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Resumen

Introduccion: Los mayores causantes genéticos de carcinoma hereditario son mutaciones
BRCAI y BRCA2. El actual trabajo, pretende determinar el valor del conocimiento del
estado de los genes BRCAI y BRCA2 sobre factores clinico-patolégicos en pacientes
mexicanas con cancer de mama que tienen alto riesgo de carcinoma hereditario, con
enfoque en TILs, respuesta patologica a la TNA, sobrevida libre de enfermedad y
supervivencia global.

Me¢étodos: Se incluyeron 168 pacientes con alto riesgo de carcinoma hereditario y cancer
invasor de mama. Se compararon a las pacientes con variantes patogénicas conocidas de
BRCAI o BRCA?2 de las pacientes a las cuales no se le detectaron estas mutaciones o algin
otro gen asociado al carcinoma hereditario.

Resultados: Ciento veintinueve pacientes (76.8%) no tenian mutaciones en los genes
BRCAI o BRCA2,y del resto, a veinticuatro (14.3 %) se les identifico variante patogénica
en el gen BRCAI y quince (8.9%) en BRCA2. La media de TILs en los pacientes sin
mutacion en BRCAI o BRCA2 fue de 17.9 y en el grupo de pacientes con variantes
patogénicas en estos genes fue de 23.6 (p=0.06). No hubo diferencias significativas entre
la recurrencia y mortalidad por segtn el estado de BRCAI y BRCA2. De las pacientes con
TNA, se observé pCR en veintinueve (39.7%) de las pacientes sin mutaciones y en
dieciocho (66.7%) de las pacientes con mutaciones (p=0.02).

Discusion: La presencia de una variante patogénica de BRCAI o BRCA?2 en esta poblacion
es un factor predictivo independiente de respuesta a TNA. Aunque hay tendencia al alza

en los TILs, dependiendo del estado de este gen, no se encontraron diferencias



significativas. No se encontraron diferencias en cuanto a pronostico dependiendo del
estado mutacional. Por otro lado, aunque los TILs altos resultaron ser un factor predictivo
de respuesta a TNA, no es independiente. Solamente un grado histologico bajo y los
carcinomas de subtipo luminal, a comparacion de los TN, estan relacionados a mejor

supervivencia global, aunque no es independientes de otros factores.



Glosario de abreviaciones

IHQ: inmunohistoquimica.

CM: cancer de mama.

TILs: linfocitos infiltrantes de tumor.

strTILs: linfocitos infiltrantes de tumor, estromales.
1itTILs: linfocitos infiltrantes de tumor, intratumorales.
PD-L1: ligando 1 de muerte programada.

RT: radioterapia.

QT: quimioterapia.

AJCC: American Joint Committee on Cancer.
NCCN: National Comprehensive Cancer Network.
BCREF: Breast Cancer Research Foundation.

ISH: hibridacién in-situ.

FISH: hibridacion in-situ fluorescente.

CISH: hibridacién in-situ cromogénica.

TN: triple negativo.

RE: Receptor de estrogeno.

RP: Receptor de progesterona.

RH: Receptor hormonal.

HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

ESMO: Sociedad Europea de Oncologia Médica.



IMC: indice de masa corporal.

BRCAI: Breast cancer gene 1.

BRCAZ2: Breast cancer gene 2.

TNA: terapia neoadyuvante.

TNE: tipo no especial.

ASCO: American Society of Clinical Oncology.
CAP: Collage of American Pathologists.

CDIS: carcinoma ductal in situ.

BI-RADS: Breast Imaging Reporting and Data System.
LT: linfocitos T.

LB: linfocitos B.

CD: cluster of differentiation.

MLPA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification.
SNC: Sistema nervioso central.

AD: autosémica dominante.

RMN: resonancia magnética nuclear.

US: ultrasonido.

PARP: polimerasa difosfato-ribosa poliadenosina.
EUA: Estados Unidos de América.

CK: citoqueratina.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

pCR: respuesta patologica completa.

CR: Cociente de riesgo.



VEGEF: factor de crecimiento vascular endotelial.
SSO: Society of Surgical Oncology.

HSJ: Hospital San José.

OR: odds ratio.

NA: no aplica.

IC: intervalo de confianza.

DFS: disease-free survival.

OS: overall survival.
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Capitulo 1 — Planteamiento del problema
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Antecedentes

Es bien conocida la relevancia clinica de evaluar genéticamente a pacientes que,
por sus antecedentes heredofamiliares, caracteristicas clinicas o patologicas, es probable
que sean portadoras de variantes patogénicas en distintos genes asociados al cancer de
mama (1). También se sabe que los tumores de las pacientes con CM que tienen mutacion
(o variante patogénica) en la linea germinal de BRCA, son heterogéneos, siendo
generalmente TN los asociados a BRCAI y luminales en pacientes con mutacion de

BRCA2.

Por otro lado, se conoce la importancia de evaluar los TILs en los pacientes con
CM TN y HER?2 por su asociacion positiva con supervivencia y pCR; por esto el Grupo de
Trabajo Internacional de TILs (2) y la ESMO (3) recomiendan que este pardmetro sea
incluido en los reportes de patologia de estos tipos moleculares de carcinomas. Aun no
estd ain demostrada la utilidad clinica de su evaluacion en los CM luminales, ya que hay
estudios con resultados divergentes por lo que se necesita mayor investigacion en este
ambito (4) e incluso las guias mexicanas confirman esta informacion (5). Se han estudiado
los TILs en pacientes con mutacion en la linea germinal de los genes BRCAI y BRCA2,
encontrando hallazgos similares a los esporadicos en cuanto a su significancia prondstica
y su presencia sigue estando altamente relacionada al tipo molecular que sean (6). En
pacientes mexicanas, se han incluso tipificado los TILs en pacientes con tumores TN (7),
donde se ha encontrado la asociacion antes descrita, sin embargo, no se han hecho estudios

en relacion a si tienen mutacion en la linea germinal de BRCAI o BRCA2.
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La valoracion del resultado de la TNA por parte del patdlogo es esencial para el
prondstico de los pacientes, ya que se ha visto que los casos que tienen adecuada respuesta
tienen menor riesgo de recurrencia y mayor supervivencia (8). En pacientes en las que se
han estudiado variantes patogénicas de BRCAIl y BRCA2, se ha encontrado que los
pacientes con mutacion tienen mayor porcentaje respuesta patologica completa al
tratamiento (9), y esto se ha asociado atin mas en los tipos luminales con 33% de pCR, a

diferencia de la poblacion sin mutacion donde solo el 5% la obtienen.

En relacion al pronostico, no se han encontrado diferencias de sobreviva en cuanto
a sobrevida entre pacientes portadoras de variantes patogénicas de BRCAI y BRCA y las

que no (9).

Planteamiento del problema

En todos los canceres existen factores pronosticos clinicos y patologicos (10); los
clinicos incluyen examenes fisicos, de sangre y estudios de imagen, y los parametros
reportados por parte del laboratorio de patologia incluyen el tamafio, tipo histoldgico, grado
de diferenciacion, extension, invasion linfovascular, perineural, presencia de tumor en los
bordes, entre otros, como los TILs (11). La etapa y el grado son los marcadores
tradicionales y son ttiles, pero de manera individual es dificil determinar la evolucion de

los tumores solo con estos parametros (12).
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El papel del patologo en el diagnostico del CM, ha evolucionado rapidamente en
las ultimas décadas; por ejemplo, con la aprobacion del uso rutinario de
inmunohistoquimica (marcadores de RE, RP y HER2) para el diagnostico del subtipo
molecular que se toma en cuenta para determinar el tratamiento mas adecuado, y mas
recientemente, en la octava edicion, se ha tomado en cuenta para la etapificacion prondstica
de los pacientes segiin la AJCC (13). Ademas, actualmente los patélogos deben establecer
el grado de respuesta en pacientes que reciben TNA (14) y valorar TILs en pacientes con
carcinomas TN y HER2, debido a que ya hay suficiente evidencia de que tienen valor

prondstico (4).

Bioldgicamente el microambiente tumoral es importante en el desarrollo, invasion
y metastasis de las neoplasias (15). Por ejemplo, los linfocitos juegan un papel importante
en la erradicacion y prevencion de tumores por su tamizaje inmune (16), y es por esto que

se comenzo a estudiar el infiltrado inflamatorio dentro de los tumores (15).

Los TILs se definen como el porcentaje del area de la cama tumoral con presencia
de linfocitos (2). Hasta la fecha, se han descrito dos tipos de TILs, los intratumorales que
se refieren a los linfocitos que estdn en contacto directo con las células malignas, y los
estromales que se refieren a los linfocitos que estan en el estroma del area tumoral (17). El
segundo es el que ha ganado mayor auge y evidencia por su reproducibilidad en el 4rea de
los diagndsticos oncologicos de cancer de mama. Ademads, existen ya recomendaciones
para la valoracion correcta los strTILs, las cuales fueron escritas por el Grupo de Trabajo
internacional de Biomarcadores en Inmuno-Oncologia (18). En este documento, de ahora

en adelante, el término TILs se referira a los strTILs.
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La mayor evidencia de la relevancia de los TILs est4 en los carcinomas TN y esto
se ha estudiado de manera extensa en la terapia adyuvante; para estos pacientes, una mayor
cantidad de TILs se ha visto asociado de manera positiva a supervivencia libre de
enfermedad invasora, metastasis a distancia y supervivencia global, con una disminucion
del riesgo de 14, 17 y 17, respectivamente con cada 10% de incremento de TILs, y esto fue
independiente de otros factores pronosticos clasicos (2). Por otro lado, su relevancia
también estd descrita en pacientes que reciben neoadyuvancia ya que se asocia con mayor
respuesta a tratamiento, encontrando que pacientes con altos TILs tienen respuestas
completas en el 50% de los casos, a diferencia de los que tienen TILs bajos intermedios
con respuestas completas solamente en 31% de los casos (19). Por otro lado, la evaluacion
de TILs en enfermedad residual (post-neodyuvancia) se ha visto también con utilidad
clinica porque cada aumento en el 10% de los TILs, condiciona una reduccion del 21% en

el riesgo de metastasis y muerte (20).

Los TILs también tienen evidencia de relevancia en el pronostico en los tumores
HER2 positivos. Una mayor cantidad de TILs estd relacionada positiva e
independientemente con supervivencia libre de enfermedad a distancia con una reduccion
del riesgo de 27% por cada incremento de los TILs de 10% (21)(22); por otro lado, otro
estudio encontr6 asociacion positiva entre los TILs y la supervivencia libre de enfermedad
(23). Ademas, en el contexto de neoadyuvancia, se observé mayor tasa de respuesta

completa en el grupo con TILs altos (24).

En los CM luminales, la evidencia de su utilidad es limitada; existen estudios donde

no se encuentra asociacion entre TILs y el prondstico (25)(26)(20)(27)(28), pero un estudio
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encontrd que entre mayores TILs habia mayor asociacién con caracteristicas clinico-
patoldgicas no favorables (Ki-67 elevado y RE bajos) aunque no se encontrd asociacion
con mortalidad o supervivencia libre de enfermedad (29). Por el contrario, se ha encontrado
que a mayor cantidad de TILs, la supervivencia aumenta pero solamente en los tumores de
alto grado y, en cambio, tienen un factor pronostico negativo en los grados menores (23).
Estos hallazgos inconsistentes pueden derivar de la heterogeneidad de este grupo, y los

subtipos A y B pudieran tener diferencias en el significado de los TILs.

Los cénceres de pacientes con mutacion en la linea germinal de BRCAIl y BRCA2
tienden a aparecer en pacientes jovenes. Los asociados a BRCAI suelen ser TN y
diagnosticarse en etapas avanzadas; estas caracteristicas histopatoldgicas los hacen
tumores agresivos. Por otro lado, los carcinomas de pacientes con mutacion en BRCA2
suelen ser luminales pero de alto grado (30). Los CM asociados a ambos genes, suelen
tener abundante infiltrado inmune, sin embargo, existen pocos estudios que caractericen y

cuantifiquen TILs en pacientes con mutacion en la linea germinal de estos genes (6).

La TNA estd indicada en pacientes con carcinoma inflamatorio, irresecable o
inoperable, en pacientes con carcinomas HER2 o TN en los que el hallazgo de carcinoma
residual da una guia de la terapia adyuvante, para realizar cirugias menos invasivas
(conservadoras de piel y pezon y/o eliminar la necesidad de diseccion ganglionar axilar) y
en pacientes en los que se prefiere demorar la cirugia (por ejemplo, para esperar resultados
genéticos) (31). Por otro lado, la indicaciéon de TNA no debe ser dada por marcadores de
IHQ no rutinarios, TILs, ni perfil genémico (31), debido a la falta de estudios aleatorizados

que apoyen estos manejos (32). Sin embargo, Arun et al. identificaron que la presencia de
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mutacion en BRCA 1 eraun factor independiente de pCR, aunque el prondstico era el mismo
que en pacientes con BRCA I no mutado (33). Por otro lado, Grandal et al. encontraron que
los carcinomas asociados a mutacion de los genes BRCAI y BRCA2 suelen tener mejores
respuestas al tratamiento, y sobre todo en el subgrupo de los luminales, aunque tampoco
identificaron diferencias en cuanto a pronostico (9). A pesar de esto, la valoracion del
resultado de la TNA por parte del patélogo es esencial para el posterior manejo de los
pacientes ya que, en la poblacion en general, los pacientes con adecuada respuesta tienen

menor riesgo de recurrencia y mayor supervivencia global (8).

Objetivos Generales y Especificos

Objetivo General

» Estudiar la relacion de las mutaciones en los genes BRCAI y BRCAZ2 sobre

parametros clinico-patoldgicos (TILs, respuesta a terapia neoadyuvante y

pronostico) en pacientes con cancer de mama con alto riesgo de carcinoma

hereditario.
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Objetivos Especificos

+ Identificar si la presencia de mutaciones en la linea germinal de BRCAI y BRCA2
tiene relacion con el porcentaje de TILs.

 Identificar si la presencia de mutaciones en la linea germinal de BRCAI y BRCA2
son un factor predictivo de respuesta a tratamiento neoadyuvante independiente.

 Identificar si la presencia de mutaciones en la linea germinal de BRCAI y BRCA2
son un factor pronéstico (supervivencia libre de enfermedad y global)
independiente.

* Identificar si el porcentaje de TILs son un factor predictivo de respuesta a
tratamiento neoadyuvante y prondstico (supervivencia libre de enfermedad y
global) independiente.

+ Identificar si la pCR es un factor prondstico (supervivencia libre de enfermedad y

global) independiente.

Hipotesis

Hipotesis nula

El estado en la linea germinal de BRCAI o BRCA? tiene relacion al porcentaje de

TILs, la respuesta a la TNA y el prondstico (supervivencia libre de enfermedad y global)

en pacientes con CM con alto riesgo de carcinoma hereditario.
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Hipotesis alterna (de trabajo)

El estado en la linea germinal de BRCAI o BRCA? tiene relacion al porcentaje de
TILs, la respuesta a la TNA y el prondstico (supervivencia libre de enfermedad y global)

en pacientes con CM con alto riesgo de carcinoma hereditario.

Justificacion

Hasta la fecha, se han realizado estudios que buscan definir la importancia del
estado de BRCAI y BRCA2 en pacientes no seleccionados con CM (9) y a veces con
enfoque en pacientes con CM TN (34), sin embargo, su relevancia en poblaciones con alto
riesgo de carcinoma hereditario y sin distinguir el tipo molecular ha sido poco estudiada,
ademads de que se han incluido sobre todo pacientes tratadas con neoadyuvancia (9). En
pacientes mexicanas, aunque hay estudios de la relevancia clinico-patoldgica del estado de
estos genes en estas pacientes, no se han evaluado los TILs, la respuesta a TNA, ni el
prondstico (35)(36). Ademas, otros estudios de pacientes mexicanas se han enfocado
solamente en poblaciones con CM TN (37) y diagndsticos a edad temprana (38). Solo se
encontro un estudio sobre la evaluacion de TILs en pacientes mexicanas (7), sin embargo
no se especifica si se trataba de pacientes con alto riesgo de carcinoma hereditario, el estado

de BRCAI o BRCA2, ademas de que solo se incluyeron a pacientes con CM TN.
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Alcance del Estudio

Con esta investigacion se pretendid determinar la relacion de las mutaciones en los
genes de BRCAI y BRCA2 sobre los TILs, la respuesta a TNA y el prondstico
(supervivencia libre de enfermedad y global) en una poblacion de pacientes con CM con
alto riesgo de carcinoma hereditario. De forma secundaria, debido al alto porcentaje de
subtipos luminales en la muestra analizada, se busco evaluar el significado de los TILs en
estos tumores. Por otro lado, por desarrollarse en un centro del noreste de México, es

relevante para esta poblacion en la que los estudios son escasos.
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Capitulo 2 — Marco tedrico
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Generalidades del cancer de mama

Epidemiologia

En el 2020, el CM correspondié al 11.7% de las neoplasias malignas en el mundo,
correspondiendo a la mas frecuentemente diagnosticada tanto en hombres como en
mujeres, y representando el 24.5% de las canceres en mujeres (39), ademas de ser la mayor
causa de muerte relacionada al cadncer en mujeres, con una mortalidad global de 13.2
personas por cada 100,000 habitantes (5). Existen zonas del mundo con mayor prevalencia
que otras; los paises del oeste tienen mayor incidencia que los de oriente (40)(39). En EUA,
aunque las mujeres hispanas tienen menor incidencia que las blancas no-hispanas, se cree
que un porcentaje importante de los casos hispanos estan relacionados a mutaciones en la
linea germinal de BRCAI o BRCA2 (41)(42). En México, también es la causa mas comun
de céancer tanto en la poblacion en general como en mujeres (39), y la incidencia aumentd
de 10.76 a 26.1 casos por 100,000 mujeres mayores de 25 afios del 2000 al 2013 (5) y un
52% del 2010 al 2019; suele presentarse a edades tempranas, en etapas avanzadas y con
caracteristicas clinico-patologicas de agresividad (37).

Los carcinomas en pacientes menores de 35 afios son raros y suelen tener historias
naturales mas agresivas que el CM promedio (43). Por otro lado, el sobrepeso y obesidad
han surgido como factores prondsticos, ya que se han asociado a poca supervivencia global

y libre de enfermedad (44).
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Multifocalidad y bilateralidad

Alrededor del 90% de los CM son unifocales, pudiendo ocurrir en cualquier
cuadrante, pero tiene predileccion por el superior externo. Puede haber bilaterales, ya sea
sincrénicos o metacronicos, y ocurren en el 2% de los casos (45); éstos han ido en aumento
por la mayor expectativa de vida y por el uso de mamografias bilaterales (46), que detecta
tumores pequefios. Los bilaterales tienden a presentarse en pacientes de mayor edad y
suelen ser RH positivos, con morfologias parecidas entre ambos tumores (45). La
concordancia de la IHQ en carcinomas bilaterales para RE, RP y HER2 es de 83, 80 y 90%,
respectivamente, el tipo histoldgico es el mismo en el 73% de los casos y el grado
concuerda en el 69% (45). Los sincronicos, definidos como tumores diagnosticados de 1 a
12 meses después del primer tumor, dependiendo de la fuente (47)(48), son mas frecuentes
que los metacronicos y representando el 93.3% de los bilaterales (45). Tanto en los
sincrénicos como en los metacronicos, generalmente el tumor indice se encuentra en una
etapa mayor que el segundo (45). Los metacronicos tienen una incidencia de hasta el 12%

después de 10 anos del caso indice (49).

