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1.

RESUMEN

Objetivos: Describir la prevalencia de mutaciones por plataforma molecular
(Avenio-77) en pacientes con cancer de mama avanzado (CMM) y su relaciéon
con factores clinicos, biolégicos y moleculares, para identificar pacientes con
indicacion de terapia dirigida y correlacionar variables con la supervivencia

global.

Material y Métodos: Pacientes con edad media de 61 afios (estadio IV-TNM)
entre 1-11-2019 y 31-12-2021 del Hospital Arnau de Vilanova (Valencia).
Variables de situacion clinica inicial, histoquimicas, mutaciones gendmicas y

de seguimiento terapéutico.

Resultados: 74 mujeres / 2 hombres; 46 sin tratamiento previo (60,5%). En 53
pacientes (69,7%) se detectaron mutaciones accionables (mas prevalentes
PI3K, ERBB, ESR1). Correlacion de mutaciones (p<0,05): fenotipo luminal -
mutaciones PI3K y ESR1; p53 - enfermedad visceral; ESR1 - pacientes en 12
linea de tratamiento; p53 - CEA alto; Ca 15.3 - ESR1 y p53; CTCs>5 -
presencia de mutaciones patologicas y ESR1. 34 pacientes progresaron a 12

linea de tratamiento (44,74%) y a 8 se les aplico terapia dirigida (10,53%).

Conclusiones: El estudio de ctDNA en sangre permite identificar mutaciones
en CMM para valoraciéon de terapia dirigida. La carga mutacional esta
correlacionada con menor supervivencia. Las pacientes que se derivan a
terapia dirigida son principalmente en enfermedad luminal. La indicacion de
terapia dirigida es escasa. La SG es menor en pacientes con CTCs>5,

enfermedad visceral y fenotipos HER2+CTMN.

Palabras Clave: Biopsia liquida, ADN tumoral circulante, NGS-ctDNA, cancer

de mama avanzado, driver accionable.
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2. ABSTRACT

Objectives: To describe the prevalence of mutations by molecular platform
(Avenio-77) in patients with advanced breast cancer (MBC), its relationship with
clinical, biological and molecular factors, to identify patients with indication for

targeted therapy and correlate variables with overall survival.

Material and Methods: Patients with a mean age of 61 years (stage IV-TNM)
between 11-1-2019 and 12-31-2021 at Hospital Arnau de Vilanova (Valencia).
Variables of initial clinical status, histochemical, genomic mutations and

therapeutic follow-up.

Results: 74 women / 2 men; 46 without previous treatment (60.5%). Actionable
mutations (most prevalent PI3K, ERBB, ESR1) were detected in 53 patients
(69.7%). Correlation of mutations (p<0.05): luminal phenotype - PI3K and ESR1
mutations; p53 - visceral disease; ESR1 - patients in 1st line of treatment; p53 -
high CEA; Ca 15.3 - ESR1 and p53; CTCs>5 - presence of pathological mutations
and ESR1. 34 patients progressed to 1st line of treatment (44.74%) and 8 had
targeted therapy (10.53%)..

Conclusions: The study of ctDNA in blood allows identification of MSC mutations
for targeted therapy assessment. Mutational burden is correlated with lower
survival. Patients referred for targeted therapy are mainly in luminal disease.
Indication for targeted therapy is rare. OS is lower in patients with CTCs>5,

visceral disease and HER2+CTMN phenotypes..

Keywords: Liquid biopsy, circulating tumor DNA, NGS-ctDNA, advanced breast

cancer, actionable driver.
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3. INTRODUCCION

3.1 Cancer de mama: definicion, incidencia, mortalidad e importancia de la

enfermedad

El cancer de mama se produce por la proliferacion indiscriminada de las
células epiteliales de la glandula mamaria. A través de la sangre o linfa, pueden

llegar a invadir otras estructuras tisulares desarrollando metastasis(1).

El cancer de mama es una de las causas mas frecuentes de morbi-
mortalidad del siglo XXI, tan solo por detrds de las enfermedades
cardiocirculatoria, y es el de mayor incidencia y prevalencia en la mujer. En 2020,
se diagnosticaron mas de 2,2 millones de nuevos casos en el mundo y alrededor
de 685.000 mujeres fallecieron como consecuencia de esa enfermedad.
Aproximadamente, 1 de cada 12 mujeres enfermara de cancer de mama a lo
largo de su vida. Es la principal causa de mortalidad en las mujeres en paises

desarrollados.

Su incidencia varia en funcién de la localizacion geografica, habiéndose
llegado a estabilizar en algunos paises desarrollados. Por el contrario, la
incidencia esta aumentando en los paises subdesarrollados o en vias de
desarrollo a causa del desarrollo humano y la adquisicion del estilo de vida
occidental. Constituye, por tanto, el tumor mas frecuente en las mujeres(2). En
nuestro pais, fueron diagnosticadas 33.375 mujeres, tal y como consta en el
informe de la Sociedad Espafola de Oncologia Médica (SEOM)(3), que
representa una incidencia de 139 casos por 100.000 habitantes. La probabilidad

estimada de desarrollar cancer de mama siendo mujer es de 1 de cada 8(4).

A este aumento de incidencia, contribuyen factores tales como el aumento
de poblacion, el aumento de la esperanza de vida y los cambios en los estilos de

vida, principalmente. También influyen factores el mayor cribado poblacional y
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otras causas como la vida sedentaria, la obesidad, el tabaquismo, el consumo de
alcohol o la contaminacién urbana, todos ellos, considerados como

modificables(5).

La mayor incidencia se da sobre todo en pacientes entre 45-65 afos
coincidiendo con la peri y post menopausia, lo que demuestra la influencia
hormonal en la génesis y desarrollo de la enfermedad(4). Unicamente el 1% de
los canceres de mama ocurren en el varéon y, de este porcentaje, un 15-20%
estan relacionados con formas de cancer hereditario. A causa de esto, se tarda

mas en el diagndstico y tratamiento en estos pacientes(4).

La mortalidad en Espafia por esta enfermedad ha disminuido de forma
significativa a lo largo de los ultimos afios, siendo la tasa de mortalidad de 22,7
por 100.000 habitantes. A esta evolucion estan contribuyendo el diagndstico
precoz favorecido por los cribados y los nuevos tratamientos derivados de los
avances en el conocimiento de las alteraciones moleculares. No obstante, es ‘la
primera causa de muerte de mujeres por cancer, con 6.606 fallecimientos en el
ultimo afio, lo que representa el 5,8% del total de muertes por céncer”, como
recoge el Informe de SEOM de 2021(4).

3.2 Cancer de mama: patogenia y factores de riesgo

La mama (Figura 1) esta constituida por tejido glandular y tejido adiposo y
contiene entre 15 y 20 lobulillos, de los que salen los conductos galactéforos, que
confluyen en el seno galactéforo, comunicado con el exterior por el pezéon. Por
esta estructura drena la leche. Se encuentra situada entre la 22 y 62 costilla y
desde el esterndn (a unos 2 centimetros) hasta la linea media axilar. Por debajo,
esta unida a la fascia del musculo pectoral mayor por los ligamentos de Cooper.
Su vascularizacion depende de la arteria y venas mamarias internas, de la arteria
axilar y de las arterias intercostales y toracoacromiales. La mama también

contiene vasos linfaticos encargados de drenar la linfa desde los linfaticos
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interlobulillares que forman el plexo linfatico subareolar hasta los ganglios

linfaticos situados en la axila, principalmente(6).

Anatomia de la mama femenina

Pared torécica

Ganglios linfaticos—.., <~ Costillas—
1 =4 \
" "
J_. o 2 l,Iejido graso
”
J Z
¥ 5 — Masculo <=~ Lébulo
9 Lo/
) ) ,Conductos
a4 ey
'.‘D Pezon A "/ Aréola
\ ] }-Pezon
| Aréola— E-J 10
S5 6bulilios
W

Figura 1. Anatomia de la mama. ©Terese Winslow LLC, Medical And Scientific lllustration

La etiologia del cancer de mama no es conocida del todo. Lo que si se

conocen son factores que ayudan a predecir y cuantificar el riesgo que hay de

padecerlo, pero en mas del 80% de mujeres con cancer, no tiene relacion con

ningun factor de riesgo y debuta espontaneamente.

El riesgo relativo compara la afectacion por la enfermedad en una

poblacion con las mujeres no expuestas. El riesgo absoluto es la probabilidad de

desarrollar cancer de mama en un intervalo de tiempo. Se expresa como riesgo

acumulado por la suma del riesgo anual a los 10 afios o de por vida

Los principales factores de riesgo conocidos con evidencia cientifica son:

- el sexo, las mujeres tienen mayor riesgo de desarrollar cancer de mama
que los hombres (el 99% de canceres de mama aparecen en mujeres). El
riesgo relativo de la mujer se considera casi 100 veces mayor que en el
hombre.

- la edad, el riesgo de cancer de mama aumenta con la edad durante los

afnos de actividad sexual en la mujer. Tras la menopausia, el incremento es
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menor. La maxima incidencia esta por encima de los 50 anos, siendo el
riesgo relativo de una mujer de 70 afos casi 10 veces superior al de una
mujer de 30.

- Antecedentes familiares. Las mujeres con antecedentes familiares en un
familiar de primer grado, tienen el doble de riesgo de cancer de mama. Y
se multiplica por 5 si es en dos familiares de primer grado.(7,8).

- El riesgo genético que se ha asociado principalmente a mutaciones de los
genes BRCA 1y 2 pueden ser responsables de hasta el 10% de todos los
casos de cancer de mama. También existe predisposicion genética si se
detectan alteraciones tales como ATM, BRIP1 CDH1, CHEK2, MRE11A,
NBN, PTEN, RAD50, RAD51C, STK11, TP53, RB1, PALB2, entre otros(9).

- Las mujeres con mamas densas adquieren un incremento del riesgo de
cancer de mama. A menudo, esta caracteristica es inherente y en cierto
modo modificable por la conducta reproductiva, el consumo de bebidas
alcohdlicas y de farmacos(10). Ademas, tienen un riesgo relativo mayor
que oscila entre el 1,79 y el 4,64 respecto a las mujeres con una densidad
mamaria menor (8,11). Igualmente, el riesgo esta aumentado cuando se
presentan antecedentes personales como diagnédstico previo de cancer de
mama, aumenta el riesgo relativo de padecer otro cancer de mama
contralateral hasta 10 veces, o de lesiones proliferativas benignas de
mama como fibroadenomas complejos incrementandose el riesgo relativo
entre un 1,3 y un 2, segun las series(11).

- Oftro factor con evidencia suficiente que se relaciona con el incremento de
riesgo de cancer de mama es el tiempo de exposicion a hormonas
sexuales. La mayoria de los canceres de mama contienen receptores
hormonales para el estradiol (ER), y a veces para la progesterona (PR). En
particular, la nuliparidad, la edad del primer embarazo a término, la
obesidad antes de la menopausia y la edad de la primera menstruacion son
factores de riesgo so6lo para los canceres hormonales(12).

- La exposicion a radiaciones ionizantes, como la exposicion a la radiacion
solar ultravioleta reduce el riesgo de cancer de mama, especialmente en

mujeres a partir de los 40 afios. No se encontré una asociacion significativa
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para el uso de protectores solares, pero si el estado del receptor de
estrogeno, el bronceado y la cobertura de las extremidades pueden afectar

el riesgo de desarrollar cancer de mama(13).
- Factores como son la obesidad (14) y el consumo continuado y abundante
de alcohol (15), se ha demostrado que incrementan significativamente el
riesgo relativo de padecer la enfermedad ademas de un empeoramiento

durante el tratamiento y aumento de las recidivas.

Para el diagnostico del cancer de mama, se realiza biopsia del tumor
mediante puncién aspiracién con aguja fina (PAAF) o biopsia con aguja gruesa
(BAG), que técnica idénea para el estudio del tejido afecto, biopsia quirurgica o
por incision y posteriormente la valoracidén anatomopatologica de la muestra
obtenida(16).

La incidencia de cancer de mama, unido a una mejora de la eficacia de los
tratamientos en las fases mas tempranas y al perfeccionamiento de las técnicas
de cribado en fase subclinica, ha impulsado el desarrollo de protocolos de
prevencion secundaria por los diferentes sistemas de salud occidentales que,

progresivamente, se han ido adaptando a sectores mas amplios de la poblacién.

El Programa de cribado del cancer de mama (PCCM) del Sistema Nacional
de Salud consiste en la realizacién de una mamografia bienal a mujeres de edad
comprendida entre los 50 y 69 afios de edad, ambos afos incluidos(17). Se
recomienda su desarrollo generalizado y asi lo recoge actualmente la estrategia
desarrollada por la Comunidad Valenciana (mediante el cribado con mamografia
bilateral en doble proyeccion cada dos afios a mujeres entre los 45 y los 69 afos,

5 afios antes que el resto de Espana(18).

El diagndstico por imagen mas estandarizado en la deteccion del cancer de
mama es la mamografia. Actualmente y con los avances tecnolégicos se han
desarrollado equipos de mamografia digital con TAC que permiten reconstruccion

de imagenes en 3D con las que se ha ampliado la sensibilidad de esta
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prueba(19), no obstante para la interpretacion de las imagenes, en muchas
ocasiones se requiere de la complementacion mediante la imagen por ecografia
(20) y en otras de resonancia magnética, que tiene mas sensibilidad pero menos

especificidad(21).

