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RESUMEN



Introduccion:

La quimioterapia neoadyuvante (QTN) es un tratatoid¢rabitual en pacientes
con estadios primarios de cancer de mama. La pmrsia de tumor residual
viable (ypT > 1.0 cm y/o ypN > 1) identifica la pabion de mal prondstico. Se
carecen de marcadores moleculares sobre el tusidugg que puedan mejorar

la capacidad de prondstico e identificar potensidianas terapéuticas.

Materiales y métodos:

Se ha analizado una serie consecutiva de pacitatadas en dos centros entre
1996 y 2010. Los criterios de seleccion fueronnf@macion histologica de
carcinoma infiltrante de mama con Estadio clinite-11ll; QTN basada en
antraciclinas y/o taxanos (>4 ciclos); Tumor realds 1.0 cm (>10% cels.);
Tumor residual apto; y consentimiento informadmédo.

Se ha generado un tissue matrix-array (TMA) con ligiea por
inmunohistoquimica (IHQ) de 29 marcadores moleeslarLos Scores se
corresponden de: (0 — 300) en los marcadores lagim@ticos (cit) /nucleares
(nuc) y de (0 — 3) en marcadores de membrana.

El analisis se ha realizado para la aparicion d&stesis y supervivencia libre
de enfermedad a distancia (SLED).

Resultados

En total 256 pacientes han sido incluidas. El segito medio fue de 53 meses
con 80 eventos para SLED (32%). La SLED a 5 ai@glel 71%. El analisis
multivariado (métod@tepwiskidentifica una firma con seis marcadores de mal
pronostico: ER [= 0], cit-P65 [<85], cit-HER4 [> [{%xit-PTEN [= 0], BCL2
[<78] y KI67 [> 20]. La SLED a 5 afios para pacienton 0-1, 2-3 & 4
factores es del 85%, 70% y 34% respectivamente @(@00601).



La estratificacion por receptores estrogénicos (E€fjala marcadores diferenciados.
ER-negativo: cit-HER4 (p 0.01), nuc-P65 (p 0.01p1Kp 0.001), cit-P65 (p 0.02) y cit-
E-Cadherina (p 0.04). ER-positiva [>0]: nuc-Ciclih@p 0.02), KI67 (p 0.02), nuc-
Survivin (p 0.02) , cit-pAKT (p 0.03), y GATA3 (08,05).

Conclusion

Un perfil de expresién molecular en el tumor realdras QTN permite identificar las
pacientes con mayor riesgo de recidiva. La expnesi®@ ER en el tumor residual
diferencia dos poblaciones con marcadores moleilaspecificos. Un estudio de

validacion esta actualmente en fase de disefio.



ABSTRACT

La identificacibn de marcadores moleculares eruglot residual tras quimioterapia
neoadyuvante (QTN) en Cancer de Mama permite uf@r im&racterizacion pronostica.
Se han seleccionado un total de 256 pacienteQddhentre 1996 y 2011, con tumor
residual (> 1 cm). Se ha realizado un array matride tejidos y estudio IHQ de la
expresion de 29 marcadores moleculares. El angksisa realizado sobre la aparicion
de metastasis y la supervivencia libre de progneaidistancia. EI modelo multivariante
(método stepwise) obtiene una firma molecular s sarcadores de mal prondstico:
ER [= 0], cit-P65 [<85], cit-HER4 [> 75], cit-PTE[% 0], BCL2 [<78] y KI67 [> 20].

Un andlisis en funcién de la expresion de RE ifieatimarcadores asociados a mal
pronostico en RE-negativo [=0]: HER4-cit [>70] (®0), P65-nuc [>37] (p 0.01), BP1
[>100] (p 0.001) p65-cit [<85] (p 0.04) E-Cad-citg0] (p 0.04) y GATA 3 [<145] (p
0,05) , mientras que para RE-positivo [>0]: CiclDa-nuc [>145] (p 0.02) Ki67 [>24]
(p 0.02) Survivina-nuc [<90] (p 0.02) y pAKT-cit]45] (p 0.03) .

La identificaci6 de marcadors moleculars en el tumsidual després de quimioterapia
neoadjuvant ( QTN ) en Cancer de Mama permet ullarmaracteritzacié pronostica .
S'han seleccionat un total de 256 pacients amb &itke 1996 i 2011 , amb tumor
residual ( > 1 cm ) . S'ha realitzat una matriu rioia de teixits i estudi
inmunohistoquimic de I'expressiéo de 29 marcadorteoutars . L'analisi s'ha realitzat
sobre I'aparicio de metastasi i la supervivénaiadlde progressio a distancia . El model
multivariant ( métode stepwise ) obté una signatuoéecular amb sis marcadors de mal
pronostic: ER[=0],cit-P65[<85],ciHER4[>75],cit-PTEN[=0], BCL2
[<78]1Ki67 [ >20]. Una analisi en funcié dexpressié de receptors de estrogens
identifica marcadors associats a mal pronostic Enriegatiu [ = 0 ] : ]: HER4-cit [>70]
(p 0.01), P65-nuc [>37] (p 0.01), BP1 [>100] (p@Lp p65-cit [<85] (p 0.04) E-Cad-cit
[>80] (p 0.04) y GATA 3 [<145] (p 0,05), mentreggper RE - positiu [ > 0] : Ciclina
D1-nuc [>145] (p 0.02) Ki67 [>24] (p 0.02) Surviamuc [<90] (p 0.02) i pAKT-cit
[>145] (p 0.03)



Identification of molecular markers in the residuahor after neoadjuvant
chemotherapy ( QTN ) in breast cancer allows bgitegnostic characterization . A
total of a total of 256 patients between 1996 a@12QTN with residual tumor ( > 1
cm) have been selected . A tissue array and iohistochemistry  study of
expression of 29 molecular markers has been peefrithe analysis was conducted on
the occurrence of metastasis and progression-fiegval distance. The multivariate
model ( stepwise method ) obtained a molecularasige of six prognostic markers :
ER[=0],cit-P65[<85], cit- HER4 [ > 75 kit - PTEN [= 0], BCL2 [ < 78 ] and
Ki67 [ > 20 ] . An analysis based on the expressibrestrogen receptor identifies
markers associated with poor prognosis in ER - thagd= 0 ]: HER4-cit [>70] (p
0.01), P65-nuc [>37] (p 0.01), BP1 [>100] (p 0.0@Bb-cit [<85] (p 0.04) E-Cad-cit
[>80] (p 0.04) y GATA 3 [<145] (p 0,05) , whereBR - positive [ > 0] : Ciclina D1-
nuc [>145] (p 0.02) Ki67 [>24] (p 0.02) Survivinam [<90] (p 0.02) y pAKT-cit
[>145] (p 0.03)



1. INTRODUCCION



El cancer de mama es un tumor sensible a terapiéxicas. En sus estadios iniciales
la quimioterapia postoperatoria incrementa la supencia global (SG) a 5 afios entre
un 10 y un 30% en funcidn del esquema utilizade Yad caracteristicas del tumor. Los
estudios de quimioterapia neoadyuvante (QTN), mepria o tratamiento sistémico
primario, obtienen cifras similares (10 — 25%) as tasas de respuesta completa
patolégica (pCR); de tal forma que el grado de uesfa histoldgica a la QTN se

convierte en el principal factor pronéstico tangoS5 como SLED

Sobre la base de la neoadyuvancia como modeloimerdnl para identificar modelos
transponibles a la adyuvancia, la busqueda de a@nes de prediccion de la respuesta
histolégica ha sido un objetivo prioritario. Numgos estudios han evaluado tanto por
métodos clasicos (IHQ) como con plataformas de oaitay, los marcadores
moleculares iniciales predictores de sensibilidddsadistintos agentes y esquemas de

quimioterapié.

En la practica clinica tan solo el grado histoldgfbajo) y la expresion (elevada) de
receptores hormonales han sido identificados coracaxores Utiles para identificar
pacientes con menos posibilidades de pCR. Sin eyoplar presencia de alguna de estas
caracteristicas no excluye un beneficio de la cutienapia como pone de manifiesto el
meta-analisis del EBCTSGque analizando todos los ensayos de adyuvancia co
guimioterapia, identifica beneficios en superviviande su aplicacion en ambos grupos
de pacientes (ER-positivos y bajo grado histoldgiEs por ello que ningin marcador
ni perfil gendmico permite identificar poblacions@n posibilidad nula de beneficio de

quimioterapia; y ain menos seleccionar el tipowenpterapia.

Por otro lado, el estudio de neoadyuvancia delgalpman GEOPARTRIO demostrd
gue los mecanismos de resistencia y sensibilidachdamor sén en general comunes a
todos los agentes con accion citotoxica. El estatiatorizo cerca de 400 pacientes sin
evidencia de respuesta clinica tras dos ciclos ulmigterapia con esquema TAC a
proseguir el mismo esquema por 4 ciclos, o a #gide un esquema con farmacos sin

resistencia cruzada/iporelbinay Capecitabind. La exigua tasa de pCR en ambos



grupos (1.0% y 0.6%) confirma que los mecanismagsistencia estan presentes desde

el inicio y son mayoritariamente comufies

Si el beneficio de la quimioterapia se extiendedons$ los grupos con criterios clinicos

de riesgo (tamano, afectacion axilar), y los eswdie neoadyuvancia no han permitido
identificar las pacientes con un beneficio nuldalas pacientes con criterios clinicos
(T > 2-3 cm) podrian recibir QTN. Ademas, si la maeespuesta histoldgica es el mejor
marcador prondstico, la busqueda de mejores maesddeberia concentrarse en las
pacientes con respuesta insuficiente al tratamieniario, y en concreto al pronéstico

propiciado por el tumor residual y/o a los cambiasdeculares inducidos por el propio

tratamiento.

Una primera aproximacion ha sido realizada porrepg del MDACC, analizando el
valor del tumor residual como marcador pronéstlaus cuatro factores identificados
serian: tamafio microscopico del tumoral residuakcgntaje de células tumorales
viables, numero de ganglios con afectacidon tumgralamafio de la metéastasis
ganglionar mayor. En funcion de estos cuatro maresdhistologicos se definen tres
grupos de riesgo (Residual Cancer Burden). EI pom{&CB-I), con un excelente
prondéstico a cinco afios es equiparable al de loemas con pCR (RCB-0), e incluye
pacientes con pequefio-minimo volumen tumoral residil segundo (RCB-II) y tercer
grupos (RCB-I1ll) comportan un progresivo riesgoreeaida (SLE a 5 afios 78% y 42%
respectivamente) y mueftd_as criticas a este método es que carece de doaesa
moleculares, y se basa exclusivamente en el volueetumor residual. Una segunda
limitacion es que cualquier tumor residual viableyor de 1.0 cm. de diametro entra en

la categoria de riesgo moderado — alto, lo cuakssmta el 70% de los casos.

Existen otros modelos de prediccion de supervigerai funcién de la respuesta a la
QTN. Recientemente el grupo aleman GB3tablece otro modelo predicitivo basado
en el estadio clinico inicial y el patolégico finasi como el estado de receptores
hormonales y el grado trumoral en una serie de Z#&8entes con tumores con

receptores hormonales positivos , encontrando agipdcientes con un valor superior a

3 tienen una supervivencia libre de progresior/delo.