Etiopatogenia

El CM es multifactorial. Se han asociado factores ambientales, reproductivos,

hormonales y genéticos como principales factores de riesgo. El estilo de vida del nuevo

mundo (dieta alta en calorias, rica en proteinas y grasas animales, sedentarismo, edad

avanzada en el primer embarazo, pocos embarazos y menor periodo de lactancia) se ha
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encontrado como un factor epidemioldgico importante (44)(43). El consumo de alcohol de
igual forma ha sido frecuentemente asociado a incremento del riesgo para CM, sobre todo
del tipo luminal (43). Ademas, se ve mas frecuentemente en mujeres con menarca temprana
y nuliparas. La ingesta de hormonas esteroides exdgenas también tienen un rol en el
desarrollo del CM.

Se cree que la predisposicion genética es uno de los mayores factores de riesgo, y
es responsable de alrededor del 5-10% de los CM (40), y de estos, el 20-40% se le atribuyen

a mutaciones de los genes BRCA1 y BRCA?2 (40).

Tamizaje

Las evaluaciones fisicas dirigidas al CM se deben de realizar cada 1-3 afios en
pacientes asintomaticas a partir de los 25 afios de edad, y los estudios de radiologia
(mamografia con o sin ultrasonido) de manera anual o bianual a partir de los 40 afios si
tienen un riesgo promedio (<15%) (5).

Los pacientes con alto riesgo por historia familiar deben de iniciar sus evaluaciones
médicas a partir de que se identifique este riesgo, pero no antes de los 21 afos,
considerando consejo genético, ademas de realizarse mamografia anual iniciando 10 afios
antes del familiar mas joven diagnosticado con cancer de mama (no antes de los 30 afios y
no después de los 40). Se puede recomendar resonancia magnética anual 10 afios antes del
familiar con cdncer de mama mas joven, a partir de los 25 afios y no después de los 40.

Ademas, se pueden considerar estrategias de reduccion de riesgo (5).
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Para pacientes con riesgo aumentado por radioterapia previa: si son menores de 25
afios, se debe de realizar chequeo anual 8 afios después de la radioterapia; si tienen 25 afios
0 mas, se realizara revision cada 6-12 meses después de 8 afios de la RT y mamografia 8
afios después de la RT, pero no antes de los 30 afios. Se puede recomendar resonancia
magnética 8 afios después de la RT, pero no antes de los 25 afios. En este escenario, se
deben considerar estrategias de reduccion del riesgo (50).

Ademas, para pacientes con riesgo elevado a 5 afos, se deben de realizar
evaluaciones clinicas cada 6-12 meses, mamografia anual y realizar estrategias de

reduccion de riesgo (50).

Diagnostico clinico

Existen multiples sintomas del CM, entre los que estan: masa palpable, inversion o

descarga del pezon, engrosamiento asimétrico o nodulaciones, cambios en la piel (piel de

naranja, eritema, excoriacion, costra, lceras, retraccion), dolor, masas axilares, sintomas

relacionadas a implantes mamarios mas de 1 afio después de la cirugia (derrame,

agrandamiento, masa o ulceracion) (50).

Diagnostico por imagen

Ya sea por tamizaje o por indicacion por sintomatologia, el mejor estudio para

determinar la presencia de lesiones en la glandula mamaria, asi como su adecuada
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caracterizacion se realiza con mamografia, la cual puede estar acompafiada de US y/o RMN
dependiendo del contexto clinico, los hallazgos patologicos y por imagen (51).

La RMN es el método mas sensible pero no el mas especifico por lo que se restringe
su uso en pacientes con alto riesgo (portadoras de mutacion de BRCAI o BRCA2, por
ejemplo), pacientes con mamas densas o con diagnostico de carcinoma de tipo lobulillar
(52).

Cualquiera que sea el estudio de imagen realizado, existe un sistema para
estandarizar el reporte de los hallazgos, tener adecuada comunicacion con el clinico y saber
cudl es el siguiente paso en el manejo dependiendo del resultado. Este sistema es el BI-

RADS que la actualizacion més recientes es la Sta edicion publicada en 2013 (53).

BI-RADS

El reporte del sistema de BI-RADS para mamografia incluye la evaluacion de la
composicion mamaria, la presencia de masas, calcificaciones, asimetrias, ganglios
linfaticos intramamarios, lesiones en la piel, conductos dilatados y marcadores radiopacos.
Ademas, las lesiones deben de incluir descriptores como lateralidad, cuadrante,
localizacion respecto a la caratula del reloj, profundidad y distancia del pezon (53).
Finalmente, y dependiendo de los hallazgos, a los reportes se les asigna una categoria que
va del 0 al 6, cada una con su significado, porcentaje de riesgo y conducta clinica a seguir

(Tabla 1) (50).
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Tabla 1. Categorias BI-RADS.

Categoria | Significado Riesgo de malignidad | Conducta clinica por seguir
2-10% (54) Realizar mas estudios de
0 No diagnostico
radiologia
1 Negativo para lesiones 0% Tamizaje rutinario
2 Hallazgo benigno 0% Tamizaje rutinario
3 Probablemente benigno <2% Mamografia a los 6 meses
A:2-10% Realizar biopsia
4 Sospechoso de malignidad B: 11-50%
C: 51-94%
5 Altamente sugestivo de cancer >94% Realizar biopsia
6 Cancer diagnosticado por biopsia | 100% (55) Cirugia, por lo general

Biopsia por aguja de corte grueso

Existen multiples técnicas de obtencion de tejido para estudio histoldgico, entre
ellas estan la biopsia por aspiracion con aguja fina, la biopsia estereotaxica y la biopsia
abierta (51). Lo preferible en la actualidad y en la mayoria de los escenarios es realizar una
biopsia por aguja de corte grueso ya que es altamente sensible y especifico para clasificar
el CM. En ocasiones, esta técnica se realiza guiada por estudios de imagen, sobre todo por
US (56). En caso de que se identifique un CM, lo indicado es realizar los marcadores de

IHQ en el material de biopsia para determinar el mejor manejo a seguir (57).
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Patologia del cancer de mama

Precursores

Como en otros sitios anatdmicos, el CM tiene lesiones precursoras no invasoras que
tienen posibilidad de progresar a carcinoma invasor (43).

Los CM luminales tienen como precursores no obligados la atipia epitelial plana,
hiperplasia ductal atipica y el carcinoma ductal in situ. Para los carcinomas con negatividad
para receptores hormonales, la adenosis microglandular y el carcinoma ductal in situ son

los precursores (43).

Patologia del cancer invasor de la glandula mamaria

Estudio macroscopico

Al momento de hacer una evaluaciéon macroscépica de los especimenes quirirgicos
de cancer de mama, idealmente se debe de hacer correlacion con estudios de imagen para
determinar el nimero, localizacidon y tamafo aproximado de las lesiones, y de esta manera
realizar un muestreo adecuado (58). Posteriormente, el espécimen debe ser entintado y
seccionado de manera seriada cada 0.5 cm para que la fijacion sea adecuada. La mayoria
de los tumores se pueden ver o palpar, y suelen tener una forma estrellada o nodular (43).

Si existen varias lesiones y se encuentran cercanas, se debe de muestrear el tejido entre
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ellas para determinar si se trata de una sola lesion o multiples. Ademas de los tumores, se

debe de muestrear la piel, el pezén y los margenes (59).

Estudio microscopico

Microscopicamente, la morfologia es muy amplia pero se clasifican segun la
arquitectura, caracteristicas celulares y componente estromal, el mas comun siendo el TNE,
aunque ¢éste es un diagnoéstico de exclusion (43). Cuando el 90% del tumor muestra
caracteristicas de alglin tipo en especifico, entonces se puede clasificar como un tumor
puro, por ejemplo, lobulillar, mucinoso, metapléasico o tubular (43). Existen ademas los
mixtos cuando la morfologia especial no llega a ser el 90% (43).

El grado histolégico se evalua con la escala de Nottingham y valora el porcentaje
de formacion tubular, el pleomorfismo nuclear y el conteo mitotico; cada uno de estos
factores se puntia del 1 al 3 y la sumatoria determinard el grado (59). En la Tabla 2 se
refieren las definiciones para cada una de las puntuaciones de la formacién tubular y
pleomorfismo nuclear. Para la puntuacion del indice mitotico existen tablas en el protocolo
de reporte del CAP, donde se indica, segtn el diametro de campo del microscopio que se
esté utilizando, el nimero de mitosis en 10 campos de alto poder que se necesitan para

otorgar 1, 2 o 3 puntos (59).

34



Tabla 2. Formacion tubular y pleomorfismo, partes de la escala de Nottingham para

valoracion del grado tumoral.

Caracteristica Puntuacion Definicion

>75% del area tumoral forma estructuras tubulares o

glandulares

) 10-75% del 4rea tumoral forma estructuras tubulares o
Formacion tubular 2
glandulares

<10% del area tumoral forma estructuras tubulares o

glandulares

Nucleos pequefios con escaso aumento del tamafio a
comparacion de las células epiteliales normales de la
glandula mamaria, contornos regulares, cromatina uniforme,

poca variacion en el tamafio

Nucleos grandes a comparacion de las células epiteliales
Pleomorfismo nuclear normales de la glandula mamaria, cromatina abierta
vesicular, nucléolo visible, moderada variabilidad en forma

y tamafio

Nucleo vesicular con nucléolo prominente frecuente, con
3 marcada variacion en forma y tamafio, y ocasionalmente

formas grandes y bizarras

Inmunohistoquimica

En las ultimas décadas, debido al avance en el area de la oncologia mamaria, se han
descubierto varios biomarcadores de relevancia prondstica, ademas de que se utilizan para
determinar la terapia mas adecuada para la enfermedad. Actualmente, la IHQ para RHs
(RE y RP), asi como para HER2 son estudios de rutina basicos para el adecuado manejo
de los pacientes con CM (60).

Para los RHs, la positividad nuclear de al menos el 1% de las células, en cualquier
intensidad, se considera positiva (61). Esta positividad para RE predice beneficio de la

terapia endocrina (60). A pesar de esto, en la ultima actualizacion de las guias de la
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ASCO/CAP se ha hecho hincapi¢ de que para los CM con positividad entre el 1 y 10%, la
evidencia del beneficio de este tratamiento es poca, por lo que se deben de tomar otros
factores en cuenta para realizar una decision terapéutica (60).

HER2 es un miembro de la familia de receptores de crecimiento de tipo tirosina
cinasa que, cuando se activa, afecta la proliferacion y supervivencia celular (62). En
alrededor del 15% de los CM su gen se encuentra amplificado y resulta en sobreexpresion
de la proteina que condiciona que el tumor prolifere, las células adquieran la habilidad de
movilizarse y que haya angiogénesis. Actualmente, la valoracion de la amplificacion de
este marcador es de vital importancia ya que existen terapias dirigidas, como trastuzumab,
para bloquear su funcionalidad que se han visto que mejoran la sobrevida (62). Se puede
valorar tanto por IHQ como por técnicas de ISH, como CISH o FISH, pero al ser el primero
mas accesible se utiliza mayoritariamente (62). La IHQ se valora dependiendo del
porcentaje de células con tincién de membrana (completa o incompleta) y de la intensidad
de la tincion (Tabla 3). La combinacion de estos factores da un resultado global de 0 hasta
3 cruces; se toma en cuenta positivo solamente en caso de resultar 3 cruces, negativo en 0
y 1 cruz, y en caso de resultar dos cruces es indeterminado y se debe de realizar ISH, FISH

o repetir IHQ para confirmar o descartar la sobreexpresion (60).
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Tabla 3. Valoracion de HER2 por IHQ.

Resultado Definicion

) Sin tincién o tincion de membrana incompleta y débil en <10% de las células
Negativo (0+)
tumorales

Tincion de membrana incompleta y débil en >10% de las células tumorales,
Negativo (1+) vista con un objetivo de bajo poder y en una poblacion homogénea y continua

de células invasoras

Tincion de membrana completa, débil o moderada en >10% de las células

) tumorales o tincion de membrana completa e intensa en <10% de las células
Indeterminado (2+) ) o ] ]
tumorales, vista con un objetivo de bajo poder y en una poblaciéon homogénea

y continua de células invasoras

Positivo (3+) Tincion de membrana completa e intensa en >10% de las células tumorales

E1Ki-67 es una proteina nuclear que se encuentra en todas las fases del ciclo celular
pero estd activo en las fases G1, S, G2 y M, por lo que es un marcador de proliferacion
celular (63). El anticuerpo méas cominmente usado para su determinacion es MIB-1 (60).
El porcentaje de expresion de este marcador en las células tumorales es un parametro
importante para categorizar a los CM luminales en A y B, y esta division tiene valor
prondstico y predictivo (64)(63). Su uso no es universal ya que hasta la fecha no hay
recomendaciones claras del punto de corte variando desde el 15 al 20% (65)(66), asi como
que su reproducibilidad es baja (67).

El receptor de andrégenos es un receptor hormonal nuclear que ha sido bien
estudiado en el cancer de prostata como contribuyente en el desarrollo y progresion de éste
(68). Hay creciente evidencia de que tiene un rol en el CM ya que su expresion por medio
de THQ se ha asociado con mayor supervivencia libre de enfermedad y supervivencia
global (68). Sin embargo, su funcidn parece ser compleja, por lo que aiin no se realiza este
estudio de manera rutinaria, aunque en el futuro podria ser de relevancia en algunas

situaciones clinicas (68).
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Clasificacion molecular

Genéticamente el CM es altamente heterogéneo y las diferentes entidades se han
clasificado en grupos dependiendo de su expresion génica, los cuales tienen pronosticos
diferentes. Aunque en realidad esta clasificacion se realiza con métodos moleculares
avanzados, actualmente estos métodos son caros y no estan disponibles en la mayoria de
los sistemas de salud, por lo que se han utilizado biomarcadores de IHQ (RE, RP, HER2 y
Ki-67) como subrogados para poder clasificarlos (69). Los grupos son 5 (70) y sus

caracteristicas de IHQ y clinicas se indican en la Tabla 4 (70).

Tabla 4. Formacion tubular y pleomorfismo, partes de la escala de Nottingham para

valoracion del grado tumoral.

) Caracteristicas de THQ Caracteristicas clinicas e
Tipo molecular ) )
RE RP HER2 Ki-67 histopatologicas
) Crecimiento lento, bajo
Luminal A + + - Bajo .
grado y buen pronostico
Luminal B -0 o i
. + . - Alto* Crecimiento rapido
(HER2 negativo) bajo*
Luminal B ] Crecimiento rapido y mal
o + +/- + Alto o bajo )
(HER?2 positivo) pronostico
HER?2 (no ] Crecimiento rapido y mal
- - + Alto o bajo .
luminal) pronostico
Comun en pacientes con
) mutacion en la linea
TN - - - Alto o bajo ] )
germinal de BRCA1, jovenes
y afroamericanas

* Al menos alguno de los dos criterios
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Hay estudios que han determinado que con el uso IHQ de manera aislada, se
identifican correctamente el 94% de los TN, 92% de los HER2 y 100% de los luminales
(71).

Para simplificar, y debido a que en algunos sistemas de salud no se realiza de rutina
el Ki-67 tanto por el costo como por el detalle de que aun no estd completamente validada
ni estandarizada su valoracion (67), se pueden dividir en 3 grandes grupos (9), los cuales
tienen caracteristicas moleculares definidas y que correlacionan consistentemente con los
resultados de THQ. Estos grupos son: luminales (RH positivos), HER2 enriquecidos (solo
HER?2 positivo) y TN (3 marcadores de IHQ negativos). Estos subtipos son relevantes ya
que tienen pronoésticos diferentes (72), ademas de que el manejo clinico varia (73).

Los luminales son definidos por la expresion de RHs y pueden o no ser positivos a
HER2. La gran mayoria son de grados bajos o intermedios, y solamente el 9% son de alto
grado (43). La via de los CM luminales, se caracterizan sobre todo por ganancia del
cromosoma 1q y pérdida del 16q (43). Estos tumores se dividen en luminales A y B,
dependiendo de la expresion de RP, HER2 y Ki-67 (72). Los A, tienen alta prevalencia de
mutaciones en PIK3CA (74).

Los HER2 se definirdn en este trabajo como aquellos que solo sobreexpresan
HER2, con negatividad para RHs (72). Estos son tipicamente de grado intermedio o alto y
estan asociados a CDIS de tipo comedo. Se caracterizan por pérdida del cromosoma 13q y
ganancia de 11q (43).

Los TN se definen por la falta de expresion de RE, RP y HER2 por IHQ por lo que,
hasta la fecha, no se pueden tratar con terapias dirigidas. El hallazgo de margenes pujantes

y necrosis geografica, altamente sugestivo de este tipo molecular, aunque no es un
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requisito. Estos tienen usualmente un espectro de morfologias amplio y suelen ser poco
diferenciado. Un subgrupo de estos tiene TILs altos, que se asocia a mejor respuesta a la
TNA. Este tipo de tumores en realidad engloban a una gran cantidad de enfermedades
heterogéneas que tienen diferencias moleculares y pronoésticas importantes. Se pueden
dividir en basales y no basales, dependiendo de su positividad o negatividad por IHQ para
CK5/6, CK14, CK17 y EGFR, respectivamente, ademas, de que los basales tienen
mutacion en 7P53 y el 85% en BRCA1 (72). (43); sin embargo, esta division aiin no tiene
un uso clinico para eleccion de tratamiento de QT o RT.

Se ha encontrado una variacion en la frecuencia de subtipos moleculares
dependiendo de la poblacion; en poblacion general, los CM TN corresponden a alrededor
del 15% y los HER2 al 12%, a diferencia de pacientes jovenes donde los CM TN

corresponden al 30% y los HER2 positivos al 20% (43).

Tratamiento y pronostico

Tratamiento

El tratamiento de CM es complejo y depende de la edad del paciente, estado
hormonal, histologia, tipo molecular y la etapa (73). En casos donde la enfermedad local
es avanzada y en pacientes con enfermedad TN o HER2, se puede dar TNA con el objetivo
de que la enfermedad sea operable y realizar tratamientos quirdrgicos conservadores (73);
por otro lado, la TNA permite identificar a pacientes con tumor residual y en consecuencia

con peor prondstico (9).
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Las pacientes con CM luminal, ademés de la QT, son elegibles para terapias
hormonales ya sea médicas o quirurgicas (73).