La notificacion de los resultados de la mamografia se lleva a cabo
utilizando la clasificaciéon del Breast Imaging Reporting and Data System (BI-
RADS)(22) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion BIDRADS (Revista Médica, 2014. N°1)

BR1 Mama normal
BR2 Patologia benigna
BR3 Sugestivo de benignidad <2%

BR 4a Baja a moderada sospecha 2-10%

BR 4b Moderada sospecha 11-40%

BR 4c Moderada-alta sospecha 41-94%
BR5 Alta sospecha de malignidad >95%
BR6 Malignidad confirmada
BRO Estudio insuficiente

3.3 Cancer de mama: clasificacion

Existen varias formas de clasificacion del cancer de mama: en funcion de
su morfologia, histologia, parametros moleculares o en funcién de la extensién

siguiendo el TNM.

En funcion de su origen, hay que resaltar que la gran mayoria de tumores
malignos surgen en el tejido glandular de la mama. Su origen reside en el tejido
epitelial por lo que se denominan "carcinomas" y destaca como mas frecuente
tanto en la mujer como en el varon (80% de los casos) el carcinoma ductal

invasivo o infiltrante. Cuando el desarrollo es a partir de células de tejido graso,
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muscular o tejido conectivo se les denomina “sarcomas”, estos ultimos en la

mama son muy poco frecuentes(23).

Los carcinomas de mama se pueden clasificar en carcinomas in situ,
cuando no han sobrepasado aun la capa basal y por lo tanto no se ha extendido
el tumor, o carcinomas invasivos o infiltrantes cuando si se ha conseguido
sobrepasar la capa basal y esto provoca que pueda diseminar hacia ganglios
linfaticos. Los carcinomas in situ deben tratarse y extirparse ya que se han
encontrado células cancerosas y, si no se tratan, mas adelante podrian
convertirse en un carcinoma invasivo. Ademas, los podemos diferenciar en
funcién de su localizacién, siendo los mas frecuentes el ductal, cuando su origen
reside en las células de los conductos galactoforos, y el lobulillar, si su origen esta
en los lobulillos. Otros canceres menos frecuentes tienen su origen en otro tipo de
células y son llamados papilares, mucinosos, tubulares o metaplasicos, por lo que

principalmente podemos encontrar los siguientes patrones histolégicos(23):

- Carcinoma ductal in situ

- Carcinoma lobulillar in situ
(ambos, con una frecuencia de un 15%-30%)

- Carcinoma ductal invasivo o infiltrante (cerca del 80% de los casos)

- Carcinoma lobulillar invasivo o infiltrante (7-11% de los casos, siendo el
segundo cancer de mama mas frecuente)

- Carcinoma invasivo tubular (4-6%)

- Carcinoma invasivo mucinoso (2%)

- Carcinoma invasivo papilar (0,5-1%)

- Carcinoma invasivo metaplasico (menor a 1%)(24)

También es posible diferenciar algunos tipos de cancer de mama menos
frecuentes que, a pesar de que histolégicamente se correspondan con alguno de
los mencionados anteriormente, presentan caracteristicas propias que los

diferencian y les confieren una identidad, prondstico y tratamiento propios.
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Uno de ellos es el carcinoma inflamatorio de mama (incidencia menor del
3%), de comportamiento agresivo debido a su rapido crecimiento y que desde un
punto de vista clinico se manifiesta como un enrojecimiento y edema difuso de
una parte importante de la mama (piel de naranja), a menudo con retraccion del
pezon y sintomatologia compatible a la de una mastitis. Otro ejemplo es la
enfermedad de Paget de la mama, que afecta principalmente a la piel del pezén y
la areola presentando una imagen de eccema con descamacion. En su gran

mayoria se asocia a la presencia de carcinoma ductal in situ(23).

3.3.1 Clasificacion TNM del Cancer de mama

En el cancer de mama, al igual que con los otros tumores, también se sigue
la clasificacion TNM para valorar su estadio evolutivo y prondstico. Asi,
dependiendo del momento en el que se realice, se denominara:

- CcTNM cuando se lleve a cabo inicialmente por un examen clinico y se
emplea para la indicacién del tratamiento primario

- pTNM, elaborado sobre los hallazgos anatomopatoldgicos obtenidos tras
cirugia y aporta datos precisos sobre la extension de la enfermedad. Se
emplea para indicacion del tratamiento adyuvante y con el fin de establecer
un prondstico

- ypTNM, cuando se ha llevado a cabo tras la cirugia y el tratamiento
neoadyuvante(24,25)

Cserni G et al, en su articulo “The new TNM-based staging of breast
cancer” publicado en 2018, disefia una clasificacién que, ademas de relacionar los
diferentes estadios, orienta hacia el tratamiento e informa del prondstico de
supervivencia:

- Estadio IA: Tumor pequefio, invasivo y no hay diseminacién a ganglios
linfaticos (T1, NO, MO).

- Estadio IB: Si se ha diseminado sele a los ganglios linfaticos y ésta mide
mas de 0.2 mm, pero menos de 2 mm. No existe evidencia de tumor en la

mama o mide 20 mm o menos (T0 o T1, N1mi, MO).

10
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- Estadio llA, cualquiera de estas condiciones:

- No se evidencia un tumor en la mama, pero el cancer se ha diseminado
a un numero de 1 a 3 ganglios linfaticos axilares. No se ha diseminado
a partes distantes del cuerpo. (TO, N1, MO).

- El tumor mide 20 mm o menos y se ha diseminado a los ganglios
linfaticos axilares (T1, N1, MO).

- El tumor mide mas de 20 mm pero menos de 50 mm y no existe
diseminacion linfatica. (T2, NO, MO).

- Estadio IIB, cualquiera de estas condiciones:

- El tumor mide mas de 20 mm pero menos de 50 mm y se evidencia
diseminacion de 1 a 3 ganglios linfaticos axilares (T2, N1, MO0).

- El tumor mide mas de 50 mm pero no se evidencia diseminacion a
ganglios linfaticos (T3, NO, MO).

- Estadio IlIA: Cancer de cualquier tamafio que se ha diseminado a un
numero de 4 a 9 ganglios linfaticos axilares o ganglios linfaticos mamarios
internos. No se ha diseminado a otras partes del cuerpo (TO, T1, T2 o T3,
N2, MO). También puede ser un tumor mayor que 50 mm que se ha
diseminado a un numero de 1 a 3 ganglios linfaticos axilares (T3, N1, MO0).

- Estadio IlIB: el tumor ha infiltrado a la pared toracica o ha causado
hinchazén o ulceracion de la mama o se diagnostica como cancer
inflamatorio de mama, con diseminacion o no a un maximo de 9 ganglios
linfaticos mamarios internos o axilares. No se ha diseminado a otras partes
del cuerpo (T4; NO, N1 o N2; MO).

- Estadio llIC: Tumor de cualquier tamafo que ha diseminado a 10 0 mas
ganglios linfaticos axilares, los ganglios mamarios internos o los ganglios
linfaticos infraclaviculares. No se ha diseminado a otras partes del cuerpo
(cualquier T, N3, MO).

- Estadio IV (metastasico): el tumor puede tener cualquier tamafio y se ha

diseminado a otros 6rganos. (cualquier T, cualquier N, M1)(26).
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3.3.2 Factores prondsticos del cancer de mama

Los de mayor relevancia, son:

Edad: Las mujeres jovenes (20-30 anos) tienen peor prondstico que
las mujeres de mediana edad. Parece ser que es debido a que las
mujeres mas jovenes tienen mas probabilidad de tener afectacion
axilar linfatica, receptor estrogénico (RE) negativos con respecto a
las mujeres de mayor edad. Un estudio que se realizé en mujeres
premenopadusicas con cancer de mama invasivo que eran tratadas
en el Instituto Europeo de Oncologia, mostré que “las menores de 35
anos tuvieron un mayor porcentaje de tumores con receptores
hormonales negativos, invasion linfatica o vascular y tumores grado
lll, que las mujeres de 35 a 50 afos” (27).

Grado histolégico: Dependiendo del porcentaje de células en
mitosis, el grado de asimetria de los nucleos y de las células
tumorales, podran clasificarse en mas diferenciadas (grado ), que
son mas maduras y menos agresivas, o pobremente diferenciadas
(grado Ill) que tienen una capacidad mas agresiva junto con peor
pronostico y el grado Il que es el punto intermedio entre ambas
(28,29).

Estadio de la enfermedad: El objetivo principal del cancer de mama
en los estadios |, Il y Ill es la curacion mediante el tratamiento, tanto
sistémico como quirurgico. En el estadio 1V el objetivo es mejorar los
sintomas de la enfermedad y aumentar la supervivencia global, ya
que en este estado la curacién a dia de hoy no se contempla(30).
Estado del receptor de estrégeno (RE) y receptor de progesterona
(RP) del tumor: Los tumores positivos para estos receptores, tienen
mejor pronostico y tienen valor predictivo (31).

Sobreexpresion de HERZ2: Este marcador se relaciona con un
fenotipo mas agresivo y con un peor pronéstico, con mas propension

a la recurrencia y metastasis. También es un factor predictivo (31).

12
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- Activador del plasminégeno tipo urokinasa (uPA) y su inhibidor tipo 1

(PAI-1): tienen valor prondstico, especialmente, cuando no existe

afectacion ganglionar(32). La American Society of Clinical Oncology

(ASCO) considera la utilizacion de uPA/PAI-1, en casos sin

afectacién ganglionar con RH positivos y HER2 negativo, para la

indicacion de quimioterapia adyuvante, con alta evidencia cientifica,

aunque con recomendacion débil(33).

3.3.3 Clasificacion molecular del cancer de mama

Los carcinomas se clasifican en funcion de los parametros moleculares por
la utilidad en pronosticar su evolucion y seleccionar tratamientos especificos con

terapias diana.

Actualmente se diferencian 4 subtipos moleculares:
- Luminal A.

- Luminal B.

- HER2+.

- Basal like o triple negativo (CMTN).

Para esta clasificacion es preciso analizar los perfiles moleculares. Sin
embargo, en la actualidad, se utiliza, también, una clasificacion basada en el perfil
inmunohistoquimico (IHQ) mediante la cuantificacibn en la expresion de
determinadas proteinas en las células tumorales. Aunque la correlacion
molecular-IHQ no es perfecta, se asume su utilidad asistencial. La determinacién
IHQ se caracteriza con 4 proteinas fundamentales:

- Ki67: proteina que reside en el nucleo celular de las células tumorales
cuando estas se encuentran en fase de division, y permite determinar el
indice de proliferacion tumoral.

- Receptores hormonales: de estrégeno (RE) o de progesterona (RP).

- Her2 (Human epidermal growth factor receptor 2): proteina de superficie

celular receptora del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2(34).
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En base a la determinacion por IHQ de estas proteinas tumorales se

clasifica en el subtipo molecular correspondiente:

Tumor Luminal tipo A, si presenta receptores hormonales intensamente
positivos (RE+, RP>20%), que ademas son HER2 negativos y tienen un
Ki67 <14%. Esto indica que son tumores de proliferacion baja por lo que
inicialmente presentan muy buen prondstico. Es el subtipo molecular mas
frecuente, representando el 25-50% de todos los canceres de
mama(23,35).

Luminal tipo B HER2 negativo, cuando presente RE+ y al menos una de las
siguientes caracteristicas: Ki67220%, RP negativo o <20%. Ademas,
consideraremos como luminal tipo B todo tumor HER2 +, que exprese RE+
y cualesquiera que sean los niveles de Ki67 y de RP. El fenotipo luminal B
incluye el 25-45% de los tumores de mama. Presentan un prondstico
significativamente peor que los tumores luminales A a pesar de una
moderada sensibilidad a la quimioterapia y terapias bioldgicas si poseen
HER2+(23,35,36).

El subtipo molecular HER2 positivo incluye tumores con ausencia de
expresion de los receptores hormonales y sobreexpresion de la proteina de
superficie HER2. Presentan un indice de proliferacion elevado y un mal
prondstico en ausencia de terapias dirigidas. Supone menos del 15% de
todos los tumores de mama(23).

El tumor basal-like, IHQ definido como triple negativo (CMTN), presenta la
caracteristica de la negatividad de expresién tanto para los receptores
hormonales como para la proteina de superficie HER2. Tienen por lo
general un peor prondstico por su capacidad proliferativa y la ausencia de
terapias dirigidas. Se ha encontrado relacion con su aparicién en edades
mas jovenes, raza negra y sindromes de cancer familiar (BRCA1, BRCA2 y
otros menos prevalentes). En edades jovenes, se aconseja llevar a cabo
estudios genéticos. Suponen el 15% de todos los canceres de
mama(23,37).
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3.3.4 Tratamiento del cancer de mama

Cirugia. Se utilizara como parte del tratamiento en estadios I, Il y lll:
- Cirugia con conservacion de la mama.
- Mastectomia radical y diseccion ganglionar axilar con posterior

reconstruccién de la mama (o no).

Radioterapia posoperatoria
- Tras mastectomia si no hay afectacion ganglionar axilar.
- Tras mastectomia con afectacion ganglionar axilar:
o De 1 a 3 ganglios, la funcion de la radioterapia regional no esta
clara.
o Si afecta a 4 o mas ganglios o hay compromiso extraganglionar,
se recomienda la radioterapia regional.
- En cancer de mama con o sin compromiso ganglionar axilar:

o Radioterapia dirigida a toda la mama. Sin radioterapia, el
riesgo de recidiva en la mama conservada es >20 %, aunque
no haya afectacién ganglionar axilar. Y se ha comprobado
reduccion de la recidiva y aumento de la supervivencia
(38,40).

Terapia sistémica pre y posoperatoria

Depende de factores como el estadiaje TNM, el grado histolégico, edad de
la paciente y el estado molecular del tumor (HR+, HER2 o TN). La terapia

sistémica preoperatoria pretende la involucion del tumor para facilitar la cirugia.

