioterapia
neoadyuvante, el 69.2% de las pacientes premenopausicas realizaron una negativizacion del
RP mientras que solo lo alcanzaron el 14.8% de las pacientes menopausicas (p = 0.001). Estos
resultados indican que la quimioterapia podria inducir una disminucidn de la expresion de los genes
regulados por el receptor de estrdgenos en pacientes premenopausicas diagnosticadas de cancer
de mama hormonodependiente, probablemente ocasionado por el efecto indirecto que genera la
quimioterapia con la disfuncion ovarica.
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Findings: In 106 post-menopausal patients with HR+/HER2-negative BC randomized to neoadjuvant chemo-

Keywords: therapy or ET (letrozole+ribociclib), a total of 19 oestrogen-regulated genes, including progesterone receptor

(PGR), were found downregulated in the ET-based arm-only. We confirmed this finding in an independent
Hormone receptor positive dataset of 20 letrozole-treated post-menopausal patients and found, conversely, an up-regulation of the same
Breast cancer signature in HR+/HER2-negative MCF7 cell line treated with estradiol. PGR was found down-regulatedby 2
Chemotherapy weeks of ET+anti-HER2 therapy in pre-/post-menopausal patients with HR+/HER2-positive (HER2+) BC, while
Oestrogens anti-HER2 therapy alone increased PGR expression in HR-negative/HER2+ BC. In 88 pre- and post-men- opausal
patients with newly diagnosed HR+/HER2-negative BC treated with chemotherapy, the 19 oestro- gen-
regulated genes were found significantly downregulated only in pre-menopausal patients. In progesterone
receptor (PR)+/HER2-negative BC treated with neoadjuvant chemotherapy (n=40), tumours became PR-
negative in 69.2% of pre-menopausal patients and 14.8% of post-menopausal patients (p=0.001). Finally, a mean

Pre-menopause
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decrease in PGR levels was only observed in pre-menopausal patients undergoing anti-HER2-based multi-
agent chemotherapy.

Interpretation: Chemotherapy reduces the expression of ER-regulated genes in pre-menopausal women suf-
fering from hormone-dependent BC by supressing ovarian function. Further studies should test the value of
chemotherapy in this patient population when ovarian function is suppressed by other methods.
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Research in Context

Evidence before this study

Transient or permanent amenorrhea is frequently induced by
adjuvant chemotherapy in pre-menopausal women affected by
hormone receptor-positive (HR+) breast cancer. However, it is
unclear if this indirect effect of chemotherapy affects anti-
tumour response. Here, we carried out a systematic literature
search on Pubmed® in March 2021 by using the following terms
“antiestrogen”, “anti-estrogen”, “effect”, “chemotherapy”, “breast
cancer”, “breast tumour”, “premenopause” and “premeno-
pausal”, without language restrictions. We screened 905 referen-
ces and none shed light on the molecular basis of chemotherapy
efficacy in premenopausal HR+ breast tumours.

Added value of this study

This is the first report to provide biological evidence that chemo-
therapy induces an anti-oestrogen effect in pre-menopausal
patients with oestrogen-dependent breast cancer, as does an
aromatase inhibitor in post-menopausal patients.

Implications of all the available evidence

The value of chemotherapy in pre-menopausal patients with
hormone-dependent breast cancer might be low or null if ovar-
ian function supression is induced. Large prospective trials with
survival outcomes should test this hypothesis.

1. Introduction

Hormone receptor-positive (HR+) breast cancer is a major cause of
cancer death [1]. Early-stage treatment consists of loco-regional ther-
apy and adjuvant endocrine therapy [2]. (Neo)adjuvant chemother-
apy is generally indicated for patients with high-risk HR+ tumours that
usually have a high-proliferative state, which is a general bio- marker
of chemotherapy responsiveness [3,4]. In HR+ breast tumourswith
low-to-intermediate proliferation, however, recent results from three
large, randomized adjuvant clinical trials (i.e., TailorX [3], MINDACT
[4] and RxPONDER [5]) suggest that chemotherapy improves survival
outcomes in pre-menopausal patients yet not in those who are post-
menopausal. The biological explanation behind this observation
remains unknown. On one hand, intrinsic genomic features of tumour
cells in young women might render tumour cells more sensitive to
chemotherapy [6]. On the other hand, chemother- apy’s ability to
induce ovarian failure or premature menopause iswell-established [7];
hence, this could lead to a decrease of systemic levels of oestrogen [7
10]. To optimize the-treatment landscape of early- stage HR+ breast
cancer, a better understanding of this clinical observa-tion is needed
because these alternative hypotheses could mean different treatment
options for young women with breast cancer.

2. Methods

To address the potential anti-oestrogen effects of chemotherapy
in breast cancer, we analyzed tumour samples from 4 clinical trials, 2

retrospective cohorts from the Hospital Clinic of Barcelona (HCB) and
a publicly available cell line-derived dataset, as subsequently
described.

Patient cohorts. The SOLTI-1402 CORALLEEN trial is an open-label,
phase II parallel, two-arm, neoadjuvant trial, where 106 post-meno-
pausal patients with stage I-IIIA HR+/HER2- negative and luminal B
(by the standardized PAM50/Prosigna® assay) breast cancer were
randomized 1:1 to receive either six cycles of 28 days of oral riboci- clib
600mg once daily on a 3 weeks-on 1lweek-off schedule plus con-
tinuous letrozole 2.5 mg once daily or standard neoadjuvant
chemotherapy with four cycles of doxorubicin 60mg/m? and cyclo-
phosphamide 600mg/m? intravenous (IV) every 21 days followed by
paclitaxel 80mg/m? during 12 weeks. Tumour samples were col- lected
at baseline and at surgery, and subsequently formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) according to protocol. The main results of the SOLTI-
CORALLEEN trial have been previously reported [11]. This study is
registered in ClinicalTrials.gov with number NCT03248427 and is
completed.

SOLTI-1501 VENTANA trial is a neoadjuvant phase II trial that ran-
domized a total of 61 post-menopausal patients diagnosed with stage
I-1IIA HR+/HER2-negative breast to receive either letrozole 2.5 mg
daily, oral metronomic vinorelbine 50 mg 3 days a week or letrozole
2.5 mg daily and oral metronomic vinorelbine 50 mg three times a
week for 3 weeks. Tumour samples were collected at baseline and after
3 weeks of letrozole treatment and subsequently FFPE accordingto
protocol. The main results of the SOLTI-1501 VENTANA have been
previously reported [12]. This study is registered in ClinicalTrials.gov
with number NCT02802748 and is completed.

The PAMELA trial is a non-randomized, open label, multicentric
phase II study of neoadjuvant dual HER2 blockade therapy without
chemotherapy, where 151 patients with early HER2+ breast cancer
were treated with neoadjuvant lapatinib (1,000 mg daily) and trastu-
zumab (8 mg/kg i.v. loading dose followed by 6 mg/kg) for 18 weeks.
Patients with HR+ breast cancer received letrozole or tamoxifen
according to menopausal status. The main results of the PAMELA trial
have been previously reported [13]. Tumour samples were collected at
baseline, day 14 and surgery and subsequently formalin-fixed par-
affin-embedded (FFPE) according to protocol. This study is registered
in ClinicalTrials.gov with number NCT01973660 and is completed.

SOLTI-1007 NEOERIBULIN trial is a neoadjuvant phase II, single-
arm trial that included 174 stage II-1Il HER2-negative breast cancer
patients (73 triple-negative and 101 HR+/HER2-negative) to receive
1.4 mg/m2 of eribulin intravenously on days 1 and 8 every 21-day
cycle, for 4 cycles. Tumour samples were collected at baseline and at
surgery and subsequently FFPE according to protocol. The main
results of the SOLTI-1007 NEOERIBULIN study have been previously
reported [14]. This study is registered in ClinicalTrials.gov with num-
ber NCT01669252 and is completed.

Hospital Clinic HR+/HER2-negative neoadjuvant cohort is a retro-
spective cohort of 40 patients diagnosed with stage I1I-1Il HR+/HER2-
negative breast cancer (13 pre-menopausal and 27 post- meno-
pausal), between 2015-2018 at the HCB. All patients received an
anthracycline/taxane-based neoadjuvant chemotherapy. Tumour
samples were collected at baseline and surgery and subsequently
FFPE.

Hospital Clinic HER2+ neoadjuvant cohortis a retrospective cohort
of 73 pre-menopausal and post-menopausal patients
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diagnosed with HER2+ early stage (I1I/1II) breast treated with neoadju-
vant anti-HER2-based multi-agent chemotherapy between 2008 and
2017 at the HCB. FFPE tumour samples were collected at baseline and
surgery (if residual disease).

2.1. Ethics

Each study was conducted according to the Declaration of Hel-
sinki. For each one of the previously mentioned patient cohorts, an
informed consent for study participation had been previously obtained
from all patients enrolled in each individual study. HCB cohorts
included patients in observational studies for which Ethicapproval was
granted by the ethics committee of the HCB (IRB: HCB/ 2021/0007 and
HCB/2015/0491). All other cohorts proceeded from clinical trials that
were approved by independent ethics committeesat each centre, as
specified in the respective publications.

RNA extraction. RNA was extracted from formalin-fixed paraffin-
embedded tumour samples from the HCB neoadjuvant HER2+ cohort,
the SOLTI-CORALLEEN, SOLTI-VENTANA, PAMELA and SOLTI-NEOERI-
BULIN trials using the High Pure FFPET RNA isolation kit (Roche, Indi-
anapolis, IN, USA). At least 1-5 10 Mm FFPE slides were used for each
tumour specimen, and macrodissection was performed to avoid con-
tamination with normal breast tissue, if needed. RNA was quantified
at the NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA).

Gene expression analysis. A minimum of 100 ng of total RNA was
used to measure gene expression across the SOLTI-CORALLEEN,
SOLTI-VENTANA, PAMELA and SOLTI- NEOERIBULIN trials and 1 neo-
adjuvant cohort of the HCB using the nCounter platform (NanoString
Technologies, Seattle, Washington, USA). In SOLTI-CORALLEEN and
SOLTI-VENTANA, we used the nCounter® Breast Cancer 360™ panel,
which includes 771 breast cancer-related genes. In PAMELA, a custom
made codeset of 560 breast cancer-related genes was used. In SOLTI-
NEOERIBULIN, a custom made codeset of 540 breast cancer-related
genes was used. In the neoadjuvant cohort of the HCB, a custom made
codeset of 60 genes was used. Across the 5 studies, genomic data were
normalized using 5 housekeeping genes (ACTB, MRPL19, PSM(4,
RPLPO and SF3A1) and log2 transformed. Expression counts were then
normalized using the nSolver 4.0 software and customscripts in R
3.6.1.

Immunohistochemistry. Hematoxylin and eosin (H/E) staining was
performed to confirm the presence of invasive tumour cells ( 10%) and
determine the minimum tumour surface area (4 mmz2). Proges- terone
receptor (PR) expression was identified using the 1E2 rabbit
monoclonal primary antibody (Ventana Medical Systems). PR-nega-
tive disease was defined as less than 1% of positive tumour cells.

Genomic analysis on MCF7 cell line. Microarray-based gene expres-
sion data was obtained from GEO GSE119552 (available at: https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE119552). In the
original study, MCF7 breast cancer cell line was cultured for at least
24 h in steroid- and serum-deprived DMEM without phenol red and
with 1.5% charcoal/dextran-stripped FBS (Biowest). Cells were
treated for 24h with solvent as a control or 10—° M E2. RNA was
extracted and gene expression analysis was performed using Agilent
SurePrint G3 Human GE v2 8 £60 microarrays [15].