A los pacientes que se les hacen cirugias conservadoras, generalmente se indica
radioterapia posterior (73).

Es importante mencionar que la presencia de sobreexpresion de HER2 determina
que es altamente probable que haya una buena respuesta a inhibidores de esta proteina,
como lo es el trastuzumab (73).

Como los CM TN no expresan los marcadores predictivos (RHs y HER2), que
indicarian que responderan a tratamientos hormonales o anti-HER2, como trastuzumab, la
gran mayoria de estos carcinomas y sobre todo cuando estdn en etapas tempranas, se tratan

con neoadyuvancia (75).

Pronostico

El prondstico del CM varia dependiendo de muchos factores, entre los mas
estudiados se encuentran el tipo molecular, la etapa clinica y el grado histologico (76); los
factores antes mencionados se ven reflejados en los estadios prondsticos que fueron
reconocidos por la AJCC en su 8va. edicion (13), haciendo que las diferencias en cuanto a
supervivencia por etapa sean ahora siempre significativas (77). Por otro lado, los
tratamientos para el CM han cambiado drasticamente en los ultimos 40 anos, lo que ha
mejorado la sobrevida general de las pacientes, por el uso de terapias dirigidas (78).

En cuanto a los tipos moleculares, se ha encontrado que los que son RHs positivos

y HER2 negativos tienen una supervivencia a 4 afios de 92.5%, seguido de los que tienen
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ambos marcadores positivos con 90.3%. Los de peor prondstico son los TN con 77.7%,
seguidos de los HER2 con 82.7% (76).

En cuanto al grado, multiples estudios en diferentes instituciones han encontrado
que el grado histoldgico correlaciona con el pronodstico (79). Por ejemplo, un estudio
encontr6 que el CM con grado 1 tienen mejor supervivencia que los de grado 2 o 3
(p<0.0001) (80).

Como ya se menciond, cada vez mas se usa la TNA, y aunque por si sola no mejora
la sobrevida (81)(82), en algunos estudios la pCR ha mostrado ser un subrogado de la

supervivencia libre de enfermedad y global (83).

Patologia en neoadyuvancia

Tanto el porcentaje del carcinoma residual posterior a TNA como las caracteristicas
histologicas, ya sea en ganglios linfaticos o en la cama tumoral, proveen informacion
pronostica importante, por lo que la valoracion exhaustiva de estos especimenes es
relevante (9).

Macroscopicamente, cuando los pacientes tienen TNA, el tumor suele verse
diferente a los tejidos virgenes a tratamiento (84). Lo anterior es porque en un importante
porcentaje de casos hay una respuesta completa o parcial al tratamiento, que se traduce en
desaparicion total o fragmentada del tumor, respectivamente, ademas de que hay cambios
en el tejido debido a la terapia. Por esto, previo a la valoraciéon macroscdpica, es preferible

conocer si el paciente tuvo TNA y revisar los estudios de imagen realizados tanto previos
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a la TNA como posterior a ésta (84) para realizar correlacion clinico-radioldgica y trabajar
estos especimenes de la manera adecuada.

El cambio histologico més importante es la disminucion de la celularidad del tumor,
que se refleja por la presencia de nidos pequefios y dispersos de células tumorales, que
pueden ser bizarras o tener citoplasma vacuolado (43). Por otro lado, usualmente el conteo
mitdtico es menor que en la biopsia realizada previo al tratamiento (43). A pesar de lo
anterior, el grado histoldgico postneoadyuvancia, asi como los TILs siguen siendo un factor
pronostico relevante; incluso los TILs parecen no variar de manera significativa entre el
tejido virgen y con TNA (9). En los caso de pCR, que ocurre en el 23.8% de los casos (9),
el tumor se ve reemplazado por tejido fibroeldstico edematoso, laxo y vascularizado con
células inflamatorias crénicas y macrofagos (84).

Seglin la octava edicion de la AJCC, se define como pCR a la ausencia total de
carcinoma invasor tanto en la glandula mamaria como en los ganglios linfaticos después
de la evaluacion histopatologica. Puede identificarse CDIS residual y esto como quiera se
catalogaria como pCR (85). Los pacientes con focos aislados de tumor en ganglios
linfaticos no se catalogan como que tienen pCR. En resumen, la clasificacion de la Etapa
Patologica para ser considerada como pCR, tendria que ser ypTONO o ypTisNO (13).

La valoracion de la respuesta es importante ya que existen multiples estudios que
asocian la pCR con una reduccion del riesgo de un evento (OR: 0.31) y la probabilidad de
muerte (OR: 0.22) (14).

El indice de carga tumoral residual fue desarrollado en el MD Anderson Cancer
Center (86); esta clinicamente validado y se debe de incluir en el reporte de patologia en

pacientes que recibieron TNA. Se valora por medio de una calculadora disponible en la
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web (87) que toma en cuenta el tamafio de la cama tumoral, su celularidad y el porcentaje
del tumor que es in situ, asi como el nimero de ganglios linfaticos involucrados y el tamafio
de la metastasis mayor. Esta calculadora arroja el indice de carga tumoral como un nimero
continuo a partir del 0, ademas de una categoria del 0 al III que indica cuanto tumor residual
hay. La categoria 0 indica que no hay tumor residual (pCR), el I enfermedad residual
minima, el II moderada enfermedad residual y el III extensa enfermedad residual. Cada
una de éstas se asocia a cierto riesgo de recaida (88), por ejemplo, para un indice de carga
tumoral residual 0, I, IT y III, la supervivencia libre de recaida a 5 afios es de 92, 94, 90 y

58%, respectivamente, y a 10 afios de 86, 85, 68 y 46%, respectivamente (88).

Factores pronosticos patologicos del carcinoma de mama

Cada vez mas se identifican mas factores importantes que ayudan a determinar, de
manera mas individualizada, el tratamiento y pronoéstico de los pacientes. Entre los mas
clasicos para el CM estan la edad, la etapa tumoral, el grado, tipo histoldégico, estado de los
margenes, y de los vasos sanguineos y linfaticos de la cama tumoral (43).

La valoracion de los RHs y de HER2 ya se ha vuelto tan importante que, junto con
el grado histologico, es parte de los parametros que se utilizan para la estadificacion
prondstica de los pacientes (13).

La pCR a la TNA es un factor pronostico positivo en los CM HER2 y TN, y el
indice de carga tumoral establece el riesgo de recurrencia en los pacientes que no tuvieron

pCR (88).
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Por otro lado, en algunos paises ya se utilizan perfiles de expresion genética para
decisiones en cuanto a tratamiento con QT en pacientes con CM luminales que no tengan
metastasis a ganglios linfaticos (89). Segln los resultados de estos estudios, los pacientes
de alto riesgo se benefician de QT mientras que los de bajo riesgo pueden no recibirla (89).
Existen muchas marcas de las firmas genéticas, sin embargo, las Uinicas que tienen nivel de
evidencia 1A son MammaPrint y Oncotype DX (90)(91); ambos estan recomendados por
la ASCO y ESMO (90).

Oncotype DX es un PCR que analiza 21 genes utilizando tejido fijado en formol e
incluido en parafina. Se puede realizar en pacientes con CM luminales, negativos a HER2
y con un involucro maximo de 3 ganglios linfaticos regionales (91). El resultado es un
puntaje del 0 al 100 que predice la recurrencia a distancia en 9-10 afios, asi como el
beneficio esperado con la QT (90)(91). Los pacientes se dividen en riesgo bajo (<18),
intermedio (18-31) y alto (>31), con probabilidad de recurrencia a distancia de 17, 28 y
49%, respectivamente (90).

MammaPrint, un estudio de secuenciacion de segunda generacién que analiza 70
genes utilizando tejido fijado en formalina e incluido en parafina. Se puede utilizar en
pacientes etapas I o II, de tumores <5 cm y con involucro maximo de 3 ganglios linfaticos
(91). Este panel, arroja un resultado en escala continua, ademas del subtipo molecular. Los
pacientes se dividen en bajo y alto riesgo (90), con 1.3% y 11.7% de riesgo de recurrencia

a 5 afios, respectivamente (90)(91)(92).
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Microambiente tumoral

Se le conoce como microambiente tumoral a las células y moléculas que estan
dentro o adyacentes al tumor; son relevantes ya que contribuyen al desarrollo, progresion
y metdastasis de los carcinomas. Las células son capaces de comunicarse entre ellas y de
manera bidireccional con las células tumorales (93); las que conforman este
microambiente, y que ya han sido estudiadas en el CM son: fibroblastos, células
endoteliales, adipocitos, y células del sistema inmune innato y adaptativo (93).

En cuanto a los fibroblastos, la presencia de un foco fibrético, definido como una
reaccion estromal exagerada de >1_mm dentro del tumor, se asocia con un CM con
comportamiento agresivo (43).

Las células endoteliales tumorales tienen rol en la angiogénesis y modulan la
respuesta inmune del CM. Con su proliferacion, las células tumorales pueden obtener el
oxigeno y nutrientes necesarios para su crecimiento. La proliferacion de estas células se da
en ambientes hipdxicos y gracias a factores de crecimiento secretados tanto por las células
tumorales como por las células acompanantes no neoplasicas. Por otro lado, se ha visto que
estas células tienen regulacion a la alza de genes como colagenasas que promueven la
progresion y metastasis (93).

Los adipocitos, diferenciados en adipocitos asociados al cancer, secretan productos
como IL-6, VEGF, entre otros, que promueven invasion y metastasis (93).

La presencia de infiltrado inflamatorio refleja la respuesta inmune del paciente
contra el tumor (15). Las caracteristicas del infiltrado inflamatorio tumoral también se ha

visto que representan un factor pronostico. Los macréfagos han sido estudiados y se ha
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determinado que los activados clésicamente (M1) producen citocinas antitumorales, a
diferencia de los alternativamente activados que producen citocinas anti-inflamatorias que
apoyan la progresion tumoral. Por otro lado, los linfocitos han sido ampliamente estudiados

en el CM (94).

TILs

Para valorar los TILs adecuadamente, se recomienda seguir la guia del consenso
del Grupo de Trabajo Internacional de Inmuno-Oncologia (18). Los strTILs representan el
infiltrado linfocitario en el estroma que se encuentra dentro del carcinoma. El valor se da
tomando en cuenta el porcentaje del area estromal (excluyendo el area de las células
tumorales) que estd ocupado por linfocitos y/o células plasmaticas, excluyendo los
agregados linfoides para esta valoracion. Se debe de realizar sobre cortes tefiidos con
hematoxilina y eosina, a 20-40x, ya sea en biopsias o especimenes quirirgicos y en la zona
mas representativa. Se evallia como un parametro continuo y en una sola laminilla (18). Es
importante mencionar que el infiltrado tumoral es heterogéneo dentro de un mismo
paciente por lo que hay estudios que han evaluado tanto los TILs promedio, como de
hotspot (95). Se ha demostrado que los TILs tienen alta reproducibilidad con una
concordancia interobservador de entre el 80 y 90% (96).

La determinacion de un punto de corte de TILs para dividir entre bajos y altos es
dificil ya que, en los multiples estudios centrados en este tema, este ha sido variable.

Existen algunos investigadores que los dividen en bajo, intermedio o alto, definidos por
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<10, 10 a 40 y >40%, respectivamente, mientras que otros autores definen el punto de corte
dicotomico entre 30 y 60% (97)(98), aunque la mayoria utilizan el punto de corte de 50%.

En el CM, se ha encontrado que este infiltrado inflamatorio se compone
principalmente de LT, tanto CD4+ como CD8+ (99)(7). Algunos estudios han encontrado
que a mayor cantidad de LT CD8+ hay mayor supervivencia (27)(100)(101). Los LB
también han sido estudiados pero su rol es controversial ya que representan una poblacion
heterogénea de células (102)(103), aunque, por lo general, se han visto asociados con buen

prondstico (104).

Relevancia de los TILs

La importancia de los TILs ha sido reportada desde 1992 (106). Se ha demostrado
que a mayores TILs, hay mejor respuesta a tratamiento con antraciclinas y taxanos
(107)(108). Estos hallazgos han sido muy contundentes en tumores TN y HER2 (3)(109).
Ademas, los TILs han sido evaluados como una variable continua y cada incremento del
10% se asocia con reduccion del riesgo de recurrencia a distancia del 13% (25). Aunque
los CM con alta cantidad de TILs suelen conformar un grupo pequefio en la mayoria de los
estudios (110)(25), los resultados siguen siendo estadisticamente significativos para que
sean un factor pronostico en estos pacientes.

La mayoria de los estudios concuerdan en que hay una falta de valor prondstico de
los TILs en los carcinomas luminales (111), sin embargo algunos estudios mencionan que
el incremento de TILs se asocia significativamente a una mayor respuesta patologica

posterior a quimioterapia (112), mientras que hay otros que lo han asociado a pobre
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respuesta a tratamiento endocrino (113), asi como disminuciéon de la sobrevida global
(114). Por otro lado, se ha encontrado que a mayor cantidad de TILs, la supervivencia
aumenta pero esto solamente en los tumores de alto grado y, por el contrario, parecen ser
un factor pronostico negativo en los grados menores (23). También se ha encontrado la
presencia de mutacionones en BRCAI o BRCAZ2 se asocia a mayor respuesta patologica y
TILs en carcinomas luminales (9).

La gran investigacion y uso relativo a este marcador es porque es practico, ya que
no genera un costo extra porque se realiza sobre laminillas tefiidas con hematoxilina y
eosina que son las utilizadas de manera rutinaria en la evaluacion de las biopsias o
resecciones quirdrgicas, a diferencia del PD-L1 que es dificil de implementar en paises en

desarrollo por al costo adicional que se genera al solicitarlo (75).

Carcinoma hereditario

El CM es la neoplasia humana que més comunmente tiene agrupamiento familiar
(43). El carcinoma hereditario de mama representa el 5-15% de los tumores malignos de
mama (115) y esta relacionado a més de 25 genes que han sido ampliamente identificados
(116). Mutaciones en estos genes de susceptibilidad al CM estan presentes en la poblacion
en general con una prevalencia de 1 caso por cada 300 a 800 personas (117)(118). La
mayoria de los genes de susceptibilidad al CM son genes supresores tumorales y los
pacientes tienen un riesgo del 50% de transmitir esta informacion genética mutada a sus

descendientes (1). Los genes que han sido mds estudiados son de alta penetrancia, por
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ejemplo BRCAI y BRCA2, y corresponden al 25% de los carcinomas hereditarios
(116)(119), con un patron hereditario autosémico dominante, generalmente con
presentacion a edades tempranas y durante la premenopausia (1). Los genes involucrados
con mayor frecuencia estan relacionados a vias de reparacion del ADN y control del ciclo
celular; ademas de los anteriormente mencionados estan: 7P53, PTEN, STK11, CDHI,
CHEK2, ATM, BRIP1, PALB2, entre otros (1). Las mutaciones en estos genes generan
pérdida de la funcién de las proteinas, causando inestabilidad gendmica y descontrol del
ciclo celular, lo que lleva a proliferacion descontrolada de células tumorales (1). A pesar
de esto, en la mayoria de las pacientes con alto riesgo de CM hereditario no se identifica
alguna mutacioén en la linea germinal que sea causante de la patologia; es posible que, aun
no se identifiquen otros genes asociados al CM, debido a heterogeneidad, baja penetrancia
y mecanismos recesivos y/o poligénicos (120). Por otro lado, se han realizado algunos
estudios que intentan definir la genética de los CM familiares que no presentan mutaciones
en los genes BRCA1 y BRCA2, y se ha encontrado que hay subclases con diferencias en los
patrones de amplificacion genética (120); en analisis comparativos, este tipo de pacientes
suelen presentarse a edades mas avanzadas, no parecen tener patron de herencia AD y
parecieran ser genes de baja penetrancia (43).

Los pacientes de alto riesgo de CM se definen como aquellas personas con >20%
de riesgo de padecer la enfermedad o un riesgo relativo de 4 o 5 veces mas, al compararlas
con la poblacién en general. La identificacion de estos pacientes es de vital importancia ya
que se debe de realizar estudio extenso de mutaciones, asi como tratamientos preventivos

0 comenzar tamizajes de manera mas temprana que en la poblacion en general. Ademas
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esto ayuda a que otros familiares en riesgo sean identificados y que se actiie en
consecuencia (121).
La identificacion de los pacientes con alto riesgo de carcinoma hereditario se realiza
por medio de una historia clinica exhaustiva, haciendo énfasis en la historia personal y
familiar de tumores, tanto de la glandula mamaria como de otros sitios. Es de vital
importancia es identificar el grado de los familiares afectados, el sexo y la edad al
diagnostico (121). Los criterios que indican la realizacion de prueba genética en pacientes
con diagnodstico de CM son (121):
e Historia personal de CM con al menos uno de los anteriores:
o <45 anos al diagndstico
o 46-50 afios si cumple alguno de los siguientes:
= Historia familiar limitada o conocida
= Antecedente personal de otro CM, diagnosticado a cualquier edad
= Al menos 1 familiar cercano con CM, pancreas, prdstata u ovario
diagnosticado a cualquier edad
o <60 anos al diagnoéstico y de tipo TN
o Cualquier edad, con cualquiera de los siguientes:
=  Ancestros judios Askenazi
= Al menos 1 familiar con cancer de:
e Mama diagnosticado a los 50 afios 0 menos
e Ovario
e Pancreas

e Metastasico
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e Histologia cribiforme o intraductal
e Grupo de alto o muy alto riesgo para cancer de prostata
* 3 0 mas diagnosticos de CM en el paciente y/o familiares cercanos

o Diagndstico de CM en hombre a cualquier edad

Como se puede observar, otros tumores asociados a las variantes patogénicas en
genes relacionados al CM son los de ovario, pancreas y prostata (121).

Los genes de riesgo de cancer se pueden categorizar segin su penetrancia y la
frecuencia en la poblacion. La penetrancia se refiere al estimado de que el cancer se
presente en un genotipo especifico, o dicho de otras manera, la probabilidad de que se
diagnostique cancer en un paciente con la variante genética especifica (1).

Generalmente las variantes de riesgo muestran un impacto proporcional inverso:
variantes raras con alta penetrancia y variantes comunes (hasta el 50%) con poca
penetrancia que se comportan en una manera poligénica (1). Las variantes de alto riesgo
confieren un riesgo de mas de 5 veces, las moderadas de 1.5-4 y las de bajo 1.5 veces (37).