La aparicion de cambios moleculares precoces conaocadores predictivos y

prondésticos han sido estudiados en profundidad edl@l caso de la neoadyuvancia
hormonal. Con este modelo se observan cambios uolates precoces a las dos
semanas de tratamiento, los cuales dan informaeghictiva de la respuesta a los 4 - 6
meses. Concretamente, las caidas >50% en el mamadgwoliferacion celular KI67 a

las dos semanas, se traducen en una mayor pasibdiel respuesta final al tratamiento
y también en una mayor superviveficidlo existen estudios actuales analizando

cambios moleculares precoces en curso de QTN.

Por lo tanto el utilizar marcadores moleculares @gonedictores de supervivencia
constituye un modelo mas novedoso y con un mejfrger biolégico que nos puede
ayudar a determinar si estos hallazgos biolégicuomrados en el tumor residual

pueden predecir un pronostico final de las pacgente

1.1 Técnicas de analisis molecular: tissue microaays

Las técnicas de andlisis molecular a gran escat@odos microarrays de DNA han
desvelado la gran complejidad de los mecanismo®aulares ligados al cancer de
mama. Varios estudios han demostrado el poteniint@ de los perfiles de expresion
gendmica, incluyendo la identificacién de los dits fenotipos molecularesSu valor
pronéstico, demostrado en estudios retrospectiesta siendo validado de forma
prospectiva en grandes estudios internacionale® anMINDACT. Sin embargo, el
coste, la complejidad y la dificultad en la inteacion de estas plataformas de DNA

limitan el uso en la clinica diaria de esta tecgi@o

La oportunidad de identificar y/o validar firmas lexulares mediante otras alternativas
como el array matricial de tejidos (TMA) se ha dstrexo altamente eficiente. La

técnica puede ser ligada a la IHQ con el analisisilsganeo de cientos de muestras. La
IHQ es aplicable a las muestras en parafina, elotala necesidad de muestras
congeladas. De hecho, la IHQ sobre TMA es un méprdctico tanto para estudios de
validacién como en la rutina clinica. Un primeruetd de Jacquemitt sobre 552

casos consecutivos de cancer de mama operado, Wénesvalidez de una firma



molecular en el prondstico de una poblacion. Elisisdncluia 26 proteinas medidas
por IHQ y TMA sobre mas de 1600 muestras. En disieainivariante, algunas de las
proteinas analizadas (BCL2, GATA3, ER, RPg, alpsata, KI67 y P53) presentaban
valor pronéstico. En el analisis multivariante, dmena molecular que incluia 21 de
estas proteinas identificaron poblaciones de buemaly prondstico (p <0.0001), que
junto al tamafio tumoral inicial y la afectacion laxifueron los Unicos marcadores

independientes.

Recientemente Charginet al. estudia en una serie de 572 pacientesgaaglios
negativos 15 marcadores por IHQ, HIF-1a, PI3K, pARKMTOR, Moesin, P21, BP1,
P27, Citoqueratina 5-6, pMAPKAPK2, SHARP2, ClaudinALDH, AF6 y CD24
encontrando un modelo predictivo de buena supergigecon 5 marcadores: HIF-1a,
PI3K, Claudin-1, AF6 y pAKT que llegan a predecim subgrupo con un 90% de

supervivencia libre de progresion a los 8 afios .

1.2 Proteinas a estudiar

1.2.1. Fenotipado molecular

La mayor evolucion en el conocimiento del cancer mama obtenido con las
plataformas gendmicas ha sido el fenotipado madeald esta enfermedad. El grupo de
Perod? identificaron en funcién de la expresién genétioatro subtipos moleculares
(Luminal A, Luminal B, HER2 y Triple negativo - kadike). EIl subtipo molecular
confiere no solo un prondstico diferente (buendosnLuminal A, intermedio Luminal
B y malo para los grupos HER2 y basal-like), sima uespuesta diferente a los

tratamientos sistémicos.

1.2.2. Mecanismos de superacion de la apoptosis

El mecanismo de accién mas comun de los agent#éxitos pasa por la activacion de
vias que llevan a la muerte de las células tum®nalediante la apoptosis. El primer
paso es la activacion de la expresion de los ligaridk los receptores de muerte y

consecuentemente la via de receptores de muerianteeth Caspasa 8. El factor TINF



activa la via apoptdtica mediante su receptor RSB caspasas son enzimas con
capacidad proteolitica y actualmente se conocenvidssque activan su cascada para
llegar a la muerte por apoptosis. Una es la viaadeadoor la familia de proteinas BCL2
y la liberacion de Citocromo ¢ de la mitocondrida(vuntrinseca). En esta via el
Citocromo c¢ activa la proteina Apaf-1, quien enema@ctiva la Procaspasa 9 y
finalmente lleva a la activacion de otras caspafagoras.

Se ha visto que la mitocondria es una de las dideda toxicidad inducida por TNF

La otra via es independiente a la mitocondria @x&inseca) y es inducida por la
activacion de los complejos proteicos de los rewept de muerte que producen la
activacion de la Caspasa 8. Entre las caspasdm pestulado que la presencia de la
Caspasa 3 puede incrementar la sensibilidad deélatas tumorales a las drogas que
inducen apoptosis. Las principales proteinas aelgubs de la apoptosis son las
proapoptoticas BCL2 y BCL-XL y la proapoptotica BABCL-XL se une y activa a la
proteina Apaf-1, y este efecto es equilibrado @w proteinas proapoptéticas que
desplazan BCL-XL de la proteina Apaf-1. Se ha vigte laDoxorubicinay Paclitaxel
producen una disminucion de las proteinas proapoasdoy un incremento de la
expresion de BAX.

Clinicamente, los niveles elevados de BAX han gidacionados con una buena
respuesta a la quimioterapia y radioterapia, yoatrario, elevados niveles de BCL2 y

BCL-XL se han relacionado con una peor respuesta.

1.2.3. Activacion de las vias de sefalizacion

Entre las proteinas que fosforilan AKT se encuenBAD y NFKB. En las células
MCF-7, PI3K y AKT suprimen la apoptosis inducida piNF, y estimulan la activacion
de NFKB. En esta via también se ha postulado que la @edBdPTEN podria llevar a
una adopcién de resistencias. NFken factor de transcripcibn con multiples
subunidades regula distintas funciones celulareduyando crecimiento celular,
diferenciacion, apoptosis...En su forma inactiva,idesen el citoplasma unido a

inhibidores IkB que bloquean su unién al DNA.

Estimulos externos como los agentes quimioteragutiactivan a NFK por
fosforilacion y degradacion de IkB, entonces M€ transporta en el nucleo y ocurre

la transcripcion de sus genes diana como la farRa y proteinas inhibidoras de



caspasas como TRAF1 y TRAF2, quienes suprimerctisagion de la Caspasa 8.
También se ha visto que la via NFFluede mediar la supresion de la expresion de
BAX.

En muchos estudios se ha descrito la importancidNEléf como mediador de la
resistencia drastuzumapquimioterapia y radioterapia.

El grupo de los receptores de factores de crectmiean actividad tirosina kinasa,
como HER2, EGFR, ER y RP, han sido unos de lo®ifastmas estudiados como
factores de prediccion y prondstico, ya que swacibn promueve diferentes cadenas
de transduccion como la via de MAPK y PI3K/AKT.

El genHER2se encuentra amplificado y sobre expresado e®+80% de los cancer de
mama invasivos. Respecto a EGFR, como se ha wstdveterodimeriza con HER2, se
ha postulado que puede ser una nueva diana dmigata, y también se ha postulado
que puede mediar la resistencia a las terapiascends. El estatus de receptores ER y
RP se esta utilizando como factor predictivo dpuesta a terapias endocrinas, aunque
hasta un 50% de pacientes muestran resistencas teatamientos con inhibidores de

aromatasas.

1.2.4. Mecanismos de desrequlacion del ciclo celula

Las principales proteinas que regulan el ciclo laelson Ciclina D1 y Ciclina E,
quienes tienen un papel clave en la progresiortidel de fase G1 a S. Cuando estas
dos proteinas estan sobre expresadas hay unaosijpeithcion de pRB y un incremento
de la actividad proliferativa. La Ciclina D1 se eantra sobre expresada en un 40-50%
del cancer de mama invasivo, y amplificada en w2a% de los casos. Los tumores
con elevados niveles de Ciclina E resultan ser ds afto grado, con mas indice de

proliferacion y de peor prondstico que los tuma@s altos niveles de Ciclina D1.

La proteina P27 es un regulador negativo del cegtular, concretamente es un
inhibidor de kinasas dependientes de ciclinas fusaidén es evitar la entrada al ciclo
celular. Se ha visto que P27 esta implicada enddutacion de la resistencia a agentes
antitumorales. Otra proteina con papel clave eregmlacion del ciclo celular es el
factor KI67. P53 es otra de las proteinas queqiaath en el proceso de regulacion del

ciclo celular. Entre un 20-30% de cancer de manenseentran mutaciones en el gen.



1.2.5. Moléculas de adhesion y otros

Recientemente se han descrito otros marcadoresugpaien tener un papel crucial como
factores prondstico del cancer de mama, estosl|daeter de transcripcion GATA3 y

las moléculas de adhesién Cadherihay E-Cadhering .

1.3 Analisis molecular del tumor residual

La persistencia de tumor residual macroscopico.@xth) tras QTN esta presente en un
70% de pacientes, y determina un riesgo de recaidstancia del 35% a 3 afos.
Carecemos de marcadores pronosticos moleculareaagu@entifiquen este grupo de
pacientes. Utilizando técnicas de TMA pretendemositarizar la expresion de varias
proteinas seleccionadas sobre muestras de 250feacieon tumor residual viable (>
1.0cm.) tras QTN por cancer de mama estadio |IHll.presente proyecto pretende

identificarclustersproteicos sobre el tumor residual con implicacsopenosticas.

Las proteinas analizadas han sido: 53BP1; ALDHQLB Cathepsina L; Ciclina D1
(CIT y NUC); CK 5/6; E-Cadherina (MEMB y CIT); EGFRERR; FGFR2 (MEMB y
CIT); GATA3; HER2; HER4 (MEMB, CIT y NUC); KI67; P2 P65 (CIT y NUC);
pAKT (CIT y NUC); HER3; RP; PTEN (CIT y NUC); Sumin (CIT y NUC) y VDR.
Varios de los AcMo han sido analizados en funciésul tincidon citoplasmatica, nuclear

y/o de membrana de forma separada.

Por ultimo, la valoracién de dichos anticuerposhaerealizado por dos observadores
independientes. Se desestimd la utilizacion deliztor de imagen (ACIS, DAKO)
por la imposibilidad de analizar separadamentepaesion nuclear - citoplasmatica - de

membrana del propio equipo.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO
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La persistencia de tumor residual viable (> 1cmafectacion ganglionar tras QTN en
cancer de mama condiciona un riesgo de recaiddetemminacion en el tumor residual
de variables moleculares y/o firmas molecularesipwsntribuir a definir el prondstico
de esta poblacién de alto riesgo. La identificaalénmarcadores especificos o firmas
proteicas permitira separar sub-poblaciones de luemal prondstico, asi como la

seleccion de dianas moleculares potenciales pateantrentos especificos.