Statistical analysis. To identify genes whose expression was signifi-
cantly different between paired samples (i.e., baseline versus after
treatment) or unpaired samples (i.e., different MCF-7 cell lines treated
with control or E2) we used a two-class paired or a multiclass
Significance Analysis of Microarray (SAM), respectively, with a false
discovery rate (FDR)<5% [16]. The SAM provides for each gene ana-
lyzed the standardized mean difference between the gene’s expres-
sion in a class (e.g., a cell line, a patient cohort etc.), versus its overall
mean expression in the dataset. The algorithm applies a t-test at the
individual gene level to determine whether the expression pattern for
that gene is significant and is able to identify up/down-regulated

genes by determining the deviations between observed and expected
relative differences, considering a prespecified cut-off for the FDR. This
is the rate at which a gene will be incorrectly identified as signif- icant
[16]. Paired or unpaired Student’s t test, Mann-Whitney testand
ANOVA were conducted whenever appropriate to compare con-
tinuous variables between groups. Univariate logistic regression was
performed to evaluate the association between PR expression accord-
ing to menopausal status in the HER2-negative HCB chemo-treated
cohort. All statistical tests were two-sided, and the statistical signifi-

cance level was set to <0.05. All analyses were performed using R
software version 4.0.2.

2.2. Role of funding source

The funders had no role in study design, data collection, data anal-
yses, interpretation, or writing of this report. All authors had full access
to all the data in the study and had final responsibility for the decision
to submit for publication.

3. Results

First, we analyzed tumour samples from the SOLTI-CORALLEEN
phase II clinical trial [11]. 106 post-menopausal patients with newly
diagnosed stage II-IIl hormone-dependent luminal B breast cancers
were randomized to either standard neoadjuvant anthracycline/tax-
ane-based chemotherapy or endocrine therapy (ET) of letrozole in
combination with ribociclib, a CDK4/6 inhibitor, for 6 months(Fig
1a). We performed gene expression profiling of 771 breast can- cer-
related genes in pretreatment tumours, and in residual tumours at
surgery, using the nCounter platform (Nanostring Technologies,
Seattle, USA). Within each arm, a gene list of the top-100 downregu-
lated genes by each therapy was obtained using a two-class paired
SAM. When we compared both gene lists, 81 of 100 genes (81%) were
common in both treatment arms including many proliferation-related
genes (e.g., MKI67, TOP2A and EXO1). A total of 19 genes were found
downregulated in the ET-based arm-only (Fig 1b), including known
oestrogen-regulated genes such as progesterone receptor (PGR) [17],
cyclin D1 (CCND1) [18], the trefoil factor 1 (TFF1) [19], TFF3 [20],
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and E2F transcrip-tion factor
1 (E2F1) [21]. Of note, PGR, TFF1 and TFF3 have been previ-ously
correlated with plasma estradiol levels in HR+ breast cancer in post-
menopausal women [22].

To confirm these results, we first evaluated the expression of the
19 oestrogen-regulated genes using the nCounter platform in an
independent dataset of 20 post-menopausal patients with newly
diagnosed HR+/HER2-negative breast cancer (80% Luminal A, 15%
Luminal B and 5% normal-like) treated for 3 weeks with letrozole
monotherapy in the SOLTI-VENTANA clinical trial (Fig 1c-d) [12]. As
expected, all genes, including PGR (Fig 1e), were found significantly
downregulated in the post-treatment samples (Fig 1d). Secondly,
MCF7 ER+/HER2-negative cell line treated in vitro with 10—° M estra-
diol (E2) showed a general up-regulation of the 19-gene signature,
including PGR, which showed a 6.1-fold up-regulation (Fig 1f). Finally,
PGR was also found down-regulated by 2 weeks of anti-oestrogen
therapy (i.e., tamoxifen or letrozole) in combination with anti-HER2-
based therapy (i.e. trastuzumab plus lapatinib) in pre-menopausaland
post-menopausal patients with HR+/HER2+/Luminal A or B early-
stage breast cancer in the PAMELA phase II clinical trial [13]. In
contrast, anti-HER2 therapy alone for 2 weeks did not decrease PGR
expression but conversely increased its expression in HR-
negative/HER2+ early-stage breast cancer, consistent with our
previous study showing that anti-HER2 therapy induces a luminal
phenotype [23].

Our previous results identified 19 oestrogen-regulated genes in
HR+ breast cancer. To evaluate the oestrogen signaling pathway dur-
ing chemotherapy, we analyzed tumour samples from the phase II
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neoadjuvant SOLTI-NEOERIBULIN trial [14], in which 83 patients (35
pre-menopausal and 48 post-menopausal) with newly diagnosed HR
+/HER2-negative breast cancer (40% Luminal A, 39% Luminal B, 11%
normal-like, 8% Basal-like and 2% HER2-enriched) received 4 cycles
(i.e., 12 weeks) of eribulin in monotherapy, an anti-microtubule agent
(Fig 2a). We performed gene expression profiling of pretreatmentand
residual tumours at surgery using the nCounter platform. Strik- ingly,
PGR was found significantly downregulated only in pre-

menopausal patients (Fig 2b). We observed similar findings with the
other 19 oestrogen-regulated genes (Fig 2c). Conversely, no oestro-
gen-regulated gene was found differentialy expressed in 55 patients
(12 pre-menoapusal and 33 post-menopausal) with triple-negative
breast cancer in the SOLTI-NEOERIBULIN according to menopausal
status (data not shown). This result provided direct evidence that che-
motherapy induces an anti-oestrogen effect in hormone-dependent
tumour cells in pre-menopausal patients. Interestingly, 80% (4 of 5)
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Legend and captions. (a). Schematic trial design and tumour samples from the SOLTI-NEOERIBULIN phase I clinical trial(14). (b) Progesterone receptor (PGR) mRNA expression changes
between baseline and after 4 cycles of eribulin monotherapy in 83 patients with residual tumours at surgery (i.e, 35 pre-menopausal and 53 post-menopausal). Each line represents a
patient. Increases are represented in red and decreases in green. P- value (P) were determined using a two-tailed paired Student’s t-test. (). Changes in gene expression after 4 cycles
of eribulin in 83 patients included in the SOLTI-NEOERIBULIN trial per menopausal status. Heatmap shows high (red) /low (green) expression of mRNA. (d) Images and summary of progesterone
receptor (PR) status by immunohistochemistry in residual tumours of 40 patients (13 pre-menopausal and 27 post- menopausal) with PR+/HER2-negative breast cancer treated with
anthracycline/taxane- based neoadjuvant chemotherapy at the Hospital Clinic of Barcelona (Hematoxylin and eosin staining, original magnification x10).
(e) Schematic trial design and tumour samples from 73 HER2+ early-stage breast patients treated with neoadjuvant anti-HER2-based multi-agent chemotherapy for 4-6 months, including
HER2+/HR- (n=20) and HER2+/HR+/Luminal A or B (n=53) (f) Progesterone receptor (PGR) mRNA relative changes after 4-6 months of treatment in pre-menopausal and post-
menopausal patients P-value (P) was determined using a two-tailed unpaired Mann-Whitney test. **: p<0.01.

of the pre-menopausal patients with HR+/HER2-negative breast can- tumours according to menopausal status, we evaluated the protein
cer and age <40 had a 3-fold decrease of PGR compared to 23.3% (7 of levels by immunohistochemistry in an independent dataset of the 40
30) pre-menopausal patients with age 40 (p=0.026). patients (13 pre-menopausal and 27 post-menopausal) with newly

Progesterone receptor (PR) has been identified as a marker of oes- diagnosed ER+/PR+/HER2-negative breast cancer treated with neoad-
trogenicity in numerous studies spanning 3 decades [22,24]. To fur- juvant anthracycline/taxane-based chemotherapy at the HCB (Fig

ther explore the modulation of PR by chemotherapy in residual 2d). The proportion of PR-negative disease in residual tumours at
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surgery was 9 of 13 (69.2%) in pre-menopausal patients and 4 of 27
(14.8%) in post-menopausal patients (odds ratio=4.70; p-
value=0.001). Consistent with this finding, a previous study observed
decreased PR expression at residual tumours among pre-menopausal
patients treated with neoadjuvant chemotherapy, but not post-men-
opausal patients [25]. Finally, we explored the ability of chemother-
apy to reduce the levels of PGR in 73 pre-menopausal and post-
menopausal patients with HER2+ early-stage breast treated with
neoadjuvant anti-HER2-based multi-agent chemotherapy at the HCB
(Fig 2e). Consistent with previous findings, a mean decrease in PGR
levels was only observed in pre-menopausal patients with HR+/HER2
+ disease (Fig 2f).

4. Discussion

To our knowledge, this is the first report to provide biological evi-

dence that the benefit of chemotherapy in pre-menopausal patients
with a newly diagnosed oestrogen-dependent breast cancer is likely
due to the suppression of the ovarian function induced by chemo-
therapy. This effect is similar to the anti-oestrogen effect induced by an
aromatase inhibitor in post-menopausal patients, where oestro- gen
biosynthesis is suppressed in peripheral tissues through the inhi-
bition of the aromatization of androgens to oestrogens [8]. However,
differently from what occurs in menopause, the predominant source of
oestrogens in pre-menopausal women is the ovary. Thus, the most
likely explanation of our findings is that chemotherapy induces ovar-
ian function suppression in pre-menopausal patients, leading to lower
systemic levels of estradiol, which then causes reduced expres- sion of
oestrogen/oestrogen-receptor regulated genes in tumour cells. Our
findings could explain, in part or in total, the recent clinical findings
from TailorX [3], MINDACT [4] and RxPONDER [5] random-
ized trials in >10,000 patients with HR+/HER2-negative breast cancer
with a genomic low-risk by OncotypeDX or MammaPrint, which are
biomarkers largely tracking tumour cell proliferation. In these stud-
ies, unlike post-menopausal patients, pre-menopausal patients
obtained survival benefit from adjuvant chemotherapy. This survival
benefit of chemotherapy was also observed in pre-menopausalpatients
with very low proliferation status (i.e., recurrence score of 0-
14 by OncotypeDX in RxPONDER) [5]. Of note, the proportion of
patients receiving luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH)
analogues in these trials was less than 20% [3-5]. These results rein-
force our hypothesis that the benefit induced by chemotherapy in pre-
menopausal women is directly related to its ability to induce ovarian
function suppression.

Our study present some limitations that need to be acknowl- edged.
Firstly, this is a retrospective and exploratory analyses from available
datasets, with all the known limitations and biases concern- ing sample
and dataset availability. Secondly, we had no data regard- ing patients’
oestradiol (E2), FSH and LH blood levels. Consequently, we could not
assess any direct correlation between ovarian function and the
molecular findings. Finally, the different patients cohorts pro- ceeded
from different prospective interventional and observational
multicentre clinical trials, being thus prone to a selection bias. In this
regard, it would be useful to expand on the results of the present study
by performing confirmatory analyses on tissues from a broader
number of patients in wider randomized trials [26-31]. Nonetheless,
results are consistent between similar cohorts and cell lines assays and
provide a coherent explanation of the clinical results observed in
TailorX [3], MINDACT [4] and RxPONDER [5] trials.