Entre los genes de alta penetrancia incluyen BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, CDH1
y STK11 (1). Entre los genes de moderada penetrancia que confieren riesgo para CM estan
CHEK2, ATM, PALB2, BRIP1 NBN, NF1, BARDI, RAD51C y MSH6 (37); las variantes
patogénicas en ATM, PALB2, RAD5AC y BRIPI corresponden al 67% de las no-BRCA1/2
(37) en pacientes con CM TN con alto riesgo de carcinoma hereditario. Las variantes de
baja penetrancia corresponden al 18% del riesgo relativo familiar (122).

TP53 es uno de los genes supresores tumorales mas estudiados. Se localiza en el
cromosoma 17p13.1 (1). Tiene una funciéon importante en el control del ciclo celular y

apoptosis, y provee habilidades a la célula para reparar el ADN. Las mujeres con el
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sindrome de Li-Fraumeni tienen 100% de riesgo para desarrollar CM, y los hombres un
73%. Ademas del CM, también se asocia a sarcomas, tumores cerebrales, adrenocorticales,
pulmonares, pancraticos, prostaticos, ovaricos, linfoma, leucemia y melanoma. Las
pacientes que portan variantes patogénicas de este gen deben realizarse RMN de manera
anual a partir de los 20 afios y mamografia a partir de los 30. Ademaés se debe de sugerir
mastectomia reductora de riesgo (1).

El sindrome de Cowden se causa por mutacion en la linea germinal del gen supresor
tumoral, PTEN, que se localiza en el cromosoma 10q23.31. Estos pacientes tienen alto
riesgo de CM y con presentacion temprana. Ademas, tienen asociacion con cancer de
tiroides, endometrio, hamartomas, macrocefalia y lipomas. En estos pacientes, el tamizaje
mama debe de iniciar a los 25 afios de manera anual, y agregar RMN y mamografia a partir
de los 30-35 afios. Se debe de considerar realizar mastectomia reductora de riesgo (1).

El gen CDHI se localiza en el cromosoma 16qg22.1, codifica una proteina
responsable de la adherencia célula a célula y funciona como un supresor de la invasion.
Ademas de estar asociado al cancer gastrico difuso hereditario a edad temprana, confiere
un riesgo relativo de 6.6 veces para CM, sobre todo del tipo lobulillar. Por otro lado,
parecen tener mayor riesgo de carcinoma colorrectal. A los pacientes con estas mutaciones,
se les recomienda realizar RMN a partir de los 30 afios y es sensato discutir la mastectomia
profilactica, asi como la gastrectomia parcial (1).

El gen supresor tumoral STK71 del cromosoma 19p13.3 regula el ciclo celular y la
apoptosis. Mutaciones en este gen causan el sindrome de Peutz-Jeghers, que se caracteriza
por polipos hamartomatosos intestinales y pigmentaciéon mucocutdnea. Ademas, el riesgo

de CM a los 60 afios es de 43%, y se asocia a otros carcinomas gastrointestinales y
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pancreaticos, asi como tumores de los cordones sexuales y adenocarcinoma de tipo gastrico
del cérvix; el riesgo de cualquier tipo de cancer en este sindrome es del 85%. Para estos
pacientes se recomienda realizar RMN y mamografia a partir de los 35 afios. Las cirugias
profilacticas pueden ser discutidas de manera individual (1).

En cuanto a los genes con moderada penetrancia, el riesgo de padecer CM en
variantes patogénicas de PALB2 es de 47%,y de ATM y CHEK?2 de 27%. Segun guias de
la ASCO, ASTRO y SSO, estos pacientes deben de realizarse RMN y mamografia anual
(D).

Ademas del beneficio al caso indice, la deteccion de las variantes de riesgo para
CM ayuda a la toma de decisiones preventivas en toda la familia.

Debido al costo y logistica, en ciertas regiones del mundo, incluyendo México, es

dificil realizar las pruebas genéticas (115).

Métodos de estudio de los genes asociados al carcinoma de mama

En caso de estar indicado un analisis de susceptibilidad genética por sospecha
clinica, se debe de realizar estudio para variantes genéticas en la linea germinal. Lo anterior
se puede realizar con una muestra de sangre (analizando ADN de leucocitos) o con muestra
de saliva obtenida de la mucosa oral (analizando células epiteliales) (1).

En la practica existen 3 tipos de pruebas utilizadas: secuenciacion de primera
generacion con la técnica de Sanger, secuenciacion de segunda generacion y MLPA.
Existen ademas otras metodologias menos usadas como el andlisis de pruebas truncadas y
la desnaturalizacion de cromatografia liquida de alto rendimiento. La secuenciacion de

primera generacion es laboriosa, cara y requiere grandes cantidades de ADN; entre sus
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limitaciones estd que no detecta desarreglos grandes por lo que ha resultado en falsos
negativos en alrededor del 12% de los pacientes con mutaciones en BRCAI o BRCA2. En
la practica esta técnica solo se utiliza cuando se sabe la alteracion genética especifica
presente en la familia y ya ha sido posible detectarla con esta técnica. La secuenciacion de
segunda generacion es la técnica mas empleada actualmente ya que se busca entre un panel
multigenético y de manera simultdnea variantes en genes de moderada a alta penetrancia
por lo que se optimizan costos, ademas de que detecta alteraciones en el nimero de copias.
Entre sus limitaciones estd que no detecta algunas inserciones o deleciones grandes y que
ha encontrado variantes de significado indeterminado que deben de seguirse estudiando
para determinar si en realidad confieren susceptibilidad al CM. La técnica MLPA es un
PCR multiple que identifica nimero de copias anormales en diferentes secuencias del
ADN; se utiliza frecuentemente en investigacion de deleciones, sobre todo de BRCAI,
BRCA2 0 TP53 (1).

Ya que todas estas tecnologias son caras y no facilmente accesibles en todos los
centros sanitarios, se han hecho esfuerzos para realizar paneles dirigidos a poblaciones
especificas, que pretenden estudiar las variantes mas comunes y relevantes. Por ejemplo,
Weitzel (41) desarrolld un panel de 114 variantes significativas en los genes BRCAI y
BRCA2, con deleciones/inserciones y mutaciones puntuales que se utiliza en la plataforma
MassArray de Sequenom. Hasta 2015 se habian estudiado alrededor de 1500 muestras y se
determind una sensibilidad del 80%, al compararlo con la secuenciacion completa de estos
dos genes, ademads de que tiene una especificidad del 100%. Esto ha sido beneficioso para

los pacientes que tienen acceso limitado a servicios de salud ya que este panel tiene un
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costo de solamente 50 dolares americanos (35), que corresponde al 4% del costo de una
secuenciacion completa.

Los resultados de las pruebas genéticas pueden ser clase 1, 2, 3, 4 0 5. La 1
representa el hallazgo de una variante benigna, la 2 a una variante probablemente benigna,
la 3 a variante de significado indeterminado, la 4 a una probablemente patogénica y la 5
patogénica. Un resultado clase 3 se debe de revalorar frecuentemente ya que la mayoria se

reclasifican en benignas o malignas (1).

BRCAI y BRCA2

En 1990, fue identificado el primer gen asociado a CM, BRCA 1, que esta localizado
en 17921 (123)(124). Este se compone de 24 exones, 22 de los cuales codifican la proteina
que tiene 1863 aminoacidos y se trata de una fosfoproteina nuclear con funciones
relacionadas a la transcripcion por su uniéon a la ARN polimerasa II y helicasa A
(125)(126); ademas se sabe que, junto con MSH2, MSH6, MLHI1, ATM y BLM, es parte del
complejo de reparacion del ADN (115). Este gen es responsable de alrededor del 15-45%
de las familias con CM y 60-90% de las familias con cancer de mama y ovario (115)(127).

En 1994 se identifico BRCA2 que se localiza el 13q12-13 (128). Se trata de un gen
con 26 exones que codifica a una proteina de 3418 aminoacidos (129)(130). Se une a
BRCAI, PALB2, y RADS1 por lo que estd involucrado en funciones de reparacion genética
(131). La mama, el timo, pulmodn, ovario y bazo son los 6rganos que mas expresan este gen

(113). La prevalencia de mutaciones se cree que esta entre 1 y 2 personas por cada 1000
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(115), y es responsable de alrededor del 35% de los carcinomas de mama familiares,
ademads de asociarse a CM en hombres, de ovario, prostata y pancreas (128)(132).

Ambos genes tienen un patrén de herencia AD por lo que a los individuos
portadores de variantes patogénicas les confiere un muy alto riesgo de CM, alrededor del
57-72% para BRCAI y 45-69% para BRCAZ2, hasta los 80 afios (40)(116). Ademas del
riesgo para CM, las pacientes también tienen alto riesgo de cancer de ovario; 45% para
BRCAI y 17% para BRCA2. Cuando se diagnostican canceres de ovario en estos pacientes,
suelen ser carcinomas serosos de alto grado. Por otro lado, se han asociado a otros
carcinomas como mesotelioma peritoneal para ambos genes y melanoma en los pacientes
con variantes patogénicas de BRCA2 (40).

Las patologias asociadas a estas variantes patogénicas ocurren a edades mas
tempranas que los carcinomas esporadicos (133) y suelen ser con mayor frecuencia
bilaterales o multiples (40). La bilateralidad del CM puede llegar a ser tan alta como del
60% (134).

Las mutaciones en la linea germinal de BRCA! se asocian mas CM TN (57-75%),
(121)(135)(136)(137)(34), a comparacion de los esporadicos (15-20%) (34)(138). Por otro
lado, entre los carcinomas TN, se ha encontrado que tienen incidencia de mutacion en
BRCAI entre un 7.5 y 15.5% de los casos (34)(136)(139). Esta asociacion se cree que es
porque normalmente el BRCAI, expresado en las células estromales, reduce la expresion
génica mediada por estrogenos y la expresion de REa, por lo que se suprime la
tumorogénesis dependiente de estrégeno, pero cuando no hay adecuada expresion de
BRCAI los niveles de estrogenos se elevan y contribuyen a la tumorogénesis; esto puede

sonar confuso, pero se ha sugerido que los estrogenos promueven la iniciacion y progresion
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de los tumores deficientes de BRCAI con negatividad para RE por estimulacion de la
proliferacion celular y activacion de la transicion epitelial-mesenquimal (140).

Por otro lado, los pacientes con variantes patogénicas en BRCA2 suelen presentar
carcinomas similares a los esporadicos, con predominancia de luminales (121) (43).

Los carcinomas asociados a estos genes suelen ser mas frecuentemente de TNE
(40). Por otro lado, el tipo lobulillar suele estar mas frecuente en los asociados a BRCA2
(135), siendo raros en pacientes con mutacion en la linea germinal de BRCA 1. Otros han
encontrado también mayor incidencia de carcinomas tubulares y cribiformes asociados a
las variantes patogénicas de este gen (141). Las variantes patogénicas de BRCAI, se han
asociado también a invasion angiolinfatica y perfil molecular basal (1).

Un hallazgo consistente en los tumores asociados a BRCA! es el grado histolégico
alto, que ha sido reportado como grado 3 en un 66 a 84% de los casos, mientras que solo
el 30-40% de los carcinomas esporadicos son de alto grado (142)(143)(144)(145). Los
carcinomas asociados a BRCA2 también tienden a tener mayor grado que los esporadicos
pero la asociacion es menos fuerte (40).

La expresion de RHs suele ser negativa en 71-90% de los casos asociados a
mutacion en BRCAI (146)(147), mientras que los asociados a BRCA2 no muestran
diferencia en la expresion de RHs a comparacion con los esporadicos, con positividad de
ellos en 40-72% de los casos (148)(149). En cuanto a los carcinomas HER2, se ha visto
presente en tumores asociados a BRCAI o BRCA2 en el 0-8% (148)(150)(146)(147). Se ha
sugerido que esta baja incidencia es debido a la codelecion del alelo de HER2 por la pérdida

de heterocigocidad en el locus de BRCAI (151).
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El riesgo anual de un segundo CM es del 0.5% en la poblacion en general pero
aumenta al 3% en pacientes con estas mutaciones (152) y es por esto que una gran
proporcion de mujeres con mutaciones en los genes BRCAIl y BRCA2 son tratadas con
mastectomia bilateral profilactica. Estas cirugias, reducen el riesgo de CM en un 90%.

Por el riesgo aumentado que tienen de ser diagnosticadas con cancer de ovario, a
veces se realizan también salpingo-ooforectomias profilacticas que reducen el riesgo de
aparicion en un 80%. Este procedimiento se recomienda en aquellas pacientes que tienen
paridad satisfecha y se realiza en pacientes entre los 35 y 40 afios si son portadoras de
variantes en BRCA y entre los 40 y 45 afios si son portadoras de BRCA2 (153). Hay que
tomar en cuenta que este procedimiento aumenta el riesgo de enfermedad cardiovascular y
osteoporosis por lo que se requiere un manejo integral (121).

Asimismo, como los genes BRCAI y BRCA?2 tienen un rol en la reparacion del
ADN, las pacientes con variantes patogénicas en estos genes tienen tumores que son muy
sensibles a agentes que dafnan esta estructura (154); también es importante determinar estas
variantes genéticas ya que hay evidencia que sugiere que las portadoras de mutacion en
BRCAI y BRCA2 se benefician de quimioterapia basada en platinos como primera linea de
tratamiento, en lugar de taxanos (1). Ademas, existen ya estudios clinicos que investigan
el tratamiento con inhibidores de PARP en etapas avanzadas de pacientes con mutacion en
BRCAI o BRCA?2 y parecen tener una supervivencia libre de progresion mayor (40). Por
otro lado, Grandal identifico que los carcinomas asociados a mutacion de BRCAI y BRCA2
tuvieron mayor respuesta patologica al tratamiento a diferencia de los no asociados a esta

mutacion (p=0.001) (9).
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Existen maultiples variantes patogénicas de los genes BRCAI y BRCA2.
Inicialmente solamente 8 fueron asociadas al cancer de mama (124)(155), pero esta lista
ha ido creciendo. En la poblacion de judios Askenazi son frecuentes las mutaciones
185delAG y 5382insC (156), pero BRCA1 ex9-12del fue la primera mutacion identificada
como mexicana y se estima que surgi6 alrededor de hace 1485 afios (41).

Hay poblaciones que tienen una prominencia importante de ciertas variantes
patogénicas; por ejemplo, el 90% de las mutaciones en los genes de judios Askenazi
corresponden a las mutaciones en BRCAI 185delaG y 538insC, y BRCA2 6714delT (157).

La frecuencia de estas variantes patogénicas varia dependiendo de la poblacion
estudiada, por ejemplo, en China donde las mutaciones en estos genes estan presentes entre
el 8 y 31.8% de pacientes con CM familiar y en 2.8-21.4% de las pacientes con CM de
inicio temprano, que se cree que es similar a la prevalencia de los hispanos y africanos,
pero menor que en los judios Askenazi y caucasicos (40).

Se ha estudiado el impacto que tiene la pérdida de la funcién de BRCAIl y BRCA2
en los distintos componentes del microambiente tumoral, y el componente inmune ha sido
uno de ellos. En modelos murinos se ha demostrado que hay diferencias en el
compartimento linfoide, asi como en la proporcion de los componentes del sistema inmune
(158). Estos hallazgos podrian tener efectos en la cantidad de TILs observados en pacientes
portadoras con estas mutaciones, asi como en su valor predictivo.

La mayoria de los estudios que comparan el prondstico de pacientes con mutacion
en BRCAIl y BRCA2, y sin mutacion, muestran que no existen diferencias ni en le

supervivencia libre de enfermedad ni sobrevida global (9)(159)(160), pero en un estudio
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que se hizo en pacientes no seleccionadas con CM TN, se encontrd que los mutados tenian

mayor supervivencia libre de enfermedad, aunque la misma supervivencia global (34).

Mutaciones patogénicas de BRCAI y BRCA2 en México

En México, actualmente no se realizan estudios genéticos, de manera generalizada,
en pacientes que cumplen criterios para ellos. Lo anterior por el alto costo, la falta de
cobertura en el sistema de salud publico, poca conciencia de los beneficios del hallazgo de
las variantes patogénicas y la escasa cantidad de médicos con experiencia en esto (161).
Estudios previos han determinado que el 15% de las pacientes mexicanas con CM con
historia familiar de ello, tienen variantes patogénicas en BRCAI o BRCA2, siendo incluso
del 20-27% cuando se trata solamente pacientes con CM TN, los cuales representan
alrededor del 20% de los CM en México (35)(37). El 78.8% de la variantes patogénicas en
genes de susceptibilidad corresponden a BRCAI 'y 15% a BRCA2 (37). Las variantes mas
recurrentes fueron BRCA 1 ex9-12del (23%), BRCAI ¢.2433delC (8%), BRCAI ex16-17del
(5.3%), BRCAI c.211A>G (4%), BRCAI c.5030 5033delCTAA (2.7%) y BRCA2
c.274C>T (2.7%) (37). En este estudio también se identifico que los pacientes portadores
de variantes patogénicas se diagnosticaron a edad mas temprana (37 afos) que en pacientes
sin estas variantes (40 afios), y esto sigui6 siendo estadisticamente significativo cuando se
estratifico por BRCA1 (36 vs 40), aunque no para variantes de BRCA2 (41 vs 40) (37). No
se identificaron diferencias en cuanto a la etapa clinica de diagnostico y la presencia o no
de mutaciones (37). La incidencia de estas variantes patogénicas es mayor que en otros

estudios de paises europeos y de Estados Unidos en pacientes con CM TN (11.2%) sin

61



embargo, estos estudios se han hecho en pacientes no seleccionadas por alto riesgo de
carcinoma hereditario (162). De la misma forma, estudios de China, han encontrado
incidencias de entre el 7y 9.6% (64) (163). Por otro lado, en estudios de Estados realizados
en pacientes con CM TN y alto riesgo de carcinoma hereditario la incidencia de variantes
patogénicas es del 31% (164).

Por otro lado, en pacientes con diagnéstico de CM temprano (menor a 45 afios) se
identificaron mutaciones patogénicas en el 9% en un estudio realizado en un hospital
publico del norte del pais (38). En otro estudio (115) se estudiaron pacientes con sindrome
de cancer mama-ovario hereditario y de inicio diagnostico temprano (menor a 40 afios) y

se identificaron mutaciones patogénicas en el 5%.
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Capitulo 3 — Metodologia
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Disefio del estudio

Descripcion del estudio

Se trata de un estudio observacional, analitico, transversal y retrospectivo que
evalud la relevancia de la presencia de mutaciones en la linea germinal de los genes BRCA/
y BRCA?2 sobre el porcentaje de TILs, la respuesta a la TNA y prondstico (supervivencia
libre de enfermedad y global) en pacientes con CM con alto riesgo de carcinoma

hereditario.