Es posible que una firma proteica con inclusiérudepanel de proteinas con estrecha
relacion con mecanismos de resistencia, superdei@poptosis, desregulacion del ciclo
celular, proliferacién, sefalizacion y angiogénésBBP1; ALDH-1; BCL2; Cathepsina
L; CICLINA D1(CIT y NUC); CK 5/6; E-Cadherina (CIJ NUC); EGFR; ER; FGFR2
(MEMB y CIT); GATAS3; HER2; HER4 (MEMB, CIT y NUC)KI67; P27; P65 (CIT y
NUC); pAKT (CIT y NUC); HER3; RP; PTEN (CIT y NUCPBurvivin (CIT y NUC) y
VDR.) permita identificar dos poblaciones con pretitd diferenciado a pesar de

presentar ambas en enfermedad residual tras QTN.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Principal

Identificacion de un perfil proteico sobre el tumresidual tras QTN, y en base a 22
proteinas especificas analizadas sobre tissue aniasg capaz de discernir una sub-
poblacion de pacientes de buen prondéstico. Hemiasdteel grupo de buen prondstico

como el que presente un riesgo de recaida a distanetastasis) <15% a cinco anos.

3.2 Secundarios

1. Basqueda de un perfil proteico (firma molecutagultante del andlisis combinado de

la expresion proteica del tumor residual con cajzatide identificar una poblacion de

buen prondstico con una mejor SLED.

2. Estudio de un perfil proteico que identifiqueawoblacion de mejor pronéstico en los
subgrupos segun expresion de ER.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1 Pacientes

Hemos incluido un total de 256 muestras de paceobta tejido residual tras QTN

diagnosticadas entre los afios 1996 y 2010 de lpseluros participantes en el estudio
(HUAV y HAV de Valencia), y de las que se dispod&atejido parafinado viable para
efectuar las determinaciones de IHQ para esteiestNd se han incluido 40 muestras
dado que al conseguir una pCR no habia tejidduakiPor lo que finalmente se han

analizado 216 muestras.

Las pacientes seleccionadas cumplian segun sus daticwos los siguientes criterios de
inclusion:

- Diagnostico histolégico de adenocarcinoma irdiite de mama por trucut - BAG

- Estadio clinico inicial Il — Il (ausencia de rastasis)

- Quimioterapia sistémica primaria, completandonoimimo de 4 ciclos incluyendo

antraciclinas

- Ausencia de cualquier otro tratamiento previ@aitugia (RT, terapia molecular u
hormonal)

- Cirugia radical incluyendo vaciamiento axilar (G&ectuada en el propio centro

- Tumor residual histologico > 10mm. y con celudad tumoral viable >10%

- Preservacién adecuada y suficiente de matergblbgico para la realizacion del
tissue array.

- Seguimiento adecuado y cumplimiento clinico catiimiento.

La revision de los datos clinicos de las paciesgeléevo a cabo durante los afios 2011 y
2012, registrdndose el tiempo hasta metastasisestencuando se sucede el evento o el

tiempo hasta la fecha de su altimo seguimiento.

Todas las pacientes en seguimiento dieron su cbmsento firmado. Una hoja de
informacion fue disefiada para este propésito ylkauta por el CEIC del HUAV. Las
historias clinicas y documentacion radiologica o pacientes fueron revisadas y se
recogieron los siguientes parametros: fecha demgio, estado menopausico, fecha

de diagndstico histolégico, tipo histolégico, gramhicial, infiltracion linfovascular,
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tamano clinico del tumor, estadio TNM clinico, t@imaadiologico del tumor, esquema
de la QTN, duracion de la QTN en semanas, numetoscde QTN, respuesta clinica
final, respuesta radiolégica final, respuesta jggich final Miller and Pair), tamafio
tumoral residual, porcentaje de células viablemeand de ganglios extraidos, numero de
ganglios afectados, tamafo de la metastasis gaaglinayor, tipo de cirugia, fecha de
la cirugia, tratamiento hormonal adyuvante, traggmau con quimioterapia adyuvante,
tratamiento con radioterapia, tipo de radioterafggha de inicio de la radioterapia,
fecha del primer evento tumoral, fecha del primeméo metastasico, fecha del ultimo

seguimiento, fecha de muerte y causa de muerte.

4.2 Tejidos

Se analizaron por métodos de inmunohistoquimiceesalltumor residual los siguientes
marcadores relacionados con fenotipos (ER, RPg,HEBFR1 y CK 5/6), apoptosis
inducida (BCL2), vias de sefalizacion (PI3K, AKT,TEN, FGFR2, NFR),
desregulacion del ciclo celular (Ciclina D1, P27Ki67), factores de transcripcion
(GATA3) y proteinas de adhesion (E-Cadherina). &edirelacionado dicha expresion
con la aparicion de recaida y con la SLED.

4.3 Disefio del array de tejidos (TMA)

En cada muestra se ha realizado un analisis dees&pr de los marcadores
seleccionados. Para ello se procediéo a: Un disediostruccion y validacion de un

TMA. La confeccion de un esquema del array de dsjidiene que permitir la

identificacion de cada cilindro, la disposicion ¢ muestra en el array y la
determinacion del numero de muestras que incluiemosl estudio para asegurar que
sean representativas del tumor de origen. Se iackry el disefio los controles
adecuados. La construccion del array de tejidasicié con la recoleccion de muestras
y bloques representativos de los carcinomas inotuidn el estudio, asi como la
confeccion de la base de datos correspondienteblbgsies tenian un grosor minimo de
3mm. y mostraron una adecuada preservacion antEgéride cada muestra se
obtuvieron tres cilindros de tejido tumoral de ugnaetro de 0,6mm.
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Para la construccion del array se utilizé urssue arraye€r manual de Beecher
Instruments, disponible actualmente en el Laboimtde Investigacion del Hospital
Universitari Arnau de Vilanova.

Para asegurarnos que las muestras incluidas erragl eran representativas de los
tumores de origen se realizé una validacion dehmisediante la tincion aleatoria de
30 casos en el bloque de origen. Posteriormentereaézaron unas tinciones
inmunohistoquimicas con los diversos anticuerpogodemarcadores a estudiar y se
procedio al analisis estadistico del resultado paraostrar la representatividad de las

muestras del array.

4.4 Estudio inmunohistoquimico

Las muestras estaban fijadas en formol tamponad6%l e incluidas en parafina. Se
realizaron cortes del array de tejidos siguiendo pwotocolo especifico. Tras el
desparafinado con xilol a 60°C y la hidratacion atmoholes decrecientes, se procedio
al desenmascaramiento antigénico con Citrato pH@llara presién con un maximo de
3 minutos. Posteriormente se bloqued la peroxidasdogena con peréxido de
hidrégeno al 0,03% incubando las muestras durambtos. Se incubd la muestra con
los anticuerpos primarios de marcadores. Tras tm/ambn PBS, las secciones se
incubaron durante 60 minutos siguiendo el métodia &reptavidinanarcada (HRP) y

se llevo a cabo su revelado con diaminobencidimande 5 minutos.

Finalmente, se contrastaron las secciones con bgiingd acuosa de Mayer, se
deshidrataron y se montaron de forma permanenta.V@rar la integridad antigénica
de las muestras, se efectio una tincion inmunajustdca mediante Ki-67 y
Vimentina, que permite valorar la integridad amigé de las proteinas nucleares y
citoplasmaticas. Aquellos casos en que la expred®restos antigenos no era la
esperada se excluyeron de la interpretacion dert#einas objeto de estudio. Para la
valoracion IHQ se utilizé uhistoscoreque combina el porcentaje de células positivas

con la intensidad de tincion.

La IHQ fue valorada por dos observadores indepetele con una sesion conjunta para

valorar los casos discrepantes. En un 15% de lmslr@s (incluyendo los que habia
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discrepancia entre los observadores) se realizficaeion mediante el analizador de

imagen de IHQ (ACIS, Dako) del que se dispone stidboratorios del IRBLIeida.

Tabla 4.1 Detalle de los anticuerpos utilizados para elisisée IHQ
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. Tipo = e Kit Anticuerpo

53BP1 PaB
ALDH-1 MaB
Bcl-2 MaB

Capthesin L PaB

CICLINA MaB
D1
CK 5/6 MaB

E-cadherina MaB

EGFR MaB
ER MaB
FGFR2 MaB
GATA-3 MaB
HER 2 MaB
HER 4 PaB
Ki67 MaB
p27 MaB
p65 PaB
PAKT MaB
pHER3 MaB
PR MaB
PTEN MaB
SURVIVIN MaB
VDR PaB
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1D5

ab58201

HG3-31

RB-
9045
MIB-1
SX53G8
c-20

736E11

PgR 636

6H2.1

D-8

ab3508

Novus Biologicals

BD Transduction
Laboratories

DAKO

Santa Cruz Biotecnology

DAKO
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DAKO
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ABCAM

Santa Cruz Biotecnology

DAKO

Thermo Scientific

DAKO

DAKO

Santa Cruz Biotecnology

Cell Signaling
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1/2
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1/50
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1/50
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(Dako)

Envision Flex
(Dako)
Streptovidina-
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(Dako)
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(Dako)
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(Dako)
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(Dako)
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(Dako)
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(Dako)
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(Dako)
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(Dako)
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(Dako)

Envision Flex
(Dako)

Envision Flex
(Dako)

Envision Flex
(Dako)

Envision Flex
(Dako)

Envision Flex
(Dako)

Envision Flex
(Dako)

Envision Flex
(Dako)

Tj Normal
Prostata

Carcinoma
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Amigdala

Carcinoma
de Bufeta
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al Kit
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Amigdala
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Mama

Carcinoma
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Carcinoma
Colorectal

Tj Normal de
Rifion
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4.5 Célculo del tamano muestral

Los célculos iniciales del tamafio muestral estélec la inclusion de un minimo de
167 muestras, garantizando una potencia estaddslc@0%, asumiendo una SLED en
el grupo de buen pronéstico del 90% a 5 afios p0OR en el grupo de mal prondstico
con un 37% de eventos metastasicos. Debido a gdetéaminacion por IHQ no fue
realizable para todos los biomarcadores, por titeejido, se decidié ampliar el nUmero
de muestras incluidas hasta un total de 256, pagadgq esta manera se pudiera contar
con un minimo de 167 muestras con todos los bicdares analizados. Para lograr

dicho tamafio muestral se cont6 con la colaboradedihAV de Valencia.

En la base de datos del HUAV se identificaron 1#&digntes sometidas a QTN en el
periodo 1990 - 2005. La tasa de eventos metastasliservados en esta poblacién de
pacientes fue del 27% (48 casos) a cinco afos.elBdAV de Valencia se han

identificado 81 pacientes con un 40% de recaidas480s). Por lo tanto el tamafio final
de la muestra es de 256 pacientes con un totad @eeéhtos lo que supone un indice de

recaidas a distancia del 31%.

4.6 Andlisis bioinforméatico y estadistico de datos

En primer lugar, se efectud un andlisis descriptigdas variables incluidas en la base
de datos, identificando y corrigiendo convenientei@elos valores extremos y/o
faltantes.