In summary, we have shown that chemotherapy (i.e., eribulin or
anthracycline/taxane-based chemotherapy) exerts an anti-oestro-
genic biological effect on tumour samples from pre-menopausal
patients, which is very similar to that observed with aromatase inhib-
itors on tumour samples from post-menopausal women. Our chemo-
induced endocrine signature, not previously reported, to our knowl-
edge, strongly supports the lengthily accepted hypothesis that at

least a substantial proportion of the survival gain obtained from che-
motherapy in pre-menopausal women is due to an endocrine effect,
most likely via a decrease in global estradiol levels secondary to ovar-
ian function suppression[10, 32]. This is in line with results of several
phase 3 trials and one subsequent meta-analysis showing similar
outcomes for adjuvant LHRH analogue treatment, alone or added to
chemotherapy, versus chemotherapy for all pre-menopausal popula-
tion with ER+ breast cancer [33]. Interestingly, survival benefits with
the addition of LHRH analogues to chemotherapy were only seen in
younger women (<40 years), precisely those with lower probability
of definitive chemo-induced amenorrhea [33]. Indeed, a non-mean-
ingless proportion of women experience recovery of estradiol and FSH
levels to pre-menopausal range in the subsequent months[34, 35]. In
this context, pivotal phase 3 trials such as SOFT, TEXT and AST-TRA
have established the superiority of adding ovarian function sup-
pression to an aromatase inhibitor/tamoxifen versus tamoxifen alone
in pre-menopausal women with HR+ early- stage breast cancer [35,
36]. However, whether LHRH analogues can be used to substitute the
endocrine effects of chemotherapy and obtain similar survival out-
comes is currently unknown. Nonetheless, our translational study
gives consistency to this hypothesis. Finally, a large phase III clinical
trial with survival outcome as the primary endpoint is likely needed to
demonstrate the endocrine effects of chemotherapy in pre-meno-
pausal patients. This trial could randomize pre-menopausal patients
with early-stage HR+/HER2-negative breast cancer to chemotherapy
versus no chemotherapy, where all patients are subjected to ovarian
function suppression.

To conclude, despite some limitations, our results proffer a strong
rationale to develop and/or test effective and more targeted anti-oes-
trogen treatment strategies in pre-menopausal patients. For example,
LHRH modulators could be evaluated to decrease or avoid the use of
systemic chemotherapy in hormone-dependent breast cancer. In this
context, the capacity of each treatment strategy, including different
LHRH modulators and schedules, to afffect ovarian and ER function
might be of critical importance [8,37]. For instance, LHRH modulators
such as degarelix (i.e., a potent LHRH antagonist) achieves a faster
ovarian function suppression, which is more effectively maintained
compared to triptorelin (i.e.,, a LHRH agonist) [38]; thus, the magni-
tude of ovarian function suppression might be important [8,37].
Another relevant aspect to consider is the existence of a direct cyto-
toxic effect of chemotherapy on tumour cells, which is likely to be
related to their proliferative status (i.e, more tumour proliferation,
more benefit from chemotherapy). Future trials in pre-menopausal
early-stage hormone-dependent breast cancer to de-escalate and/or
escalate systemic therapy should be designed with these results in
mind, including hormone-dependent HER2+ breast cancer.
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RESUMEN DEL TERCER ARTICULO

Con la aprovacion de los inhibidores de CDK4/6 (iCDK4/6) en combinacion con endocrinoterapia
(ET) en cancer de mama metastasico RRHH positivo (RRHH+) /HER2-negativo (HER2-) y con los
resultados contradictorios observados en el contexto adyuvante, se ha buscado comprender el
efecto bioldgico que estos farmacos generan sobre las células tumorales. Diversos estudios han
observado el efecto anti proliferativo de los iCDK4/6 sobre las células tumorales, ya sea con la
disminucion de Ki67 o a nivel molecular con la infraregulacion de genes implicados en el ciclo celular.
Recientemente, se ha observado que el tratamiento con iCDK4/6 puede llegar a tener, también,
implicaciones en la regulacion del sistema inmunoldgico. Comprender mejor el efecto bioldgico
inducido por los iCDK4/6 sobre la célula y el microambiente tumoral es esencial para poder realizar
una mejor seleccidn de los pacientes y explorar nuevas indicaciones de esta terapia. En este trabajo
se realizd un analisis de expresion génica, asi como del microambiente tumoral de muestras de
pacientes diagnosticadas de cancer de mama precoz RRHH+/HER2-, Luminal B por Prosigna que
recibieron tratamiento durante 24 semanas con ribociclib mas letrozol o quimioterapia incluidas
en el ensayo clinico fase II CORALLEEN. Se observo que el tratamiento con ribociclib mas letrozol
indujo una mayor infraregulacion de genes relacionados con proliferacion tanto en las muestras
determinadas a dia 14 (+2) como a la cirugia (ej. PGR, CDK1 y MKI67) . Cuando se exploro la expresion
de genes inmunes, se observd un aumento de la expresion de los genes implicados en la regulacion
inmunoldgica posterior a 24 semanas de tratamiento tanto en el brazo de ribociclib mas letrozol
como en el de quimioterapia (ej. CD8A, PD1, LAG3 y CD8 T-cell signature). Curiosamente, se observd
que las muestras tumorales tratadas con ribociclib mas letrozol que fueron clasificadas como bajas
respondedoras presentaron una mayor expresion de los genes inmunorelacionados en comparacion
con las altas respondedoras al contrario que las pacientes tratadas con quimioterapia. Ademas,
también se explord la infiltracidn por linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), donde se observo que
las pacientes tratadas con ribociclib mas letrozol que presentaron una baja respuesta al tratamiento
presentaban una mayor infiltracién por TILs en comparacidn con las que realizaron alta respuesta
al tratamiento (con una media TILs de 13.4% y 7.1% en bajas y altas respondedoras en el brazo de
ribociclib mas letrozol respectivamente y 2.3% y 10.7% en bajas y altas respondedoras en el brazo
de quimioterapia respectivamente). Todos estos datos apoyan los diferentes resultados publicados
en la literatura donde los iCDK4/6 presentan un potente y precoz efecto antiproliferativo asociando,
ademas, un efecto modulador de la inmunidad mediada por células T. Sera necesario estudiar con
mayor detalle la composicidn celular del microambiente tumoral para poder llegar a discernir el
motivo por el cual existe una mayor infiltracion de TILs en pacientes poco respondedoras posterior
a tratamiento con ribociclib mas letrozol. Este trabajo abre la puerta a poder seguir avanzando en el
conocimiento bioldgico de los iCDK4/6 en ambito precoz y poder llegar a encontrar biomarcadores
que en un futuro ayuden a seleccionar que pacientes se podran beneficiar de un tratamiento dirigido
con iCDK4/6 en lugar de quimioterapia.
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Gene expression profiling and immune response following neoadjuvant ribociclib plus
letrozole versus chemotherapy in Luminal B early breast cancer: a correlative analysis of
the SOLTI-1402/CORALLEEN phase 2 randomized trial

INTRODUCCION

Los inhibidores de CDK4/6 (iCDK4/6) en combinacion con endocrinoterapia (ET) se han convertido
en el tratamiento de eleccion para pacientes diagnosticadas de cancer de mama receptor hormonal
positivo (RRHH+) /HER2 negativo (HER2-)1:2, El beneficio observado tanto en supervivencia libre de
progresion (SLP) como en supervivencia global (SG) han permitido retrasar el inicio de quimioterapia
incluso en tumores de alto riesgo, provocando un claro aumento en calidad de vida3-6,

El gran beneficio reportado por los diferentes ensayos clinicos en cancer de mama RRHH+/HER2-
metastasico ocasiond que se explorara esta combinacién en estadios precoces. En adyuvancia, cuatro
ensayos clinicos fase III valoraron la combinacion de diferentes iCDK4/6 mas ET con resultados
contradictorios. Mientras que los estudios realizados con palbociclib no reportaron un beneficio
con la adicion del iCDK4/6 al tratamiento adyuvante?:8, si lo observaron los ensayos que utilizaron
abemaciclib y ribociclib, con un beneficio en cuanto a supervivencia libre de enfermedad invasiva
(SLEi) del 6% y 3% a 4y 3 afios respectivamente®:10,

Esta disparidad observada en los resultados de los ensayos clinicos adyuvantes, indica que
todavia es necesario comprender mejor el efecto bioldgico de los iCDK4/6 en estadios tempranos.
Diferentes estudios traslacionales han observado un efecto antiproliferativo precoz inducido los
iCDK4/6 en células tumorales RRHH+/HER2- ya sea en monoterapia 0 en combinacion con ET11-13,
Probablemente debido a su principal mecanismo de accién, que impide la fosforilacion de la proteina
del retinoblastoma (RB) deteniendo el ciclo celular en fase G1. Sin embargo, los iCDK4/6 pueden
inducir otros efectos, ya sea sobre la célula tumoral o el microambiente, ejerciendo un efecto
modulador del sistema inmunel4-17,

Para poder comprender mejor el efecto inducido por los iCDK4/6 en cancer de mama RRHH+/
HER2- en estadio temprano, en este trabajo se ha realizado un estudio de expresion génica y del
microambiente tumoral, en una cohorte Unica de pacientes incluidas en el estudio neoadyuvante
fase II CORALLEEN, donde se incluyeron pacientes con diagnostico de cancer de mama RRHH+/
HER2-, estadios I-IIIA, Luminal B por Prosigna, a recibir tratamiento mediante ribociclib mas letrozol
0 quimioterapia’8.

Este andlisis ofrecera la oportunidad de ampliar el conocimiento en cuanto a los efectos moleculares
que inducen los iCDK4/6 tanto en las células tumorales como en el microambiente tumoral y ayudar
a poder realizar una mejor seleccion de pacientes que podran beneficiarse de esta combinacion de
tratamiento. El objetivo final es poder llegar a seleccionar, en un futuro, aquellas pacientes de alto
riesgo que podran substituir la quimioterapia por iCDK4/6 en contexto (neo)adyuvante.

Se— UNIVERSITATnu
il BARCELONA "



METODOS

Seleccion de pacientes

Se utilizaron muestras de las pacientes incluidas en del ensayo clinico fase II CORALLEEN
(NCT03248427). Este estudio incluyd pacientes menopausicas con diagnostico de cancer de mama
RRHH+/HER2- y Luminal B por Prosigna, estadios I-IIIA. Las pacientes se aleatorizaron a recibir
tratamiento neoadyuvante estandar mediante antraciclinas mas ciclofosfamida por 4 ciclos seguido
de paclitaxel semanal por 12 semanas o el tratamiento a estudio con ribociclib 600mg/24h (3
semanas si y 1 semanas de descanso) mas letrozol 2,5 mg/24h continuado durante 24 semanas
(Figura 1).

( TRATAMIENTO )

Menopausicas AC (60/600) cada 3 semanas por
RRHH+/HER2- 4 ciclos paclixatel semanal 80mg/m?
b

. or 12 semanas
Estadio I-1lIA 4

Tamano tumoral > 2cm

. Letrozol 2.5 mg/24h
PAM50 Luminal B + Ribociclib 600 mg/dia,

(Prosigna®) 3/4 semanas

o
=
c
Q
>

Criterios de estratificacion: 6 MESES ———

¢+ Tamafio tumoral: T1/2 vs T3
+ Afectacién ganglionar

Figura 1. Disefio del estudio fase II CORALEEN (NCT03248427).

El objetivo primario del estudio fue evaluar el porcentaje de muestras tumorales que alcanzaron
un Risk of Recurrence score (ROR score), determinado por Prosigna, de bajo riesgo en la muestra
quirdrgica posterior a recibir 24 semanas de tratamiento en los dos brazos.

El estudio fue aprobado por los diferentes comités de ética y las pacientes firmaron consentimiento
informado previo a la inclusion. Los resultados del estudio y las caracteristicas de éste han sido
previamente reportados!8.

Seleccion de muestras tumorales

Se realizd la obtencion de muestras tumorales previo a la aleatorizacion (en la inclusion de la
paciente en el ensayo) y por tanto previa al tratamiento (SCR), la segunda muestra se obtuvo a los 14
dias del inicio del tratamiento (D14) y finalmente a la cirugia (CIR). Una parte del tejido tumoral fijado
en formol y embebido en parafina (FFPE) de los 3 momentos fue enviada al Institut d'Investagcions
Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS) al Laboratorio de Translational Genomics and Targeted
Therapies in Solid Tumors, donde se realizé toda la investigacion traslacional.
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Una vez las muestras fueron recibidas, se realizo la tincién de hematoloxilina-eosina (H/E) para
confirmar que las muestras tumorales presentaban >10% de células de tumor invasivo y determinar
la superficie minima tumoral (10 mm?2).