Fundamentos para el diserio del estudio

Este es un estudio exploratorio que pretendid definir si existen diferencias en cuanto
al valor pronostico y predictivo del estado en la linea germinal de los genes BRCAI y
BRCA2 en pacientes sobre el porcentaje TILs, la respuesta a la TNA y pronostico
(supervivencia libre de enfermedad y global) en pacientes con CM con alto riesgo de
carcinoma hereditario. La informacién que obtuvimos de este estudio es suficiente para el

proposito de éste.

Fundamentos para la poblacion de pacientes

La poblacion incluida se compone de pacientes con diagnoéstico de CM con alto

riesgo de carcinoma hereditario y que cumplieron los criterios de NCCN (edad temprana,
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bilateralidad, tipo molecular y antecedentes heredofamiliares), y a quienes se les realizo la

prueba genética para busqueda de mutacion (protocolo HISPANEL).

Fundamentos para la eleccion del tratamiento

No se tuvo control de la terapia que llevaron las pacientes, los tratamientos de las

pacientes fueron consensados en el Tumor Board de Cancer de Mama.

Fundamentos para los factores de estratificacion

Aunque la determinacion del punto de corte de los TILs entre bajos y altos es dificil
por la variabilidad en la literatura (98)(97), en la mayoria de los estudios ya publicados, se
evallian el factor pronodstico y predictivo de los strTILs en intervalos de 10%, y se
categorizan como “altos” si el porcentaje es mayor o igual a 50%. Estos seran los cortes

que se usaran en el estudio para determinar su significancia.

Es bien conocido que una pCR es predictivo de mejor supervivencia libre de
enfermedad y global (165). Este hallazgo ha sido estadisticamente significativo al
compararlo con pacientes que tienen respuesta patoldgica parcial y respuesta patologica
nula, por lo que incluso en algunos casos de ensayos clinicos es considerado un punto de
corte de supervivencia temprano (166). Por lo anterior, se dividi6 a las pacientes que
tuvieron TNA en pCR y no-pCR (respuesta patoldgica parcial o nula) para evaluar su

relevancia.
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Fundamentos para la obtencion de muestras biologicas (tejidos)

Se usaron muestras de tejido con tinciones de hematoxilina y eosina para la
valoracion de TILs.

Se utilizé la informacion genética de pacientes que participaron y firmaron un
consentimiento informado del estudio: “Validacion del HISPANEL y estudios de
susceptibilidad genética en pacientes mexicanas con alto riesgo de sindrome de cancer de
mama y ovario hereditario” (167).

Las muestras utilizadas consistieron en las biopsias realizadas para diagnostico y
tratamiento clinico de pacientes con sospecha y diagnéstico de céncer de mama,
respectivamente. Ademads, en pacientes que cumplieron diagnésticos de NCCN para
valoracion genética de mutaciones en la linea germinal, se recabd muestra de sangre

periférica para la realizacion de éste.

Materiales y métodos

Pacientes

Se incluyeron pacientes que participaron en el estudio “Validacion del HISPANEL

y estudios de susceptibilidad genética en pacientes mexicanas con alto riesgo de sindrome

de cancer de mama y ovario hereditario”, que tienen diagnoéstico de CM invasor y
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clasificacion por THQ del tipo molecular simplificado. Ademas, las pacientes debieron

tener al menos 24 meses de seguimiento.
Muestra

Segun el calculo de muestra ideal para el estudio, se llegd a un nimero de 307,

basado en la siguiente férmula (168):

Zip*q
n= >
e

= Donde se utilizaron los siguientes parametros:

o Nivel de confianza para una seguridad del 95% (Z)

o Probabilidad de que ocurra el evento % - éxito (p): Personas en México con
cancer de mama, alto riesgo de carcinoma hereditario y mutacién en la linea
germinal de BRCA 23%

o Precision absoluta del 5% (e)

o Probabilidad de que no ocurra el evento % - fallo (q) Personas en México con
cancer de mama, alto riesgo de carcinoma hereditario y mutacién en la linea

germinal desconocida 87%

Sin embargo, debido al tamafio de nuestro centro, solamente contamos con la
informacion completa de 168 pacientes que dard una precision aproximada del 94%

(168).
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Criterios de Inclusion

e Pacientes con variante patogénica en la linea germinal de BRCAI o BRCA2,y pacientes
con resultado negativo de otros genes estudiados mediante HISPANEL

e Pacientes con diagndstico histoldégico de CM invasor

e Presencia de tejido adecuado obtenido por biopsia, o mastectomia postenoadyuvancia
o no para valoracioén de TILs en el Laboratorio de Patologia del Hospital San José

e Resultado previo del inmunofenotipo (luminal, HER2 o TN)

e Contar con datos clinicos y seguimiento de por lo menos 24 meses

Criterios de Exclusion

e Mujeres con diagnostico de CM in situ, sin invasor
e Material inadecuado para valoracion de TILs
o Presencia solamente de material de mastectomia con TNA y pCR

e Prueba genética de mutaciones en la linea germinal con variantes genéticas de BRCA 1
0 BRCA2 de significado desconocido, o presencia de mutacion en BRCAI (de
significado conocido) o BRCA?2 (de significado conocido) con mutacion en otro gen de
susceptibilidad para CM, o mutaciéon de BRCAI y BRCA2 en la misma paciente

¢ Que no se cuente con el inmunofenotipo (luminal, TN y HER2)

¢ Que no se cuente con datos clinicos o que el seguimiento sea menor de 24 meses
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Criterios de Suspension

No aplica

Evaluacion del estudio

Formas de consentimiento informado y registro de seleccion

De las pacientes incluidas en el estudio, se recabd el consentimiento informado
firmado por ella o su representante legal al del inicio del estudio “Validacion del
HISPANEL y estudios de susceptibilidad genética en Pacientes Mexicanas con Alto Riesgo
de Sindrome de Cancer de Mama y Ovario Hereditario” el cual incluye una clausula donde
se les menciona que sus muestras podran ser utilizadas en el futuro para investigaciones

relacionadas con cancer de mama (Ver anexo 1).

Historia clinica y datos demogrdficos

La informacion demografica se obtuvo de la plataforma PATHOX y Centro de
Cancer de Mama de TecSalud. Los datos clinicos se obtendran de expedientes del Centro
de Cancer de Mama de TecSalud, asi como del Sistema Carestream de estudios de

radiologia.
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Exploracion fisica

Se realizaron exploraciones clinicas ginecoldgicas y de la zona de la glandula

mamaria dependiendo del contexto clinico del paciente evaluado.

Estudios de laboratorio y gabinete

Las muestras de tejido fueron manejadas con técnica de preservacion convencional,
ya sea con formaldehido amortiguado al 10% para mastectomias o Glyo-Fixx para biopsias
diagnosticas. Fueron fijadas de 8 a 72 horas y, posteriormente, se procesaron de manera
convencional para ser incluidos en bloques de parafina y ser tefiidas con hematoxilina y
eosina. En los bloques mas representativos de las muestras recibidas se realizd técnica de
IHQ para RE, RP y HER2, evaluando la presencia tanto de controles externos como
internos. En caso de resultado indeterminado para HER2 (2+) se solicité un estudio de
FISH para determinar la sobreexpresion de este gen.

Se categorizaron como luminales a aquellos que tuvieran positividad para RE y/o
RP en al menos el 1% de las células; se definieron como HER2 a aquellos que presentaban
negatividad para RHs y positividad (3+) para HER2 o con resultado indeterminado (2+)
pero con prueba de ISH positiva para sobreexpresion; se categorizaron como TN aquellos
CM que fueron negativos tanto para RHs como HER2.

Se evaluaron los TILs al momento del diagndstico histopatologico o

retrospectivamente, si no estaba reportado, siguiendo las guia de la Breast Cancer Research
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Foundation y el International Immuno-Oncology Working Group (112). Esta evaluacion
fue realizada por una patdloga especializada en glandula mamaria (GSGM).

Se utilizé el material disponible para esta evaluacion dando como prioridad
mastectomias parciales, totales o radicales sobre biopsias, y éstas con prioridad sobre
mastectomias postneoadyuvancia.

Para el analisis genético, se extrajeron 10 mL de sangre periférica y se realizo
estudio de HISPANEL y PCR para deteccion del rearreglo BRCAI ex9-12del (169).
Posteriormente todas las pruebas positivas fueron confirmadas mediante pruebas
comerciales. En los casos con resultado negativo y alto riesgo de carcinoma hereditario

(>20%) se realiz6 secuenciacion completa (169).

Metodologia

Pacientes

El estudio se realiz6 retrospectivamente con las pacientes incluidas en el estudio
HISPANEL (Anexo 1) del Centro de Cancer de Mama de TecSalud y quienes eran
pacientes con alto riesgo de carcinoma de mama hereditario por criterios de la NCCN. Se
obtuvieron 10 mL de sangre periférica, previo consentimiento informado.

Las pacientes incluidas fueron diagnosticadas con CM por primera vez desde enero de 2003

hasta septiembre de 2019.

71



La informacion clinica y caracteristicas del tumor fueron recabadas tanto de los

expedientes clinicos del Centro, de la plataforma PATHOX del laboratorio de patologia,

asi como del programa Carestream de radiologia hasta septiembre de 2021 (Tabla 5).

Tabla 5. Variables

Variable

Edad al

diagnostico

Tipo histologico

Formacion

tubular

Nucleos

Definicion operacional

Edad del paciente en el
momento que se realiza
el diagnostico
histopatologico

Grupo de neoplasias que
comparten caracteristicas
generales como célula de
origen, histologicas,
tanto arquitecturales y
citologicas, asi como
forma de tratamiento y
pronostico

Porcentaje de formacion

glandular de la neoplasia

Caracteristicas nucleares
de la neoplasia. Puede
variar en tamafio y

forma.

Tipo de
variable
Cuantitativa

continua

Cualitativa

nominal

Cuantitativa

discreta

Cuantitativa

discreta

Escala de Valor de
medicion variable
Afios 15-100
Nominal TNE o
Lobulillar o
Mixto u Otro

1: >75% forma 1-3
dl tumor tubos
2:10-75%

forma tubos

3 < 10% forma

tubos

1: Nucleos 1-3
monotonos

2: Nucleos con
variabilidad en
tamafio y forma

3: Nucleos con
marcada

variabilidad en

tamafio y forma
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Mitosis

Grado de

diferenciacion

IMC

Estatus en la linea
germinal de
BRCAI 0 BRCA2
Lateralidad

Bilateralidad

Multiplicidad

Etapa clinica

Numero de mitosis en 10
campos consecutivos a

alto poder.

Se toma en cuenta la
formacion tubular,
nucleos y mitosis

(sumatoria)

Valor que utiliza el peso
y estatura para
determinar el grado de
sobrepeso/obesidad
Presencia o no de una
mutacion patogénica en
la linea germinal
Lateralidad de la
glandula mamaria
afectada

Afeccion por carcinoma
invasor a ambas mamas.
Puede ser sincronico o
metacronico

Presencia de mas de un
carcinoma invasor en la
mama afectada

Etapa oncoldgica del
paciente que tiene
indicaciones de
tratamiento y
repercusiones

pronosticas

Cuantitativa

discreta

Cuantitativa

discreta

Cuantitativa

continua

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cuantitativa

discreta

Variable
dependiendo del
microscopio
utilizado (59)

5 o menos: Bien
diferenciado (1)
607:
Moderadamente
diferenciado (2)
8 0 9: Poco
diferenciado (3)
kg/m?

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

I: Enfermedad
temprana

II: Enfermedad
localizada

III: Enfermedad
localmente
diseminada

IV: Enfermedad

metastasica

1-3

1-3

10-60

Si o No

Derecha o

Izquierda

Sio No

Sio No

-1V

73



HER2

Porcentaje de positividad
por medio de THQ del
receptor de estrogenos.
Siendo positivo cuando
esta presente en al menos
el 1% de los nucleos de
las células tumorales,
con cualquier intensidad
Porcentaje de positividad
por medio de THQ del
receptor de estrogenos.
Siendo positivo cuando
esta presente en al menos
el 1% de los nucleos de
las células tumorales, en
cualquier intensidad
Positividad de membrana
(o no) de las células

tumorales

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

discreta

Porcentaje 0-100

Porcentaje 0-100

0+: Sin tincion 0+-3+
1+: Tincion de
membrana débil
o incompleta en
cualquier
cantidad de
células
tumorales

2+: Tincidn de
membrana
completa no
uniforme o débil
en al menos
10% de las
células, o
tincion de
membrana
intensa 'y
completa en

30% o menos de
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Ki-67

Neoadyuvancia

Taxanos

Antraciclinas

Ciclofosfamida

Platinos

Anti-HER2

Terapia hormonal

Anti-PD1

Anti-VEGF

Respuesta

patologica a TNA

Marcador nuclear de
THQ que es positivo en
células que se encuentran
proliferando
Tratamiento previo a la
reseccion oncologica
Uso de taxanos como
tratamiento

Uso de antraciclinas
como tratamiento

Uso de ciclofosfamida
como tratamiento

Uso de platinos como
tratamiento

Uso de anti-HER2 como
tratamiento

Uso de terapia hormonal
como tratamiento

Uso de anti-PD1 como
tratamiento

Uso de anti-VEGF como
tratamiento

Tipo de respuesta
tumoral a la TNA n que
evalua la cama tumoral,
la celularidad, el
porcentaje del cancer que
es in-situ, el nimero de

ganglios linfaticos

Cuantitativa

continua

Cualitativa
nominal
Cualitativa
nominal
Cualitativa
nominal
Cualitativa
nominal
Cualitativa
nominal
Cualitativa
nominal
Cualitativa
nominal
Cualitativa
nominal
Cualitativa
nominal
Cualitativa

nominal

las células
tumorales

3+: Tincion de
membrana
intensa y
uniforme en
mas del 30% de
las células

Porcentaje

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

0-100

Si o No

Si o No

Sio No

Sio No

Sio No

Si o No

Sio No

Sio No

Sio No

Sin

respuesta o

Respuesta

parcial o

Respuesta

completa
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Fecha de

diagnostico

Fecha de

recurrencia

Fecha de muerte

Fecha de ultima

consulta

Tipo de cirugia

Tipo molecular

TILs %

TILs dicotomico

positivos y el didmetro
metastasico mayor
Fecha de reporte
histopatologico positivo
para carcinoma invasor
Fecha de confirmacion
de la presencia de un
tumor de la misma
histologia de manera
local o distalmente
Fecha de diagnostico de
muerte segun acta de
defuncion

Fecha de tltima visita al
Centro de Cancer de
Mama

Técnica quirtrgica
terapéutica como

tratamiento primario

Clasificacion molecular
simplificada de los CM
por medio de THQ
Cuantificacion de los
TILs estromales segin
las guia de la Breast
Cancer Research
Foundation y el
International Immuno-
Oncology Working
Group (112)

Division dicotémica del

porcentaje de TILs

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

Cualitativa

nominal

Cualitativa

nominal

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

discreta

DD/MM/AAAA

DD/MM/AAAA

DD/MM/AAAA

DD/MM/AAAA

Nominal

Nominal

Porcentaje

Bajo: <50%
Alto: >50%

Hasta
septiembre
2019
Hasta
septiembre

2021

Hasta
septiembre
2021

Hasta
septiembre
2021
Mastectomia
radical
modificada o
Mastectomia
simple o
Mastectomia
parcial
Luminal o

HER2 0 TN

1-100

Alto o
Bajo
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Los tratamientos previamente recibidos por las pacientes fueron consensados por el

equipo interdisciplinario del Centro de Cancer de Mama en su momento.

Muestras de los tumores

Los tumores utilizados para los analisis fueron los primeros diagnosticados en cada
paciente. Se defini6 como material adecuado en caso de presencia de CM invasor en la
biopsia diagnostica por aguja de corte grueso, en mastectomia sin TNA o tumor residual

en mastectomia postneoadyuvancia.

Inmunohistoquimica

De las muestras de tumor seleccionadas, se realizaron cortes con microtomo de 2-
3 micras y estas fueron colocadas en laminillas electrocargadas para posteriormente ser
desparafinadas por 5 minutos en 2 cambios de xilol, 10 pasadas de propanolol, etanol al
100%, etanol al 95%, etanol al 90%, etanol al 80% y agua. La recuperacion antigénica
fue inducida por calor con buffer citratado en el Tinto Stainer PT Module de BioSB,
donde se mantienen las laminillas hasta 98 °C por 20 minutos y posteriormente desciende
a 60 °C, cuando es momento de pasarlas al BioSB Thermo TintoStainer-Sistema
automatizado, donde se realiz6 estudio de RE (clona EP1-BioSB), RP (clona RBT-
BioSB) y HER2 (clona EP5-BioSB), usando el protocolo interno validado. Se montaron
las laminillas con cubreobjetos para su estudio en el microscopio. Todas las laminillas

incluyeron controles externos positivos.
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De acuerdo a las guia CAP/ASCO (60), los casos fueron considerados como RHs
positivos cuando al menos el 1% de las células neoplasicas expresaron estos marcadores
(RE y/o RP) de manera nuclear y con cualquier intensidad.

Por otro lado, el estado de HER2 fue definido como negativo cuando resultaron 0
o 1+ por IHQ. Los casos que resultaron 2+ fueron analizados posteriormente por FISH para
confirmar la positividad. Los casos que resultaron 3+ por IHQ fueron considerados
positivos.

Con estos 3 marcadores, los tumores fueron clasificados como luminales (RE y/o
RP positivos, independientemente del resultado de HER2), HER2 (solamente HER2

positivos) y TN (RE, RP y HER2 negativos).

TILs y grado de respuesta patologica

Los TILs fueron evaluados de manera retrospectiva por una patologa experta en mama en
aquellos casos que no contaban con este parametro en el reporte original. Estos fueron
valorados en tejido fijado en formol e incluido en parafina de muestras preferentemente
provenientes de mastectomias sin TNA, si no en la biopsia diagndstica y si no en la
mastectomia con TNA. Se evalué de acuerdo a la guia del Grupo de Trabajo de TILs (170).
Los TILs fueron definidos como la presencia de infiltrado mononuclear (linfocitos y células
plasmaticas) que estaba en el estroma tumoral y peri-tumoral, excluyendo areas de CDIS,
zonas de necrosis y artefactos. En los casos de tejido post-neoadyuvancia, se evalué tanto
en el estroma como dentro del borde de la cicatriz tumoral. Se puntu6 continuamente como

el porcentaje promedio del estroma ocupado por células mononucleares. Se realizé division
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dicotdmica de este parametro, refiriéndonos a altos cuando el porcentaje era 50% o mayor
y bajos cuando eran menores estos valores.

Fue definida como pCR como la ausencia total de carcinoma invasor tanto en la
mama como en los ganglios linfaticos regionales (ypT0/is, NO). La presencia de respuesta

patologica parcial o ausencia total de esta se definié como no-pCR.