Depende del subtipo molecular. Asi, para HR se utiliza terapia endocrina
(tamoxifeno, inhibidores de la aromatasa), para HER2 farmacos anti-HER2
(trastuzumab, pertuzumab e inhibidores de la tirosin-kinasa) y para el fenotipo

triple negativo, se recurre a la quimioterapia(38).
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3.4 Cancer de mama metastasico (CMMT)

El cancer de mama metastatiza cuando se extiende sobrepasando el
territorio loco-regional de la mama y areas ganglionares vecinas, pudiendo
evidenciarse radiolégica y clinicamente. Las metastasis del cancer de mama mas
frecuentes son en hueso, higado, pulmén o SNC. Cuando aparecen, el objetivo
terapéutico no es la curacion, sino prolongar el control de la enfermedad y mejorar
la calidad de vida de los pacientes. Algunas opciones terapéuticas han permitido

mejorar la supervivencia.

La enfermedad metastasica se considera una situacion avanzada de no

curabilidad. Segun su evolucion, el diagnostico puede darse de dos formas:

- Cancer de mama metastasico “de novo” o de primer diagnostico, es
decir, en el momento del diagndstico inicial del cancer ya existen
metastasis a distancia. Actualmente a causa de las mejoras en las
técnicas de deteccion por imagen y a los programas de cribado, el
numero de tumores detectados inicialmente en fase metastasica esta
disminuyendo. Suponen un 5-6% de los diagndsticos iniciales de cancer
de mama y se presentan en mujeres con una media de edad en torno a
65 afnos(41,42).

- Cancer de mama con metastasico recurrente, que es el que fue
detectado y tratado, pero posteriormente la enfermedad reaparece ya
diseminada. El 30% de las pacientes diagnosticadas de cancer de
mama acabaran presentando este tipo de situacidon. La mayor
incidencia se encuentra en mujeres con una media de edad de 56
anos(42).

3.4.1 Cancer de mama metastasico: Manejo global

En la enfermedad metastasica, después del diagndstico analitico y
clinico y previo a realizar el tratamiento sistémico, es recomendable realizar

al menos una biopsia en la primera vez que recurre la enfermedad, dado
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que el fenotipo tumoral puede ser diferente al que se recogioé en el tumor
primario y complementarlo con estudios completos del grado de la

extension para poder valorar con posterioridad la respuesta al tratamiento

del conjunto de lesiones.

Para clasificar el estadio, es preciso realizar tomografia computarizada

abdomino-pélvica (TC-TAP) y gammagrafia ésea (GGO) o tomografia por emisiéon

de positrones (PET-TAC).

Para establecer

particularmente para investigacion clinica, se utilizan los criterios RECIST
(Response Evaluation Criteria in Solid Tumors), modificados en el ano 2009 en la
version RECIST 1.1(43,44) (Tabla 2), que permiten monitorizar de forma objetiva
la respuesta de tumores solidos, como el de mama, mediante técnicas de imagen
reproducibles y medir los cambios de tamafo en la imagen del tumor para

clasificar la respuesta al tratamiento como: respuesta completa, respuesta parcial,

la extension y medidas de

FACULTAD DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD

progresion de la enfermedad o enfermedad estable.

Tabla 2. Criterios RECIST 1.1 (European Society of Radiology)

RECIST 1.1

RC

RP

PE

EE

Evaluacién de lesiones no diana

RC

PE

No-RC / No-PE

Desaparicion de todas las lesiones diana o adenopatias de menos de
10 mm de eje corto

Disminucion de al menos el 30% en la suma de los diametros
mayores de las lesiones diana con respecto a la obtenida en el
estudio basal

Aumento de al menos el 20% en la suma de los diametros de las
lesiones diana tomando como referencia la menor suma obtenida
durante el seguimiento (incluido el estudio basal si ésta es lamenor)
La suma de los diametros debe haber aumentado en al menos 5 mm
Aparicion de una o mas lesiones nuevas

No cumple ninguno de los criterios anteriores

Desaparicion de lesiones no diana y normalizacion de los marcadores
tumorales

Progresioninequivoca de las lesiones no diana existentes

Persistencia de una o mas lesiones no diana y/o mantenimiento de
los marcadores tumorales por encima del limite alto de la
normalidad
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No se recomienda de rutina el estudio de imagen a nivel del sistema
nervioso central a no ser que exista sintomatologia asociada. La recurrencia
locorregional exige descartar la existencia de extension metastasica previo a

plantear el mejor tratamiento local y sistémico(45).

Todas estas herramientas permiten monitorizar la eficacia e identificar la
resistencia o sensibilidad a la terapia seleccionada, permitiendo asi al oncélogo
orientar sus decisiones e intervenir con nuevas opciones terapéuticas, si fuera

necesario, antes del deterioro clinico de la paciente.

El antigeno carcinoembrionario (CEA), es un antigeno inespecifico que se
puede detectar elevado en distintas neoplasias sélidas como son colon, mama,
tiroides... Su inespecificidad lo hace poco util como criterio diagndstico, pero
posee utilidad durante el seguimiento de la eficacia del tratamiento en las
pacientes en tratamiento sistémico. Elevaciones superiores al 100% del valor
basal detectado tras la instauracion del tratamiento tienen una probabilidad
superior al 40% de actividad metastasica y recurrencia de la enfermedad, que en
cualquier caso tiene que ser confirmada mediante pruebas de diagndstico por

imagen y evaluacion clinica(46,47).

El antigeno de carbohidrato 15.3 (Ca 15.3) derivado de la mucina epitelial
polimoérfica, con niveles superiores a la 30 U/ml, se vincula con una supervivencia
global menor y no guarda relacién con el tamafio del tumor, estado ganglionar ni
edad de la paciente. Se ha demostrado una relacion significativa entre su
modificacion y la respuesta clinica, pero en un porcentaje de casos cercano al
50%. Por lo tanto, las directrices de la EGTM (European Group on Tumor
Markers) y de la (documents.mx) ASCO (American Society of Clinicalk Oncology)
indican que tiene un valor asociado a otros biomarcadores, pruebas de imagen y

examenes clinicos, pero no un valor determinante por si solo(46,47).

La respuesta al tratamiento se evaluara con las mismas técnicas de imagen
que se utilizaron para establecer la extension de la enfermedad metastasica. El

uso de marcadores tumorales (CEA, Ca 15-3, Ca 27-29) puede ser una ayuda a la
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hora de evaluar la enfermedad en los casos en los que las otras técnicas no

puedan llegar a emplearse.

Existen dos situaciones que requieren un manejo mas especifico:

3.4.2

En la enfermedad ésea metastasica debemos de introducir un tratamiento
con bifosfonatos o con denosumab, junto con suplementos de calcio y
vitamina D salvo que existan contraindicaciones o la paciente presente
hipercalcemia(48,49). Estas terapias bloquean la actividad osteoclastica y
permiten reducir el riesgo de fracturas y de hipercalcemia, ademas de
reducir el dolor. Complicaciones severas pueden requerir de una terapia

local mas dirigida incluyendo cirugia y/o radioterapia(50).

La afectaciéon del sistema nervioso central requiere de una evaluacion
conjunta con neurocirujanos Yy radioterapeutas. Este escenario es
particularmente frecuente en los fenotipos HER2 y CMTN, y condiciona un
muy mal pronodstico. Existen diversas actuaciones a nivel local en funcion
de la extension de la enfermedad, tanto a nivel cerebral como extra-
cerebral, y la decision de tratamiento final varia desde la abstencién
terapéutica hasta la cirugia o radioterapia estereotaxica, asi como el

tratamiento sistémico(51).

Cancer de mama metastasico. Terapia sistémica en funcién del

fenotipo:

3.4.2.1 Cancer de mama triple negativo

El cancer de mama triple negativo (CMTN) tiene como caracteristica la

ausencia de expresion tanto de receptores hormonales como de HER2 vy

representa el 15-20% de los canceres de mama(52).
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Ultimamente, se ha detallado mas la clasificacion de este subgrupo de
tumores de mama heterogéneo, aplicando herramientas novedosas de biologia
molecular. Analizando la expresion génica con el panel PAM50, los tumores triple
negativos se subdividen en subtipos intrinsecos, de los cuales el 72%

corresponden al perfil de expresion basal-like(53).

Realizando una ampliacion al panel de 55 genes adicionales se ha
identificado el subtipo Claudin-low que se caracteriza por ausencia o baja
expresion de marcadores epiteliales (claudinas) y una elevada expresion de que
se relacionan con la transicion epitelio-mesénquima y con la respuesta

inmune(54).

El atlas del genoma del cancer (TCGA) ha aportado una nueva visién en
torno a las caracteristicas moleculares del cancer de mama triple negativo,
concretamente del subtipo basal, en el que se destaca la pérdida de los genes
TP53 y RB1, pérdida de la funcion de BRCA1, amplificacion del MYC vy activacion
de la via fosfatidilinositol 3-Kinasa (PIK3). Otras dianas terapéuticas potenciales
incluyen los genes PTEN, INPP4B, PIK3CA, BRAF, EGFR, FGFR1, FGFR2,
IGFR1, KIT, MET, PDGFRA vy la via HIF1-a/ARNT(55). Identificar este tipo de

alteraciones puede resultar util para realizar terapias dirigidas a las mismas.

El cancer de mama se ha considerado como un tumor inmunolégicamente
silente. No obstante, recientes estudios confirman que el fenotipo triple negativo
tiene la capacidad de evadir la respuesta inmunitaria, lo que justifica la

investigacion de terapias inmunoldgicas como una estrategia terapéutica(56).

3.4.2.2 Tratamiento

El tratamiento estandar del cancer de mama triple negativo es la
quimioterapia dado que carece tanto de RH como de HER2. Pese a una mayor
quimio-sensibilidad del CMTN, las duraciones de las respuestas suelen ser cortas
y la supervivencia global (SG) en esta poblacion esta en torno a los 24 meses,

significativamente menor que los otros fenotipos tumorales. La quimioterapia
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debera ser administrada hasta que exista niveles inaceptables de toxicidad, dado
que el impacto del tratamiento es positivo en SG y supervivencia libre de

progresion (SLP).

Esquemas terapéuticos basados en taxanos o antraciclinas son el
tratamiento de eleccion en primera linea, principalmente en aquellas pacientes
qgue no han sido expuestas a estos agentes en etapas iniciales o que tengan un
intervalo libre de enfermedad de mas de 12 meses desde su administracion(57).
Este tratamiento de primera linea puede acompafarse de bevacizumab, aunque
en la actualidad se sigue usando y ha demostrado un aumento de la SLP, no ha
demostrado un aumento de la SG y se asocia a efectos adversos tales como
HTA, proteinuria y fendmenos tromboembdlicos(58). En los ultimos afios, se ha
comprobado que los derivados del platino son de gran utilidad a la hora de tratar a
pacientes con CMTN, y particularmente en pacientes portadoras de mutaciones
BRCA. Su mecanismo de rompiendo la doble cadena de DNA seria sinérgico con
el déficit de reparacion del propio DNA generado por la mala funcion de
BRCA(59).

Agentes terapéuticos recomendados para las lineas mas avanzadas son la
capecitabina y la eribulina. El estudio EMBRACE demostré un incremento de la
supervivencia global en una poblacién muy pretratada en favor de eribulina frente
a una quimioterapia escogida por el investigador consistente en vinorelbina,

gemcitabina o capecitabina(60).

Las pacientes con mutacion germinal de BRCA1 o BRCAZ2, representan un
10-15% de toda la poblacion con CMNT. En este escenario se ha desarrollado los
inhibidores de la PARP. Estos farmacos bloquean la reparacion del dafio en el
DNA de forma alternativa a BRCA. Su accion genera un bloqueo completo para
las células tumorales en la reparacion de DNA, siendo ya deficitarias para los
mecanismos de reparaciéon ligados a la via BRCA; este fendmeno se conoce

como letalidad sintética(61).
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Los inhibidores de la PARP han sido desarrollados en monoterapia
(olaparib y talazoparib) y fue en los estudios de fase Ill OLYMPIAD y EMBRACA
donde, frente a un esquema quimioterapéutico convencional, destacaron una
mejoria en la SLP y en un beneficio en las pacientes tratadas(62,63) Aunque no
son exclusivamente para CMTN, pacientes con tumores luminales y deficitarias en

BRCA también pueden beneficiarse de este tipo de terapia.

El CMTN presenta una mayor expresidon de PD-L1 e infiltracion por
linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), ademas de una carga mutacional mas
elevada(64). A raiz de esta activacion del sistema inmune se han investigado
farmacos moduladores de la respuesta inmune como son los anti-PD-1
(pembrolizumab) y anti-PD-L1 (atezolizumab). En el estudio en fase |l
IMPASSION se comparoé el uso del atezolizumab frente la terapia de placebo con
taxanos y el resultado mostré un aumento en la mediana de SG a favor de las
pacientes tratadas con el anti-PD-L1(65). KEYNOTE también comparé la
quimioterapia convencional frente al pembrolizumab, resultando del mismo un

aumento de la SLP y SG a favor del pembrolizumab(66).

3.4.3 Cancer de mama luminal (HR+/HER2-)

Este fenotipo presenta ciertas caracteristicas bioldgicas y clinicas que
acentuan las diferencias con otros subtipos de cancer de mama. Alrededor de un
5-10% de las pacientes en nuestro medio presentaran un escenario avanzado de
inicio y un 20-30% de las pacientes en estadio precoz al diagndstico presentaran

una recaida avanzada en los ainos subsiguientes.