Determinacion de linfocitos infiltrantes de tumor estromales (sTILs)

La determinacion de la los sTILs, al inicio del estudio, a D14 y a CIR en los dos brazos de tratamiento,
fue evaluada de forma centralizada en las muestras obtenidas mediante tincion de H/E segun las
guias establecidas por el International TILs Working Group®®.

Analisis de expresion génica

Se realizo la extraccion de ARN de las muestras de FFPE tumorales al SCR, a D14 el y a CIR, mediante
el kit de aislamiento de ARN High Pure FFPET (Roche®, Indianapolis, IN, USA) siguiendo el protocolo
del fabricante. Se utilizaron al menos >1-5 laminas FFPE de 10 um por cada muestra de tumor y se
realizd microdiseccion si era necesario para evitar contaminacion con tejido no tumoral. Para
realizar la expresion génica, se utilizd un minimo de ~100 ng de ARN total.

La expresidon génica de las muestras FFPE de tumor fue analizando mediante la plataforma
nCounter (Nanonstring Technologies, Seattle, WA, USA). Se realizd la expresion de un total de 770
genes y 30 firmas bioldgicas implicadas en diferentes procesos del cancer de mama mediante el
panel BreastCancer360®.Los datos fueron normalizados utilizando los cinco genes de referencia
housekeeping (ACTB, MRPL19, PSMC4, RPLPO, SF3A1) y fueron transformados a log2. Los datos de
expresion fueron normalizados utilizando el software nSolver 4.0 y se utilizo scripts personalizados
utilizando el software R versién 3.5.1.

Analisis estadistico

Para los diferentes analisis realizados se exploraron diferentes definiciones de respuesta: ROR score
de bajo riesgo a la cirugia (en comparacion con ROR score riesgo intermedio y alto), RCB 0-I a la
cirugia (en comparacion con RCB II-III), PEPI score a la cirugia, respuesta por imagen ya sea parcial
o completa (prueba realizada posterior al tratamiento neoadyuvante y previa a la cirugia) y descenso
relativo en los cambios de ROR score (se definieron los tumores como altos y bajos respondedores
en funcion del descenso >50 y <50 en el descenso relativo del ROR score respectivamente).

La asociacion entre dos variables fue evaluada usando la prueba c2 o la prueba exacta de Fisher. La
prueba de ANOVA fue realizada para observar diferencias entre expresion en los diferentes genes.
Se utilizd un analisis de microarrays (SAM del inglés Significance Analysis of Microarrays) de dos
clases con una tasa de descubrimientos falsos (FDR del inglés False Discovery Rate) del <5% para
identificar la expresion diferencial de genes entre las muestras FFPE en los diferentes momentos y
entre las variables clinicas en los diferentes brazos de tratamiento. Las pruebas de interaccion entre
cada variable y la respuesta ROR del tumor (es decir, la disminucion en relacion con la puntacion del
ROR score) segun el tratamiento realizado se exploraron mediante modelos de regresion logistica.
Toda la estadistica fue realizada mediante el software R version 3.5.1.
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RESULTADOS

Un total de 106 pacientes fueron incluidas y aleatorizadas en el ensayo clinico fase II CORALLEEN
(NCT03248427), 52 pacientes en el brazo de ribociclib mas letrozol (R+L) y 54 en el brazo de
poliquimioterapia (QT). Las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes incluidas se
encuentran descritas en la Tabla 1 (para mas informacion en relacion con los datos basales de las
pacientes incluidas tomar de referencia la publicacion: Prat et al.; Lancet Oncol., 2020).

CARACTERISTICAS, n (%) QT (n=54) R+L (n=52)
Edad media afos (rango) 64 (49-79) 63 (50-78)
Tamaiio tumoral (%)
cT1 10 (5.5%) 10 (5.8%)
cT2 43 (79.6%) 40 (76.9%)
cT3 8 (14.8%) 9(17.3%)
Afectacion axilar (%)
cNO 31 (57.4%) 31 (59.6%)
cN1 22 (40.8%) 19 (36.6%)
cN2 1 (1.8%) 2 (3.8%)
Ki67 mediana (rango) 35 % (12-70%) 30 % (5-75%)
Media ROR score (rango) 77 (51-97) 70 (52-93)
Clasificacion ROR score (%)
Intermedio 6 (11.1%) 8 (15.4%)
Alto 48 (88.9%) 44 (84.6%)

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes incluidas en el estudio. QT= Brazo de tratamiento con
quimioterapia; R+L= brazo de tratamiento con ribociclib mas letrozol.

La distribucion del total de muestras disponibles para realizar los analisis tanto de determinacion de
STILs como de analisis de expresion génica (EG) en los 3 momentos (SCR, D14y CIR) y en los dos brazos
de tratamiento (R+L y QT) se encuentra representada en la Figura 2.

De las 52 pacientes aleatorizadas al brazo de R+L estuvieron disponibles para el analisis traslacional
51/52 muestras a SCR, 49/52 a D14y 49/52 a CIR y de las 54 pacientes aleatorizadas a tratamiento
con QT fueron las siguientes 51/54 al SCR, 48/54 a D14y 51/54 a CIR.

Del total de muestras de pacientes incluidas en el estudio, en el brazo de R+L se dispuso del 100%
de las muestras tanto para sTILs como para EG (51/51) a SCR y practicamente el 100% a D14 (48/49
para determinacion de sTILs y 49/49 para EG) y a CIR (48/49 para determinacion de sTILs y 49/49
para EG). En el brazo de QT el 96% (49/51) de las muestras estuvieron disponibles en el SCR para
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determinacion de sTILs y el 94% (48/51) para EG, practicamente el 100% estuvieron disponibles a D14
(48/48 en la determinacion de sTILs y 47/48 en el brazo de EG). Finalmente, a la CIR, se realizo la
determinacion de sTILs en el 90% (46/51) de las muestras y determinacion de EG en el 100% (51/51).

@

RIBOCICLIB + LETROZOL

SCR D14 CIR
(n 51) (n=49) (n=49)

sTILs EG sTILs EG sTILs EG
(n=51) (n=51) (n=48) (n=49) (n=48) (n=49)

QUIMIOTERAPIA

SCR D14 CIR
(n=51) (n=48) (n=51)

I | I | I |
sTILs EG sTILs EG sTILs EG
(n=49) (n=48) (n=48) (n=47) (n=46) (n=51)

Figura 2. Distribucién de las muestras disponibles en cada brazo de tratamiento y en cada momento de obtencién de
muestra, tanto para realizar determinacion de sTILs como EG.

sTILs = Infiltracion de linfocitos tumorales estromales

EG = Expresidn génica.

Perfil de expresion génica

Las muestras disponibles para el analisis de EG por brazo de tratamiento se encuentran descritas
en la Figura 2. Primero se valord si de los diferentes genes y firmas génicas exploradas en este
trabajo, determinados a SCR o a D14, estaba relacionada con respuesta a CIR en el brazo de R+L.
Para ello se analizaron las diferentes definiciones de respuesta descritas previamente: RCB 0-1,
respuesta por imagen (Respuesta completa y/o respuesta parcial), PEPI score de 0-1, ROR score
bajo y descenso relativo del ROR score > 50.

La determinacion del RCB no se pudo explorar ya que Unicamente 3 muestras en toda la cohorte
tratada con R+L presentaron un RCB 0-I a la cirugia. Posteriormente se exploraron las diferentes
definiciones propuestas de respuesta, tanto la respuesta por imagen como la determinacion del
PEPI score no observaron genes diferencialmente expresados ni a SCR ni a D14 de tratamiento
que estuvieran relacionados con respuesta a CIR. La determinacion del ROR score a D14 observo
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la sobreexpresion de diferentes genes/firmas inmunes relacionadas implicadas con células T y B
(IK2F3, GZMM, CD8 vy la firma CD8 células T) en las muestras clasificadas como ROR score bajo a
CIR (Figura 3).

Finalmente, al explorar el descenso relativo de ROR score, se observd que existian 8 genes
desregulados y relacionados con respuesta a CIR cuando se determinaba a SCR. En concreto se
observo una sobreexpresion de BCL2, APOE y WT1 en el grupo de bajo respondedores, genes que
ya han sido previamente descritos como genes de mal prondstico en cancer. En el mismo grupo a

Figura 3.
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D14 se encontraron 3 genes desregulados, 2 sobreexpresados en tumores clasificados como bajo
respondedores: S100B y EFNA3, genes relacionados con mal prondstico en diversos tumores y 1
sobreexpresdo en altos respondedores AGRT1 (Figura 3D).
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Posteriormente, se quiso determinar el efecto generado por los dos tipos de tratamiento sobre las
muestras tumorales. Para ello, se obtuvieron las muestras de los dos brazos de tratamiento a D14
y a CIR. Se observo que a D14, 146 (14.6%) de los genes o firmas se encontraron significativamente
sobreexpresadas (n=47) o infraexpresadas (n=99) en el brazo de R+L en comparacion con el brazo
de QT. En concreto, el brazo de R+L se observé una alta expresion de genes relacionados con el dafo
y reparacion del ADN, asi como genes relacionados con activacion inmunoldgica (como TP53, RAD52,
GZMM and CD19). Ademas, se observd una baja expresion de genes relacionados con el ciclo celular
y genes con la via hormonal (como PGR, CDK1 y MKI67) (Figura 4).
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Figura 3. Expresion diferencial de los diferentes genes y firmas génicas en funcion de la definicion de respuesta utilizada a
SCRy D14 en el brazo de R+L. A. ROR score a cirugia (considerando respuesta ROR score bajo y no respuesta ROR score
intermedio y alto). B. Respuesta por imagen (considerando respuesta como respuesta completa o respuesta parcial y no
respuesta estabilidad). C. PEPI score (considerando respuesta PEPI score 0-1 no respuesta PEPI score >1). D. Descenso
relativo del ROR score (considerando respuesta descenso > 50 y no respuesta un descenso < 50).
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Figura 4. Expresion diferencial de los diferentes genes y firmas génicas en las muestras tumorales en el brazo de
tratamiento con R+Ly QT a D14 y tabla con los top 20 genes diferencialmente expresados.
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Figura 5. Expresion diferencial de los diferentes genes y firmas génicas en las muestras tumorales en el brazo de
tratamiento con R+L y QT a CIR y tabla con los top 20 genes diferencialmente expresados.

UNIVERSITATop 125
ﬁ.'t. BARCELONA



A la cirugia, un total de 102 (10.2%) de los genes o firmas se encontraron significativamente
sobrereguladas o infrareguladas. En el brazo de R+L se encontraron 4 genes/firmas sobrexpresadas
y 98 infraexpresadas en comparacion con el brazo de quimioterapia (Figura 5). En concreto el
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Figura 6. Seleccion de expresion de genes en los 3 momentos SCR = pre-tratamiento; D14= semana 2; CIR= cirugia) en los
dos brazos de tratamiento (R+L = ribociclib mas letrozol; QT= quimioterapia).

tratamiento con R+L se observd que inducia una disminucidn importante de la expresion de los

genes y/o firmas relacionadas con la via del estrogeno y proliferacion (como PGR, ER signaling, and
MKI67) (Figura 6).