Estado de BRCA en la linea germinal

Se utilizo el resultado del protocolo de HISPANEL para categorizar a las pacientes. Las
muestras incluidas en este estudio fueron analizadas mediante la plataforma de
secuenciacion Sequenom® y busqueda de rearreglos grandes mediante amplificacion por
ligacion multiple de sondas (MLPA). Asimismo, se realizd secuenciacion de siguiente
generacion (NGS) para la deteccion de otros genes asociados al sindrome hereditario
mama/ovario de acuerdo con los criterios sugeridos por NCCN y ESMO.4,5. Los genes
analizados fueron ACYI, ANXAS5, APEXI, AR, ATM, ATR, AXL, BARDI, BLM, BRCAI,
BRCA2, BRCC3, BRIP1, BUBIB, Clorfl68, Clorf168, Clorf168, CDANI, CDHI, CDK9Y,
CDKN2A4, CEACAM1S8, CEP192, CHEK2, CTH, CTNNAI, CYP2B6, DCLREIC, DIRC2,
DIS3, DNAH14, EGFR, ERCC2, ERCC3, FAMI151A4, FANCA, FANCC, FANCG, FANCL,
FANCM, GEMIN2, GPR146, GRK4, HMGCL, JAK2, LIG1, LTVI, MAP3KI, MAPK135,
MCIR, MDCI1, MED23, MFSD4B, MITF, MLHI1, MLH3, MSH2, MSH4, MSH6, NBN,
NEILI, NF1, NRIP1, NTHLI1, PALB2, PARP2, PFKFBI, POLDI, POLE, POLQ, POTI,
PPMI1D, PRDM9, PRKDC, PTEN, PTPNI11, RADIS8, RAD51B, RAD51C, RADS5ID,

RASSF4, RBBPS, RECQL, RNF175, RPAPI, SCN10A, SLFNI11, SLX4, SMARCALI,
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SUPT3H, SYT15, TBCIDS5, THBS3, THRAP3, TIMMDCI, TMTCI, TNFRSF6B,
TNFSF10, TP53, UGGT2, USP7, VARS2, WDR5B, XRCC2, XRCC3, ZCWPW1, ZNF436
y ZNF551. Cuando se identificd una variante patogénica de BRCAI o BRCA2 en el andlisis
genético se clasifico como mutado. Las pacientes que se les encontrd una variante de estos
genes de significado indeterminado, mutacion en ambos genes o mutacion en algin otro
gen fueron excluidas de este estudio. Las pacientes a las que no se les encontré mutacion

en ningun gen fueron clasificadas como no mutadas.

Puntos de corte de supervivencia

La supervivencia libre de enfermedad fue definida como el tiempo desde la cirugia
a la recurrencia loco-regional o a distancia, lo primero que ocurriera primero. La
supervivencia global fue definida como el tiempo entre la cirugia y el fallecimiento. Para
pacientes que no tuvieron ninguno de estos eventos, la informacién fue censurada hasta la
fecha del ultimo contacto conocido. El punto de corte del analisis fue el 31 de septiembre

de 2021.

Técnicas de analisis estadistico

Para las variables cuantitativas se calcularon medidas descriptivas como media y

desviacion estandar. En el caso de las variables categoricas se usaron proporciones. Para

analizar las diferencias entre grupos, se utilizaron pruebas de Fisher y chi cuadrada, y t de
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student para variables categoOricas y cuantitativas, respectivamente; la significancia
estadistica se contempld cuando p<0.05. También se realiz6 andlisis de regresion lineal
multiple con la técnica de Poisson y pruebas de correlacion de Pearson. Para el anélisis de
supervivencia, se realizaron curvas de Kaplan-Meier con el método de Mantel-Cox

(logrank).

Programas por utilizar para analisis de datos

Los datos se analizaron utilizando el programa Microsoft Excel Version 16.61.1

para las medidas descriptivas y GraphPad 8.0.1 para Windows, GraphPad Software, San

Diego, California, USA, www.graphpad.com, para el anélisis inferencial.

Consideraciones éticas

Cumplimiento con las Leyes y Regulaciones

Este estudio se realizo en total conformidad con la guia de la ICH E6 de las Buenas

Practicas Clinicas y con los principios de la Declaracion de Helsinki, asi como con las leyes

y regulaciones de México.
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Consentimiento Informado

De las pacientes incluidas en el estudio, se recabd consentimiento informado previo

al estudio de HISPANEL. Fue firmado por las pacientes o su representante legal al

momento del internamiento y/o intervencion. (Anexo 1).

Comité de Etica

Esta investigacion fue aprobada por el Comité de Etica llamado Comité de

Investigacion del Instituto Tecnologico y Estudios Superiores de Monterrey con nimero

de registro ante la COFEPRIS “COFEPRIS 20 CI 19 039 002", el dia 30 de noviembre de

2021 (Anexo 2).

Confidencialidad

Se codificaron las pacientes en la base de datos y, asimismo, se mantendran en

anonimato al momento de publicar los resultados del estudio.

Riesgos previsibles y probables

No hay riesgo para las pacientes ya que siguieron tratamiento indicado por las guias

de tratamiento al momento del manejo y tuvieron seguimiento estandar acorde a las guias

establecidas en el momento de su diagnoéstico (estudio retrospectivo).
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Proteccion frente al riesgo fisico y/o emocional

No aplica
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Capitulo 4 — Resultados
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Caracteristicas de la muestra

El niimero total de pacientes incluidos fue de 168, siendo todas mujeres. Se
identificaron mutaciones patogénicas conocidas en los genes BRCAIl y BRCA2 en 39
pacientes (23%); de éstas, 24 pacientes tuvieron mutado el BRCAI (62%) y 15 BRCA2
(38%). Las pacientes tuvieron diagndstico inicial de CM a una edad media de 39.6 afios
(rango de 22 a 65). La media del IMC fue de 29.47 kg/m? (rango de 17.5 a 47.3). De acuerdo
con los subtipos moleculares, se repartieron de la siguiente manera: 89 luminales (53%),
65 TN (38.7%) y 14 HER2 (8.3%). En ochenta y ocho pacientes el carcinoma indice se
localizé en la glandula mamaria derecha (52%) y en ochenta en la izquierda (48%).
Dieciséis pacientes (9.5%) tuvieron carcinomas bilaterales, siete diagnosticados de manera
sincronica (44%) y nueve de manera metacrénica (56%).

En cuanto al tipo microscopico, ciento cincuenta y uno eran de TNE (89.9%) y
diecisiete de otros tipos, incluyendo metaplésicos, lobulillares, mucinosos, tubulares y
mixtos. Ocho eran grado 1 (4.8%), setenta y cuatro grado 2 (44%) y ochenta y seis grado
3 (51.2%). Se encontré una fuerte correlaciéon por el método de Pearson entre el tipo
molecular y el grado de diferenciacion (r=0.484, 1C95% 0.3588-0.592, p<0.001) (Tabla 5).

De las que se tenia informacién completa, solamente una (0.6%) paciente tenia
antecedente de personal cancer de ovario (1/161). Cuarenta y uno de 160 (25%) tenian un
miembro de la familia de primer, segundo o tercer grado con CM diagnosticado a los 50
afios o menos, trece tenian dos familiares con este criterio (8%), tres con tres (2%), tres
pacientes tenian cuatro, cinco y siete familiares afectados, respectivamente; cien (62%) no

tenian familiares que cumplieran este criterio. Ciento cuarenta y cinco de 160 pacientes

85



(92%) no tenian familiares de primer, segundo o tercer grado con diagnoéstico de cancer de
ovario diagnosticado a cualquier edad, trece tenian un familiar que cumpliera con estos
criterios (8%), una tenia dos familiares con este criterio y otra tenia onche familiares que
cumplian con este criterio. Solamente dos de 160 pacientes tenian un familiar de primer,
segundo o tercer grado con cancer de pancreas diagnosticado a cualquier edad (1%); el
resto no tenia familiares con este criterio. De igual forma, solo dos de 160 pacientes tenian
un familiar hombre de primer, segundo o tercer grado con CM diagnosticado a cualquier
edad (1%); las demas no tenian familiares afectados con este criterio.

Las pacientes a las cuales se identific6 mutacion en BRCAI o BRCA?2 tenian una
edad media a diagnoéstico de 38.4 afios (rango 27 a 56) a diferencia de las pacientes sin
mutacion en estos genes, que fue de 39.6 afos (rango 22 a 65), aunque esto no fue
estadisticamente significativo (p=0.28). Las pacientes con mutaciéon en BRCA 1 tenian una
edad media de 37.1 afios y las que tenian variante patogénica de BRCA2 40.5 anos (p=0.12).
Por otro lado, la media de IMC en pacientes con mutacion de BRCAI o BRCA2 fue de
28.53 kg/m?, a diferencia del grupo control que fue de 29.74 kg/m? lo cual no fue
estadisticamente significativo (p=0.28); al analizarla como variable cualitativa tampoco
hubo diferencias (Tabla 6). No hubo diferencias en cuanto a la etapa clinica entre los grupos
(»p=0.16); el grupo sin mutacion se diagnosticé en etapa I en 15 casos (12%), en Il en 57
casos (45%,), 11 en 44 casos (35%) y IV en 11 casos (9%). Por otro lado, no hubo casos en
el grupo con mutacién diagnosticados en etapa I, 19 fueron diagnosticados en etapa II
(49%), 18 en 111 (46%) y 2 en IV (5%) (Tablas 6 y 7).

Seglin el estado mutacional de los genes BRCAI y BRCA2 en la linea germinal, el

analisis de Poisson demostr6 asociacion con la edad al diagndstico (p=0.0088), la presencia
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de familiares hasta tercer grado con diagnostico de CM a los 50 afios o menos (p=0.0007)
y la presencia de miembros hombres de la familia de hasta tercer grado con diagnostico de

cancer de mama (p<0.0001).
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Tabla 6. Caracteristicas de todas las pacientes incluidas

Todas Sin mutacién Con mutacion
Caracteristicas Grupo p
n =168 (100%) n =129 (76.8%) n =39 (23.2%)

Edad Media 39.6 40.0 384 0.28
IMC Media 29.47 29.7 28.5 0.28

<18.5 1 (0.6%) 1 (0.8%) 0 (0.0%) 0.47

18.5-25 46 (27.4%) 33 (25.6%) 13 (33.3%)
Grupo IMC 25.1-30 52 (30.9%) 40 (31.0%) 12 (30.8%)

>30.1 67 (39.9%) 54 (41.9%) 13 (33.3%)

NA 2 (1.2%) 1 (0.8%) 1 (2.6%)

Si 60 (35.7%) 37 (28.7%) 23 (59.0%) 0.0001
Historia familiar

No 100 (59.5%) 88 (68.2%) 12 (30.8%)
de CM

NA 8 (4.8%) 4 (3.1%) 4 (10.2%)

I 15 (8.9%) 15 (11.6%) 0 (0.0%) 0.16

11 76 (45.2%) 57 (44.2%) 19 (48.7%)
Etapa clinica

111 62 (36.9%) 44 (34.1%) 18 (46.1%)
simplificada

v 13 (7.7%) 11 (8.5%) 2 (5.1%)

NA 2 (1.2%) 2 (1.5%) 0 (0.0%)

TNE 151 (89.9%) 114 (88.4%) 37 (94.9%) 0.37
Tipo histologico

Otros 17 (10.1%) 15 (11.6%) 2 (5.1%)

1 8 (4.8%) 8 (6.2%) 0 (0.0%) 0.0002
Grado de

] o 2 74 (44.0%) 66 (51.2%) 8 (20.5%)

diferenciacion

3 86 (51.2%) 55 (42.6%) 31 (79.5%)

Luminal 89 (53.0%) 78 (60.5%) 11 (28.2%) <0.0001
Tipo molecular TN 65 (38.7%) 37 (28.7%) 28 (71.8%)

HER2 14 (8.3%) 14 (10.8%) 0 (0.0%)
TILs Media 17.9 16.2 23.6 0.06

Bajos 147 (87.5%) 115 (89.2%) 32 (82.1%) 0.37
TILs dicotomico

Altos 21 (12.5%) 14 (10.8%) 7 (17.9%)

Si 16 (9.5%) 9 (7.0%) 7 (17.9%) 0.06
Bilateralidad

No 152 (90.5%) 120 (93.0%) 32 (82.0%)

Si 20 (11.9%) 15 (11.6%) 5 (12.8%) >0.99
Tumores

No 146 (86.9%) 112 (86.8%) 34 (87.2%)
multiples

NA 2 (1.2%) 2 (1.5%) 0 (0.0%)
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Tabla 7. Caracteristicas de las pacientes con mutacion en la linea germinal de BRCAI o

BRCA2
Mutacién en Mutacién en
Con mutacion
Caracteristicas Grupo BRCAI BRCA2 p
n =39 (100%) n=24(61.5%) n=15(38.5%)
Edad Media 384 37.1 40.5 0.12
Media 28.5 29.0 27.8 0.6
18.5-25 13 (33.3%) 8 (33.3%) 5(33.3%) 0.77
IMC 25.1-30 12 (30.8%) 7 (29.2%) 5(33.3%)
>30.1 13 (33.3%) 8 (33.3%) 5(33.3%)
NA 1 (2.6%) 1 (4.2%) 0 (0.0%)
Si 23 (59.0%) 16 (66.7%) 7 (46.7%) 0.71
Historia familiar
No 12 (30.8%) 7 (29.2%) 5(33.3%)
de CM
NA 4 (10.2%) 1 (4.2%) 3 (20.0%)
I 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.16
Etapa clinica II 19 (48.7%) 13 (54.2%) 6 (40.0%)
simplificada 1T 18 (46.1%) 10 (41.7%) 8 (53.3%)
v 2 (5.1%) 1 (4.2%) 1 (6.7%)
) ] ) TNE 37 (94.9%) 24 (100.0%) 13 (86.7%) 0.14
Tipo histologico
Otros 2 (5.1%) 0 (0.0%) 2 (13.3%)
1 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.16
Grado de
] o 2 8 (20.5%) 3 (12.5%) 5(33.3%)
diferenciacion
3 31 (79.5%) 21 (87.5%) 10 (66.7%)
Luminal 11 (28.2%) 4 (16.7%) 7 (46.7%) 0.07
Tipo molecular
TN 28 (71.8%) 20 (83.3%) 8 (53.3%)
TILs Media 23.6 28.6 15.6 0.09
Bajos 32 (82.1%) 19 (83%) 13 (87%)
TILs dicotomico 0.69
Altos 7 (17.9%) 5 (17%) 2 (13%)
Si 7 (17.9%) 5(20.8%) 2 (13.3%)
Bilateralidad 0.69
No 32 (82.0%) 19 (79.2%) 13 (86.7%)
Multiples Si 5 (12.8%) 3 (12.5%) 2 (13.3%) >0.99
tumores No 34 (87.2%) 21 (87.5%) 13 (86.7%)
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En cuanto a los grupos moleculares, el grupo sin mutaciones fueron
predominantemente luminales, con setenta y ocho casos (60.5%); treinta y siete fueron TN
(28.7%) y catorce (10.8%) HER2. Por otro lado, el grupo con mutaciéon en BRCAI o
BRCA? fuer predominantemente TN, con veintiocho casos (71.8%); once fueron luminales
(28.2%) y no hubo HER2. Estas diferencias llegaron a ser estadisticamente significativas
(»<0.0001). Al dividir a las pacientes con mutaciéon en BRCAIl y BRCA2, aunque hubo una
tendencia, la significancia desaparecid, identificando en el grupo de BRCA I mutado cuatro
pacientes del grupo luminal (16.7%) y 20 TN (83.3%), mientras que en el grupo de BRCA?2
mutado, siete fueron luminales (46.7%) y ocho TN (53.3%) (p=0.07).

Las treinta y cinco pacientes a las cuales se les identific6 mutacién en la linea
germinal de BRCA1 o BRCA2 y tenian la informacion clinica completa disponible, doce no
tenian familiares de primer, segundo o tercer grado con diagnodstico con CM diagnosticado
a los 50 afos o menos (34%) y veintitrés (66%) tenian algin miembro de la familia
afectado; once tenian 1 familiar con este criterio (31%), seis 2 familiares (17%), tres tenian
3 familiares que lo cumplian (9%), una con 4 familiares, una con 5 y una con 7. La
presencia de familiares con CM fue diferente al compararlo entre las pacientes mutadas y
no mutadas (p=0.0001), ya que de las ciento veinticinco pacientes con pacientes sin
mutacién y con informacion suficiente treinta y siete (30%) cumplieron este criterio y,
ochenta y ocho (70%) no; treinta tenian 1 familiar con este criterio (24%) y siete tenian 2
familiares (6%). Esta diferencia no se observo al separar a las pacientes por grupo
dependiendo si la variante patogénica se encontré6 en BRCA1 y BRCA2 (p=0.71); de las

pacientes con mutacion en BRCA1, dieciséis (70%) tuvieron familiares con el criterio y
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siete no (30%), y siete de las pacientes con mutacion en BRCA2 cumplieron con el criterio
(58%), mientras que cinco no (42%).

En cuanto a la lateralidad, 19 pacientes con mutacién patogénica de BRCAI o
BRCA?2 tuvieron su tumor inicial en la glandula mamaria derecha (49%) y 20 en la
izquierda (51%), mientras que 69 (53%) pacientes sin mutacion tuvieron mas
frecuentemente su tumor inicial en la glandula mamaria derecha y 60 en la izquierda (47%).
De las pacientes sin mutacion, 9 (7%) tuvieron carcinoma bilateral, siendo 3 de éstos
sincrénicos (33%) y 6 metacronicos (67%), y 120 no (93%); por otro lado, 7 (17.9%) de
los carcinomas de pacientes con mutacion en BRCAI o BRCA2 18% fueron bilaterales, de
los cuales fueron 4 sincronicos (57%) y 2 metacronicos (43%), y 32 (82%) fueron
unilaterales. Aunque parece haber una tendencia, la diferencia de frecuencia de
bilateralidad no lleg6 a ser estadisticamente significativa, aunque parece haber una
tendencia (p=0.06). No hubo diferencia en cuanto a la multiplicidad (p>0.99) ya que se
presentd de esta forma en 15 (11.6%) pacientes sin mutacion en BRCAI o BRCA2,y en 5
(12.8%) en pacientes con mutacion.

Las pacientes con mutacion tuvieron un tipo histolégico de tipo TNE en 34 casos
(94.9%) y las pacientes sin mutacion tuvieron esta histologia en 114 casos (88.4%), lo cual
no resultd en una diferencia estadisticamente significativa (p=0.37). Se observaron
diferencias en cuanto al grado histologico, ya que en el grupo de pacientes sin mutacion 8
pacientes (6.2%) tuvieron carcinomas bien diferenciados, 66 (51.2%) moderadamente
diferenciados y 55 (42.6%) poco diferenciados, mientras que en el grupo de pacientes con
mutacién no hubo pacientes con carcinomas bien diferenciados, 8 tuvieron carcinomas

moderadamente diferenciados (20.5%) y 31 fueron poco diferenciados (79.5%)
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(»=0.0002); al comparar los grupos de mutacion en BRCAI y BRCA2 no hubo diferencias
(p=0.16), con 3 pacientes con mutacion en BRCAI con carcinomas moderadamente
diferenciados (12.5%) y 21 (87.5%) poco diferenciados, mientras que 5 pacientes con
mutacion en BRCA?2 tuvieron carcinomas moderadamente diferenciados (33.3%) y 10 poco
diferenciados (66.7%).