En segundo lugar, se procedio a realizar un estulicariante para evaluar el valor
predictivo de cada uno de los biomarcadores, pout refiere a su immunoexpresion
en escala original (de 0 a 300 en HS), respecto apéricion de metastasis y SLED.
Ademas, también se consideraron 4 categorizaciodes los valores de
inmunoexpresion: (1) considerando cuando la expmgsor IHQ es mayor a cero, (2) a
partir de la mediana (2 categorias) y (3) a paeilos cuartiles (4 categorias) y (4) a
partir de un punto de corte Optimo para la diseranién de la aparicion de metastasis,
utilizando para ello el criterio d8ini. Para evaluar la asociacién de los biomarcadores
con la respuesta se ajustaron modelos de regr&gidstica, a partir de los cuales se

obtuvieron estimaciones de ld3dds-ratio (OR) y sus respectivos intervalos de
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confianza al 95%. También se pudieron obtenerdspactivos p-valores y se utilizo el
pseudo coeficiente de determinacion #agelkerke para medir el grado de
predictibilidad de cada marcador.

Por otro lado, también se calcularon las estimasateKaplan-Meierpara evaluar el
SLED, y se ajustaron diferentes modelos de riepgmgorcionales d€ox obteniendo
los respectivo$iazard ratios(HR) y p-valores, utilizando la prueba no paraatdel
log-rank para evaluar diferentes SLED segun los gruposiedgo definidos por los

biomarcadores.

En tercer lugar, se efectué un estudio multivagapara analizar qué conjunto de
biomarcadores presentaba un buen valor predicevmetastasis o SLED. Para ello, se
utilizé un algoritmoStepwisepara seleccionar diferentes conjuntos de biomaread
con un valor predictivo conjunto estadisticameigaicativo. De esta forma, se pudo
establecer una firma molecular a partir de un guojude biomarcadores, definiendo
para cada uno de ellos una condicién de mal prmadatpartir de un punto de corte en
la escala HS. Con el objetivo de evaluar su efeatgunto, se calculé para cada una de
las pacientes el numero de condiciones satisfedeter;minando entonces el numero de
condiciones a partir del cual se constataba un ataren la aparicion de metastasis.
Esta firma se evalu6 mediante pruebas estadidieasdependenciaX({-cuadradoy
Fishern, y también se calcularon los OR y HR segun el endmde condiciones

satisfechas.

En cuarto lugar, se realiz6 un estudio de send#ulliy especificidad para evaluar el
valor pronostico de la firma molecular por lo qediere a su habilidad para predecir

recaidas, estimando los intervalos de confian®8% correspondientes.

Por dltimo, también se analiz6 el valor pronéstieocada uno de los biomarcadares,
especificamente y separadamente para pacientesy HR+. No se efectud el analisis
multivariable para la busqueda de una firma mobroespecifica dado que el tamafio de

la muestra no lo permitio.

Para los analisis estadisticos se utilizaron losgnamas SPSS version 24 R,

estableciendo un nivel de significacionade.05.
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5. RESULTADOS GLOBALES
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5.1 Descripcion global de la serie

Se han revisado un total de 256 muestras de peasieon cancer de mama que han
recibido tratamiento con QTN desde los periodoalutid de 1997 hasta octubre de 2010
y se dispone de su seguimiento clinico. Se evaudHQ la expresion de un conjunto
formado por 22 marcadores (proteinas), que selaetalcontinuacién: ALDH, 53BP1,
BCL2, CICLINA CITO, CICLINA NUCLEAR, CK 5/6, Cadhana MEM, CADERINA
CIT, EGFR, FGRF2 CIT, FGFR2 NUC, HER4 MEM, HER4 CHER4 NUC, P27,
ER, KI67, HER2, NFI§ CIT, NFKB NUC, pAKT CIT, pAKT NUC, HER3, RP, PTEN
CIT, PTEN NUC, Survivin CIT, Survivin NUC, y GATAG8el tejido residual y se ha
correlacionado con las variables clinicas prin@pajue pueden dar un valor prondstico
como son la presencia de recidiva a distancia @tet&, M) , y la supervivencia hasta
la aparicion de recidiva a distancia (SLED ). Ndhaesvaluado la SG dado que el bajo
namero de eventos (19% dxitug no son suficientes para poder hacer un estudio

estadistico.

Tabla 5.1 Relacion de seguimiento de las muestras y aparge metastasis

NO Met. | Seguimiento EXITUS | PERDIDOS
media (rango)

HUAV Llelda 48(28%) 125 (72%) 52,9 m (1-188) 31 (24%) 10 (5%)
HAV ValenC|a 32 (40%) 49 (60%) 81m (3-178) 18 (22%) 2 (2%)
80 (32%) 174(68%) 68 m (1-188) 49 (19%) 12 (4%)

El tiempo medio de seguimiento de la serie es demé&8es (rango 1-188). Se ha
calculado la SLED en meses desde el diagndsticiairiasta la fecha de la primera

recidiva a distancia.
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Tabla 5.2 Resultados de la SLED para la aparicion del evénetastasis)

Num. Eventos Estim. Kaplan-Meier
Media IC 95%

HUAYV Lleida 172 47 (27%) 130,8 m 116,6 - 145,0
HAV Valencia 81 32 (39%) 119,2m 103,5 - 1344
Total 253 79 (31%) 1265 m 115,4 - 137,6

La supervivencia media segun el métodd<delan-Meieres de 126 meses (desviacion
estandar de 5,56) y con unos limites de 115-1Fésmé.a mediana de supervivencia de
la serie global no se ha alcanzado todavia. La St&Bulada a 5 afios es del 70% por
método deKaplan-Meiet

Figura 5.1: Curva de SLED de la serie global

Funcion de supervivencia

Funcidn de
1.0 supervivencia
" H— Censurado
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0,0

T T T T
00 50,00 100,00 150,00 200,00
SLP
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5.2. Caracteristicas de las pacientes

Todas las pacientes recibieron QTN con esquemasitdaciclinas, taxanos o ambos, al
presentar criterios de recibir tratamiento neoadyter ya sea por el tamafio del tumor o

por el perfil biolégico.

Tabla 5.3 Caracteristicas clinicas mas relevantes de ia ser

VARIABLES INTERVALOS MEDIA DESV. STAND | LIMITES

<40:39 (15%)
EDAD 40-65:169 (66%) 53,12 12,71 17 — 86 afos
>65:48 (19%)
<2 cm: 28 (11%)
T.INICIAL  2-5 cm: 155 (60%) 4,6 cm 2,11 2cm-9cm
> 5 cm: 73 (28%)
<1 cm: 75 (29%)
T.FINAL 1-3cm: 110 (43%) 2,52cm 2,57 0-25
> 3 cm: 66 (26%)
0: 105 (59%)
GANGLIOS 1-3: 82 (32%) 2,87 4,59 0 - 37
> 3: 67 (26%)
<4: 83 (32%)
CICLOS QT 4-6:48 (19%) 6,08 2,09 2 - 10
> 6: 124 (48%)

Las caracteristicas de las pacientes se adapt@antsabien a una serie de pacientes que
reciben tratamiento neoadyuvante, con una edadjovés de lo que representa el
cancer de mama en general y con tamafos en & imégtante grandes, ya que es uno

de los pardmetros mas importantes a la hora ddipérun tratamiento con QTN.

En cuanto a las respuestas obtenidas al tratantent@ TN, se ha conseguido 40 pCR
(15%), 68 (25%) con una disminucion del tumor mlicuperior al 75% Yy en 149 no se
ha conseguido ninguna respuesta (58%). El poreengdgtivamente alto de respuestas
completas se justificaria por la inclusiébn de patge con fenotipo HER2 y ER
negativos, debido a que son las que mas respuebta&Enen con el tratamiento

neoadyuvante.
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Se ha efectuado un andlisis multivariable de tddss/ariables clinicas citadas en la
tabla anterior para el riesgo de metastasis segumadelo de regresion logistica y para
SLED segun un modelo déox encontrandose una asociaciébn con mayor riesgo de

metastasis y SLED con las variables tamafio injcialpresencia de ganglios residuales.

Tabla 5.4 Resultados de los andlisis univariable y muliatdle de las variables

clinicas

REGRESION LOGISTICA : MODELO UNIVARIABLE MODELO MULTIVARIABLE

2
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Dado que la expresion de receptores de estrogéride dlaramente dos poblaciones
diferentes de cancer de mama con un comportampeatmstico muy distinto, resulta
interesante analizar si existen diferencias eomportamiento de estas variables
clinicas en funcién de la expresion de los recegtde estrégenos. Para ello se ha

efectuado el mismo andlisis en funcion de la exgnede receptores de estrogenos.

Tabla 5.5 Analisis de los factores clinicos para ER: 0

REGRESION LOGISTICA : MODELO UNIVARIAB LE MODELO MULTIVARIABLE

MODELO DE COX: MODELO UNIVARIABLE MODELO MULTIVARIABLE
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Para las pacientes con receptores de estrégenasiviosg las variables clinicas con
mayor significacion son el tamafio inicial y los giws residuales. Aunque en el
modelo multivariable, solo los ganglios residuatentienen la significacion, siendo en
la practica clinica habitual el factor de peor @stico reconocido en este grupo de
pacientes.

Tabla 5.6: Andlisis de los factores clinicos para ER>0

REGRESION LOGISTICA : MODELO UNIVARIABLE MODELO MULTIVARIABLE

GANGLIOS 0 GANGLIOS

1-3

GANGLIOS 0011 1532 186 12561 0013 1484 175 12539
>3

GANGLIOs 003 2507 291 21617 0,011 17,16 189 155,2

T INICIAL T INICIAL 0,001 1,564 1,21 2,01 0,007 1,445 1,10 1,89

CICLOS QT ciclos 0,693 0,952 0,74 1,21
T FINAL TFINAL 0,009 1,331 1,07 1,65
EDAD EDAD 0,184 0,973 0,93 1,01

MODELO DE COX: MODELO UNIVARIABLE MODELO MULTIVARIABLE

T INICIAL T INICIAL 0,001 1,4 1,1

GANGLIOS GANG: 0 1 1
GANG: 1-3 0,017 12,21 1,57 94,67 0,022 10,94 1,41 84,95
GANG >3 0,002 25,79 3,25 204,42 0,007 17,91 2,18 146,82
EDAD EDAD 0,113 0,97 0,93 1,00

CICLOS QT CICLOS QT 0,710 1,04 0,82 1,33

T FINAL T FINAL 0,001 1,31 1,13 1,53 0,015 1,22 1,04 1,44

Para ER positivos, los ganglios residuales y ebf@ninicial tienen significacion para
un mayor riesgo de metastasis en el modelo mukiviar Resulta llamativo que en el

grupo de tumores menores de 2cm. ninguno de lopatientes con ER positivos
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desarrolla metastasis mientras que en los tumareseceptores negativos, 5 de las 11
pacientes progresan. Por lo tanto se destaca lartamgia pronostica de la ausencia de
expresion de ER sobre en el tamafio tumoral, dadorgpluso en los tumores de menos

de 2cm., el tener ER negativos le confiere un facdk® mal prondstico.