Los tumores HR+/HER2- suelen tener un crecimiento mas lento y es
infrecuente un debut o recaidas con presencia de crisis visceral; escenario de
compromiso vital y que requiere una rapida regresion del tumor (ej. afectacion

cerebral, infiltracion hepatica masiva, linfangitis pulmonar).
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En mas de dos tercios de los casos, la enfermedad es sensible a la terapia
hormonal desde el inicio y pueden beneficiarse de varias terapias hormonales de
forma secuencial. Sin embargo, la practica totalidad de las pacientes acabaran

presentando finalmente una refractariedad al tratamiento hormonal.

La afectacion metastasica del cancer de mama HR+/HER2- tiene un
comportamiento diferente a los otros subtipos tanto en la distribucion como en la
temporalidad. En el estudio que realizaron Xiao et al(67), se llegd a la conclusion
de que las enfermas con tumores HR+/HERZ2- presentaban preferentemente
metastasis O0seas al diagndstico, diferenciandose asi de los restantes subtipos
donde las metastasis viscerales eran las mas frecuentes. Kennecke et al(68). en
su estudio presentaron la incidencia de los lugares mas frecuentes de recurrencia
metastasica, los tumores se clasificaban en subtipos intrinsecos acorde con la
inmunohistoquimica del tumor inicial. Las conclusiones a las que llegaron fueron
que la gran mayoria de las recurrencias se dieron en los primeros cinco afos en
los tumores que tenian receptores hormonales negativos, mientras que los

tumores luminales se prolongaban mas alla de este tiempo.

3.4.3.1 Tratamiento

Todas las guias internacionales coinciden en centrar el tratamiento
antitumoral de las pacientes con CMM luminal en agotar las terapias hormonales
antes de introducir la quimioterapia. La secuencia terapéutica hormonal hasta
alcanzar la refractariedad endocrina permite retrasar terapias mas agresivas
mejorando la calidad de vida. En los ultimos afios ademas se ha demostrado que
esta estrategia impacta también en la supervivencia global de las pacientes. La
unica excepcion a esta indicacion seria la crisis visceral, en la que se veria
comprometida la vida del paciente a corto plazo y donde la quimioterapia todavia

tiene su indicacion.

El tamoxifeno, primer farmaco endocrino disponible, es activo tanto en

mujeres premenopausicas como postmenopausicas. No obstante, en mujeres
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postmenopdausicas, los inhibidores de la aromatasa (IA) de tercera generacion
(anastrozol, letrozol, exemestano) han demostrado ser superiores al tamoxifeno y
lo han reemplazado como terapia endocrina de primera linea en estas pacientes.
Posteriormente se comercializé el fulvestrant que es el tratamiento de segunda
linea(69).

Las guias recomiendan una secuencia en la cual los tratamientos que se
utilicen inicialmente sean los menos toxicos(48). La recomendacién es iniciar el
tratamiento con una terapia hormonal, asociada o no a inhibidores de CDK 4/6,
retrasando el uso de la quimioterapia a escenarios mas avanzados de agresividad

o de resistencia hormonal.

Al tratar a las pacientes con CMM HR+/HER2- con monoterapia de agentes
hormonales, al cabo del tiempo desarrollaran resistencias, las cuales se
denominan resistencias endocrinas. Entre los multiples mecanismos descritos se
incluyen la pérdida de expresion del receptor de estrégeno, mutaciones en el gen
que codifica el receptor de estrogeno alfa (ESR1), la activacion de vias de
sefalizacion celulares alternativas como son HERT2/EGFR, mTOR, PI3K) y
activacion postranscripcional con mutaciones de MYC, sobreexpresion de ciclinas,

liberacion masiva de VEGF con angiogénesis(70).

Existen diversas estrategias de combinacion de terapia hormonal con otros
farmacos que van enfocados a la resistencia endocrina causada por estos

mecanismos, entre los que destacan:

- Inhibidores de CDK 4/6: Las CDK son enzimas que regulan el ciclo
celular a nivel interno mediante su unién a una ciclina especifica. Los
inhibidores de CDK 4/6 han demostrado ser muy eficaces y tienen una
toxicidad manejable, actualmente se disponen de tres farmacos:
Palbociclib, Ribociclib y Abemaciclib. Estos farmacos han demostrado

aumentar significativamente la supervivencia global, asi como la
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supervivencia libre de progresién, como asi se indican en los estudios
PALOMA 3, MONALEESA 7 y MONARCH 2(70-72).

- Inhibidores de PI3K: Las mutaciones que activan el gen que codifica la
proteina PI3K se presentan en aproximadamente el 40% de las
enfermas de cancer de mama HR+/HER2- y se asocia a resistencia en
el tratamiento endocrino. El Alpelisib es un inhibidor selectivo de PI3K
que ha demostrado eficacia en combinacion con la terapia hormonal en
CMM(73).

- Inhibidores de mTOR: Everolimus es un farmaco que en combinacién
con |IA ha demostrado aumentar la SLP y SG, tiene buena respuesta y
una toxicidad manejable ademas de que si se realiza profilaxis con

corticoides se reduce notablemente el riesgo de mucositis(74,75).

3.4.4 Cancer de mama metastasico: Tumores HER2 +

La amplificacion del oncogén erb-B2 ocasiona que, entre el 15-20% de los
casos de cancer de mama presentan sobreexpresion del receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico (HERZ2). Este oncogén se implica en la proliferacion
celular y supervivencia, lo que siempre le ha relacionado con una peor evolucién
de la enfermedad. A pesar de ello, la evolucién de terapias dirigidas a HER2 ha
supuesto una mejora sustancial en los indices de supervivencia y respuesta de
estas pacientes, convirtiéndose asi en una de las dianas terapéuticas mas

importantes del cancer de mama metastasico.

En la actualidad se disponen de varios farmacos anti-HER2 que han
aprobados: los anticuerpos monoclonales (trastuzumab y pertuzumab), el
anticuerpo conjugado trastuzumab-emtansina y los inhibidores de la tirosin-kinasa

intracelular (ITK) (lapatinib y neratinib)(45).
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3.4.4.1 Tratamiento

Dentro de la primera linea, la primera terapia anti-HER2 comercializada, el
trastuzumab. Fue a raiz del estudio de Salmon et al. cuando se demostré que la
adicion del trastuzumab a la quimioterapia con antraciclinas o taxanos aumentaba

el efecto de la misma y la tasa de respuesta y supervivencia(76).

El Pertuzumab se adhiere a un dominio extracelular del HERZ2, de esta
forma inhibe la heterodimerizacion por un punto de unién diferente al del
trastuzumab. El estudio CLEOPATRA demostré que el pertuzumab en asociacion
con trastuzumab y docetaxel tenia un beneficio en la supervivencia global frente al
mismo esquema sin pertuzumab, pasando a ser el esquema de eleccion en

primera linea en enfermedad metastasica(77).

El inmunoconjugado de trastuzumab con el agente citotoxico emtasina (T-
DM1) permite una liberacidén intracelular de emtasina y de manera selectiva

minimizando la exposicion del mismo a tejidos sanos.

En el estudio EMILIA el tratamiento con T-DM1 demostré una mejoria
significativa en el porcentaje de respuestas, SLP Y SG frente a la terapia de
eleccion clasica en segunda linea(78). Estos resultados han provocado que
actualmente el T-DM1 sea considerado en la actualidad como el tratamiento
estandar en segunda linea tras progresion al trastuzumab y taxanos, en

combinacion o sin pertuzumab.

Recientemente se han publicado estudios con diferentes compuestos frente
al cancer de mama metastasico HER2 positivo:

- Tucatinib, es un inhibidor de la tirosin-kinasa (ITK) reversible, con alta
afinidad por el dominio kinasa del receptor HER2. El estudio HER2CLIMB
selecciond pacientes tratadas previamente con trastuzumab, pertuzumab y
T-DM1 y aleatorizo el tratamiento que iban a recibir, tucatinib o placebo en

combinacion con trastuzumab y capecitabina. Demostré que tucatinib
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redujo el riesgo de progresion de la enfermedad o la muerte en un 46%,

con un aumento significativo de la SLP y SG, siendo el primer ITK en

conseguir esto(79).

- Trastuzumab-deruxtecan (DS-801), es un anticuerpo conjugado compuesto

en una parte por un anti-HERZ2 y ligado a un inhibidor de la topoisomerasa |

presentando una ratio citostatico/anticuerpo mayor al de T-DM1. En el

estudio DESTINY-BREAST 01 se tratd con este farmaco a pacientes

pretratadas con T-DM1 y alcanzaron una respuesta del 60,9% y aumento
de la SLP(80).

3.4.4.2 Medicina de precisiéon en el Cancer de Mama.

Charles M. Perou, en 2020, establecié, mediante analisis con microrrays, 5

fenotipos moleculares de cancer de mama:

Normal Like: sobreexpresan genes de las células mioepiteliales de
la mama normal y de las células adiposas, con disminucion de la
expresion de genes caracteristicos de las células luminales

Luminal, se caracteriza por la alta expresion de genes asociados a
las células epiteliales luminales del ducto mamario. Se divide en los
subtipos luminal A y luminal B, siendo de mejor prondstico el primero
de ellos.

Triple negativo, caracterizado por su negatividad a los receptores
hormonales de estrogenos y progesterona y la ausencia de
amplificacion de HER2. El tipo basal-like se asocia con la expresion
de genes caracteristicos de las células mioepiteliales basales del
acino mamario y con la expresion de BRCA1 y de EGFR, con una
alta tasa de proliferacién y mal prondstico.

HERZ2 +, receptores de estrogenos negativos y alta expresion de
genes relacionados con la amplificacion de HER2. Tiene peor
prondstico que los subtipos luminales A y B, pero dispone de una

diana especifica para su tratamiento(81).
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PAMS50 es la plataforma gendmica que mide la expresion de 55 genes
especificamente seleccionados junto con variables clinico-patoldgicas. Evaluando
50 genes, el test ofrece una informacion similar a la proporcionada por casi 2.000.
Ademas, ofrece informacion pronodstica individualizada para cada paciente(45,82).
Este predictor, conocido como Risk of Recurrence (ROR), utiliza los mismos 55
genes pero, con un algoritmo distinto, calcula un score de 0 (mejor prondstico) a
100 puntos (peor pronéstico). EI ROR clasifica a las pacientes sin afectacion

ganglionar en tres grupos de riesgo:

- ROR <40, bajo riesgo y cuya probabilidad de recaida es menor del
10% a los 10 afos.

- ROR 40-60, riesgo intermedio y la probabilidad de recaida es de 10-
20% a los 10 afos.

- ROR >60, alto riesgo y probabilidad de recaida mayor al 20% a los
10 afos.(83)

Las pacientes que tienen afectacion ganglionar N1 y un ROR igual o menor
a 15 se engloban dentro del grupo de bajo riesgo, con mas de 4 ganglios afectos

ya se considera alto riesgo.

El nivel de evidencia para predecir prondstico obtenido por parte del ROR
es de 1B, y recomendacion positiva por parte de las guias de la American Society
of Clinical Oncology. Se utiliza para decidir la necesidad de quimioterapia
adyuvante en pacientes con tumores con expresion de los receptores hormonales,

HERZ2 negativos y sin afectacion ganglionar(84).

Oncotype DX Breast Recurrence Score (Figura 2) es un test para pacientes
con cancer de mama en estadio inicial con RH+ HER2-. Identifica pacientes que
pueden beneficiarse de la quimioterapia, personalizarla y evaluar su beneficio,
con base en una comprensién de la biologia tumoral. Oncotype DX cuantifica la
expresion de 21 genes en tejido tumoral, a través de la técnica de reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) con transcriptasa inversa. Selecciona los 16

genes asociados al cancer asi como los 5 genes de referencia. El resultado

28



Universidad

Catolics
j e ia FACULTAD DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD

g j San Vicente Martir
=

Recurrence Score es calculado para cada muestra tumoral a partir de los niveles

de expresion de estos 21 genes(85).

PROLIFERACION INVASION HER2

Catepsina L2 HER2

mm RESULTADO
mm RECURRENCE
SCORE®

16 genes de cancer y 5 genes de referencia

Figura 2. Oncotype DX Breast Recurrence Score

Mammaprint es un test que se aplica en estadios precoces de la
enfermedad. Analiza el perfil de mas de 70 genes con el beneficio agregado de
analizar simultaneamente miles de genes, proporcionando informacién acerca del
tumor del paciente, lo que ofrece soluciones para el tratamiento del cancer de

manera individualizada(86)

Se considera una herramienta muy importante para la toma de decision de
administracion de quimioterapia adyuvante a una paciente, evitar tratamientos
innecesarios, dar mejor calidad de vida y ahorrar costes. Y en pacientes con datos
de alto riesgo, ofrecer los beneficios de la terapia antineoplasica para reducir la

probabilidad de un fracaso a plazo medio-largo(87).

La creacién de terapias dirigidas en cancer de mama en base a una unica
alteracion bioldgica ha llevado a la reciente aprobacion del inhibidor especifico de
PIK3CA Alpelisib. Es el agente dirigido mas reciente y ha demostrado prolongar la

SLP en mas de 6 meses en comparacion con el brazo de control. El aumento de
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canceres de mama metastasicos y la heterogeneidad de sus perfiles moleculares,

ofrece la expectativa de que las pacientes con estos tumores malignos puedan

beneficiarse de la aplicacion de la oncologia de precision basada en perfiles

genomicos integrales (CGP) en la atencidn clinica.

Otro ejemplo de terapia dirigida seria los inhibidores de la PARP (olaparib,

rucaparib, niraparib), eficaces en pacientes con la mutacion BRCA(88).