En cuanto a los grupos moleculares, el grupo sin mutaciones fueron
predominantemente luminales. con 78 casos (60.5%), 37 fueron TN (28.7%) y 14 (10.8%)
HER?2. Por otro lado, el grupo con mutacion fueron predominantemente TN, con 28 casos
(71.8%), 11 luminales (28.2%) y no hubo HER2. A pesar de la aparente diferencia, esto no
fue estadisticamente significativo (p=0.5), pero al comparar a las pacientes con mutacion
en BRCAI y BRCA2, esa diferencia se acentud, ya que en el grupo de BRCA1 mutado 4
pacientes eran de tipo luminal (16.7%) y 20 TN (83.3%), mientras que en el grupo de
BRCA2 mutado, 7 fueron luminales (46.7%) y 8 TN (53.3%); a pesar de esto, la diferencia

tampoco fue estadisticamente significativa (p=0.17).

TILs

Los TILs fueron valorados en tejido no tratado en el 93% de los casos (157/168).

La media de los TILs fue de 17.9%, siendo 21 (12%) categorizados como altos (>50%). Se

observaron diferencias entre el grupo sin mutacién, con una media de 16.2%, y con

mutacion, con media de 23.6, sin embargo, no llegd a ser estadisticamente significativo
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(p=0.06); al compararlo por gen mutado, tampoco hubo una diferencia significativa ya que
las BRCA I mutadas tuvieron una media de 28.6% y las BRCA2 mutadas 15.6% (p=0.09).
En el total de la poblacion, los TILs tuvieron una media de 12.4%, 22.2% y 33.3%
para el tipo luminal, TN y HER2, respectivamente, con diferencias significativas entre el
grupo luminal contra TN (p=0.0169), luminal vs HER2 (p=0.0201), pero no entre los
grupos TN y HER2 (p=0.2639) (Figura 1). Fueron categorizados como altos el 7, 17y 71%

para los subtipos luminales, TN y HER2, respectivamente, lo cual fue significativo

(p<0.0001) (Tabla 8).

Figura 1. Barras de distribucion de TILs en relacion con los tipos moleculares

1004
— 1 =1 Luminal

= TN
0 HER2

%TILs

LuminalTN HER2
TiLs

Luminal vs. TN -9.749 -18.02to-1.481  Yes 0.0169
Luminal vs. HER2 -20.88 -38.47 t0-3.292  Yes . 0.0201
TN vs. HER2 -11.13 -29.03t06.771 No ns 0.2639

Tukey's multiple comparisons teT Mean Diff. 95.00% CI of diff. Significant? Summary Adjusted P Value

Tabla 8. TILs dicotomico segun tipo molecular

Todos n=168 Luminales n=89 TN n=65 HER2 n=14
(100%) (53%) (38%) 8%) P
TILSs no altes | 147 (87.5%) 83 (93%) 54 (83%) 4 (29%) <0.0001
TILs altos 21 (12.5%) 6 (7%) 11 (17%) 10 (71%)
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Se realiz6 andlisis por subgrupos de los tipos moleculares, segiin la presencia o no de
mutacion, y se encontr6 que no hubo diferencias en los TILs como variable continua en
toda la muestra, segun la presencia o no de mutacion, y tampoco se identificaron diferencias
segun el tipo molecular; no se pudo realizar esta comparacion en los HER2 ya que ninguno

tuvo mutacion (Figura 2).

Figura 2. Barra de distribucion de TILs en relacion con los tipos moleculares y

presencia o no de mutacion en BRCAI y BRCA2
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Segun el anélisis de regresion multiple con el método de Poisson para las variables
cuantitativas sobre los TILs, se identifico relaciéon con el grado de diferenciacion
(»<0.0001), la edad al diagnostico (p<0.0001) e IMC (p<0.0001), pero no con el tiempo
para recurrencia (p=0.64) ni al fallecimiento (p=0.79). En cuanto a las variables cualitativas

en relacion con los TILs, se encontraron diferencias estadisticamente significativas con
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relacion a la bilateralidad (p=0.0001), grado de diferenciacion (p<0.0001), tipo molecular
(p=0.02), etapa clinica (p<0.0001), grado de respuesta patoldgica (p<0.0001), recurrencia
(»=0.0002) y muerte (p=0.0001). Por otro lado, no se encontraron diferencias en cuanto a

la presencia de mutacion en los genes BRCAI y BRCA2,y TILs (p=0.1058).

Respuesta a la TNA

Cien pacientes (59.5%) tuvieron TNA. No hubo diferencia significativa (p=0.19)
entre los grupos en cuanto a la seleccion de tratamiento adyuvante o no; 73 pacientes del
grupo no mutado tuvieron este tratamiento (56.6%) y 27 del grupo mutado lo tuvieron
(69.2%). Del total de pacientes con TNA, 47 tuvieron pCR y hubo diferencias significativas
al dividirlos por tipo molecular, con 39, 45 y 100% de pCR para los luminales, TN y HER2
(p=0.02), observando diferencias entre los TN y HER2 (p=0.0051), los luminales y HER2
(p=0.0075) pero no entre los luminales y TN (p=0.69). Los TILs fueron significativamente
mayores en aquellos con pCR (media 25%) que en los que no (12.7%) (p=0.034) y con el
analisis de Pearson hubo asociacion entre los TILs y la pCR (p=0.0001). Por otro lado, se
encontro que los TILs altos son un factor predictivo de pCR (OR 0.1144, IC95% 0.02475-
0.5222, p=0.0028), aunque al dividirlo por tipos moleculares, no llegd a ser
estadisticamente significativo (luminales: OR 7.437,1C95% 1.014-93.9 p=0.0724, TN: OR
7.667, 1C95% 0.9544-93.54, p=0.0773) (Tabla 8).

Ademas, se observaron diferencias en cuanto al IMC en el grupo con pCR contra el

que no la tuvo, el primero con una media de 27.43 y el segundo de 30.27, que fue
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estadisticamente significativo (p=0.018). El grado de diferenciaciéon también fue
estadisticamente significativo, con 0, 40 y 60% de pCR para los bien, moderado y poco
diferenciado, respectivamente, y 4, 17 y 79% de CM bien, moderado y poco diferenciado,
respectivamente, en los que no la tuvieron (p=0.0149), ademas de que en el analisis
univariado un mayor grado se cataloga como factor de riesgo para no obtener pCR (OR:
3.167, 1C95% [1.238-7.493]).

En cuanto a la respuesta a la TNA, el analisis de Poisson demostrd asociacion con
los TILs (p=0.449), pero no con el grado de diferenciacion (p=0.8167), subtipo molecular
(p=0.98), etapa clinica (p=0.55), edad al diagnostico (p=0.96), IMC (p=0.93), ni estado en

la linea germina de BRCAI y BRCA2 (p=0.1026).
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Tabla 9. Caracteristicas de pacientes con TNA

Caracteristica pCR n=47 (47%) No pCR n=53 (53%) p
Edad al diagnostico Media 39.45 39.91 0.75
MC Media 27.43 30.27 0.018
Estado de BRCAl'y Sin mutacion 29 (62%) 44 (83%) 0.0005
BRCA2 en la linea
germinal Con mutacion 18 (38%) 9 (17%)

No 42 (89%) 48 (91%) >0.9999
Carcinoma bilateral

Si 5(11%) 5 (9%)

No 41 (89%) 42 (79%) 0.2738
Multiples tumores

Si 5(11%) 11(21%)

Media 25 12.72 0.0034
TILs Altos 12 (26%) 2 (4%) 0.0028

Bajos 35 (74%) 51 (96%)

1 0 (0%) 2 (4%) 0.0149
Grado de

) o 2 19 (40%) 9 (17%)

diferenciacion

3 28 (60%) 42 (79%)

Luminal 19 (40%) 29 (55%) 0.02
Tipo molecular N 20 (43%) 24 (45%)

HER2 8 (17%) 0 (0%)

I 1 (2%) 2 (4%) 0.5192
Etapa clinica II 17 (38%) 23 (43%)
simplificada 11 24 (53%) 23 (43%)

v 3 (7%) 5(10%)

La pCR se observo en el 66.7% de las pacientes con mutacion en la linea germinal
de BRCAI o BRCA2, mientras que solo se vio en el 39.7% de las que no tuvieron mutacion

(»=0.0005), indicando asociacion de la pCR con el estado de BRCAI y BRCA2 (OR: 3.034,
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1C95% 1.177-7.187). Después del andlisis por grupos moleculares, esto se confirmé
solamente en los TN (OR: 4.5, 1C95% 1.277-14.4, p=0.0309). No se pudo realizar
comparacion de los HER2 ya que no hubo ninguno con variante patogénica en la linea
germinal de BRCAI o BRCA2 (Figura 3), ademas de que todos tuvieron pCR. No hubo
diferencias significativas en cuanto a la pCR entre los BRCAI y BRCA2 mutados, con 62.5

y 72.7% de pCR, respectivamente (p=0.69).

Figura 3. Asociaciones entre respuesta a TNA, y estado de BRCAI y BRCA?2 en la linea

germinal
All Luminal TN
100 100 100+ .
B BRCA mutation
80— 80 80 mm No BRCA mutation
14 - 4 - -
o 60 S 60 60
Q Q.
R 404 R 404 40
20 20 20
0- 0- 0-
OR 3.034 4 45
1C95% 1.177-7.187 0.9617-15.95 1.277-14.4

De las pacientes a los que se les dio TNA, catorce pacientes tuvieron TILs altos
(14%) y 86 (86%) TILs bajos. De los pacientes con neoadyuvancia y TILs altos, 12 (85%)
tuvieron pCR, a diferencia de los que tuvieron TILs no altos, donde 35 pacientes tuvieron

PCR (40%) y esto fue estadisticamente significativo (p=0.0028) (Figura 4).
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Figura 4. Asociaciones entre respuesta a TNA y TILs dicotomico

TILs y Respuesta al Tratamiento
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P value and statistical significance
Test Fisher's exact test

P value 0.0028

Se realiz6 andlisis univariado y multivariado sobre factores relacionados a la

respuesta patologica completa (Tabla 10).
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Tabla 10. Andlisis univariado y multivariado respuesta patologica completa

Analisis univariado Analisis multivariado
Variables OR 1C95% P OR 1C95% p
TILs (bajos vs
0.1144  0.02475-0.5222 0.0028 0.494 0.166-1.47 0.205

altos)
Grado histologico

1.271 0.5822-2.845 0.6788
(1-2 vs 3)

Luminal
Luminal vs TN 0.7862 0.3475-1.756 0.6737 0.491 0.134-1.805 0.284
TN
TN vs HER2 0 0-0.4675 0.0051 0.432-3.606 0.682
1.248

HER?2 vs luminal 0 0-0.5301 0.0075
BRCA mutado vs

472 1.881-10.76 0.0005 5.196 1.746-15.462 | 0.003
no mutado

Andlisis de supervivencia

Se tuvo un tiempo de seguimiento promedio de 48.4 meses (rango 5.1-215). No
hubo diferencias en el tiempo de seguimiento por grupos segun estado de BRCAI y BRCA?2;
el grupo sin mutacién en los genes BRCA tuvo un seguimiento de 48.9 meses y el grupo
con mutacion 46.4 (p=0.97). Del total de pacientes, 38 (22.6%) tuvieron recurrencia 'y 22
(13.1%) fallecieron. No hubo diferencias significativas en cuanto a la supervivencia libre
de recurrencia ni global entre las pacientes con variante patogénica de BRCAI o BRCA2
con las que no tuvieron mutacion, ni tampoco entre las pacientes que tuvieron pCR o no

(Figuras 5y 6). Sin embargo, al comparar segun tipos moleculares, aunque la supervivencia
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libre de enfermedad fue igual entre los grupos (p=0.7407), la supervivencia global fue

estadisticamente mayor para los luminales (p=0.0035) (Figura 7).

Figura 5. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global segun estado en la

linea germinal de los genes BRCAI y BRCA2
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Figura 6. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global segun respuesta a

TNA
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Figura 7. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global segun tipo molecular

Percent survival
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a

supervivencia libre de enfermedad (p=0.79) y global (p=0.37) segtn la presencia de TILs

altos y no altos (Figura 8).

Figura 8. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global segun TILs
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Se realizo analisis univariado y multivariado sobre factores relacionados al prondstico

(Tablas 11y 12).

Tabla 11. Andlisis univariado para supervivencia libre de enfermedad

Variables HR 1C95% p

TILs (altos vs bajos) 0.8525 0.2823-2.575 0.7897
Grado histologico (1-2 vs 3) 0.6296 0.2339-1.695 0.289
Luminal vs TN 1.29 0.6509-2.556 0.4524
TN vs HER2 0.9513 0.2713-3.336 0.9357
HER2 vs luminal 0.8815 0.2451-3.17 0.8385
BRCA mutado vs no mutado 0.8913 0.4096-1.939 0.7621
pCR vs no PCR 0.8686 0.2968-2.542 0.7936

Tabla 12. Andlisis univariado para supervivencia global

Analisis univariado Analisis multivariado
Variables HR 1C95% p HR 1C95% p
TILs (altos vs
] 04118 0.104-1.631 0.3693

bajos)
Grado histologico

0.03008 0.0034-0.2635 0.0016 0.545 0.163-1.82 0.324
(1-2 vs 3)

Luminal
Luminal vs TN 0.1903 0.07855-0.4609 0.0009 0.185 0.027-1.282 0.088
TN

TN vs HER2 1.09 0.2630-4.520 0.9054 1315 0.215-8.022 | 0.767

HER?2 vs luminal 0.1612 0.01474-1.762 | 0.1347

BRCA mutado vs
0.7609 0.2784-2.08 0.5565
no mutado

pCR vs no PCR 0.8686 0.1827-1.515 0.2686
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Capitulo 5 — Analisis y discusion de resultados
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Caracteristicas generales

La edad promedio del diagndstico inicial en este tipo de pacientes se ha encontrado
entre los 37 y 44.2 afios (42)(171)(172), que concuerda con nuestros hallazgos (39.6 afios).

De acuerdo Abulhair et al., la gran mayoria de los carcinomas son de tipo TNE
(173). En estudios de poblaciones con alto riesgo, se ha encontrado prevalencia de 6%,
34% y 60% para los bien, moderado y poco diferenciados (159), lo cual es similar a lo
identificado en este estudio con 4.8, 44 y 51.2%, respectivamente.

Sobre los tipos moleculares, en un estudio se encontré que eran luminales en el
46.8%, TN en el 40.6% y HER2 en el 12.3% (173), lo cual es similar a lo identificado en
este estudio, con 53, 38.7 y 8.3%, respectivamente.

En nuestro estudio se encontré una prevalencia de variantes patogénicas en los
genes BRCAI y BRCA2 en un 23.2%, que es similar a otros estudios (20.6-30.9%) con
poblaciones con factores de riesgo para carcinoma hereditario (171)(42)(172). Se
identificaron mayoritariamente mutaciones en BRCA 1 (14.3%)y 8.9% asociados a BRCA2,
que concuerda con estudios de Arabia Saudita (11% y 2%, respectivamente)(173), Turquia
(13.6 'y 12.3%, respectivamente)(172) y en familias hispanas (22.7 y 8.2%,
respectivamente)(42), pero resalta contra estudios de Corea del Sur, donde se identifico

mayoritariamente mutaciones en BRCA2 (171).
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CM asociado y no asociado a variantes patogénicas de BRCAI y BRCA2

Al igual que otros estudios (171)(42), no se identificaron diferencias significativas
en cuanto a la edad al diagnoéstico al subdividir por pacientes portadoras y no portadoras
(p=0.28), aunque en el analisis de regresion lineal si hubo asociacion (p=0.0088). Por otro
lado, al igual que en otro estudio (172) el IMC como variable continua no fue
estadisticamente significativo entre los grupos (p=0.28), ni tampoco como variable
cualitativa (p=0.4737).

En nuestro estudio, de las pacientes sin mutacion, nueve (7%) tuvieron carcinoma
bilateral, de acuerdo con otro estudio (8.5%) y siete (17.9%) de los carcinomas de pacientes
con mutacion en BRCAI o BRCA?2 fueron bilaterales, similar a lo reportado (20.4%).
Aunque se observo una tendencia, la diferencia de frecuencia de bilateralidad no llegd a
ser estadisticamente significativa entre los grupos (p=0.06), lo cual contrasta con el estudio
de Noh et al. (p=0.0169) (171).

No identificamos diferencias significativas en cuanto a la etapa clinica segun el
estado de BRCAI y BRCA2 en la linea germinal (p=0.16), que concuerda con otro estudio,
ademads de que la distribucion fue similar (172).

Grandal et al. (9) encontraron mayor frecuencia de historia familiar de cancer en
los pacientes en los que se les identificaron variantes patogénicas en la linea germinal de
BRCAI y BRCA2, a comparacion de los pacientes que no se les encontraron estas
mutaciones (73.9 vs 52.3%), sin embargo este estudio no se hizo con pacientes de alto
riesgo de CM hereditario; aunque esta frecuencia es mayor para ambos grupos que lo

encontrado en el presente estudio (59 vs 28.7%, respectivamente), en ambos resultd
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estadisticamente significativo (p=0.0001). Por otro lado, nosotros encontramos que las
pacientes con mutaciones tenian por lo general mayor cantidad de familiares afectados con
cancer (mama, ovario y pancreas); un estudio de pacientes con alto riesgo de CM
hereditario identific6 que en el grupo de las pacientes portadoras de una variante
patogénica, la historia familiar de CM y ovario era positiva en el 87.8% a diferencia de los
que no eran portadoras, con prevalencia del 64% (p=0.0014)(171). Estas diferencias entre
grupos, pueden ser debidas a que se sabe que la presentacion de enfermedades asociadas a
BRCAI y BRCA2 son autosomicas dominantes, ademas de ser la mayor causa de CM
hereditario (1), por lo que tiende a presentarse en mas miembros de la familia que los CM
asociados a genes asociados a enfermedades poligénicas.

De acuerdo con otros estudios (p=0.451), no se encontraron diferencias entre los
tipos histoldgicos, segin presencia o no de mutaciones en BRCAI o BRCA2 (p=0.37) (172).
Se observaron diferencias en cuanto al grado histoloégico entre grupos y esto fue
estadisticamente significativo (p=0.0002), lo cual concuerda con lo identificado en un
estudio (p=0.001) (172) que indica que hay mayor porcentaje de tumores poco
diferenciados en los asociados a variantes patogénicas de BRCAI y BRCA2.