También es importante destacar la influencia dafdatacion ganglionar sobre todo en
el grupo de pacientes con ER>0, donde la afectagadiglionar supone un incremento
de riesgo de metastasis de 12 y 25 en funcidénysil@d -3 ganglios o mas de 3 ganglios
residuales. Este incremento de riesgo es menobleaa el grupo de ER=0 que pasa de
2 a 4 veces mas de riesgo. La explicacion serialebielo a que el grupo de ER>0 y sin
afectacién en ganglios residuales es un grupo delente prondstico (solo hay un
evento de las 40 pacientes de dicho grupo) y eleatones proporcionalmente mayor
conforme hay afectacion ganglionar que en el grdg@dR=0 donde en el grupo sin
afectacion ganglionar residual tiene un peor priicwg11l eventos de las 40 pacientes
de dicho subgrupo) y por tanto el incremento dedgo conforme hay mayor afectacion

ganglionar residual es proporcionalmente menor.

Tabla 5.7: Relacion de eventos en funcidn de la afectacamglipnar en los diferentes

grupos en funcién de expresion de ER

GANGLIOS Total Eventos GANGLIOS Total Eventos
0 ganglios 40 11 0 ganglios 40 1

1-3 ganglios 36 15 1-3 ganglios 39 11

+ 3 ganglios 42 26 + 3 ganglios 23 9

También se ha efectuado una grafica de supervaeastifuncion de la expresion de
receptores de estrogenos segun meétodo de Kaplar-Meicon su significacion

estadistica por método log-rank.
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Figura 5.2 Gréfica de supervivencia de los dos grupos emifunde la afectacion
ganglionar residual para ER=0
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Tabla 5.8 Detalle de las medias de supervivencia de lag3ysupos en ER=0

ER=0 Medias del tiempo de supervivencia

w
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Figura 5.3. Gréfica de supervivencia de los dos grupos emifunde la afectacion

ganglionar residual para ER>0
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Tabla 5.9 Detalle de las medias de supervivencia de lag8rsipos en ER>0

ER>0 Medias del tiempo de supervivencia

0 ganglios 181,368 168,717 194,02
1-3 ganglios 105,713 86,704 124,722
+ 3 ganglios 82,784 52,478 113,09

P-Valor <0,0001
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5.3 Perfiles de las muestras

Tabla 5.10: Caracteristicas bioldgicas mas habituales del tdéalla serie de 256
pacientes, expresion de ER y progesterona, HER@iecide proliferacion de Ki67

VARIABLES POSITIVO NEGATIVO TOTAL

R. ESTROGENOS 103 (46%) 122 (54%) 220 (100%)
R. PROGESTERONA 109 (50%) 113 (50%) 222 (100%)
HER 2 (+++ 0 FISH+) 40 (18%) 176 (82%) 216 (100%)

Kl 67<20 86 (47%) 97 (53%) 183 (100%)

Se observa que la expresion de dichas variabléa estconcordancia con las series de
pacientes en tratamiento neoadyuvante publicadtes léeratura, donde se observa una

mayor proporcion de pacientes con ER negativos.
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6. RESULTADOS DE LAS DIFERENTES VARIABLES: VALORAC ION
GLOBAL PARA VARIABLE METASTASIS (M)
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Se han analizado la expresién de los siguienteadrimadores por immunohistoquimica
(IHQ): ALDH, 53BP1, BCL2, Ciclina CITO, Ciclinaauclear CK 5/6, Cadherina
membrana Cadherinacitoplasmatica EGFR, FGRFZitoplasmatica FGFR2nuclear,
HER4 membrana HERA4 citoplasmatica HER4 nuclear, P27, ER, KI67, HER2, NHK
citoplasmatica NFKp nuclear, pAKT citoplasmética pAKT nuclear, HER3, RP, PTEN
citoplasmatica PTENnNuclear, Survivincitoplasmatica Survivinnuclear, y GATA3 del
tejido residual y se han correlacionado con la abdei pronostica definida como

aparicion de metastasis (M).

El valor definitivo de la expresion de IHQ se h&ed@inado en funcidén de las réplicas
obtenidas, en el caso de tener varias réplicaa sieterminado la media de la expresion
por histoscore. En caso de que la expresion deipeosea de membrana se ha utilizado
la expresion basada en 3 niveles (negativa, iniemg alta como 0, 1 y 2) y se ha
escogido la de mayor expresion (caso de la Citegjuer5/6, Cadherina daembrana
EGFR, HER4 denembranay HER?2).

6.1 Evaluacion del valor prondstico individual de ada uno de los marcadores:
UNIVARIABLE

Hemos ajustado un modelo de regresion logistica pealuar el valor prondstico (M:

si/no) a partir de los niveles de expresion poR Ienh la escala cuantitativa original

obtenida de cada uno de los marcadores de formaduodl.
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Tabla 6.1 Analisis univariable de los biomarcadores en esidn cuantitativa

BIOMARC.

RE
K167

BCL2
HER4 CIT
pAKT NUC
GATA3
EGFR

p65 CIT
CIC NUC
PTEN CIT
PTEN NUC
P27

ECAD MEM
pAKT CIT
p65 NUC
PR

HER2

cIC CIT
HER4 NUC
SURV NUC
FGFR2 CIT
ALDH
FGFR2 NUC
CK5/6
SURV CIT
BP1

ECAD CIT
pHER3
HER4 MEM

Odds Ratio

0,99
1,02
0,99
1,01
0,99
0,99
1,54
0,99
1,00
0,99
0,99
0,99
1,19
0,99
1,01
0,99
1,31
1,01
0,99
0,99
0,99
1,18
0,99
0,89
0,99
0,99
1,00
1,00
0,99

Intervalo confianza

95%

0,99 (0,98 - 0,99)
1,02 (1,01 - 1,03)
0,99 (0,98 - 0,99)
1,01 (0,99 - 1,01)
0,99 (0,98 - 1,00)
0,99 (0,99 - 1,01)
1,54 (0,77 - 3,07)
0,99 (0,99 - 1,00)
1,00 (0,99 - 1,00)
0,99 (0,99 - 1,00)
0,99 (0,99 - 1,00)
0,99 (0,99 - 1,00)
1,19 (0,84 - 1,75)
0,99 (0,98 - 1,00)
1,00 (0,99 - 1,01)
0,99 (0,99 - 1,00)
1,31 (0,63 - 2,64)
1,00 (0,99 - 1,01)
0,99 (0,97 - 1,00)
0,99 (0,99 - 1,00)
0,99 (0,99 - 1,00)
1,18 (0,63 - 2,22)
0,99 (0,99 - 1,00)
0,89 (0,51 - 1,54)
0,99 (0,99 - 1,00)
0,99 (0,99 - 1,00)
1,00 (0,99 - 1,00)
1,00 (0,99 - 1,00)
0,99 (0,65 - 1,48)

p-valor

0,0002
0,001
0,01
0,07
0,12
0,15
0,21
0,21
0,25
0,26
0,29
0,29
0,32
0,32
0,36
0,36
0,45
0,47
0,47
0,48
0,57
0,58
0,66
0,68
0,69
0,84
0,89
0,93
0,97

R?Nagelkerke

0,10
0,08
0,05
0,03
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
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Observamos la existencia de tres marcadores pabaraite asociados a un valor
pronostico de metastasis. Concretamente valoresdee de KI67 y bajos de ER y
BCL2 estarian asociados a mayores probabilidadesetiestasis.

Dado que en muchas de las variables de biomarcadorbay datos en la bibliografia
del valor prondstico de su expresion, se han adizos resultados obtenidos cuando
tomamos en consideracion las variables cualitaavaategorizar los niveles de IHQ de
cuatro formas diferentes: (1) considerando cuamdexpresion por IHQ es mayor a
cero, (2) a partir de la mediana (2 categoria®) ya(partir de los cuartiles (4 categorias)
y (4) a partir de un punto de corte 6ptimo parditeriminacion de la aparicion de

metastasis.

A continuacion se detallan los resultados obtenidegin estas 4 formas de

categorizacion de las variables:

Tabla 6.2: Andlisis univariable de los biomarcadores en fumcié su expresiéon>0
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. Intervalo confianza 5
BIOMARC. Odds Ratio e p-valor | R“Nagelkerke
0

RE =0 3,03 3,03 (1,69-8,58)  0,0002 0,08
PR =0 1,85 1,85 (1,06 - 3,33) 0,03 0,03
PTEN CIT =0 2,77 2,77 (1,02 - 8,33) 0,04 0,03
BCL2 =0 1,88 1,88 (0,84 - 4,16) 0,13 0,02
pHER3 >0 1,56 1,56 (0,83 - 2,93) 0,16 0,02
P27 =0 1,85 1,85 (4,76 - 0,71) 0,20 0,01
EGFR >0 1,54 1,54 (0,77 - 3,07) 0,21 0,01
PTEN NUC =0 1,51 1,55 (0,78 - 2,85) 0,22 0,01
HER4 NUC =0 1,66 1,66 (0,76 - 3,84) 0,22 0,01
PAKT NUC =0 1,47 1,47 (0,79 - 2,71) 0,23 0,01
CIC CIT =0 1,51 1,51 (0,76 - 3,03) 0,24 0,01
SURV CIT >0 2,07 2,07 (0,61 - 9,41) 0,28 0,01
GATA3 =0 1,42 1,42 (0,74 - 2,85) 0,30 0,01
CIC NUC =0 1,35 1,35 (0,71 - 2,56) 0,36 0,01
HER2 >0 1,31 1,31 (0,63 - 2,64) 0,45 0,00
ECAD CIT >0 1,51 1,51 (0,42 - 7,10) 0,55 0,00
PAKT CIT =0 1,19 1,19 (0,62 - 2,32) 0,58 0,00
ALDH >0 1,18 1,18 (0,63 - 2,22) 0,59 0,00
SURV NUC =0 1,88 1,88 (0,07 - 50) 0,66 0,00
BP1 >0 1,66 1,66 (0,20 - 34,26) 0,67 0,00
HER4 MEM >0 1,13 1,13 (0,61 - 2,11) 0,69 0,00
CK 5/6 =0 1,12 1,12 (0,64 - 1,96) 0,69 0,00
ECAD MEM >0 1,31 1,31 (0,35 - 6,26) 0,70 0,00
FGFR2 NUC =0 1,12 1,12 (0,54 - 2,38) 0,77 0,00
FGFR2 CIT =0 1,08 1,08 (0,49 - 2,32) 0,84 0,00
p65 CIT >0 1,16 1,16 (0,22 - 8,53) 0,87 0,00
KI67 >0 1,09 1,09 (0,20 - 8,07) 0,92 0,00
p65 NUC >0 1,01 1,01 (0,55 - 1,88) 0,95 0,00
HER4 CIT >0 NA NA 0,99 0,01

Los valores de expresion a nivel de O frente arsupa O han salido asociados a

mayores probabilidades de metéastasis para ER, PREN citoplasmatico Siendo el
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valor de ER el que presenta una asociacién estadignte mas significativa. Se han
analizado estas 3 variables en tablas de contirg2r2 para calcular los porcentajes de

aparicion de metastasis y calcular el riesgo redatel mismo.

Tabla 6.3 Tabla de contingencia de PTEN, ER y RP

PTENCIT :0 10(59%) 7 (41%) 0,36 (0,12 - 0,98)
>0 57 (34%) 111 (66%)

ER 0 34(50%) 35 (50%) 0,002 0,33 (0,18 - 0,59)
>0 43 (28%) 112 (72%)

RP 0 47 (42%) 65 (58%) 0,03 0,54 (0,30 - 0,94)

>0 28(26%) 80 (74%)
La expresion de PTEN=0 se asocia de forma sigtifc@ ER negativos, por lo que el
valor prondstico de dicha variable podria ser ieadb por esta asociacion.