En el caso del cancer de mama metastasico, las pacientes podrian
beneficiarse de este tipo de terapias(89). Un ejemplo es el ensayo prospectivo
multicéntrico SAFIR01, que demostrd que la medicina de precision beneficié a las
pacientes con cancer de mama en un 21%, que fueron las que respondieron a la
terapia dirigida recomendada, con una enfermedad estable durante mas de 16

semanas(90).

En la actualidad se ha evolucionado de secuenciadores de primera
generacion (método Sanger) a secuenciar millones de fragmentos de ADN con
equipos de segunda generacion (NGS). Esta tecnologia se basa en la
amplificacion de ADN fijado en una superficie sélida y la lectura en paralelo de
millones de secuencias. La secuenciacion simultanea de este ADN implica la
disminucién de la cantidad de reactivos necesarios y del tiempo de secuenciacion,
reduciendo mucho el coste. La gran cantidad de datos generados en este proceso

ha supuesto el desarrollo de programas especificos de analisis de facil manejo.

Esta secuenciacion masiva permite detectar, ademas de mutaciones
puntuales, inserciones, deleciones, variaciones en el numero de copias Yy
translocaciones. También es de notable importancia en el estudio del cancer el
uso de la NGS en la deteccién de variantes somaticas en subpoblaciones de
células tumorales, presentes por tanto en una baja proporcion en la muestra

tumoral(91).
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El kit AVENIO ctDNA Expanded es un ensayo de biopsia liquida de NGS
para identificar aberraciones gendmicas derivadas de tumores sélidos. Este panel
contiene 77 genes, incluidos los que se encuentran actualmente en las Pautas de
la Red Nacional Integral del Cancer (NCCN) de EE. UU. Este panel también
contiene biomarcadores emergentes investigados en ensayos clinicos y las cuatro
clases de mutaciones (SNV, indels, fusiones y CNV) en un solo ensayo y mas de

un 99 % de sensibilidad para detectarlas(92).

4. HIPOTESIS

La biopsia liquida utilizando la técnica de NGS con AVENIO77, permite
cuantificar y caracterizar molecularmente el ctDNA en pacientes con cancer de
mama avanzado para detectar mutaciones accionables relacionadas con el

prondstico e individualizar el tratamiento.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo principal:

- Describir la prevalencia de mutaciones accionables en el ADN
circulante tumoral (ctDNA) en pacientes con cancer de mama

avanzado.
5.2 Objetivos secundarios:

- Describir las caracteristicas clinicas de la poblacion incluida en el
estudio, seguimiento medio y supervivencia global

- Determinar los factores prondsticos clasicos (clinicos, moleculares y
bioldgicos) de supervivencia global

- Analizar la prevalencia de las distintas mutaciones analizadas en

funcién del fenotipo molecular (luminal, HER2, Triple Negativo).
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- Hallar correlacién entre la prevalencia de mutaciones y otras
caracteristicas de la poblacion (terapias previas, carga tumoral, 6rganos
afectos)

- Explicar la correlacion con la expresién de otros marcadores biolégicos
a la inclusiéon (marcadores tumorales CEA, Ca15.3 y Células tumorales
circulantes)

- Estudiar la correlacidon entre la presencia de mutaciones y la
supervivencia global

- Determinar la ratio de pacientes candidatas potenciales a terapias
dirigidas (aprobadas o en investigacion) inferido por los resultados del
test.

- Establecer la ratio de pacientes que han recibido una terapia dirigida
(aprobada o en ensayo clinico) como resultado de la prueba dentro de
los 12 meses subsiguientes a la realizacion de la prueba. (Se incluy6 en
el analisis solo aquellas pacientes con progresion a la linea previa,

donde el estudio de ctDNA pudo tener un papel determinante).

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diseino del estudio

Se trata de un estudio transversal prospectivo observacional que incluye

pacientes con carcinoma de mama avanzado irresecable.

El trabajo fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion con

medicamentos del Departamento de Salud Arnau de Vilanova-Lliria (ANEXO 1).

6.2 Poblacion a estudio

Se han incluido 76 pacientes con cancer de mama metastasico, en las que
se realizd biopsia liquida (secuenciacion masiva de genes en muestra de sangre
periférica) mediante Avenio77 ctDNA kit en un periodo de tiempo comprendido

entre el 1 de noviembre de 2019 y el 31 de diciembre de 2021 en el H. Arnau de
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Villanova de Valencia. Todas ellas contaban con un consentimiento informado

firmado.

Se realizé un analisis descriptivo de la poblaciéon basal y de las alteraciones
moleculares mas frecuentemente observadas, asi como la frecuencia alélica de
las mismas, a fin de estudiar la concordancia y realizar una validacién de los
datos obtenidos mediante el test y las obtenidas mediante métodos clasicos del

analisis tumoral.

Los datos fueron analizados usando el programa de software estadistico
SPSS para Windows en su version 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

La asociacion entre variables cualitativas se determiné por Chi-cuadrado.

La supervivencia global se estimé usando el método de Kaplan-Meier,
estratificando segun las variables descritas. Para comparacion de la supervivencia
global entre variables, se utilizo el test de long rack. Se presentan los graficos de

las curvas estimadas.

6.3 Criterios de inclusion

- Edad mayor o igual a 18 afios.

- Carcinoma de mama en situacibn de enfermedad avanzada
irresecable (Estadio IV segun 82 edicion de TNM).

- Progresion a linea terapéutica anterior o sin tratamiento previo a la
enfermedad avanzada.

- Firmar el consentimiento informado y la toma de muestra para el

biobanco.

6.4 Criterios de exclusion
- Performance status segun ECOG-PS (Eastern Cooperative
Oncology Group) para evaluar la calidad de vida del paciente

oncoldgico > 2.
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Estadio NED (sin evidencia de enfermedad o enfermedad no
medible por pruebas de imagen).
Esperanza de vida de la paciente inferior a 3 meses

Severa afectacion hepatica, renal o de médula 6sea.

6.5 Variables

Mediante el acceso a las historias clinicas de los pacientes, se recogieron

una serie de caracteristicas clinicas, analiticas, anatomopatologicas y de

resultado de biopsia liquida, que se detallan a continuacién.

6.5.1 Variables clinicas:

Edad

Performance status (ECOG)

Estadio al diagnéstico (en caso de ausencia de enfermedad
metastasica de inicio).

Presencia de quimioterapia en régimen de neoadyuvancia o
adyuvancia

Intervalo libre de enfermedad (en caso de ausencia de enfermedad
metastasica de inicio)

Lineas de tratamiento recibidas previamente

Localizaciones metastasicas.

6.5.2 Variables anatomopatolégicas:

Receptores hormonales (estrégenos y progesterona).
Amplificaciéon HER2
indice de proliferacion Ki67.

Subtipo tumoral

6.5.3 Variables relacionadas con analisis de biopsia liquida:

Alteraciones patogénicas observadas.
Alteraciones probablemente patogénicas

Frecuencias alélicas de las alteraciones observadas.
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- Implicacion terapéutica (cambio de tratamiento) en funcion de
resultado de biopsia liquida

- Niveles de CEA

- Niveles de Ca 15.3

- Células tumorales circulantes (CTCs)

6.5.4 Variables de seguimiento:
- Progresion a la linea que se estudia en NGS
- Fechas de progresion al tratamiento inicial
- Fecha de la ultima visita

- Estado actual (vivo o fallecido)
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de la poblacion analizada

La distribucién por sexo de los 76 pacientes incluidos en el estudio fue de
74 mujeres y 2 hombres, con un promedio de edad de 61 afios y con un rango

entre 33 y 88 anos.

En relacion a las caracteristicas generales de la poblacion analizada (Tabla
3), segun la clasificacion TNM, 75 pacientes (98,7%) correspondian al estadio IV.

En 1 solo caso, lo fue del estadio IlIB):

Tabla 3. Caracteristicas generales de la poblacién analizada

N° PACIENTES %
. B 1 1,3%
ESTADIO TNM
v 75 98,7%
N° PACIENTES %
0 37 48,7%
1 31 40,8%
ESCALA ECOG
2 6 7,9%
3 2 2,6%
N° PACIENTES %
1 39 51,3%
ORGANOS AFECTOS 2 27 35,5%
23 10 13,2%
N° PACIENTES %
0 46 60,5%
LINEAS DE TRATAMIENTO 1 17 22,4%
PREVIO 2 4 5,3%
>2 9 11,8%

La calidad de vida de los pacientes incluidos en el estudio, se establecio

por la Escala ECOG. Asi, 37 pacientes (48,7%), se consider6 como 0O; el 31
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pacientes (40.8%), como Nivel 1; 6 pacientes (7,9%), como Nivel 2; y 2 pacientes
(2,6%), como Nivel 3.

La afectacion sistémica de los pacientes estudiados, evidencié que 39
pacientes (51,3%), tenia 1 o6rgano afectado; 27 pacientes (35,5%) tenian 2

organos afectados; y 10 pacientes (13,2%) 3 o mas 6rganos afectados.

Asi mismo, 51 pacientes (67,1%) ya tenian afectacién en el sistema éseo y

40 (52,6%), afectacion visceral.

Los pacientes que no recibieron ninguna linea de tratamiento previo al
inicio del estudio fueron 39 (51,3%); 17 pacientes (22,4%) habian recibido 1 linea
de tratamiento; 4 pacientes (5,3%) habian recibido 2 lineas; y 9 pacientes

(11,8%), habian recibido mas de 2 lineas de tratamiento previamente.

En relacién al fenotipo de los pacientes en el momento del diagndstico
(Figura 3), 54 casos (71,1%) era Luminal, 12 casos (15,8%) HER2 y 10 casos
(13,2%) CMTN:

FENOTIPO DE PACIENTES CON CANCER DE MAMA
METASTASICO AL DIAGNOSTICO

10
(13,2%)

BLUMINAL
BHER2
ECMTN

Figura 3. Fenotipo de los pacientes al diagnéstico
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Los niveles circulantes de marcadores tumorales detectados en los

pacientes al inicio, fueron:

- Para el antigeno carcinoembrionario (CEA), en 36 pacientes (47,4%)
ha sido superior a 5 ng/dl, estando la mediana en 4,9

- Para el antigeno carbohidratado (CEA 15.3), en 46 pacientes
(60,5%) ha sido superior a 42 U/ml, estando su mediana en 55,6

- Para el numero de células tumorales circulantes en sangre (CTCs),

en 28 pacientes (36,8%) ha sido superior a 5, siendo su mediana 2

La mediana del intervalo de tiempo transcurrido desde el diagnostico de
cancer de mama hasta el momento de la inclusion de la paciente fue de 37,5
meses. Y la mediana desde el diagnéstico de enfermedad avanzada, de 1,6
meses. La mediana de tiempo de seguimiento de las pacientes desde la
realizacion de NGS, fue de 8,7 meses, con un rango entre 0 y 23 meses. 34

pacientes progresaron a linea de tratamiento y hubo 21 éxitus.

El numero de pacientes que progresoé a indicacion de terapia dirigida fue de
34 (44,74%). Todas fueron mujeres, con edad media de 61 afios y en un rango de
33 a 88 arfios y en estadio TNM IV (100% de los casos progresados). Por orden
de frecuencia, el mayor numero de pacientes era del fenotipo Luminal, CMTN vy
HER2 (Figura 4).

FENOTIPO AL DIAGNOSTICO DE LOS 34 PACIENTES QUE
PROGRESARON A LIiNEA INICIAL DE TRATAMIENTO

4
(12%)

®LUMINAL
@CMTN
OHER2

Figura 4. Fenotipo al diagnéstico de pacientes con progresion a linea inicial de tratamiento
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7.2 Aspectos relacionados con las mutaciones detectadas

Se hallaron mutaciones patologicas potencialmente accionables en 53
pacientes (69,7% del total), con una media de 1 mutacion por paciente y un rango
de entre 0 y 6 mutaciones. En el 39,5% de ellos (Figura 5), se detect6 la mutacion
PI3K, en el 15,8% ERBB, en el 13,2% ESR1, en el 11,8% KRAS, MET en el 7,9%,
BRCA1/2 en el 3,9%, en el 3,9% AKT y en el 3,9% restante BRAF, NRAS, RET y
FBXW?7.

PACIENTES CON MUTACIONES POTENCIALMENTE
ACCIONABLES Y SU PREVALENCIA

AKT RESTO
BRCA1/2 30| N\ [Las%

3,9%

MET
7,9%

KRAS
11,8%

PI3K
39,5%

ERBB2
15,8%

ESR1
13,2%

Figura 5. Prevalencia de mutaciones potencialmente accionables

PACIENTES CON MUTACIONES NO ACCIONABLES Y
SU PREVALENCIA

RESTO -
34,2% \

p53
23, 7%

EGFR
18,4%

MAPK22
3,9%

Rb
6,6%

Figura 6. Prevalencia de mutaciones no accionables
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Se identificaron 48 mutaciones no accionables, con un promedio de 1 por
paciente y un rango de entre 0 y 3 mutaciones. En cuanto a la prevalencia (Figura
6), en el 23,7% de los pacientes fueron p53, en el 18,4% EGFR, en el 13,2%
PTEN, en el 6,6% Rb y en el 3,9% MAPK22.

Relacionando la presencia de mutaciones con los subtipos moleculares
(Tabla 4), por orden de frecuencia, aparecieron en el subtipo Luminal, HER2 y
CMTN, tanto referidas a las patologicas potencialmente accionables como en las
no accionables. Las mas frecuentes fueron PI3K en Luminal y ERBB2 en HER2
para los 2 grupos. En caso de CMTN, MET de las accionables y p53 de las no

accionables.