Distribucion de los sTILs

La determinacion de sTILs basales (a SCR en los dos brazos de tratamiento) observd que la mayoria
de las muestras incluidas en el ensayo presentaron una infiltracion por sTILs basales bajo (< 5%),

B UNIVERSITATo:

126 - BARCELONA



solo 5 muestras presentaron una infiltracion por sTILs alta (>50%).
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Posteriormente, se realizd la determinacion de sTILs en las muestras obtenidas a D14 y CIR en los
dos brazos de tratamiento. Las muestras disponibles para realizar la determinacion de sTILs ha sido
descrita en la Figura 2.

La mediana de los sTILs fue de 5% en los 3 momentos, en los dos brazos de tratamiento, la media
fue 12.1%, 7.1% y 8.2% en el brazo de R+L a SCR, D14 y CIR respectivamente y 7.1%, 5.6% y 7.4% en
el brazo de QT (Tabla 2).

CARACTERISTICAS) sTILs QT sTILs QT
Mediana % (rango)
SCR 5% (0-70) 5% (0-90)
D14 5% (0-60) 5% (0-30)
CIR 5% (0-60) 5% (1-50)
Media % (rango)
SCR 12.1% (0-70) 7.1% (0-90)
D14 7.1% (0-60) 5.6% (0-30)
CIR 8.2% (1-60) 7.4% (1-50)
Rango Intercuartil
SCR (Q1-Q3) 10.3% (1-12.5) 9% (1-10)
D14 (Q1 -Q3) 9% (1-10) 9% (1-10)
CIR (Q1-Q3) 9% (1-10) 9% (1-10)

Tabla 2. Mediana, media y rango Inter cuartil de los sTILs pretratamiento (SCR), a la semana 2 (D14) y a la cirugia (CIR)
en los dos brazos de tratamiento.

Al valorar si se observaban cambios en la infiltracion de sTILs posterior al tratamiento (a D14y
CIR) Unicamente se observd un descenso significativo de la infiltracion por sTILs en el brazo de R+L
determinados a D14 respecto a SCR (p= 0.016). No se observaron otros cambios estadisticamente
significativos entre los sTILs determinados a D14 y a CIR en los dos brazos de tratamiento (Figura 6).

Sin embargo, si se observd que un 27.1% (13/48) de las muestras tumorales que fueron tratadas
con 24 semanas de R+L presentaron >10% de infiltracion por sTILs a la CIR en comparacién con el
15.2% (7/46) en el brazo de QT. Ademas, se observd que del 27.1% de los pacientes que recibieron
tratamiento con R+L con sTILs > 10% a la cirugia, un 38.5% (5/13) tenian una determinacion de sTILs
<10% a nivel basal.

La distribucion de sTILs también fue determinada en funcion de la definicion de respuesta seleccionada
para este trabajo, el descenso relativo de ROR score (definicidn en la seccion de métodos). Fueron
clasificadas como altas respondedoras el 63% (29/46) de las muestras tumorales tratadas con QT y
el 84% (41/49) de las muestras tratadas mediante R+L.
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Figura 7. Distribucion de sTILs en los 3 momentos (SCR = pre-tratamiento; D14= dia 14; CIR= cirugia) en los 2 brazos de
tratamiento. A. En el brazo de R+L y B. En el brazo de QT.

R+L = Ribociclib mas letrozol (nimero de muestras incluidas en el analisis 46).

QT= Quimioterapia (nimero de muestras incluidas en el analisis 43).

Cuando se analizd el porcentaje de infiltracion por sTILs en funcion de la respuesta realizada se
observo que la media de sTILs en las muestras clasificadas como alto respondedoras fue de 10.7%

Brazo QT (CIR n=46) Brazo R+L (CIR n= 48)

Media sTILs en AltoR % (n) 10.7% (29) 7.1% (41)
Media sTILs en BajoR % (n) 2.3% (17) 13.4% (8)

Tabla 3. Media de sTILs entre los tumores clasificados como Altos respondedores (AltoR) y bajos respondedores (BajorR)
en los dos brazos de tratamiento (R+L = ribociclib mas letrozol; QT= quimioterapia).

*
25

Porcentaje (%) de sTILs

QT QT R+L R+L
AltoR BajoR AltoR BajoR

Figura 7. Infiltracién por sTILs en los brazos de tratamiento. A. Determinacion de sTILs a la cirugia en cada brazo de
tratamiento basado en la respuesta en funcion del descenso relativo del ROR score (AltoR y BajoR) *p<0.05. B. Imagenes
de H/E mostrando la determinacion de sTILs en la cirugia de muestras: QT y AltoR (A),

UNIVERSITATox

ili- BARCELONA 129



en el brazo de QT y un 7.1% en el brazo de R+L. Sin embargo, la media de sTILs en las muestras
tumorales clasificadas como bajo respondedoras fue de 2.3% en el brazo de QT, pero de 13.4% en el
brazo de R+L ala CIR (Tabla 3 y Figura 7).

Cuando se evalud como se comportaban los sTILs en funcién con la respuesta por el descenso
relativo del ROR score, en variable continua, se observd que presentar una mayor infiltracion por
sTILs a la cirugia estaba relacionado con una mejor respuesta por ROR score en el brazo de QT
mientras que se observd el efecto contrario en el brazo de R+L (test interaccion p=0.03).

Perfil de expresion de genes inmunes

Posteriormente, para observar la relacion que existe entre la expresion de genes relacionados con la
via inmune y la respuesta por descenso relativo del ROR score, se realizo una seleccion de los genes
inmunes incluidos en el panel BreastCancer360. Fueron seleccionados un total 83 genes inmune-
relacionados y 12 firmas para el andlisis. Se seleccionaron las muestras a CIR para observar el
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Figura 8. Seleccion de genes inmunes y su expresion basal (SCR) y a cirugia (CIR) en los dos brazos de tratamiento (QT=
quimioterapia y R+L = Ribociclib mas letrozol).
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Figura 9. Heatmap que muestra la interaccion entre el brazo de QT y R+Ly
genes inmuno-relacionados con respuesta.

efecto posterior a 24 semanas de
tratamiento en los dos brazos. Se
observd un aumento significativo
de la expresién de los genes
PD1, PD-L1, CD8By CD8 T-cell
signatura en los dos brazos de
tratamiento (Figura 8).

Posteriormente se realizd un test
de interaccion para observar la
expresion de los genes inmunes
y la respuesta por el descenso
relativo del ROR score entre

los dos brazos de tratamiento.
Los resultados mostraron que

existia un aumento de expresion de los genes inmunes en las muestras clasificadas como buenas
respondedoras en el brazo de QT mientras que observé justamente lo contrario en el brazo de
pacientes tratadas con R+L con disminucidn de la expresion de éstos. Se observo que el aumento de
la expresion de genes inmunes tras 24 semanas de tratamiento con R+L esta relacionada con una

peor respuesta por ROR (Figura 9).
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DISCUSION

Los iCDK4/6 acutan inhibidiendo la actividad de las quinasas dependientes de ciclinas 4 y 6,
impidiendo la fosforilizacion de RB interviniendo en la progresion del ciclo celular. En concreto en la
transicion de la fase G1 a fase S. Este paso, es vital para la proliferacion celular20-22,

Diferentes estudios han confirmado el descenso en la proliferacion de las células tumorales
inducido por los diferentes iCDK4/6, ya sea a traves de la disminucion del Ki67, pero tambien a
nivel molecular con la infraregulacion de genes implicados en el ciclo celular!l-13, Recientemente,
diferentes estudios han reportado, ademas, que estos farmacos pueden tener implicaciones a
nivel de regulacién inmunoldgica, ya sea por la activacion de las células T que se encuentran en el
microambiente tumoral o disminuyendo la actividad inmunosupresiora de las células Tregs, entre
otros. Sin embargo, los mecanismos exactos de como influye la actividad de los iCDK4/6 sobre la
regulacion del sistema inmune todavia se encuentra pendiente de establecerl4-16,

En este trabajo se ha confirmado el potente y precoz efecto antiproliferativo de las células tumorales,
con un descenso en la expresion del gen MIKI67 y de la firma de proliferacion por PAM50, asi como
genes implicados en el ciclo celular, del tratamiento mediante iCDK4/6 asociado a ET a los 14 dias de
su inicio, que ademas fue mayor que en la quimioterapia. Ademas, este efecto se mantuvo también
en la muestra obtenida a 24 semanas de tratamiento, en la cirugia, aunque no se observd de una
forma tran profunda, probablemente, por el efecto rebote que generan las celulas tumorales durante
el tiempo de espera a la cirugia. Esto confirma el efecto reversible y la necesidad de mantener de
forma continua el tratamiento de iCDK4/623.

En cuanto se explord el potencial efecto que podian generar los iCDK4/6 a nivel de la regulacion
del sistema inmunoldgico, se observo que a 24 semanas de tratamiento existia un claro aumento
de expresion de genes relacionados con inmunidad (PD-L1 y PD-1) y de firmas relacionadas,
principalmente, con las células T CD8, en los dos brazos de tratamiento. Es interesante remarcar que
este aumento no fue homogéneo ya que se reportd una sobreexpresion de los genes relacionados
con el sistema inmunoldgico en aquellas pacientes cuyos tumores fueron clasificados como bajos
respondedores cuando eran tratados con ribociclib mas letrozol. Curiosamente estos resultados
fueron en direccion opuesta cuando se analizaron los tumores tratados con quimioterapia, donde se
observd una sobreexpresion de los genes inmunoldgicos en tumores asociados a buena respuesta
al tratamiento. De la misma, forma la infiltracion por TILs fue mayor en los tumores tratados con
ribociclib mas letrozol con baja respuesta que en tumores con buena respuesta que recibieron el
mismo tratamiento y claramente mayor en altos respondedores tratados con quimioterapia.

No existe una clara respuesta por el motivo de estos resultados con los datos obtenidos hasta
ahora, aunque una de las hipdtesis pueda estar relacionada con el mecanismo de accion del
farmaco, donde el mecanismo de accidn de estos farmacos genera apoptosis y senescencia de las
células tumorales2#. Algunos datos han observado que la senescencia celular puede afectar al
microambiente tumoral?®> con una mayor expresion de genes relacionados con la presentacion de
antigenos, la sobreexpresion de proteinas inmuno inhibidoras como PD-L1 o una poca capacidad de
atraccion de células inmunes al microambiente?6:27,
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Con todo ello, se puede deducir que la composicion del microambiente sera muy relevante. Se ha
descrito que la diferente proporcion y composicion celular del microambiente tumoral en cancer
de mama tiene caracteristicas prondsticas significativas?8-30, Descifrar las caracteristicas de las
células que se encuentran representadas en el microambiente tumoral en esta cohorte sera clave
para poder obtener conclusiones mas sélidas.

Este estudio presento varias limitaciones, por un lado, la muestra de pacientes incluida fue limitada
y no se consiguid realizar expresion de todas las muestras. La definicion de respuesta utilizada (el
descenso relativo del ROR score) no es una definicion estandar, y aunque puede llegar a utilizarse,
deberia validarse de forma prospectiva

A pesar de todo, estos resultados corroboran y van en consonancia con los diferentes estudios
publicados sobre el efecto antiproliferavo de los iCDK4/6 asi como su potencial efecto
inmunosupresor. Abren la puerta a plantear opciones como que la inhibicion de CDK4/6, es posible
alterar los mecanismos inmunosupresores empleados por las células cancerosas y potenciar la
respuesta inmunitaria antitumoral.