Tabla 6.4 Asociacion entre PTENy ER

13(12%) 93 (88%) 106(100%)
ER >0 3 (4%) 75(96%) 78(100%)
TOTAL 16(9%) 168(91%) 184 (100%)

P:0,038

Destacando que Unicamente 3 de los 16 casos PTHMNOCHenen expresion de
receptores de estrégenos. Aunque en la mayoriaa deerie hay una expresion de
PTEN>0

Tabla 6.5 Analisis univariable segun nivel de expresion arayla media

BIOMARC. Odds. Ratio | Intervalo confianza R*Nagelkerke
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I I N I B

RE=0 3,03 3,03(1,69-555)  0,0002 0,08
KI67>15 2,65 2,65(1,42-504)  0,0024 0,07
PR<9 2,12 2,12(1,21-3,84) 0,009 0,04
BCL2<130 2,12 2,12 (1,16-3,99) 0,015 0,04
pAKT CIT<50 2,04 2,04 (1,01 - 4,54) 0,06 0,03
PTEN NUC<60 1,75 1,75 (0,96 - 3,33) 0,07 0,02
GATA3<87,5 1,78 1,78 (0,94 - 3,44) 0,08 0,03
pAKT NUC<17,5 1,58 1,58 (0,86 - 3,03) 0,13 0,02
pHER3>5 1,54 1,54 (0,83 - 2,88) 0,17 0,01
CIC NUC>80 1,50 1,55 (0,82 - 2,74) 0,18 0,01
P27<90 1,47 1,47 (0,81 - 2,77) 0,20 0,01
EGFR>0 1,55 1,54 (0,77 - 3,07) 0,21 0,01
HER4 NUC<0 1,66 1,66 (0,76 - 3,84) 0,22 0,01
SURV CIT<60 1,26 1,26 (0,68 - 2,38) 0,45 0,00
HER2>0 1,31 1,31 (0,63 - 2,64) 0,45 0,00
FGFR2 CIT<90 1,25 1,25 (0,68 - 2,32) 0,47 0,00
BP1>105 1,34 1,33 (0,59 - 3,00) 0,48 0,01
p65 NUC>10 1,22 1,22 (0,66 - 2,23) 0,52 0,00
PTEN CIT<100 1,21 1,21 (0,66 — 2,27) 0,53 0,00
HER4 CIT>117,5 1,22 1,21 (0,65 - 2,26) 0,53 0,00
ALDH=0 1,19 1,18 (0,63 - 2,22) 0,59 0,00
SURV NUC<100 1,92 1,92 (0,64 - 2,22) 0,60 0,00
CIC CIT<20 1,13 1,13 (0,62 - 2,08) 0,67 0,00
HER4 MEM>0 1,14 1,13 (0,61 - 2,11) 0,69 0,00
CK=0 1,12 1,12 (0,64 - 1,96) 0,69 0,00
ECAD CIT<140 1,09 1,09 (0,61 - 2,04) 0,75 0,00
FGFR2 NUC=0 1,11 1,11 (0,54 - 2,38) 0,77 0,00
p65 CIT>130 1,01 1,01 (0,55 - 1,85) 0,96 0,00
ECAD MEM>3 NA NA NA NA

Al salir significativos los valores de expresion BEL2, RE, RP y KI67 no se han
efectuado analisis posteriores dado que para ER; RIB7 son parametros conocidos

con un punto de corte muy bien establecido y l@iasn de BCL2 con metastasis ya
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nos salié de forma cuantitativa lo que demuesteal@y una relacién directa de niveles
de expresion con aparicion de metastasis, en asteal estudio de un punto de corte
nos dara un mejor detalle y seguramente no diferirého de este valor.

Tabla 6.6 Analisis univariable segun nivel de expresiortqrercentiles

BIOMARC. INTERVALOS R?Nagelkerke
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ER
KI67

PR

PAKT CIT
BCL2

CIC NUC
HER4 NUC
EGFR
PTEN NUC
GATA3
ECAD MEM
ECAD CIT
HER4 CIT
ciC CIT
pHER3

p65 CIT

P27

HER2

p65 NUC
pAKT NUC
BP1

ALDH
HER4 MEM
SURV CIT
SURV NUC
CK 5/6
FGFR2 NUC
FGFR2 CIT
PTEN CIT

0;[ 6,160);[160,295]

[0, 6);[ 6,16);[16,36);[36,95]

0;[ 5, 10);[ 10,120);[120,300]

0;[10, 60);[60, 80);[80,200]

[ 0, 70);[ 70,135);[135,195);[195,300]
[ 0, 35);[ 35, 85);[ 85,125);[125,280]
0;[5,140]

0;1

0;[ 2, 65);[ 65,125);[125,240]

0;[ 5, 90);[ 90,140);[140,300]

[0, 3);3

[ 0,110);[110,145);[145,160);[160,250]
[ 0,105);[105,120);[120,155);[155,270]
0;[ 5, 30);[30, 55);[55,170]

0;[ 2, 10);[10, 50);[50,240]

[ 0,105);[105,135);[135,180);[180,300]
[ 0, 35);[ 35,100);[100,160);[160,270]
0;1

0;[ 2, 14);[14, 35);[35,140]

0;[ 5, 20);[20, 90);[90,160]

[ 0, 90);[ 90,110);[110,145);[145,250]
0;1

0;1;[2,3]

[ 0, 60); 60;[ 70,105);[105,240]

[ 0, 69);[ 69,105);[105,130);[130,220]
0;1

0;[3,300]

[ 0,19);[ 19, 95);[ 95,175);[175,300]

[ 0, 60);[ 60,110);[110,160);[160,240]

0,0001
0,013
0,02
0,04
0,05
0,16
0,21
0,21
0,22
0,25
0,26
0,27
0,28
0,30
0,41
0,42
0,45
0,46
0,49
0,51
0,57
0,59
0,62
0,62
0,67
0,69
0,77
0,83
0,90

0,10
0,08
0,06
0,06
0,05
0,04
0,01
0,01
0,03
0,03
0,01
0,03
0,03
0,03
0,02
0,02
0,02
0,00
0,02
0,02
0,03
0,00
0,01
0,01
0,01
0,00
0,00
0,01
0,00

También se asocian las variables ER, PR y KI67 comare con el andlisis por la

media de expresion. La expresion de pA&ibplasmaticatambién sale asociada pero
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con un nivel de significacion muy discreto por leeqno se ha considerado interesante

hacer un analisis especifico de la misma.

Dado que en muchas variables no se tienen datiaskaliografia del significado de su
expresion ni del valor de la misma que se puedaiderar como significativo ,sobre
todo porque muchas veces se ha estudiado por ri#eremétodos (Histoscore,
porcentaje de células con expresion, etc.), edastle un punto de corte que nos pueda
separar la aparicion de metastasis con significaegiadistica va a resultar el método

mas interesante, sobre todo para después podalacdés curvas de supervivencia.

Tabla 6.7: Analisis univariable segun nivel de expresion manto de corte 6ptimo
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. Intervalo confianza 5
BIOMARC. Odd. Ratio e p-valor R“Nagelkerke
0

KI67>=19,5
BCL2<=77,5
HER4 CIT>=75
p65 CIT<=85
PTEN NUC<=27
PTEN CIT<=15
CIC NUC>=102,5
p65 NUC>=47,5
pAKT CIT<=55
GATA3<=92,5
CIC CIT>=95
BP1>=102,5
P27>=217,5
pHER3>=3,5
SURYV CIT>=15
FGFR2 NUC<=13,5
FGFR2 CIT<=295
ALDH

CK 5/6

ECAD MEM
ECAD CIT

EGFR

HER4 MEM
HER4 NUC

RE

HER2

PAKT NUC

PR

SURV NUC

2,95
2,55
7,02
2,55
2,17
2,94
2,08
2,29
2,04
1,81
2,53
1,96
2,57
1,62
2,49
1,75
3,57
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

2,95 (1,58 - 5,63)
2,55 (1,31 - 4,76)
7,02 (1,97 - 44,82)
2,55 (1,23 - 5,26)
2,17 (1,16 - 4)
2,94 (1,19 - 7,24)
2,08 (1,11 - 3,91)
2,28 (0,98 - 5,37)
2,04 (0,99 - 4,54)
1,81 (0,97 - 3,57)
2,53 (0,84 - 8,01)
1,96 (0,87 - 4,51)
2,56 (0,78 - 9,00)
1,61 (0,86 - 3,04)
2,49 (0,76 - 11,18)
1,75 (0,76 - 4,54)
3,57 (0,59 - 100)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)
NA(NA - NA)

0,0007
0,005
0,009
0,011
0,015
0,021
0,021

0,05
0,06
0,07
0,10
0,11
0,12
0,13
0,17
0,21
0,24
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

0,09
0,05
0,08
0,05
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03
0,02
0,03
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Se ha encontrado asociacion estadisticamenteisgjivi con la variable aparicion de

M en la expresion de BCL2, Ciclinauclear HER4 citoplasmatico KI67, P65
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citoplasmatico PTEN citoplasmaticoy PTENnuclearcon los distintos puntos de corte
que se detallan en la tabla.

También se han analizado estas variables a partaud diferentes puntos de corte en
tablas de contingencia 2 x 2 para calcular losgurigjes de aparicion de metastasis (test
deXi-cuadradq y para calcular el riesgo relativo.

Tabla 6.8: Variables con significacion y su asociacion cotasasis

BCL2 28 (50%) 27 (50%) ) 405 2,55 (1,31 - 4,76)
40 (30%) 96 (70%)
cicnue |2202 BERRCe i es Sk 2,08 (1,11 - 3,91)
38 (31%) 87 (69%) ’ ’ ’ ’
HER4 CIT 60 (40%) 94 (61%) 0,009 7,02 (1,97 - 44,82)
2 (8%) 22 (91%)
KI67 41 (49%) 44 (51%) ) 507 29 (1,5- 5,6)
23 (24%) 73 (76%) ’ ’ ’ ’
22 (53%) 19 (47%)
P65 CIT 0,011 2,55 (1,23 - 5,26)
. 45 (32%) 97 (68%)
13 (60%) 9 (40%)
PTEN CIT 0,021 2,94 (1,19 - 7,24)
54 (33%) 109 (67%)
PTEN 35 (46%) 40 (53%)
NUC 32 @ow) 78 (7o) OO 2ol ({6104
L 32.(30%) 78 (70%)

Encontrdndose como la mas discriminativa la exprede HER4 citoplasmatica, con un
riesgo relativo de 7, ya que solo un 8% de las tigleen expresion baja (<75)
presentarian metastasis.

6.2. Evaluacion del valor prondstico individual decada uno de los marcadores:
MULTIVARIABLE
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También se ha analizado un modelo multivariableedgesion logistica con todas las
variables y los datos clinicos, con las 2 difererit@mas de expresion, cuantitativa y el
mejor punto de corte. Se expresan las variables lgare mostrado significacion
estadistica.