Tabla 4. Prevalencia de mutaciones en funcién del fenotipo molecular

| TIPOS DE MUTACIONES POTENCIALMENTE ACCIONABLES Y PACIENTES AFECTADOS

SEGUN FENOTIPO MOLECULAR

LUMINAL HER2 CMTN
N° PACIENTES INCLUIDOS 76 54 12 10
N° PACIENTES CON MUTACIONES 53
% PACIENTES CON MUTACIONES 69,70%
TIPO DE MUTACION | N° PACIENTES % N° PACIENTES % N° PACIENTES % N° PACIENTES %
PI3K 30 39,5% 26 48,1% 4 33,3% 0 0,0%
ERBB2 12 15,8% 6 11,1% 5 41,7% 1 10,0%
ESR1 10 13,2% 10 18,5% 0 0,0% 0 0,0%
KRAS 9 11,8% 8 14,8% 0 0,0% 1 10,0%
MET 6 7,.9% 4 7,4% 0 0,0% 2 20,0%
BRCA1/2 3 3,9% 1 1,9% 1 8,3% 1 10,0%
AKT 3 3,9% 2 3,7% 0 0,0% 1 10,0%

| TIPOS DE MUTACIONES NO ACCIONABLES Y PACIENTES AFECTADOS

SEGUN FENOTIPO MOLECULAR

LUMINAL HER2 CMTN
N° PACIENTES INCLUIDOS 76 54 12 10
N° PACIENTES CON MUTACIONES 48
% PACIENTES CON MUTACIONES 63,16%
TIPO DE MUTACION | N° PACIENTES % N° PACIENTES % N° PACIENTES % N° PACIENTES %
p53 18 23,7% 13 24,1% 2 16,7% 3 30,0%
EGFR 14 18,4% 9 16,7% 4 33,3% 1 10,0%
PTEN 10 13,2% 8 14,8% 1 8,3% 1 10,0%
Rb 5 6,6% 5 9,3% 0 0,0% 0 0,0%
MAPK22 3 3,9% 2 3,7% 0 0,0% 1 10,0%
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Dado el escaso numero de pacientes de los subtipos HER2 y CMTN, se

agruparon los datos de sus mutaciones para comparar, mediante test de Chi-

cuadrado, con las del subtipo Luminal (Tabla 5), resultando ser significativa la
diferencia con p<0,05 (48,1% e IC 95%; 32,68% a 58,54%) para la mutacion PI3K
(p=0,015) y ESR1 (18,5% e IC 95%; 8,16% a 28,88%) con p=0,029. Con el resto

de mutaciones no hubo diferencias significativas entre las prevalencias de las

mismas Yy los subtipos.

Tabla 5. Comparativa entre prevalencia de mutaciones del fenotipo Luminal y HER2+CMTN

| TIPOS DE MUTACIONES POTENCIALMENTE ACCIONABLES Y PACIENTES AFECTADOS

SEGUN FENOTIPO MOLECULAR
LUMINAL HER2 + CMTN Chi Test
N° PACIENTES INCLUIDOS 76 54 22
N° PACIENTES CON MUTACIONES 53 39 14
% PACIENTES CON MUTACIONES 69,70% 72,22% 63,64% 0,46
TIPO DE MUTACION | N° PACIENTES % N° PACIENTES % N° PACIENTES % Chi Test
PI3K 30 39,5% 26 48,1% 4 18,2% 0,015
ERBB2 12 15,8% 6 11,1% 6 27,3% 0,083
ESR1 10 13,2% 10 18,5% 0 0,0% 0,029
KRAS 9 11,8% 8 14,8% 1 4,5%
MET 6 7,9% 4 7,4% 2 9,1%
BRCA1/2 3 3,9% 1 1,9% 2 9.1%
AKT 3 3,9% 2 3,7% 1 4,5%
| TIPOS DE MUTACIONES NO ACCIONABLES Y PACIENTES AFECTADOS |
SEGUN FENOTIPO MOLECULAR |
LUMINAL HER2 + CMTN
N° PACIENTES INCLUIDOS 76 54 22
N° PACIENTES CON MUTACIONES 48
% PACIENTES CON MUTACIONES 63,16%
TIPO DE MUTACION | N° PACIENTES % N° PACIENTES % N° PACIENTES % Chi Test
p53 18 23,7% 13 24,1% 5 22,7% 0,361
EGFR 14 18,4% 9 16,7% 5 22,7% 0,536
PTEN 10 13,2% 8 14,8% 2 9,1% 0,456
Rb 5 6,6% 5 9,3% 0 0,0% 0,140
MAPK22 3 3,9% 2 3,7% 1 4,5%

Al correlacionar las mutaciones por medio de Chi-cuadrado con algunas

variables caracteristicas de la poblacién estudiada (Tabla 6), no comprobamos

diferencias significativas entre todas ellas y enfermedad visceral previa, afectacion
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Osea, primera linea de tratamiento y nivel de ECOG 0. Sin embargo, si
apreciamos diferencias entre la mutacion ESR1 y tratamiento de primera linea

previo (p=0,038), asi como entre mutacion p53 y enfermedad visceral (p=0,014).

Tabla 6. Correlacion entre caracteristicas de la poblacion y presencia de mutaciones (Chi-
cuadrado para p<0,05)

TIPO DE MUTACION
VARIABLES RELACIONADAS CON LAS | ' resenciade
CARACTERISTICAS DE LA POBLACION L"a‘f;z;zz ESR1 R ERE e
ENFERMEDAD VISCERAL 0,12 0,65 0,57 0,67 0,014
ENFERMEDAD OSEA 0,764 0382 | 0948 | 0972 | 0,817
PRIMERA LINEA vs. OTRAS 0,968 0,038 0,13 0,64 0,58
ECOG NIVEL 0 0,368 0892 | 0853 | 0,466 0,55

Respecto a la relacion existente entre la presencia de mutaciones y la de
marcadores tumorales detectados (Tabla 7), hayamos diferencias significativas
(p<0.05) entre la mutacidén no accionable p53 y un nivel alto de CEA (p=0,04);
también entre niveles altos de Ca 15.3 y las mutaciones accionables ESR1
(p=0,046) y p53 (p=0,037); y entre CTCs> 5 y el total de mutaciones patoldgicas
(p=0,004) y la mutacion ESR1 (p=0,024).

Tabla 7. Correlacion entre marcadores tumorales y presencia de mutaciones (Chi-cuadrado para
p<0,05)

TIPO DE MUTACION
Presencia de
MARCADORES TUMORALES Mutaciones ESR1 PI3K ERBB2 p53
Patologicas
CEA Alto 0,148 0,42 0,075 0,84 0,04
Ca15.3 Alto 0,326 0,046 0,578 0,64 0,037
CTCS >5 0,004 0,024 0,172 0,547 0,212

Tras estudio por NGS en las 34 mujeres que progresaron a la linea anterior
de tratamiento, se obtuvieron las mutaciones patoldgicas (Tabla 8) y relacionaron

con los fenotipos de las mismas.
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Tabla 8. Mutaciones accionables detectadas en pacientes con progresiéon a primera
linea de tratamiento y relacién con fenotipo molecular

FENOTIPO MOLECULAR
LUMINAL | CMTN | HER2
MUTACIONES POTENCIALMENTE ACCIONABLES MAS PREVALENTES
PACIENTES 34 21 | 9 | 4
MUTACIONES
N % N N Ne
PI3K 15 19,7% 12 2 1
ESR1 9 11,8% 8 0 1
ERBB2 5 6,6% 4 1 0
KRAS 3 3,9% 1 1 1
MET 3 3,9% 1 3 0
AKT 2 2,6% 1 1 0
BRCA1/2 1 1,3% 0 1 0

Se considerd, de inicio, terapia dirigida a 4 pacientes (5,26%). Se valor6
potencialmente en 8 pacientes (10,53%) (Figura 7). No se contemplé en 64
pacientes (84,21%).

N° PACIENTES CON INDICACION DE TERAPIA DIRIGIDA
SEGUN RESULTADOS DE NGS

4

(5,26%) 8
(10,53%)
mSi
mPotencialmente
64 BNo
(84,21%)

Figura 7. Indicacion inicial de terapia dirigida a los pacientes segun resultados de NGS

En total, se indicé terapia dirigida a 8 pacientes (Tabla 9 y Figura 8) durante

los 12 meses siguientes a la realizacion de la prueba, Mayoritariamente, se les
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detectd, (6 de ellos), mutacion PI3K. 4 pacientes, fueron tratados con terapia

dirigida ya aprobada y a 2 se les incluyé en ensayo clinico. A los 2 pacientes

restantes (con mutacion ERBB2 y AKT), se les incluyd directamente en ensayo

clinico.

Tabla 9. Pacientes que han recibido terapia dirigida

TERAPIA DIRIGIDA
MUTACION
[+
N° PACIENTES ST APROBADA ENSAYO CLINICO
6 PI3K 4 2
1 ERBB2 1
1 AKT 1

[TERAPIA DIRIGIDA SEGUN RESULTADOS DE NGS|

8

(10,53%)

LN

BPACIENTES EN LOS
QUE NO ESTUVO
INDICADA LA
TERAPIA DIRIGIDA

OPACIENTES CON
INDICACION DE
TERAPIA DIRIGIDA

Figura 8. Pacientes con indicacion final de terapia guiada segun resultados de NGS

El fenotipo de estos pacientes (Tabla 10) fue, mayoritariamente, Luminal.

Tabla 10. Fenotipo de los pacientes que han recibido terapia dirigida

N PACIENTES QUE | . s con
FENOTIPO ‘ INDICACION DE % PACIENTES
LINEA INICIAL DE TERAPIA DIRIGIDA
TRATAMIENTO
LUMINAL 21 7 33,33%
CMTN 9 1 11,11%
HER2 4 0 0%
TOTAL 34 8
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7.3 Correlacion de los resultados con la supervivencia global

En referencia a las caracteristicas generales de la poblacién estudiada, no
hubo relacion entre la SG y la presencia de los marcadores tumorales CEA y Ca
15.3 (Figura 9).

Supervivencia Global en relacion a CEA Supervivencia Global en relaciéon a Ca 15.3
10 CEAalto 10l Ca15.3.alto
—0 A —0
— +], —

- 0-censurado -y - O-censurads
—— 1-censurado 0 Lv_'_.LLl—L Y E— - — —1-censurado

Supervivencia acumulada
Supervivencia acumulada

p=0,8

0 s0 100 150 200 250 0 50 100 150 200 260

Tiempo (en meses) desde inicio de NGS Tiempo (en meses) desde inicio de NGS

Figura 9. SG relacionada con la presencia de marcadores tumorales CEAy Ca 15.3

Pero si fue menor la SG en presencia del marcador tumoral CTCs>5
(Figura 10)

Supervivencia Global en relacion a CTCs
CTCs.mayor5

10 —H_Aj N i

—1

A R {0-censurado
08 N A — . —+1-censurado

p=0,008

Supervivencia acumulada
T
+
+
+
+

0 50 100 150 200 250

Tiempo (en meses) desde inicio de NGS

Figura 10. SG relacionada con la presencia de CTCs>5
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También hubo menor SG en presencia de enfermedad visceral (Figura 11).

Supervivencia Global en relacion a presencia de enfermedad visceral

R — ENF.MISC
j'_| - - -t H—H—H—+— + 0
1

‘L {0-censurado

05 —t+1-censurado

Supervivencia acumulada

p<0,001

0 50 100 150 00 250

Tiempo (en meses) desde inicio de NGS

Figura 11. SG relacionada con la presencia de enfermedad visceral

Asi mismo, menor SG cuanto mayor era el nivel de ECOG (2<1<0) (Figura
12).

Supervivencia Global en relacién a Escala ECOG basal
ECOG.ajustada

10 —
_"| ! —n
T‘ N M
PR 2
08 AR 1= 0-censurado
- e | - —+1-censurado
L. —+-2-censurado
‘ e

Supervivencia acumulada

. p=0,001

0 50 100 150 00 250

Tiempo (en meses) desde inicio de NGS

Figura 12. SG relacionada con ECOG basal
No se han observado diferencias significativas (Figura 13) en relacion a

lineas previas de tratamiento en enfermedad avanzada (p=0,98) y entre los 4

subtipos moleculares basales (p=0,104).
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SG en relacion a lineas previas de tratamiento para enfermedad avanzada Supervivencia Global en relacién al subtipo molecular basal

L - Sin lineas L
T previas
08 08

p=0,98

Subtipo al
diagnositco

—TLumninal A
—r 1 Luminal I}
T Her2

Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada

0 50 100 150 200 50

Tiempo (en meses) desde inicio de NGS Tiempo (en meses) desde inicio de NGS

Figura 13. Supervivencia Global en relacién a tratamientos previos para enfermedad avanzada y
entre subtipos moleculares del cancer de mama

Si hubo diferencias (p=0,03) al relacionar la supervivencia global
observada entre los pacientes con fenotipo molecular Luminal y la agrupacién de
pacientes con fenotipos moleculares HER2 y CMTN (Figura 14), utilizando el test

de Long Rank o Prueba de Mantel Cox.

Supervivencia Global en funciéon del fenotipo Luminal vs HER2+CMTN
Subtipo
Luminal vs
resto
1 I TLurninal
—HER2 o CMTH
{~1-censurado
——2-censurado

08 ‘[
06

04

Supervivencia acumulada

02

0o

0 500 1000 1500 2000

Tiempo (en meses) desde inicio de NGS

Figura 14. Supervivencia global entre pacientes con Fenotipo Luminal y el resto (HER2+CMTN)

En la correlacion entre la enfermedad Luminal con otros factores clinicos
(Tabla 11), solo se observo significacion estadistica (p=0,025) con nivel alto del

marcador CEA.