Si bien es cierto que la combinacién de immune checkpoint inhibitors (ICI) asociado a la combinacion
de iCDK4/6 en la practica clinica ha demostrado ser una combinacion demasiado tdxica31-3% los datos
moleculares observados en este trabajo pueden ser Utiles en un futuro para ayudar a seleccionar
que grupo de pacientes diagnosticadas de cancer de mama RRHH+/HER2- en estadio precoz se
beneficira de un tratamiento libre de quimioterapia.
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V. DISCUSION






DISCUSION GENERAL

Gracias a afos de investigacion y a los multiples avances observados en el cancer de mama a
diferentes niveles: diagndstico precoz, una mejoria en la clasificacion y estratificacion de riesgo
de las pacientes y con el desarrollo de nuevos farmacos y esquemas de tratamiento, se ha podido
aumentar las tasas de curacion de esta enfermedad. La supervivencia del cancer de mama hoy en
dia se sitia en aproximadamente por encima 90% a los 5 afios y en un 80% a 10 afios?.

Durante varios afios, multiples combinaciones de tratamientos con nuevos farmacos asociados a
poliquimioterapia han dominado el campo de los ensayos clinicos en (neo)adyuvancia con el objetivo
de conseguir la mayor tasa posible de pCR y una mayor SLE a costa de sumar mas farmacos. A
medida que ha aumentado el conocimiento en las caracteristicas gendmicas y la evolucion molecular
del cancer de mama, la medicina de precision ha ido cogiendo protagonismo. De tal forma que no
solo es importante saber que pacientes se van a beneficiar de una mayor cantidad de tratamiento
sino cuales van a presentar el mismo beneficio con menor terapia y/o de terapias dirigidas.

El desarrollo y la implementacion de las diferentes plataformas gendmicas ha generado un gran
impacto en el tratamiento de las pacientes, pudiendo estratificar mejor el prondstico desde el inicio y
poder establecer un mejor abordaje terapéuticol®1272, Con todo ello, cada vez nos vamos focalizando
mas en una medicina personalizada, cambiando el paradigma de realizar el mismo tratamiento a
todas las pacientes y alejandonos del concepto “cuanto mas mejor”.

Un ejemplo de ello, son los resultados observados en los grandes estudios fases III, donde la
implementacion de estas plataformas ha permitido que pacientes menopausicas diagnosticadas
de tumores luminales que previamente se consideraban de alto riesgo, por tamafio o afectacion
ganglionar (N1-3), pueden llegar a ahorrarse tratamiento con poliquimioterapia y realizar tratamiento
exclusivo con ET208,209.214 QOtro ejemplo de ello, se pude observar en los tumores HER2+ estadios I,
donde realizar un esquema corto de tratamiento con paclitaxel mas trastuzumab presenta resultados
prondsticos excelentes!?2,

Sin embargo, todavia existe bastante camino por recorrer y quedan muchas preguntas sin respuesta
en el campo de la desescalada de tratamiento: ¢Qué sucede en tumores que presentan histologias
consideradas de alto riesgo, como por ejemplo tumores con subtipo intrinseco Luminales B o alta
proliferacion?; ¢Qué sucede en pacientes premenopausicas donde la quimioterapia sigue siendo un
tratamiento prioritario? Ademas, en el subtipo HER2+ sabemos que existe hasta un 30% de tumores
que presentaran una sensibilidad especial al tratamiento anti-HER2 por lo que ¢Es posible realizar
un tratamiento libre completamente de quimioterapia?

Para poder responder a esas preguntas es importante identificar diferentes biomarcadores que nos
ayuden a seleccionar estos tipos de tumores de una forma precoz y sin llegar a comprometer la
supervivencia de las pacientes.
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5.1 DESESCALADA DE TRATAMIENTO EN CANCER DE MAMA HER2+

En el cancer de mama HER2+ el desarrollo de nuevos farmacos y combinaciones desde la llegada
del trastuzumab hace ya mas de dos décadas, ha generado un gran impacto en la supervivencia y la
calidad de vida de las pacientes8?. En los ultimos afios se ha observado como las pacientes se han
ido beneficiando de la adicion de nuevos tratamientos anti-HER2 asociados a poliquimioterapia’?.

A diferencia de los tumores RRHH+/HER2- donde existen diferentes plataformas génicas que son
capaces de estimar el riesgo del tumor, en el cancer de mama HER2+, la clasificacién prondstica
sigue dependiendo, en gran parte, de los factores clinico-patoldgicos clasicos incluyendo el tamafio
tumoral, la afectacion ganglionar y la expresion de RRHHZ73, Un ejemplo de ello ha sido la desescalada
de tratamiento en estadios I, presentando un excelente prondstico (superior al 90% a 10 afos de
seguimiento) con Unicamente 12 semanas de paclitaxel y trastuzumab?22,

Sin embargo, cada vez hay mas datos clinicos que muestran que un subgrupo de tumores HER2+
(incluso estadios II-III) puede llegar a alcanzar la pCR Unicamente con tratamientos que bloquean el
receptor HER2 sin necesidad de realizar quimioterapia2>106,135-139,271,

Estos datos han ocasionado que, en los ultimos afios, uno de los retos mas importantes en el cancer
de mama HER2+ precoz sea poder identificar este subgrupo de tumores que permitira ahorrar
tratamientos citotoxicos a las pacientes.

Queda bastante claro que, el estudio de la biologia del tumor va a ser clave para poder realizar
una estratificacion del riesgo mas precisa, y, por tanto, poder optimizar todas las estrategias
terapéuticas de las que disponemos. Las caracteristicas gendmicas, el microambiente tumoral, asi
como las caracteristicas clinicas del tumor, van a ser, en conjunto, los determinantes que van a
ayudar a estratificar el prondstico y a establecer si las pacientes se beneficiaran de una terapia
intensificada, mediante doble bloqueo HER2 mas poliquimioterapia o si podran ser candidatas a un
tratamiento de desescalada.

Alo largo de los afios, se han identificado diversos potenciales biomarcadores, pero sin duda, uno de
los mas prometedores ha sido la identificacion de la infiltracion por TILs como un factor prondstico
y predictivo de respuesta en el cancer de mama HER2+55:60,61,142,

La determinacion de los TILs al diagnostico ha sido un biomarcador muy estudiado, sin embargo,
recientemente el potencial efecto del tratamiento sobre el tumor y el microambiente tumoral (la
infiltracion por TILs) también ha demostrado tener un potencial efecto predictivo. En el estudio
PAMELA, se observo que la infiltracion por TILs determinada posterior al primer ciclo de tratamiento
mediante terapia anti-HER2 (sin quimioterapia) tenia un efecto predictivo de respuesta mayor que la
determinacion basal de éstos!’2, Ademas, se observo que cuando se combinaba esta determinacion
de TILs con la celularidad tumoral a dia 14 (+ 2 dias) de iniciar tratamiento (posterior al primer
ciclo) mediante doble bloqueo HER2, aumentaba de manera sustancial la capacidad predicativa.
Este score fue denominado CelTIL score. El CelTIL score fue descrito por primera vez en el 2018
por Nuciforo P. y colaboradores, en el estudio PAMELA vy validado posteriormente en el estudio LPT
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109096. Se trata de un score predictivo de respuesta a tratamiento mediante doble bloqueo HER2
independiente de pCR. Sin embargo, el papel prondstico del CelTIL score se encontraba todavia
pendiente de valorar.

En este trabajo se valord el papel prondstico a largo plazo que podia ofrecer el CelTIL score en las
muestras de pacientes incluidas en el ensayo clinico fase III NeoALTTO. Los datos observados han
demostrado como un score de sencilla y rapida determinacion a dia 14 (= 2 dias), posterior al primer
ciclo de tratamiento de doble terapia anti-HER2, puede estar vinculado con el prondstico tanto en
SLE como SG a 5 afios. Ademas, también se confirmd su papel predictivo, se observo que cuando se
utilizaba el punto de corte preestablecido previamente (Nuciforo et al; Ann. Oncol, 2018) presentar una
determinacién del CelTIL alto se relacionaba con practicamente el doble de probabilidad de
alcanzar la pCR que el CelTIL bajo.

La determinacion del CelTIL score es relativamente sencilla, ya que solo es necesario una lamina
de tumor tefida mediante H/E y no requiere ninguna técnica adicional ni experiencia particular.
Es una forma simple y rapida de poder obtener informacidn predictiva y prondstica a largo plazo a
simplemente 15 dias de inicio del tratamiento neoadyuvante, mediante doble bloqueo HER2. Esta
herramienta tiene varias utilidades, un ejemplo de ello seria identificar aquellas pacientes que
tras realizar tratamiento neoadyuvante alcancen una pCR pero presenten un CelTIL con un score
bajo a los 15 dias. En este caso, dado que el CelTIL score nos ofrece una informacion adicional de
mal prondstico a largo plazo, se podria plantear una terapia adyuvante adicional. Por lo que, el
CelTIL score es una herramienta Util que puede llegar a utilizarse como soporte para estratificar el
riesgo de las pacientes de una forma precoz al tratamiento y escalar o realizar una desescalada si
€s preciso.

Este trabajo tiene ciertas limitaciones: 1) la habilidad del CelTIL para predecir pronostico a diferentes
farmacos esta todavia por descubrir (ya que el estudio fue realizado y validado en pacientes que
realizaron tratamiento mediante doble bloqueo HER2 con trastuzumab y lapatinib); 2) el estudio no
tuvo suficiente poder estadistico para poder definir el efecto prondstico en aquellos tumores que no
alcanzaban la pCR. Si se observd que podria tener un efecto, pero para poder obtener conclusiones
mas robustas seran necesarias mas validaciones 3) aunque la determinacion es sencilla, poder
realizar el CelTIL score, implica realizar una biopsia a dia 15 del tratamiento, un procedimiento
invasivo y no exento de efectos secundarios y 4) este score se ha desarrollado a partir de muestras
que han recibido tratamiento con regimenes libres de quimioterapia, por lo que, si se realiza un
tratamiento neoadyuvante con quimioterapia desde el inicio, el efecto que puede llegar a tener se
desconoce.

Ademas, recientemente se ha desarrollado un nuevo test especifico para cancer de mama precoz
HER2+, el HER2Dx. Esta herramienta, ofrece la determinacion del riesgo y de la probabilidad de
alcanzar una pCR al inicio del tratamiento, con lo que Unicamente es necesaria la biopsia iniciall’3,
Recientemente, la capacidad predictiva del HER2Dx ha sido valorada de forma retrospectiva en
diferentes estudios, incluso en tumores estadios I y en estudios con regimenes sin quimioterapial/#:173,
Ademas, el valor prondstico también ha sido valorado en diferentes estudios (Tarantino P et al;
Abstract 6P, ESMO Breast 2023; Martinez-Saez, O. et al; Abstract 5P, ESMO Breast 2023).
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El uso de regimenes sin quimioterapia en la practica clinica habitual requiere un biomarcador
predictivo validado y, por lo tanto, este enfoque sigue siendo objeto de investigacion. Si al final este
clasificador combinado con las caracteristicas clinico-patoldgicas convencionales ayudara a refinar
aun mas la estratificacion de los pacientes se tendra que explorar en ensayos clinicos prospectivos.
Sin embargo, no cabe duda de que se han realizado grandes avances y el futuro de esta estrategia
parece prometedor.