En cuanto a los grupos moleculares, el grupo sin mutaciones fueron
predominantemente luminales, con 78 casos (60.5%), 37 fueron TN (28.7%) y 14 (10.8%)
HER2, mientras que en el grupo con mutacion en BRCAI o BRCA2 fueron
predominantemente TN, con 28 casos (71.8%), 11 luminales (28.2%) y no hubo HER2, y
estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.0001); Grandal et al., tuvo los
mismos hallazgos, con 33.9, 37.6 y 28.5% luminales, TN y HER2, respectivamente, en el

grupo no mutado y 32.6, 58.7 y 8.7% para los mutados (p<0.01) (9), aunque este estudio
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no se hizo en una poblacion con alto riesgo de carcinoma hereditario. No identificamos
estudios de este mismo tipo de poblacion que hicieran la division simplificada de los grupos
moleculares, aunque Atci et al. encontraron una frecuencia mayor de TN en el grupo de las
pacientes con mutacion en BRCAI (56.1%), a diferencia de los que tenian mutacion en
BRCA?2 o no tenian mutacion (29.7% y 32.2%, respectivamente) (p=0.01)(172); lo anterior
también es concordante con nuestros hallazgos ya que 83.3% de los asociados a BRCA 1
eran TN, mientras que solo el 53.3% de los asociados a BRCA2 lo fueron, aunque estas

diferencias no resultaron estadisticamente significativos (p=0.685).

TILs

Se identificaron diferencias entre el grupo sin mutacion con una media de 16.2% y
con mutaciéon con media de 23.6%, sin embargo, no llegd a ser estadisticamente
significativo (p=0.06), esto de acuerdo con lo identificado por Grandal et al. (p=0.78), con
una media de 20% en ambos grupos, aunque su estudio no se hizo en pacientes
seleccionados con alto riesgo de carcinoma hereditario. Por otro lado, se han estudiado las
diferencias entre pacientes con variantes patogénicas de BRCAI y BRCA2, y se ha
encontrado un valor mas alto entre los CM asociados a BRCAI (36%), que en los BRCA2
(15%) (p<0.0001) (6) que, aunque en nuestro estudio no hubo una diferencia significativa
(»=0.09), si se observé una tendencia, con 28.6% y 15.6% de promedio para el grupo con
mutacion y sin mutacion, respectivamente. No se identificaron estudios que evalten los

TILs en pacientes con alto riesgo de carcinoma hereditario y su consecuente relacion con
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el estado de BRCAIl y BRCA2 en la linea germinal. Por lo anterior, nuestro hallazgo con
tendencia a la alta en la cantidad de TILs debe de evaluarse en el futuro para corroborar o
descartar su significancia; este hallazgo puede estar relacionado a la alta prevalencia de
CM TN que se tuvo en el grupo con mutacion, que se sabe que suelen tener mayor cantidad
de TILs (174).

En otro estudio con grupo control, pero que incluyd solamente CM TN, se encontrd
que los que no tenian mutacidn tenian menor frecuencia de TILs altos (75%), a diferencia
del grupo con mutacién en BRCAIl y BRCA2 (93.2%) (p=0.037) (108). Sin embargo, otro
estudio de CM TN encontré que no hay asociacion con los TILs y el estado de BRCAIl y
BRCA2 (p=0.391) (175), que concordd con los hallazgos de Grandal et al. (9) en la fase de
valoracion de TILs pre-TNA, donde no encontraron diferencias segin el estado de BRCA [
y BRCA2, incluso al dividirlo por tipos moleculares (toda la poblacion p=0.78, luminales
p=0.17, TN p=0.71, HER2 p=0.67). Nosotros concordamos con Grandal et al. y Telli y
colegas, en que no hay diferencias en cuanto a TILs segun el estado de BRCAI y BRCA2
ya que aunque parecio haber tendencia de mayor TILs en los mutados, ésta no lleg6 a ser
estadisticamente significativa (p=0.06) (9)(175) y esto se mantuvo segun el tipo molecular
(luminales p=0.1618, TN p=0.3183).

Aunque los CM con alta cantidad de TILs suelen conformar un grupo pequefio en
la mayoria de los estudios (110)(25), como lo encontramos en nuestra muestra (12.5%), los
resultados de otros estudios indican que son un factor prondstico en estos pacientes. Sin
embargo, en nuestro estudio, aunque se encontr6 diferencia significativa para la pCR seglin
la division dicotémica, no resultd ser un factor independiente en el analisis multivariado.

Lo anterior puede ser debido a que nuestra poblacion de alto riesgo suele tener mayor
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cantidad de tumores TN y de altos grados que también influyen en la respuesta al
tratamiento.

En el total de la poblacion, los TILs tuvieron una media de 12.4, 22.2 y 33.3% para
el tipo luminal, TN y HER2, respectivamente, concordando con el estudio de Grandal
donde los luminales tienden a tener menores TILs; sin embargo nosotros observamos
mayores TILs en HER2 que en TN, aunque esto no lleg6 a ser estadisticamente
significativo (p=0.2649) (9), pero si entre los luminales contra TN (p=0.0169) y luminales
vs HER2 (p=0.0201) y estos hallazgos van de acuerdo con la literatura (176).

Al igual que en otro estudios, segtin el analisis de regresion multiple con el método
de Poisson para las variable cuantitativas sobre los TILs, se identifico relacion con el grado
de diferenciacion (p<<0.0001) (177), aunque esto contrasta con el estudio de Belkacem et
al. (178). En contraste con otro estudio, si se identifico asociacion de los TILs con la edad
al diagnostico (»p<0.0001)(178), aunque no se identificé asociacion en relacion al tiempo
para recurrencia (p=0.64) ni al fallecimiento (p=0.79) como ellos. Por otro lado, Takada et
al, identificaron que hay asociacion entre el IMC y los TILs, lo cual también identificamos
nosotros (179).

Como se menciono, en este estudio solamente se estudiaron los TILs estromales ya
que, aunque también los intratumorales correlacionan con el desenlace, los estromales son
mas prevalentes, variables en cantidad y reproducibles (96). Estudios recientes han seguido
estudiando el valor de los TILs intratumorales, pero no han encontrado diferencias en estos

entre los grupos con y sin variantes patogénicas (p=0.47) (9).
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Respuesta a la TNA

No se identificaron estudios que evaluaran la respuesta a TNA en pacientes con alto
riesgo de carcinoma hereditario, comparando basado en la presencia o ausencia de
variantes patogénicas de BRCAI y BRCA2, y que analizaran a la muestra segun el tipo
molecular o TILs. Por lo anterior, las comparaciones aqui descritas no son completamente
equivalentes.

En este estudio, cien pacientes fueron tratadas con TNA y de estos 47% tuvo pCR,
que es similar el estudio de Sant’Ana et al. de Brazil, donde con una muestra también de
100 pacientes, hubo pCR en el 43% (180). En el analisis univariado, el grado histoldgico
alto, no result6 ser predictor de respuesta patoldgica a TNA, a diferencia de lo encontrado
por Hwant et al., donde resulté un OR de 3.3 (IC95% 1.45-7.52, p=0.005), sin embargo en
el andlisis multivariado dejo de haber diferencias significativas (181).

Se observaron diferencias en cuanto a respuesta al tratamiento segun el tipo
molecular, con el 39, 45 y 100% de pCR para los luminales, TN y HER2 (p=0.0163), lo
cual es similar a los hallazgos del estudio de Carey et al. donde se encontr6 respuesta en el
7,27y 36% respectivamente, aunque este estudio no se hizo en poblacion de alto riesgo de
CM hereditario (71).

Por otro lado, los TILs fueron significativamente mayores en aquellos con pCR
(media 25%) que en los que no (12.7%) (p=0.034). Lo anterior va acorde a multiples
estudios de la literatura, donde se ha demostrado que a mayores TILs, hay mejor respuesta
a tratamiento con antraciclinas y taxanos (107)(108), y han sido muy contundentes en

tumores TN y HER2 (3)(109).
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En este estudio, al realizar el analisis en division dicotomica de los TILs, 26% de
los que tuvieron pCR tuvieron TILs altos mientras que solo 4% de los que no tuvieron pCR
tuvieron TILs altos, o visto de otra manera donde, de los pacientes con neoadyuvancia y
TILs altos, 12 (85%) tuvieron pCR, a diferencia de los que tuvieron TILs no altos, donde
35 pacientes tuvieron pCR (40%) (p=0.0028); por lo anterior, se llegd a catalogar los TILs
altos como factor predictivo de pCR (OR 0.1144, 1C95% 0.02475-0.5222, p=0.0028)
(Tabla 9), en concordancia con otros estudios (181)(182), aunque estos estudios no se
realizaron en pacientes con alto riesgo de carcinoma hereditario. Sin embargo, al realizar
el andlisis multivariado, no resultaron ser un factor independiente a la pCR (p=0.205).

Por otro lado, se observé pCR en el 66.7% de las pacientes con mutacion en la linea
germinal de BRCAI o BRCA2, mientras que solo se vio en el 39.7% de las que no tuvieron
mutacion (p=0.0005) (OR: 4.72, 1C95% 1.881-10.76), lo cual concuerda con multiples
estudios, donde encontraron pCR en el 54.3% de los casos con mutaciones y 22.6-28.6%
del otro grupo, con un OR de 2.48 (I1C95% 1.26-4.91) (183)(33)(9)(184)(185)(107)(108).
Ademas, en el andlisis multivariado, sigui6 siendo estadisticamente significativo, por lo
que se considera un factor predictivo independiente (OR: 5.196, 1C95% 1.746-15.462
p=0.003). Esta asociacion ha sido tan contundente que incluso han llegado a disefiar
nomogramas para, dependiendo de ésta y otras variables, determinar la probabilidad de
pCR (181). Por otra parte, Grandal et al. identificaron que solo los luminales con mutacion
en BRCAI o BRCA?2 tuvieron mayor pCR vy la diferencia fue estadisticamente significativa
contra los que no tenian estas variantes patogénicas (9). En contraste, en el estudio de
Oliveira Sant’Ana et al. no se encontraron diferencias en este punto (p=0.84)(180), el cual

es el unico estudio identificado que evalua la respuesta a TNA en pacientes con alto riesgo
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de CM hereditario, que compara grupos con y sin mutacion de BRCAIl y BRCA2; este
hallazgo puede ser debido a que en su estudio solo el 14% de los pacientes tuvieron pCR,
que es muy inferior a lo reportado por la literatura de estudios no enfocados en poblaciones
de alto riesgo (9), que puede dar poca fuerza estadistica a sus analisis. En este estudio, se
encontro que hay diferencias en cuanto al significado del estado de BRCAI y BRCA2 seg'n
el tipo molecular ya que solamente en los TN se observaron diferencias significativas en
este punto. En especifico, se ha encontrado que tener mutacion en BRCA/ es un factor
prondstico predictivo de pCR (OR:3.16, IC95% 1.55-6.42, p=0.002) (33).

Nuestros hallazgos y los de otros estudios se deben a que se sabe que los genes
BRCAI y BRCA?2 tienen un rol en la reparacion del ADN y sus mutaciones los hacen mas
sensibles a agentes que dafan esta estructura (154); por lo anterior, es importante
determinar la presencia de estas variantes patogénicas ya que existe evidencia que sugiere
fuertemente que las portadoras de mutacion en BRCAI y BRCA2 se benefician de
quimioterapia basada en platinos como primera linea de tratamiento, en lugar de taxanos

(1) y en consecuencia tendrian mayor tasa de pCR.

Supervivencia

No se identificaron diferencias significativas en cuanto a supervivencia libre de

enfermedad segun el grado histologico, el subtipo molecular o la pCR. Esto contrasta con

los hallazgos de Hwang et al., quien si identificé diferencias en el andlisis univariado para

la pCR, aunque en el andlisis multivariado dejo de ser significativo (181), esta diferencia
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puede deberse a que su muestra era casi del doble que la nuestra y que su poblacion no era
de alto riesgo, que suelen ser tumores menos respondedores a TNA. Sin embargo, para el
analisis de supervivencia global, se encontraron diferencias significativas en el analisis
univariado segun grado y tipo molecular (luminal vs TN), aunque ya no se encontraron
estas diferencias al realizar andlisis multivariado; estos hallazgos son semejantes a los
conocidos en otros tipos de poblaciones (186)(187).

No hubo diferencias significativas en cuanto a la supervivencia libre de recurrencia
ni global entre los pacientes con variante patogénica de BRCAI o BRCA2 y los que no
tuvieron mutaciéon, esto de acuerdo a la mayoria de las investigaciones
(188)(160)(159)(9)(189)(116). Tampoco se observaron diferencias entre las pacientes que
tuvieron pCR o no (Figuras 5 y 6). Sin embargo, al comparar entre los diferentes tipos
moleculares, aunque la supervivencia libre de enfermedad fue igual entre los grupos
(p=0.7407), la supervivencia global fue estadisticamente mayor para los luminales
(p=0.0035), lo cual es bien conocido, con nimeros similares y supervivencias de 90.7-
94.4%, 84.4%,y 77.1% a 5 anos para los luminales, HER2 y TN, respectivamente (190).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
supervivencia libre de enfermedad (p=0.79) y global (p=0.37) segtn la presencia de TILs
altos y no altos (Figura 8), que contrasta con el estudio de Loi et al., donde los TILs fueron
evaluados como una variable continua y cada incremento del 10% se asocié con reduccion
del riesgo de recurrencia a distancia del 13% (25), y con los resultados de He et al., donde
se encontr6 asociacion de TILs altos con supervivencia a largo plazo (111). Esta diferencia
podria deberse a que nuestro estudio incluy6 solo pacientes con alto riesgo de carcinoma

hereditario que, aunque se compararon grupos con y sin mutacion en BRCAIl y BRCA2, los
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negativos a mutacion podrian estar asociados a otras mutaciones atin no identificadas que
pueden tener la misma relacion con mala supervivencia.

La diferencia entre la relevancia de los TILs en la respuesta a TNA y supervivencia
podria deberse a que aunque existen tendencia (108)(6) a encontrar mayores TILs en los
CM asociados a variantes patogénicas de BRCAI y BRCA2, indicando que hay respuesta
del huésped contra el tumor, muchos estudios indican que las pacientes con variante
patogénica de BRCA I tienen mayor probabilidad de ser diagnosticadas con un CM TN (57-
75%)(135)(136)(137)(34), a diferencia de los esporadicos (15-20%) (34)(138), que se sabe
que tienen mayor respuesta a la TNA (83) y esto esté probablemente asociado a mayor
cantidad de TILs, aunque también asociados menor sobrevida a largo plazo (186), a

diferencia de los luminales.

Entre las limitaciones del estudio, estan el disefio retrospectivo, la muestra pequefia
que lleva a una falta de poder estadistico en algunos de los analisis y la ausencia de
pacientes con tipo molecular HER2 con variante patogénica en BRCAI y BRCA2 o con
ausencia de pCR lo que limita la comparacion de estos aspectos, aunque de igual forma
otros estudios han tenido pocos de estos casos (0-8%)(40). Por otro lado a diferencia de un
estudio similar con 90.4 meses, que evalua estos mismos aspectos, aunque sin enfocarse en
una muestra de pacientes con alto riesgo de carcinoma hereditario, nosotros tuvimos un
seguimiento promedio de 48.4 meses, lo que limita los resultados en los analisis de
supervivencia (9). Ademas, la evaluacion de los TILs fue heterogénea ya que 11 de los
casos (6.6%) fueron evaluados en mastectomias con TNA, y existen estudios que

demuestran que hay elevacion significativa (p=0.003) de estos con ella (182). Asimismo,
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la fecha de los diagnosticos iniciales varié desde el 2003 hasta el 2019, rango de tiempo
donde las terapias tuvieron variaciones significativas (191). Otra limitacion es que no se
pudo dividir a los grupos moleculares en luminales A y B, por la falta de informacién en
el expediente de algunos pacientes.

Entre las fortalezas del estudio, se encuentra que se incluyeron todos los tipos
moleculares simplificados y se hicieron andlisis por estos subgrupos, ademas de que se
excluyeron pacientes con hallazgos de mutaciones en otros genes asociados al CM, que
pudieran causar errores en el andlisis, por las diferentes vias oncogénicas que existen y que
ya estan estudiadas. Por otro lado, es el primer estudio en pacientes mexicanas que intenta
determinar la importancia clinico-patologica del estado de BRCAIl y BRCA2 en la linea
germinal, centrado en pacientes con alto riesgo de carcinoma hereditario, con inclusion de
todos los tipos moleculares y con enfoque a los TILs, respuesta patologica al TNA y
supervivencia.

Futuros estudios deberian enfocarse en estudiar el grupo de pacientes con alto
riesgo de carcinoma hereditario, ya que parece ser que los TILs en este tipo de pacientes
tienen relevancia para la pCR. Ademas, realizar estudios en este tipo de poblacion, con
mayor seguimiento es fuertemente recomendado para determinar si la supervivencia se

mantiene igual entre grupos a través del paso del tiempo.
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Pese a que no fue estadisticamente significativo (p=0.06), existe una tendencia al
alza en el porcentaje de TILs en pacientes con mutaciones en BRCAI y BRCA2 comparado
con las pacientes sin estas mutaciones.

Segtin el andlisis univariado para pCR, ni el grado ni el tipo molecular son factores
predictivos de pCR, mientras que los TILs altos y la presencia de mutacion en la linea
germinal de BRCAI o BRCA?2 si lo fueron. Siendo la mutacion de BRCAI o BRCA2 un
factor predictivo de pCR independiente segun el analisis multivariado (OR 5.196, IC 95%
1.746-15.462, p=0.003).

Por otro lado, de acuerdo con el andlisis univariado para recurrencia, ni los TILs
dicotomicos (bajos vs. altos), el grado histoldgico, la presencia de mutacion la linea
germinal de BRCAI o BRCA2, ni la respuesta a TNA son factores prondsticos. En el
andlisis de supervivencia global, solamente el grado histologico bajo y el subtipo luminal,
a comparacion del TN, son factores predictivos de buen prondstico, aunque no son factores
prondsticos independientes segun el analisis multivariado.

En este estudio, se observd mayor frecuencia de AHF de CM comparado con las
pacientes que no tienen estas mutaciones.

Se deben de realizar esfuerzos de incorporar la realizacion de pruebas genéticas por
su valor predictivo independiente de pCR.

Por otro lado, es recomendable realizar evaluacion rutinaria de los TILs en estas
pacientes, incluso en pacientes con inmunofenotipo luminal, ya que esto da informacion

predictiva sin incrementar el costo del andlisis patologico.
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