Tabla 6.9 Analisis multivariable con valores globales

VARIABLES | p-valor | OR | |.C. 95% para OR

Inferior Superior
T INI 0,003 5,964 1,844 19,284
RE 0,006 0,974 0,956 0,993
HER4 CIT 0,007 1,063 1,017 1,11
PTEN NUC 0,016 1,052 1,009 1,096
GANGLIOS: 0 0,014 1
GANGLIOS: 1-3 0,007 533,674 5,658 50339,384
GANGLIOS >3 0,004 948,16 9,253 97161,712
PTEN CIT 0,057 0,961 0,923 1,001
p65 CIT 0,074 0,981 0,96 1,002

Tabla 6.1Q Analisis multivariable con valores en punto de&o

Inferior Superior
K167>20 0,003 18,089 2,69 121,631
T.INI<2 0,008 1
T. INI: 2-5 0,477 0,457 0,053 3,952
T. INI >5 0,052 11,393 0,983 132,083
p65 CIT <85 0,02 7,98 1,30 45
GANGLIOS: 0 0,031 1
GANGLIOS: 1-3 0,031 14,381 1,267 163,228
GANGLIOS> 3 0,009 28,038 2,329 337,612
PTEN NUC>27 0,04 9,461 1,103 81,176

Las variables clinicas tamafio inicial y gangliosideales siguen manteniéndose en el
modelo con significacién estadistica, y siendo egfaente llamativa la expresion de
p65 citoplasmatico y PTEN nuclear que mantiensiguificacion estadistica a pesar de
tener en cuenta las variables clinicas estudiadas modelo.

7. RESULTADOS DE LAS DIFERENTES VARIABLES: VALORACI ON
GLOBAL PARA VARIABLE SLED.
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7.1. Evaluacion del valor prondstico individual decada uno de los marcadores:
UNIVARIABLE

Se ha utilizado un modelo de Cox para calcularanpronostico en funcién de cada
variable de forma individual y con los diferentem{os de corte.

Tabla 7.1 Analisis univariable de los biomarcadores en esion cuantitativa

BIOMARC. Hazard Ratio INTERVALO CONFIANZA

KI67 1,01 1,01 (1,00 - 1,02) 0,0001
RE 0,99 0,99 (0,99 - 0,99) 0,004
HER4 CIT 1,01 1,00 (1,00 - 1,01) 0,03
BCL2 0,99 0,99 (0,99 - 0,99) 0,04
EGFR 1,61 1,61 (0,94 - 2,76) 0,08
PR 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,14
GATA3 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,15
P27 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,25
CIC NUC 0,74 0,74 (0,44 - 1,23) 0,25
p65 NUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,27
ECAD MEM 1,18 1,18 (0,87 - 1,61) 0,28
pAKT NUC 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,38
SURV CIT 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,41
p65 CIT 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,42
HER2 1,23 1,23 (0,70 - 2,14) 0,46
PTEN CIT 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,48
BP1 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,49
ALDH 1,19 1,19 (0,72 - 1,96) 0,50
CK 5/6 1,16 1,16 (0,73 - 1,84) 0,51
PTEN NUC 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,54
pHER3 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,58
SURV NUC 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,59
FGFR2 CIT 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,62
cicCIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,63
PAKT CIT 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,71
HER4 MEM 0,95 0,94 (0,68 - 1,30) 0,74
ECAD CIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,80
HER4 NUC 1,00 0,99 (0,98 - 1,01) 0,82
FGFR2 NUC 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,82
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Observamos la existencia de cuatro marcadores @akerente asociados a un valor
pronostico de SLED. Concretamente valores elevado&I67 y HER4 CIT estarian
asociados a un menor tiempo libre de progresidéentrdas que valores elevados de
expresion de RE y BCL2 serian indicadores de uromi#mpo libre de progresion.
Presentamos los resultados obtenidos cuando tosnamaonsideracion las variables
cualitativas fruto de categorizar los niveles demimoexpresion de tres formas
diferentes: (1) considerando cuando la immunoexjmess mayor a cero, (2) a partir de

la mediana (2 categorias) y (3) a partir de lardeteacion de urthresholdéptimo.

Tabla 7.2. : Analisis univariable de los biomarcadores por ndekexpresiéon>0

BIOMARC. Intervalo confianza 95%

PR =0 2 (1,26 - 3,22) 0,003
RE =0 2,04 2,04 (1,23 - 3,45) 0,005
EGFR >0 1,62 1,62 (0,94 - 2,76) 0,08
PTEN CIT =0 1,64 1,64 (0,82 - 3,45) 0,16
GATA3 =0 1,45 1,45 (0,86 - 2,44) 0,17
BCL2 =0 1,43 1,43 (0,8 - 2,63) 0,23
CIC NUC =0 1,35 1,35 (0,81 - 2,27) 0,25
pAKT NUC =0 1,25 1,25 (0,77 - 2,08) 0,36
P27 =0 1,39 1,39 (0,68 - 2,86) 0,37
SURV CIT >0 1,66 1,66 (0,51 - 5,28) 0,39
pHER3 >0 1,23 1,23 (0,73 - 2,05) 0,42
HER2 >0 1,23 1,23 (0,70 - 2,14) 0,46
ALDH >0 1,19 1,19 (0,72 - 1,96) 0,50
HER4 NUC =0 1,26 1,26 (0,64 - 2,5) 0,51
CK 5/6 >0 1,16 1,16 (0,73 - 1,84) 0,51
PTEN NUC =0 1,17 1,17 (0,71 -1,96) 0,53
ECAD CIT >0 1,37 1,37 (0,43 - 4,36) 0,59
SURV NUC =0 1,56 1,56 (0,21 - 12,5) 0,65
CIC CIT =0 1,09 1,09 (0,65 - 1,88) 0,72
ECAD MEM >0 1,23 1,23 (0,38 - 3,91) 0,73
p65 NUC >0 1,09 1,09 (0,66 - 1,77) 0,73
HER4 MEM >0 1,07 1,07 (0,64 - 1,76) 0,81
BP1 >0 1,15 1,15 (0,15- 8,45) 0,89
p65 CIT >0 1,10 1,10 (0,26 - 4,48) 0,90
KI67 >0 1,09 1,09 (0,26 - 4,45) 0,91
FGFR2 NUC =0 1,03 1,03 (0,57 - 1,88) 0,91
FGFR2 CIT >0 1,01 1,01 (0,54 - 1,88) 0,98
PAKT CIT >0 1,00 1,00 (0,59 - 1,68) 0,99
HER4 CIT >0 9250855,72 9250855,7189(0.) 1,00
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Solo salen significativos los valores de ER y degpsterona que coincide con lo ya
conocido con estos marcadores, que valores daéntien significado prondstico por lo
gue a partir de ahora se consideran estos valores.

Tabla 7.3: Andlisis univariable segun el nivel de expresiéryona la media.

BIOMARC. Intervalo confianza 95%
PR<9

2,27 2,27 (1,38 - 3,69) 0,0009
KI67>15 2,25 2,25 (1,34 - 3,77) 0,001
RE<0 2,04 2,04 (1,23 - 3,45) 0,005
BCL2<130 1,66 1,66 (1,01 - 2,77) 0,04
GATA3<87,5 1,61 1,61 (0,97 - 2,75) 0,07
EGFR>0 1,62 1,61 (0,94 - 2,76) 0,08
BP1>105 1,70 1,7 (0,87 - 3,28) 0,12
PTEN NUC<60 1,45 1,45 (0,88 - 2,38) 0,14
P27<90 1,43 1,43 (0,87 - 2,32) 0,16
PAKT CIT<50 1,56 1,56 (0,82 - 2,94) 0,17
CIC NUC>80 1,35 1,35 (0,83 - 2,17) 0,22
pAKT NUC<17,5 1,31 1,31 (0,8 - 2,17) 0,28
SURV CIT<60 1,31 1,31 (0,8 — 2,17) 0,28
p65 NUC>10 1,24 1,24 (0,76 - 2,02) 0,38
PHER3>5 1,24 1,24 (0,75 - 2,05) 0,40
HER2>0 1,23 1,23 (0,70 - 2,14) 0,46
ALDH>0 1,19 1,19 (0,72 - 1,96) 0,50
HER4 NUC<0 1,26 1,26 (0,64 - 2,55) 0,51
CK 5/6>0 1,16 1,16 (0,73 - 1,84) 0,51
HER4 CIT>117,5 1,18 1,18 (0,71 - 1,94) 0,52
SURV NUC<100 1,16 1,16 (0,71 - 1,92) 0,54
FGFR2 CIT<90 1,12 1,12 (0,69 - 1,82) 0,65
PTEN CIT<100 1,11 1,11 (0,68 - 1,82) 0,68
p65 CIT>130 1,08 1,08 (0,66 - 1,75) 0,74
CIC CIT<20 1,07 1,07 (0,66 - 1,75) 0,76
HER4 MEM>0 1,07 1,07 (0,64 - 1,76) 0,81
ECAD CIT<140 1,03 1,03 (0,64 - 1,69) 0,89
FGFR2 NUC<0 1,03 1,03 (0,57 - 1,89) 0,91
ECAD MEM>3 NA NA NA

También salen significativos los valores de ER ypu®esterona ademas de el valor de
K167 y BCL2, como se efectlo antes se valorararssgél punto de corte coincide con

estos valores.
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Tabla 7.4: Andlisis univariable segun el nivel de expresioragaunto de corte optimo

BIOMARC. Intervalo confianza 95%

KI67>=19,5 2,45 2,45 (1,47 - 4,11) 0,0006
PR<=9,5 2,27 2,27 (1,39 - 3,70) 0,0009
RE<=55 2,44 2,44 (1,37 - 4,16) 0,002
BP1>=102,5 2,34 2,34 (1,18 - 4,65) 0,014
HER4 CIT>=75 5,51 5,51 (1,34 - 22,59) 0,017
PTEN NUC>=195 2,35 2,35 (1,15 - 4,80) 0,018
BCL2<=77,5 1,82 1,82 (1,09 - 2,94) 0,018
CIC NUC>=102,5 1,77 1,77 (1,09 - 2,87) 0,02
p65 CIT<=85 1,85 1,85 (1,09 - 3,12) 0,02
p65 NUC>=47,5 1,92 1,92 (1,06 - 3,48) 0,03
GATA3<=92,5 1,64 1,64 (0,99 - 2,77) 0,06
PTEN CIT<=15 1,85 1,85 (0,99 - 3,45) 0,06
EGFR>=0,5 1,62 1,62 (0,94 - 2,76) 0,08
P27<=725 1,54 1,54 (0,95 - 2,55) 0,08
PAKT NUC<=45 1,61 1,61 (0,93 - 2,77) 0,09
SURV CIT<=37,5 1,61 1,61 (0,91 - 2,94) 0,11
ECAD CIT>=82,5 1,83 1,83 (0,83 - 4,01) 0,13
SURV NUC<=165 4,16 4,16 (0,58 - 33,3) 0,15
PAKT CIT<=55 1,56 1,56 (0,83 - 2,94) 0,17
pHER3<=172,5 3,84 3,84 (0,53 - 33,3) 0,18
CIC CIT>=95 1,54 1,54 (0,73 - 3,22) 0,25
CK 5/6 NA NA NA
ECAD MEM NA NA NA
FGFR2 CIT NA NA NA
FGFR2 NUC NA NA NA
HER4 MEM NA NA NA
HER4 NUC NA NA NA
HER2 NA NA NA

Los biomarcadores encontrados con significaciéadéstica con SLED son ER, BCL2,
HERA4 citoplasmaticoy KI67 estudiando su expresion de forma cuantdati BP1,
BCL2, Ciclina nuclear, HER4 citoplasmatico P65 citoplasmatica P65 nuclear y
PTEN nuclear cuando se analizan por su punto de éptimo tal como se indica en la
tabla. La expresiéon con valores de HR superiorqaigéren decir que a mas expresion
peor prondstico como sucede con 53BP1, Cicitinelear, HER4 citoplasmatico KI67,

P65nucleary PTENnucleary para valores de HR menor de 1 seria al revés.
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7.2. Evaluacion SLED individual de los marcadoresan valor significativo en su
punto de corte optimo segun método d&aplan-Meier y estudio de sus curvas de
supervivencia.