Lo que esta claro es que, en los Ultimos afos, el cancer de mama HER2+ ha sufrido numerosos
cambios con la incorporacion de nuevos regimenes de tratamiento y se encuentra en continua
evolucién. Por lo que el establecer un biomarcador que pueda llegar a ser valido en todos los
contextos, no es siempre una tarea facil. Probablemente la integracion de diferentes biomarcadores
basales y biomarcadores dinamicos sera el futuro para poder realizar una correcta estratificacion
del riesgo de las pacientes.
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5.2 DESESCALADA DE TRATAMIENTO EN CANCER DE MAMA RRHH+/HER2-
EN PACIENTES PREMENOPAUSICAS

El cdncer de mama en edades jovenes se ha asociado a peor prondstico con mas riesgo de recaidas
y de muerte por esta enfermedad que en pacientes menopausicas!8:224, Esto puede ser debido
a un mayor porcentaje de factores clinicos de alto riesgo que predominan en este subgrupo de
pacientes, como mayor grado histoldgico, menor expresién de RRHH, mayor expresion de genes
de proliferacién y de subtipos intrinsecos no-Luminales entre otros. Ademas, dentro del subtipo
luminal-like, se observa un mayor porcentaje de tumores luminal B-like y una mayor proporcién de
tumores de riesgo intermedio-alto por determinacion gendmica. Todos estos datos han generado
que en este subgrupo de pacientes la quimioterapia siga siendo la opcién mas utilizada en contexto
precoz, sin tener claro la magnitud del beneficiol86:222,224,225,

La desescalada de tratamiento en el grupo de cancer de mama RRHH+/HER2- precoz ha sido uno
de los avances mas notorios con la aparicion de las herramientas gendmicas que han permitido
poder realizar una mejor estratificacion de riesgo de las pacientes. Sin embargo, la utilidad de éstas
para plantear una desescalada de tratamiento parece estar principalmente indicada en pacientes
menopausicas. Los tres grandes estudios fases III prospectivos, MINDACT, TAILORx y RxPONDER,
que han permitido la implementacion de las plataformas en la practica clinica habitual, al analizar
pacientes premenopausicas se observé un beneficio de la quimioterapia en practicamente todos los
subgrupos incluso en aquellas muestras tumorales donde la proliferacion era baja. Estos datos,
nos indican que existe algun efecto de la quimioterapia sobre las pacientes premenopausicas que
claramente no sucede en las pacientes menopausicas?’4.

Una de las hipdtesis mas conocidas es la implicacion de la funcidn ovarica en la supervivencia de las
pacientes. Desde hace mas de dos décadas se conoce el potencial efecto prondstico de la amenorrea
en las pacientes premenopausicas. Con ello surgia la hipotesis de si el beneficio observado con la
quimioterapia en estos tres grandes estudios era debido al efecto que realiza ésta sobre el tumor
o era la propia alteracién de la funcidn ovarica generada por la quimioterapia la que ocasionaba
este beneficio??’.

En este trabajo se corroboro la hipdtesis que el efecto bioldgico de la quimioterapia en las muestras
tumorales de pacientes premenopausicas con diagndstico de cancer de mama estrégeno-dependiente
(de bajo riesgo) es muy probablemente debido a la bajada de estrdgenos periféricos ocasionada por
la supresion de la funcion ovarica provocada por la quimioterapia.

De hecho, el efecto bioldgico observado en las muestras tumorales tras realizar tratamiento con
quimioterapia en pacientes premenopausicas (con el descenso de la expresion de genes implicados
con la via del receptor de estrogenos) fue similar al efecto anti-estrogénico producido por los IA en
pacientes menopausicas.

En las pacientes menopausicas la gran mayoria de estrdgenos es producido a nivel de la conversion
periférica a raiz de la enzima aromatasa. Mientras que, en las pacientes premenopausicas, la
situacion es diferente, ya que, en este caso, la gran mayoria de los estrdgenos son producidos a
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nivel de la actividad ovarica. Por lo tanto, los resultados reportados en este trabajo dejan bastante
claro que este descenso de expresion de genes relacionados con la via estrogénica en las células
tumorales es debido a la disminucion de estrégenos periféricos ocasionado por la disfuncién ovarica
generada por el efecto citotdxico de la quimioterapia.

Estos datos podrian explicar los resultados de los 3 grandes fases III, donde se observé el beneficio
de la quimioterapia en las pacientes premenopausicas RRHH+/HER2- incluido en aquellos tumores
que presentaban un riesgo gendmico bajo por Oncotype DX o MammaPrint mientras que no fue asi
en las pacientes menopausicas. Es importante destacar, ademas, que menos del 20% de las
pacientes premenopausicas incluidas en estos ensayos recibieron tratamiento mediante bloqueo de
la via hormonal con analogos de GnRH/LHRH, este hecho, solo hace que reforzar la hipdtesis que
parte del beneficio observado en las pacientes podria ser debido al efecto directo citotoxico que se
genera con la indirecta SFO%74,

Los resultados del trabajo van en consonancia con diferentes estudios publicados donde se
observaron resultados similares en cuanto a beneficio al realizar tratamiento adyuvante con
quimioterapia asociado o no a analogo GnRH/LHRH en pacientes premenopausicas RE+. Lo mas
interesante es que los beneficios en la supervivencia de éstos se observan principalmente en
pacientes mas jovenes (<35 afos), precisamente en aquellas pacientes donde la probabilidad de
que se genere una amenorrea inducida por quimioterapia es menos probable?’>,

De hecho, una proporcidn no insignificante de mujeres experimenta una recuperacién de los
niveles de estradiol y FSH hasta el rango premenopausico en los meses posteriores de realizar
tratamiento con quimioterapia. Es en este contexto donde los estudios de fase III como el TEXT,
SOFT y ASTTRA observaron la superioridad de afadir supresion de la funcion ovarica asociado a un
inhibidor de la aromatasa/tamoxifeno en comparacién con tamoxifeno en monoterapia en pacientes
premenopausicas con cancer de mama precoz RRHH+/HER2-203,276,

En el ensayo clinico SOFT se observo que pacientes que no realizaron tratamiento con quimioterapia
(bajo riesgo) y que realizaron un doble bloqueo hormonal, presentaron unas tasas de SG de
aproximadamente 95% a 8 afios de seguimiento. Sin embargo, datos publicados han observado que
pacientes jovenes aun siendo clasificadas como bajo riesgo por diferentes herramientas genémicas
siguen recibiendo mas tratamiento con quimioterapia que las pacientes menopausicas (28 vs. 11.3%,
p = 0.037)277, con todo el riesgo y toxicidad que esto conlleva.

Saber si realmente los andlogos GnRH/LHRH pueden ser utilizados para substituir los efectos
endocrinoldgicos que realiza la quimioterapia para generar este aumento de supervivencia es
todavia incierto. Este estudio traslacional da cierta consistencia a esta hipotesis.

Este estudio presento algunas limitaciones: 1) El estudio se realiz6 a través del analisis de multiples
muestras incluidas en diferentes ensayos clinicos o cohortes y se analizaron de forma retrospectiva;
2) No se ha dispuesto de datos de estradiol, FSH y LH en sangre de las pacientes incluidas, con lo
que no se ha podido realizar la correlacion entre la funcion ovarica y los hallazgos encontrados a
nivel molecular y 3) Las muestras de pacientes incluidas provienen de diferentes ensayos clinicos
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multicéntricos prospectivos, por lo que existe un sesgo de seleccion. No obstante, los resultados
obtenidos en las diferentes cohortes de pacientes y las lineas celulares son coherentes y ademas
proporcionan una explicacion coherente en los resultados observados en los ensayos clinicos.

Ademas, hay que tener en cuenta que el tratamiento mediante doble bloqueo hormonal no esta
exento de efectos secundarios. Sintomas vasomotores (sofocos y sudores), alteracion en la esfera
sexual y ginecoldgica (sequedad vaginal, disminucion de la livido entre otros) y mialgias/artralgias,
son, entre otros, los efectos secundarios mas frecuentes. Estos efectos han generado que exista
una tasa de abandono del tratamiento de hasta un 20% aproximadamente a los 5 afios, siendo mas
pronunciado en el grupo de pacientes mas jovenes (< 35 afos)278:279,

Finalmente, a pesar de las limitaciones que ha podido tener este estudio, los resultados
observados ofrecen una sdlida justificacion para desarrollar y/o probar estrategias de tratamiento
antiestrogénicas eficaces y mas especificas en pacientes premenopausicas. Podria ser que, en un
futuro, pacientes con cancer de mama RE+/HER2- de bajo riesgo gendmico podran substituir el
tratamiento con quimioterapia por el doble bloqueo hormonal mediante SFO.
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5.3 DESESCALADA DE TRATAMIENTO EN PACIENTES MENOPAUSICAS
DIAGNOSTICADAS DE CANCER DE MAMA PRECOZ RRHH+/HER2-
LUMINAL B POR PAM50

Con el desarrollo de los diferentes iCDK4/6 se ha conseguido modificar la estrategia terapéutica
en el cancer de mama RRHH+/HER2- metastasico de forma sustancial. Se ha aumentado la
supervivencia, reduciendo la toxicidad y retrasando el inicio de la quimioterapia, implicando una
mejoria importante en la calidad de vida de las pacientes. Con el aumento significativo en la SLP y
practicamente doblando las tasas de SG, han permitido posicionar la combinacion de los iCDK4/6
mas ET en primera linea de tratamiento del cancer de mama metastasico RRHH+/HER2-198,

El gran beneficio observado por estos farmacos en el contexto metastasico ha generado la pregunta
de si es posible observar este mismo beneficio en etapas mas precoces. En los ultimos afos, se han
reportado resultados de 4 grandes fases III, con casi mas de 5,000 pacientes incluidos cada uno,
donde han intentado posicionar los diferentes iCDK4/6 mas ET a nivel adyuvante?43-24>, Todos ellos
han demostrado un beneficio bastante limitado excepto por la combinacion de abemaciclib mas ET
en pacientes diagnosticadas con tumores de alto riesgo donde si se ha observado un beneficio en
cuanto a SLE en pacientes previamente tratadas con quimioterapia neoadyuvante?4> y recientemente
la combinacidn de ribociclib mas ET donde también se ha reportado un beneficio en SLE a 3 afios
(Slamon D.J., et al; Abstract LBA5000, ASCO annual meeting 2023):

El efecto bioldgico de estos farmacos sobre el tumor fue investigado por diferentes estudios
neoadyuvantes, observando un descenso en la proliferacidn (descenso del Ki67 por IHQ o descenso
de la firma de proliferacion determinada por PAM50), asi como en los genes implicados en el ciclo
celular de una forma mas potente que el tratamiento con ET en monoterapia. Estos resultados,
abrieron la posibilidad de valorar si realmente la combinacion de iCDK4/6 mas ET podria substituir
al tratamiento de quimioterapia convencional a nivel neoadyuvante.

Hasta la fecha, solo dos fases II han realizado una comparacion directa con esta combinacion de
tratamiento dirigido y quimioterapia264265, En concreto el ensayo CORALLEEN observé un efecto
bioldgico, determinado por Prosigna ROR score, generado por los iCDK4/6 mas ET similar al de la
quimioterapia alcanzando un ROR score de bajo riesgo a la cirugia de aproximadamente el 47% en
los dos brazos de tratamiento. Este estudio abre la puerta a plantear si realmente la combinacion
de tratamiento con ribociclib mas letrozol pueda llegar a sustituir al tratamiento con quimioterapia
incluso en pacientes de alto riesgo en un futuro26>,

En este trabajo, se estudid mas en detalle el efecto bioldgico ocasionado por iCDK4/6 mas ET en
las muestras tumorales de las pacientes incluidas del ensayo clinico CORALLEEN. Se confirmo el
potente efecto de los iCDK4/6 en combinacidn con ET de infraregular genes implicados en el ciclo
celular y de la via estrogénica de forma precoz, a los 14 dias del inicio del tratamiento, asi como
a la cirugia. Ademas, también se corrobord el potente y precoz descenso de la proliferacion de las
células tumorales, con un descenso en la expresion del gen MIKI67 'y de la firma de proliferacion por
PAM50 a los 14 dias de tratamiento con ribociclib mas letrozol en comparacion con tratamiento con
quimioterapia. Es interesante destacar, que tal y como se ha reportado en otros estudios, se observo
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un ligero ascenso de la expresion del gen MIKI67 en el brazo de ribociclib mas letrozol en la cirugia,
confirmando que el efecto antiproliferativo de los iCDK4/6 es, por un lado, reversible y por el otro la
necesidad de ofrecerlos de forma continua para mantener este efecto?>1:253,

A nivel de infiltracion por TILs estromales no se observaron cambios en cuanto al porcentaje de
infiltracion a dos semanas de tratamiento ni a la cirugia (24 semanas de tratamiento) tanto en el
brazo de quimioterapia como en el de ribociclib mas letrozol. Sin embargo, se observd que realizar
24 semanas de tratamiento con ribociclib mas letrozol aumentaba la infiltracion por TILs en un 30%
de los tumores. Ademas, en cuanto se determind la infiltracidon de TILs en funcidn de la respuesta,
se observé que las muestras tumorales que presentaron una mayor infiltracién por TILs fueron
aquellas muestras tumorales tratadas con ribociclib mas letrozol que presentaron poca respuesta.
Hay que afiadir que, en el brazo de tratamiento con quimioterapia, justamente se observé el efecto
contrario, un aumento de expresion de TILs en pacientes respondedoras.