47



Universidad
@ Gahea FACULTAD DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD

ﬁ San Vicente Martir
2=

Tabla 11. Correlacién entre Enfermedad Luminal y factores clinicos

FACTORES CLINICOS N % p
ENF. OSEA 76 100,0% 0,681
ENF VISCERAL 76 100,0% 0,220
PRIMERA LINEA vs NO 76 100,0% 0,570
ECOG 0 76 100,0% 0,514
CEA alto 76 100,0% 0,025
Ca15.3 Alto 76 100,0% 0,086
CTcs >5 75 98,7% 0,655

En cuanto a la presencia o no de mutaciones patologicas detectadas, la
supervivencia global (Figura 15) ha sido mayor si no estaban presentes, pero sin

diferencia significativa.

Supervivencia Global en relacion a presencia de mutaciones patolégicas
ALT.ProbPAt.SLN

10
H " -
o — 1

- 0-censurado

08 L”_t . o B N M § —F—1-censura do

Supervivencia acumulada

0 50 100 150 200 250

Tiempo (en meses) desde inicio de NGS

Figura 15. Supervivencia Global en relacién a la presencia de mutaciones patolégicas

En las mutaciones accionables mas prevalentes detectadas por NGS
durante el estudio (Figuras 16, 17, 18 y 19), no hubo diferencias significativas en
las supervivencias globales de los pacientes con presencia de alguna de ellas y

en los que no se detectaron.
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Supervivencia acumulada

Supervivencia Global en relacion a la presencia de mutaciones de p53
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p53

g
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Figura 16. Supervivencia Global en relacion a la presencia de mutaciones p53
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Supervivencia Global en relacion a la presencia de mutaciones de ESR1
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Figura 17. Supervivencia Global en relacion a la presencia de mutaciones ESR1

Supervivencia acumulada

Supervivencia Global en relacion a la presencia de mutaciones de PI3K
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Figura 18. Supervivencia Global en relacién a la presencia de mutaciones PI3K
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Supervivencia Global en relacién a la presencia de mutaciones de ERBB2
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Figura 19. Supervivencia Global en relacién a la presencia de mutaciones ERBB2
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8. DISCUSION

En nuestra serie de 76 pacientes con cancer de mama metastatico, el
objetivo principal era describir la frecuencia y prevalencia de mutaciones
genomicas imputables al tumor en el total del ADN circulante en sangre. La
tecnologia utilizada, test AVENIo-77, permanece en el ambito de la investigacion
clinica y no ha sido todavia validada como herramienta asistencial. Las pacientes
fueron recogidas de forma consecutiva a lo largo de un periodo de casi dos afos,
acumulando un seguimiento medio de 8,7 meses. La media de edad de las
pacientes se situ6 en 61 anos. La distribucion por sexos fue de 2 hombres
(1,52%) y 74 mujeres (98,48%). Del total de pacientes, en un 69,7% se
identificaron mutaciones patoldgicas tras la realizacion del diagndstico de biopsia
liquida, siendo dichas mutaciones en orden de frecuencia: PI3K (39,5%), ERBB2
(15,8%), ESR1 (13,2%), KRAS (11,8%), MET (7,9%), BRCA (3,9%), AKT (3,9%) y
el resto pertenecen a mutaciones con una prevalencia muy baja, respondiendo asi
a nuestro principal objetivo. Dentro de las mutaciones potencialmente patologicas
encontramos por orden de prevalencia en nuestra poblacién de pacientes: p53
(23,7%), EGFR (18,4%), PTEN (13,2%), Rb (6,6%) y MAPK22 (3,9%).

Como era de esperar, los factores clasicos de mal prondstico que
analizamos en nuestra serie guardan una significacion estadistica sélida. Tanto un
ECOG elevado como la presencia de enfermedad visceral, la presencia de CTCs
elevadas en el analisis basal, y el fenotipo molecular no luminal son marcadores
que impactaron negativamente de forma significativa en la supervivencia de
nuestro grupo aun con un seguimiento medio corto. No observamos una
correlaciéon clara con otros marcadores mas discutidos como los marcadores
tumorales. Sorprendentemente, el fenotipo molecular triple negativo no se
identifica de forma independiente como un factor de mal prondstico;
probablemente la baja prevalencia de este fenotipo en nuestra serie explique la

falta de poder estadistico de este factor.
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La prevalencia del fenotipo molecular en nuestro estudio fue del 30,3%
asociada al subtipo luminal A, con un total de 23 pacientes. La mayor prevalencia
fue del subtipo luminal B con un 40,8% y 31 pacientes. En tercer lugar, obtuvimos
una prevalencia del 15,8% ligada al fenotipo HER2 con 12 pacientes y por ultimo
el fenotipo triple negativo presentd una prevalencia del 13,2% que presentaron 10
pacientes. Los trabajos de Arrechea Irigoyen M.A. et al.(93) y Blows FM et al.(94),
aunque con analisis de mayor numero de casos (272 en el primero y 10.159
correspondientes a 12 estudios en el segundo), coinciden con nuestros resultados
en la mayor frecuencia del fenotipo Luminal respecto a los otros subtipos, con
cifras de 80,5% y 77,4% en los citados y 71,1% en nuestra serie. Sin embargo,
detectamos mayor porcentaje de los tipos HER2 y CMTN (29%) que en los otros
estudios (19,7% y 22%).

La dificultad de identificar terapias sistémicas esta generando la necesidad
de implementar técnicas de cribado masivo para la identificacion de mutaciones —
dianas accionables. En nuestro trabajo hemos incorporado la biopsia liquida en la
busqueda sistematica de potenciales dianas par aun rango variado de patologias
tumorales. La biopsia liquida es uno de los campos que mas estan evolucionando
en el diagnostico del cancer, permitiendo la deteccion, aislamiento vy
caracterizacion tanto de células tumorales circulantes como del ADN circulante en
muestras de sangre. Las principales ventajas e inconvenientes con respecto a la

biopsia del tejido tumoral son las siguientes:

- Es una técnica minimamente invasiva con respecto a la biopsia
convencional.

- Es sencilla de ejecutar y tiene menos complicaciones.

- Se pueden realizar en varias ocasiones debido a su facil acceso, al
contrario que la biopsia tumoral, que depende mas de la localizacién y del
riesgo de la intervencion.

- Actualmente no es el método de eleccion para la deteccion de las

mutaciones tumorales en cancer de mama.
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- La biopsia liquida da una vision mucho mas completa de lo que pueda
aportar la biopsia de tejido. Esto es asi dado que la biopsia convencional
no asegura recoger todas las posibles mutaciones que esté manifestando

el tumor, al contrario que la biopsia liquida.

Un estudio del equipo de Maxwell, K.N. et al.(95) recogieron muestras del
tumor y sangre en el momento de la progresiéon de la enfermedad de pacientes
con cancer de mama avanzado antes de su siguiente linea terapéutica, y se
siguié a los pacientes para determinar la respuesta al tratamiento posterior. La
proporcion de pacientes con alteracion genémica fue menor en tumor que en
sangre (69% vs 91%; p=0,06). El 83% de las alteraciones tumorales se detectaron
en sangre, mientras que el 90% de las alteraciones sanguineas se detectaron en
tumor. Estos resultados apoyan la rentabilidad de la biopsia liquida frente a la del
propio tumor. Varios grupos coinciden en la utilidad del estudio en sangre del

ctDNA tumoral como medida sustitutiva al acceso por biopsia del tumor(96)

En nuestro estudio hemos podido confirmar que la presencia de
mutaciones (carga mutacional) en las pacientes es un sélido factor de mal
pronéstico y esta relacionado significativamente con otros factores de similar
prondstico. Es particularmente interesante la correlacién de la carga mutacional
con la presencia de CTCs. La determinacion de CTCs como marcador prondstico
estd muy consolidado, aunque su rentabilidad clinica es cuestionable al no haber
podido ser validado como marcador predictivo. Aunque la negativizacion precoz
de CTCs en curso de quimioterapia es un indicador de eficacia del tratamiento, un
ensayo clinico no demostré utilidad en modificar el esquema de tratamiento de
forma precoz en pacientes que mantenian niveles altos de CTCs tras los dos
primeros ciclos de quimioterapia(97). En esta linea del valor predictivo como
biomarcador, al menos dos estudios han estudiado el papel del aclaramiento de
mutaciones especificas de ctDNA como un marcador precoz de eficacia. Un
estudio con terapia hormonal incluyendo el inhibidor de CDK4/6 ribociclib, observé
que la disminucién o desaparicion de niveles de ctDNA en la mutacion mas

prevalente de inicio identificaban a pacientes con unas expectativas de eficacia de
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la terapia hormonal mucho mayores que las pacientes que por el contrario no
reducian dichos niveles en las primeras 2 semanas(98). Nuestro estudio no
contemplaba la realizacion de otras determinaciones de ctDNA en ausencia de
progresion a la terapia iniciada y por tanto queda fuera de nuestros objetivos la
utilidad de los cambios en el ctDNA como marcador predictivo de eficacia. Cabe
sefalar que el coste actual de este tipo de analisis hace inviable econémicamente

su utilizacién como un mero marcador de eficacia a terapias convencionales.

Analizando la prevalencia de las distintas mutaciones en funcion del
fenotipo molecular nuestros resultados aportaron que dentro del fenotipo luminal
(54 pacientes), el 48,1% presentaron al menos una mutacion en PI3K, frente al
33,3% del fenotipo HER2 (12 pacientes) y ninguna del fenotipo triple negativo (10
pacientes). Chang DY, et al.(99), asi lo recoge en su estudio y de acuerdo con la
literatura actual, PI3K muta especialmente en el cancer de mama con receptor
hormonal positivo/receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
negativo (HR+/HER2-), siendo ademas una de las mutaciones mas
frecuentemente observadas (28% - 47%). En los tumores HER2 su prevalencia
ronda entre el 23% y el 33% y en los triples negativos 8-25%, exceptuando este
ultimo fenotipo, el resto de las prevalencias son practicamente idénticas a las
descritas en la literatura. Concretamente, el gen PIK3CA, codifica la p110a
(subunidad catalitica alfa) de la proteina PI3K tiene una especial relevancia ya
que es una de las pocas mutaciones accionables con un farmaco aprobado, el
Alpelisib. Este es un inhibidor oral a-especifico de PI3K que en el estudio de fase
I SOLAR-1 se compard fulvestrant mas alpelisib frente a placebo en 572
hombres o mujeres posmenopausicas con cancer de mama avanzado
HR+/HER2- que recidivd o progresé con el tratamiento con inhibidores de
aromatasa. Los pacientes se estratificaron en funcion del estado de la mutacién
PIK3CA, 341 con mutaciones en PIK3CA y 231 sin mutaciones. El criterio de
valoracion principal fue la SLP con mutacion de PIK3CA. La mediana de la SLP
de los pacientes con mutaciones en PIK3CA fue de 11,0 meses en el brazo de
alpelisib/fulvestrant frente a 5,7 meses en el brazo de placebo/fulvestrant (HR
0,65 IC 95% 0,50-0,85; p < 0,001). Se han intentado desarrollar mas terapias
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accionables frente a PI3K que al no ser especificas de la subunidad catalitica alfa
los resultados fueron negativos por mayor nimero de acontecimientos adversos,

estos farmacos fueron Buparlisib y Pictilisib.

La mutacion BRCA1/2 fue relacionada con un 1,9% del fenotipo luminal (1
paciente), con un 8,3% del fenotipo HER2 (1 paciente) y con un 10% del fenotipo
triple negativo (1 paciente). Este tipo de mutacidén cobra especial interés cuando
esta relacionado a nivel familiar, en el que la literatura situa la prevalencia en un
15-20%. Si hablamos de la prevalencia de la mutacién sin relacionar la
agregacion familiar, se situaria en 1-7% de BRCA1 y 1-3% de BRCAZ2 de acuerdo
con la literatura.(100) El principal interés de esta mutacién es encontrarla en
pacientes que la tengan de forma germinal y no a causa de la mutacion del propio
tumor primario. Los agentes accionables sobre esta mutacion son los inhibidores
de la PARP, farmacos que bloquean la reparacién del dafio en el DNA de forma
alternativa a BRCA. Su accidon genera un bloqueo completo para las células
tumorales en la reparacion de DNA, siendo ya deficitarias para los mecanismos
de reparacién ligados a la via BRCA. Los inhibidores de la PARP han sido
desarrollados en monoterapia (olaparib y talazoparib) y fue en el estudio de fase
[l OLYMPIAD donde 302 pacientes fueron aleatorizados a olaparib (n = 205) o
tratamiento a eleccion del médico (n=97). La tasa de respuesta objetiva (ORR) fue
del 59,9% para los pacientes con olaparib y del 28,8% para los pacientes con
tratamiento a eleccion del médico(101) En el estudio EMBRACA, el talazoparib
mejoro la supervivencia libre de progresiéon (SLP), la tasa de respuesta objetiva
(TRO), la tasa de beneficio clinico (TBC) y la duracion de la respuesta frente a la
terapia elegida por el médico. El 22% de los pacientes en el brazo de talazoparib
tuvieron una respuesta objetiva continuada en el mes 12 frente a 0 pacientes en el
brazo de la terapia a elecciéon del médico demostrando mejoras significativas en
los resultados frente con un perfil de seguridad manejable frente a un esquema
quimioterapéutico convencional(102). Estas terapias desarrolladas implementan
un esquema terapéutico mas especifico para las pacientes que muestren esta

mutacion en tu estado germinal, aportandoles mayor beneficio y supervivencia.

55



% E,::t]\‘"itilt:‘f,ifl FACULTAD DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD
e encia
255

La presencia de mutaciones en ERBB2 es frecuente, particularmente en
tumores con el fenotipo HER2 (42%), aunque esporadicamente identificado
también en enfermedad luminal y CMTN (11% y 10% respectivamente). Varios
estudios encuentran esta correlacién, pero desconocemos el valor de esta
mutacion en tumores HER2. La enfermedad HER2 se caracteriza por la
sobreexpresion de ERBB2, un mecanismo que no precisa de una mutacién
especifica en dicho gen. No esta estudiado si la cohabitacién de una mutacién vy la
sobreexpresion de ERBB2 en un tumor confiere un interés clinico, pero en el
estado actual de nuestro conocimiento, la mutacidn no aporta una ayuda

relevante a la decision terapéutica ya definida por terapias frente a ERBB2.

En contraposicion a lo anterior, la presencia de mutaciones de ERBB2 en
tumores sin sobreexpresion de la proteina se ha convertido en un campo fértil de
investigacion para terapias frente a ERBB2. En nuestro caso, dos pacientes
fueron derivadas a un centro asociado para valorar su inclusién en un estudio
clinico explorando Neratinib, y una de ellas finalmente esta participando. Neratinib
es un inhibidor de tirosina-cinasa frente a ERBB2 ya aprobado en cancer de
mama HER2. Un primer estudio demostré su eficacia en pacientes con
mutaciones de ERBB2 en ausencia de sobreexpresion y el estudio actual es de
confirmacién. Por motivos de confidencialidad no podemos aportar informacion
sobre la evolucion de la paciente dentro del estudio, aunque a fecha del ultimo

analisis la paciente proseguia en el estudio con una duracion de 7 meses.

La mutacion de ESR1 que esta ligada al fenotipo luminal, encontramos que
un 18,5% (10 pacientes) la presentaron. Esta prevalencia entra dentro de la
descrita por la literatura y asi la recoge el estudio de Zundelevich A, et al.(103),
donde describe que la prevalencia de esta mutacién se encuentra entre el 10% y
el 50% de los canceres metastasicos resistentes a terapia endocrina. La aparicion
de mutaciones adquiridas tras la terapia con IA en el dominio de union al ligando
del gen receptor de estrogenos a (ESR1), que codifica el RE es lo que dar lugar a
una activacion del RE independiente del ligando y se produzca la resistencia a las

terapias endocrinas. Bardia A, et al.(104) pusieron a prueba un farmaco llamado
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elacestrant en el estudio en fase Il EMERALD. Dicho farmaco es un nuevo SERD
(degradador selectivo de receptores de estrégeno) no esteroideo que ha
demostrado una degradacion del RE dependiente de la dosis y la inhibicion de la
induccion de la transcripcion del gen diana del RE y la proliferacion celular
dependiente del estradiol. En el estudio se observaron respuestas o beneficios
clinicos con elacestrant en pacientes con tratamiento previo con inhibidores de
CDK4/6, y en pacientes con tumores con mutacién de ESR1, asi como en
aquellos con mutacion de ESR1 no detectada. Toda esta informacién orienta
hacia la nueva investigacion en SERDs para un mayor numero de terapias

accionables para ESR1.

Las mutaciones en el receptor de estrogenos (ESR1) representan una
oportunidad para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas basadas en
restablecimiento de la sensibilidad endocrina. Como era légico, en nuestra serie la
correlacion entre mutaciones de ESR1 y fenotipo luminal es muy alta. La
presencia ocasional de esta mutacion en los fenotipos HER2 y CMTN
probablemente guarda relacion con terapias hormonales previas en el contexto de
un fenotipo mixto (HER2 con expresion de RE/RP) o en un cambio de fenotipo
(luminal inicial que posteriormente vira a CMTN). De hecho, ESR1 es una
mutacion adquirida, inducida como mecanismo de resistencia a terapias
hormonales y particularmente a inhibidores de la aromatasa. La mayor parte de
mutaciones en ESR1 confieren a la proteina final la capacidad de permanecer
activada de forma constitutiva, sin precisar por tanto del sustrato (estradiol) para
activarse. En la media que la deprivacion de estradiol es el mecanismo de accion
de los inhibidores de la aromatasa, este mecanismo es la solucién biolégica del
tumor para progresar. En tumores con mutacion de ESR1 los farmacos como
tamoxifeno y fulvestrant, anti-estrogenos con la funcion de bloquear el receptor
siguen demostrando cierto grado de actividad. Las tasas de respuesta objetiva
(ORR) observadas con fulvestrant en esta poblacién ronda el 10%. Los
inhibidores de CDK4/6 (palbociclib, abemaciclib y ribociclib), parece que pueden
revertir en parte este mecanismo de resistencia, aunque su utilizacion en primera

linea conlleva un riesgo de que esta mutacion se presente en mayor frecuencia
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como mecanismo de resistencia. En los ultimos anos diversas compafiias vienen
desarrollando anti-estrégenos mas potentes y particularmente eficaces frente a
mutaciones de ESR1. Un primer estudio fase Ill ha demostrado que elacestrant es
superior a fulvestrant en pacientes pretratadas con inhibidores de la aromatasa y
CDKA4/6i y particularmente cuando hay presencia de mutaciones en ESR1(104).
Hasta la fecha no hay ningun estudio abierto en la Comunidad Valenciana
requiriendo de forma especifica dicha mutacién, pero en la estrategia de varias

companiias esta el abrir ensayos en ese nicho especifico en el proximo afio.

Como estaba previsto, la prevalencia de ESR1 en nuestra serie de
pacientes con enfermedad Iluminal es mayor en pacientes con lineas de
tratamiento previas frente a las no previamente tratadas y revela la necesidad de
cuestionar cuando es el momento 6ptimo de proponer estudios de ctDNA en la
poblacién luminal. La presencia de esta mutacién es muy excepcional en tumores
al diagnéstico (<3%), y va aumentando hasta alcanzar tasas del 30-40% en
pacientes tratadas con distintas lineas de terapia hormonal. En la actualidad, la
primera linea de tratamiento en enfermedad luminal avanzada esta consolidada
(inhibidor de aromatasa mas un inhibidor de CDK4/6). Es por ello que la
informacion aportada por estudios de ctDNA en este momento no aporta un valor
claro en la decision terapéutica inicial. Es razonable pensar que posponer el
estudio de ctDNA al momento de la progresion a esta primera linea puede aportar
mucha mas informacion de interés clinico, permitiendo ademas capturar los

mecanismos de resistencia inducidos por dicho tratamiento.

Este estudio presenta algunas limitaciones que deben ser sefaladas. En
primer lugar, el estudio se ha realizado en unico centro y la poblacién
seleccionada puede incluir sesgos relacionados con las terapias previas, asi como
en las decisiones terapéuticas de la primera linea de tratamiento. Ademas, el
numero de pacientes en el estudio es pequefio, con una poblacion enriquecida en
pacientes con enfermedad luminal. En la medida que este fenotipo es el que
mejor supervivencia obtiene en enfermedad avanzada la prevalencia de estas

pacientes en lineas avanzadas era significativamente mayor. Cabe sefialar que
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este mismo fendmeno se observa en todos los estudios analizados. Este primer
analisis conlleva un seguimiento medio relativamente corto y no ha permitido
capturar en muchas pacientes la relevancia de las mutaciones especificas al no
haber todavia progresado a la primera maniobra terapéutica iniciada en el
momento de la inclusion en el estudio. Por ultimo, el Hospital Arnau de Vilanova
puede tener limitaciones en el acceso a terapias que, aunque hayan demostrado
su actividad todavia no estén en la cartera de prestaciones del sistema publico de
salud. Ademas, el acceso potencial a estudios clinicos se puede ver reducido

frente a otras areas con mayor numero o nivel de centros asistenciales.
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9. CONCLUSIONES

1.

La Next-Generation Sequencing (NGS) con “AVENIO-77 ctDNA Expanded
Kit”, en pacientes con cancer de mama metastasico, ha permitido identificar
mutaciones accionables en un 69,7% de las pacientes. Las mas
prevalentes fueron PI3K (39,5%), ERBB2 (15,8%) y ESR1 (13,2%).

La presencia de mutaciones condiciona un mal prondstico y se correlaciona
con otros factores de mal prondstico como son: enfermedad visceral,

CTCs>5y el haber recibido terapias previas para enfermedad avanzada.

Se observa una mayor prevalencia de mutaciones PI3K y ESR1 con

tumores de extirpe Luminal.

Hasta la fecha, el resultado del test ha derivado a 8 pacientes (10,53%) a
una terapia dirigida, mayoritariamente a alpelisib por mut-PI3K. La
eficiencia de esta tecnologia es aun modesta y requerira en el futuro de un

mayor numero de terapias dirigidas disponibles
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11. ANEXO I: Aprobacién del estudio por el Comité Etico de Investigaciéon con

medicamentos del Departamento de Salud Arnau de Vilanova-Lliria

% GENERALITAT i DEPARTAMENT DE SALUT VALENCIA
VALENCIANA ARNAU DE VILANOVA-LLIRIA
A\

CElIm: 26/2019

Dr. Juan Carlos Andreu Ballester, Secretario del Comité Etico de
Investigacién con medicamentos del Departamento de Salud Arnau de

Vilanova - Lliria

INFORMA

Reunidos los miembros del Comité Etico de Investigacién con medicamentos del
Hospital Arnau de Vilanova, en su sesién ordinaria del dia 31 de Octubre de 2019 (Acta
12/2019), y una vez estudiada la documentaciéon presentada por el Dr. Jose Vidal
Martinez Bioquimico en calidad de investigador principal, del proyecto que se llevara a
cabo en el Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Arnau de Vilanova-Lliria en
colaboracién con el servicio de Oncologia de dicho hospital, como miembros del equipo
tiene a bien informar que el proyecto de investigacién, titulado: “Utilidad clinica de
AVENIO ctDNA Expanded Kit en la identificacién de teraplas dirigidas aprobadas o en
investigacién (ensayos clinicos) en una poblacién de pacientes con tumores sélidos
avanzados en el Area de Salud Arnau-Lliria.”, se ajusta a las normas deonteldgicas

establecidas para tales casos.

Se emite dictamen favorable a la realizacion de dicho proyecto.
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Y para que conste, lo fima m\fstanc:ia_c_unfecha 31 de Octubre del 2019

g - .-'-:-\;? %
_Fdo. Dr. Juan Carlos Andreu Ballester ’ Q\ S
-~ < L= &
Secretaria Técnica del CEIm HAV TR

DEPARTAMENT DE SALUT DE VALENCIA - ARNAU DE VILANOVA - LLERIA

Sant Climent, 12 - 46015 Valéncia - Teléfon 961-97600
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INTRODUCCION: HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

El ADN tumoral circulante (ADNc) se | La biopsia liquida utilizando la técnica de NGS, permite cuantificar y caracterizar
encuentra en las fracciones de suero y st o S molecularmente el ctDNA en pacientes con cancer de mama avanzado (CMM) para
plasma de la sangre. Su liberacion se ol cowa o detectar mutaciones accionables relacionadas con el pronostico e individualizar el
supone por apoptosis, Necrosis y secrecion | - ~ tratamiento. - | | |
activa de las células tumorales. Una vez que _a . v Se plantea describir la prevalencia de mutaciones por plataforma molecular (Avenio-77)
se aisla el ADNc, se puede secuenciar para & .« ¢ 7 tukoores en pacientes con CMM vy su relacion con factores clinicos, biolégicos y moleculares, para
analisis mutacional y detectar, ademas, TN - identificar pacientes con indicacion de terapia dirigida y correlacionar variables con la

Inserciones, deleciones, variaciones en el supervivencia global.

@ apoptosis

, : : | @ |
numero de copias y translocaciones (1). | ”
: 1 :
El kit AVENIO CctDNA Expanded es un e = | |MATERIAL ¥ METODOS: ,
ensayo de biopsia liquida de NGS con mas — Pacientes con edad media de 61 anos (estadio IV-TNM) entre 1-11-2019 y 31-12-2021
de un 99 % de sensibilidad para detectarlas Imagen de LabMedica del Hospital Arnau de Vilanova (Valencia). Variables de situacion clinica inicial,
(2). histoguimicas, mutaciones genomicas y de seguimiento terapéutico.
Intervencion: secuenciacion masiva de genes en muestra de sangre periférica.
RESULTADOS: Analisis: de frecuencias, correlacion en variables cualitativas por Chi-cuadrado vy
' supervivencia global por Kaplan-Meier y long rack.
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CONCLUSIONES:
1. La Next-Generation Sequencing (NGS) con “AVENIO-77 ctDNA Expanded Kit”, en pacientes con cancer de mama metastasico, ha permitido identificar mutaciones accionables en

un 69,7% de las pacientes. Las mas prevalentes fueron PI3K (39,5%), ERBB2 (15,8%) y ESR1 (13,2%).
2. La presencia de mutaciones condiciona un mal pronostico y se correlaciona con otros factores de mal prondstico como son: enfermedad visceral, CTCs>5 y el haber recibido

terapias previas para enfermedad avanzada.

3. Se observa una mayor prevalencia de mutaciones PI3K y ESR1 con tumores de extirpe Luminal.

4. Hasta la fecha, el resultado del test ha derivado a 8 pacientes (10,53%) a una terapia dirigida, mayoritariamente a alpelisib por mut-PI3K. La eficiencia de esta tecnologia es aun
modesta y requerira en el futuro de un mayor nimero de terapias dirigidas disponibles.
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