El potencial efecto inmunomodulador de los iCDK4/6 ha sido previamente estudiado, donde datos
preclinicos han observado que estos farmacos promueven la produccion de interferdn tipo III
estimulando la presentacion de antigenos por las células tumorales que generan una activacion de
las células T efectoras y una disminucion de la proliferacion de las células T reguladoras (Tregs).
Ocasionando, todo ello, un ambiente menos inmunosuprimido280-282,

Estos datos fueron en consonancia con los datos de expresidn génica observados en el trabajo. En
global, a 24 semanas de tratamiento se observd un claro aumento de expresion de genes relacionados
con inmunidad (PD-L1 y PD-1) y de firmas relacionadas, principalmente, con las células T CD8, en los
dos brazos de tratamiento. De nuevo, este aumento de expresion génica no fue homogéneo. Como
sucedid con la infiltracion por TILs, se observo una sobreexpresion de los genes inmunes en el grupo
de tumores tratados con ribociclib mas letrozol clasificados como no respondedores a diferencia del
brazo de quimioterapia donde se observd este aumento, pero en el grupo de pacientes respondedoras.

Una explicacion para este escenario podria ser que mientras la quimioterapia genera muerte celular
por apoptosis con la liberacion de neoantigenos en el microambiente tumoral atrayendo diferentes
células del sistema inmune, esto no es asi en el caso del tratamiento con iCDK4/6. En este caso,
por el mecanismo de accidn de estos farmacos se genera apoptosis y senescencia de las células
tumorales?83,

Existen datos que han relacionado el descenso de porcentaje de Tregs asi como el aumento células
T efectoras con una mejor respuesta a tratamiento(284), generando la hipdtesis que quiza los
iCDK4/6 no aumenten el reclutamiento de células inmunes en el microambiente tumoral si no que
generen una activacion de las células T ya presentes, hecho que explicaria, en parte, el no aumento
significativo de infiltracion por TILs tras tratamiento con iCDK4/62>2,

El potencial efecto inmunomodulador descrito por los iCDK4/6 ha sido de vital importancia para
el desarrollo de nuevos tratamientos y combinaciones en el cancer de mama RRHH+/HER2-,
principalmente con ICI. Como ya es bien conocido, el cancer de mama RRHH+/HER2- es, respecto
a los otros subtipos, el que presenta una menor infiltracion por TILs y respuestas limitadas a
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tratamientos con ICI®4285, E| efecto de iCDK4/6 en las muestras tumorales, convirtiendo un tumor
“frio” en un tumor “caliente” podria ayudar aumentar las respuestas a inmunoterapia en este subtipo.
Estudios preclinicos han demostrado que existe una accion sinérgica entre iCDK4/6 y tratamiento
con anti-PD1, por lo que no es de extrafar que se haya valorado esta combinacion en diferentes
ensayos clinicos28®,

En conjunto, se podria hipotetizar que realizar un rescate mediante ICI en combinacion con iCDK4/6
en las pacientes poco respondedoras seria una opcion valida. Sin embargo, diferentes estudios que
han testado la triple terapia: iCDK4/6 mas ET asociado a ICI, han reportado toxicidades inaceptables.

En un estudio pase Ib que realizd la combinacion de pembrolizumab con iCDK4/6 mas ET en
cancer de mama RRHH+/HER2- metastasico se observd un aumento claro de toxicidad hepatica
con un 40% de elevacion de transaminasas grado 3 y un aumento de casi un 5% en la incidencia
de neumonitis?®”. Un porcentaje similar de toxicidades a nivel hepatico fueron reportadas en el
estudio NEWFLAME donde se realizd la combinacién de abemaciclib mas ET con nivolumab en el
mismo grupo de pacientes28. Paralelamente, esta combinacion fue testada a nivel precoz mediante
el estudio fase II no comparativo Checkmate 7 A 8. Este ensayo realizd tratamiento neoadyuvante
mediante palbociclib mas anastrozol y nivolumab Sin embargo, el estudio cerré de forma precoz
dado que se observd un alto porcentaje de elevacion de las transaminasas grado 3289, Existe, todavia
pendiente de resultados, el estudio ImmunoADAPT (NCT04075604) donde se realiza tratamiento
mediante combinacion de tamoxifeno mas palbociclib asociado a nivolumab?0,

Todos estos datos publicados, apoyan y van en consonancia con los resultados obtenidos en este
trabajado que los iCDK4/6 podrian actuar como potentes moduladores de la inmunidad mediada
por células T. Sin embargo, el poder discernir el motivo por el que existe elevacion de TILs en las
pacientes poco respondedoras todavia es una pregunta dificil de responder con los datos obtenidos
hasta la fecha.

Este estudio tiene varias limitaciones, por un lado, la muestra de pacientes incluida fue limitada y no se
consiguio realizar expresion de todas las muestras. La definicion de respuesta utilizada (el descenso
relativo del ROR score) no es una definicion estandar, y aunque puede llegar a utilizarse, deberia
validarse de forma prospectiva. Ademas, un aspecto relevante en cuanto a la determinacion de TILs,
es valorar la composicion de éstos. Hay que tener en cuenta que la composicion del microambiente
tumoral, asi como las diferentes células inmunes implicadas puede afectar al comportamiento de la
célula tumoral. En un futuro, discernir la composicién de éstas puede ser clave para poder valorar
su funcion predictiva/prondstica.

Teniendo en cuenta que el tratamiento mediante iCDK4/6 mas ET e inmunoterapia mediante ICIs
es una combinacion bastante tdxica que dificilmente podra ser implementada en la practica clinica,
es posible que la informacion sobre la infiltracion por TILs, pueda llegar a utilizarse, juntamente
con otros factores, como un biomarcador de seleccién de pacientes con diferentes prondsticos.
El seguimiento de las pacientes incluidas en el estudio CORALLEEN se encuentra pendiente, por
lo que en un futuro se podra llegar a saber que implicaciones presenta esta infiltracion por TILs,
principalmente en el grupo no respondedoras tratadas con ribociclib mas letrozol.
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A raiz de los resultados observados en el ensayo CORALLEEN, se abri6 la puerta a valorar si
realmente se pudieran llegar a ahorrar el tratamiento de quimioterapia en pacientes con cancer de
mama RRHH+/HER2- de alto riesgo a nivel precoz, valorando el ROR score. Con esta idea, surgio el
ensayo clinico RIBOLARIS, que abrio reclutamiento en abril del 2022 (Cottu P., et al; ESMO 2022) y que
tiene como objetivo primario valorar la SLM a distancia en la cohorte de pacientes con un RORde
bajo riesgo posterior a 6 ciclos de tratamiento inicial con ribociclib mas letrozol.

El RIBOLARIS (NCT 05296746) es un ensayo clinico fase II donde se incluyen pacientes, tanto pre
como menopausicas, con cancer de mama estadio II de alto riesgo, RRHH+/HER2- con Ki67> 20%
y grado histoldgico 2 o 3. Las pacientes incluidas reciben 6 ciclos de tratamiento con ribociclib
(600mg/24h, 3 semanas si una de descanso) mas letrozol + analogos de la LHRH. Posterior a la
cirugia se determina el ROR score mediante Prosigna. Si este es clasificado como ROR de bajo
riesgo, las pacientes seguiran tratamiento mediante ribociclib mas letrozol (a dosis de 400mg/
dia 3 semanas si un descanso) durante 33 ciclos. El tratamiento con ET se mantendra durante un
minimo de 5 afios. Mientras que si el tumor es ROR intermedio o alto riesgo recibiran tratamiento
con quimioterapia estandar seguido de ribociclib mas letrozol + analogos de la LHRH.

En un futuro, probablemente, sera la combinacién de diversos biomarcadores los que ayudaran
a seleccionar el grupo de pacientes diagnosticadas de cancer de mama de alto riesgo, que se
beneficiaran de un esquema libre de quimioterapia. El potencial efecto inmunomodulador que
genera el tratamiento con iCDK4/6 tanto sobre las células tumorales, como las no tumorales, sera
un dato de vital importancia para poder seguir avanzando en esta direccion.
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VI. CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

+ Presentar un CelTIL score elevado (determinado por el cutoff preestablecido) a dia 14 (+ 2)
de iniciar el tratamiento neoadyuvante mediante terapia anti-HER2 exclusiva, se asocia a una
mayor probabilidad de alcanzar una pCR en pacientes diagnosticadas de cancer de mama
HER2+ precoz.

+ Presentar un CelTIL score elevado (determinado por el cutoff preestablecido) a dia 14 (+ 2) de
iniciar el tratamiento neoadyuvante mediante terapia anti-HER2 exclusiva, se asocia a un mejor
prondstico a 5 afios en pacientes diagnosticadas de cancer de mama HER2+ precoz.

+ El valor prondstico del CelTIL score es independiente de los TILs basales, el estado de los
receptores hormonales, el tamafo tumoral, la afectacion ganglionar, el tipo de cirugia, el
tratamiento realizado y el tipo de respuesta patoldgica.

+ En pacientes menopausicas con un diagndstico de cancer de mama RRHH+/HER2-, genes
relacionados con la via de sefalizacion del estrégeno se encontraron infraregulados tras un
tratamiento neoadyuvante con terapia endocrina en comparacion con quimioterapia.

+ En pacientes premenopausicas con un diagndstico de cancer de mama RRHH+/HER2-, genes
relacionados con la via de sefalizacion del estrdgeno se encontraron infraregulados tras un
tratamiento neoadyuvante con quimioterapia.

+ En pacientes premenopausicas con un diagndstico de cancer de mama RRHH+/HER2+, el gen
PGR se encontrd infraregulado tras realizar tratamiento anti-HER2 y poliquimioterapia.

+ El tratamiento neoadyuvante mediante ribociclib mas letrozol en cancer de mama RRHH+/
HER2- durante 24 semanas genera una disminucion de la expresion de genes implicados en la
proliferacidn celular y la via de seializacion del estrdgeno a las 2 semanas hasta las 24 semanas
de iniciar el tratamiento.

+ El tratamiento neoadyuvante mediante ribociclib mas letrozol en cancer de mama RRHH+/HER2-
durante 24 semanas incrementa la presencia de TILs estromales en aproximadamente un 30%
de los casos.

+ El tratamiento neoadyuvante con quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos en cancer
de mama RRHH+/HER2- ocasiona un aumento en el niumero de TILs y expresion de genes
inmunoldgicos en tumores respondedores, y una disminucion en los no respondedores.

+ El tratamiento neoadyuvante mediante ribociclib mas letrozol en cancer de mama RRHH+/
HER2- durante 24 semanas ocasiona un descenso en el nimero de TILs y expresion de genes
inmunoldgicos en tumores respondedores, y un aumento en los no respondedores.
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