Figura 7.1: Estudio de la curva de supervivencia segun la sijmede receptores de
estrogenos para punto de corte igual a cero
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Tabla 7.5 Medias de supervivencia segun el métod&aelan-Meierpara la expresion

de receptores de estrégenos.

RE: >0 100-129 65%
0,01

150 61 117 104-130 149 67%

La curva de supervivencia segun la expresiéon depteres es similar a lo que esta

publicado, aunque las medias de supervivencia sgnparecidas, las pacientes con ER
negativos presentan una caida de la supervivengsargpida en los primeros afos y
luego se estabiliza, mientras que en las que tidflRnpositivos la caida en la

supervivencia aparece de forma mas progresivavwasaanteniendo a lo largo de los

afos.
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Figura 7.2: Estudio de curva de supervivencia segun expres@mredeptores de

progesterona para punto de corte igual a cero.
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Tabla 7.6 Medias de supervivencia segun el métod&aglan-Meierpara expresion de

receptores de progesterona

95-127 60%
0,001 0

107 27 124  112-135 NA 75%

La curva de supervivencia es muy parecida a laianfgero la aparicion de progresiéon

precoz en las pacientes con receptores de progeateegativos es mas evidente, y
después la curva se estabiliza, mientras que tasntas con receptores de progesterona
positivos van presentando progresivamente una calda la supervivencia.

Recientemente se han publicado series donde sevaleste fendmeno, por lo que se
tendrd que dar mas importancia a la menor exprasdos receptores de progesterona
como factor de mal prondstico, sobre todo en l@siypencid®,
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Figura 7.3. Estudio de curva de supervivencia segun expresd®Bdpl para punto de

corte superior a 102
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Tabla 7.7: Medias de supervivencia segun el métod&agelan-Meierpara expresion
de 53BP1

538P1<102 106-141 76%
0,012

538P1>102 54 23 96 68-123 87 57%

La expresion de 53BP1>102 se asocia a peor supenid, aunque no hay datos en la

literatura de la expresion de 53BP1 después demianto neoadyuvante, si que se ha
asociado la menor expresion de 53BP1 con fenotifmde tnegativo y con peor
supervivencia pero eran series que no recibianuningpo de tratamiento con

quimioterapia’.
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Figura 7.4: Estudio de curva de supervivencia segun expresdBQL2 para punto de
corte superiora 77
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Tabla 7.8 Medias de supervivencia segun el métod&agelan-Meierpara la expresion
de BCL2

BCL2<77 80-120 53%
0,017

BCL2>77 136 40 130 115-144 NA 76%

La expresion de BCL2>77 se asocia a mejor supearvige en otras series publicadas

también se observa este efé€on una reduccién de la mortalidad a 10 afios &k 3
en las pacientes con expresion de BCL2. Aunquesece el efecto antiapoptético de
BCL2 sobre todo en linfomas con una mejor supendia de la célula, en el caso de
cancer de mama no se conoce su efecto y se hasuisisociacién con marcadores de
diferenciaciéh’. En nuestra serie también hay una asociacién emtees altos de
expresion de BCL-2 y receptores de estrégenosiyasitde tal manera que el 93% de
muestras con expresion de BCL2<77 tienen receptierestrogenos negativos.
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Figura 7.5: Estudio de la curva de supervivencia segun la siqgmede Ciclinenuclear
para punto de corte superior a 102
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Tabla 7.9: Medias de supervivencia segun el métod&aglan-Meierpara la expresiéon
de Ciclinanuclear

121-149 74%
NUC<102 0,019

o 63 30 92 75-108 88 60%

NUC>102

La Ciclina D1 tiene un papel muy importante endgulacion del ciclo celular a través
de la activacion de CDK4 induciendo una activaaéhciclo celular. Se ha visto que
juega un papel muy importante a traves de la acdénlos estrégenos y se ha
correlacionado con la expresién de’ERrambién se ha encontrando que su expresion
se asocia a peor prondstico sobre todo en el gdeppacientes con ER positivds
considerandose la Ciclina D1 como la diana de $t®genos. En nuestra serie no hay
asociacion entre la expresion de ER y niveles adin@i pero si que en el grupo de
expresion de ER la supervivencia es peor en loegpeesan niveles altos de Ciclina.
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Figura 7.6: Estudio de curva de supervivencia segun expresdmed4 citoplasmatico
para punto de corte superior a 75

Funciones de supervivencia

HERACIT>75

1,0
T‘Lk_‘ 1,00
—_|"\ s —11,00

—— 00-censurado

‘Jﬁ% ~+- 1,00-censurado

0,84

0,6 4-0—‘H'-‘MI;!‘_*

0,47

Supervivencia acum

0,2+

T T T T
00 50,00 100,00 150,00 200,00
SLP

Tabla 7.10:Medias de supervivencia segun el métod&adpelan-Meierpara la
expresion de HERditoplasmatico

Cl_II'II%I<q745 132-164 91%
0,007

HER4
- 0
CIT>75 153 59 118 104-131 149 66%

La proteina HER4 forma parte de la familia de remes de membrana HER2 y su

expresion no se asocia a la expresion HER2. Egtdago por la unidn con su factor de
crecimiento Eregulina y se han estudiado mecanistieobloqueo del mismo como
diana terapeutiéd En nuestra serie encontramos un subgrupo de pesieoh muy

baja expresion de HER4 que tienen una excelentrgupncia libre de progresion.
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Figura 7.7: Estudio de curva de supervivencia segun expresokl@7 para punto de

corte superior a 20
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Tabla 7.11: Medias de supervivencia segun el métod&aelan-Meierpara la

expresion de KI67

KI67<20 123-156 76%
0,000

KI67>20 84 40 89 74-105 62 50

La expresion de KlI67 se correlaciona con indicepdsiferacion y es uno de los

parametros mas utilizados en la préactica clinica miferenciar los tumores de alto
grado y bajo grado. Lo Unico que esta discutidelgsunto de corte establecido, para
muchos autores esta en un 12% y para otros esh3890, en nuestro modelo el valor
de corte ha estado en el 20%, diferenciando bastaah la supervivencia de ambos

grupos.
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Figura 7.8: Estudio de curva de supervivencia segin exprestop6d citoplasmatica

para punto de corte superior a 85
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Tabla 7.12:Medias de supervivencia segun el métod&adpelan-Meierpara la

expresion de P6&toplasmética

P65 CIT<85 69-110 0.021 57%
P65 CIT>85 | 1% 45 130 116-144 NA 70%

La expresion de P6&toplasmaticase asocia a mejor supervivencia. P65 forma parte d
la proteina NFKB que se ha asociado a proliferacgire todo su inclusién en el
ndacleo. No hay estudios que correlacione la EBB&plasméticacon prondstico en

cancer de mama.
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Figura 7.9: Estudio de curva de supervivencia segin expresgORG&b nuclear para

punto de corte superior a 47
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Tabla 7.13: Medias de supervivencia segun el métod&aelan-Meierpara la
expresion de P6buclear

P65 NUC<47f 5505 114-141 0,027 70%

P65 NUC>47f 14 85 56-115 66 54%

La expresion de P6Buclear se asocia a peor supervivencia. P65 forma parti de
proteina NFKB que se ha asociado a proliferacidbrestodo su inclusion en el nucleo,
por lo que puede resultar l6gico que su expresidear se asocie a peor pronéstico.
No hay estudios que correlacionen la R65learcomo factor prondstico en cancer de
mama aunque si que hay algun estudio que lo asoui@l fenotipo triple negativo en

nuestra serie no se asocia a este ferdtipo
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Figura 7.10: Estudio de curva de supervivencia segun expregddTENNuclearpara

punto de corte superior a 195
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Tabla 7.14: Medias de supervivencia segun el métod&aelan-Meierpara la
expresion de PTENuclear

NLPJZE':% 167 114 — 139 70%
PTEN 0.015
- 0,
oo 17 9 53 37-70 67 52%

La expresion de PTENuclear se asocia a peor supervivencia sobre todo el spbgr

con expresion superior a 195. PTEN forma partedeiplejo de sefializacion de la via
PI3K gue se encarga sobre todo de la supervivestigar, siendo PTEN un inhibidor

de esta via sobre todo la forma citoplasmatica. péedida de PTEN se asocia a
activacion de la via PI3K y resistencia a farmae@s dirigidos como el tratamiento

hormonal y comrastuzumappero se desconoce su papel como factor prongstico
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7.3 Evaluacion del valor pronéstico para SLED de @@ uno de los marcadores
MULTIVARIABLE

También se ha analizado un modelo multivariabl€de con todas las variables y los
datos clinicos, con las 2 diferentes formas deesi@n, cuantitativa y el mejor punto de
corte. Se expresan las variables que han mostigwificacion estadistica.

Tabla 7.15:Modelo multivariable de Cox: valores globales

T. INI 0,001 1,596 1,284 1,984
CICLOS QT 0,005 1,705 1,179 2,465
GANGLIOS: 0 0,001

GANGLIOS 1-3 0,037 4,125 1,088 15,639
GANGLIOS>3 0,001 17,03 3,691 78,583
p65 CIT 0,032 0,993 0,987 0,999

Tabla 7.16:Modelo multivariable de Cox: valores en punto dege

VARIABLE 95,0% IC para HR

TINI 0,001 1,62 1,291 2,033
ER: 0 0,004 0,278 0,115 0,671
p65 CIT<85 0,012 0,32 0,131 0,78
HER4 CIT<75 0,015 7,396 1,478 37,021
GANGLIOS 0,003 1,248 1,079 1,443
CICLOS QT 0,032 1,432 1,031 1,99

Siendo especialmente significativo la expresiorH#gR4 citoplasmaticoy sobre todo
P65citoplasmaticaque se asocia en todos los modelos. El tamafialigita afectacion
ganglionar siguen teniendo un impacto importantdaesupervivencia, sobre todo la

presencia de mas de 3 ganglios con una HR de 17.
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8. DESARROLLO DE BUSQUEDA DE UN MODELO PREDICTIVO D E MAL
PRONOSTICO.
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Se ha efectuado un modelo de regresion logistidéivamiante agrupando todas las
variables significativas y todas las posibles mterones 2 a 2. Se ha aplicado un

algoritmoStepwiseencontrandose las siguientes variables con siguidi prondstico:

- RE=0

- P65CIT <85

- HERA4 CIT >=75

- PTEN CIT=0

- BCL2<77.5

- KI67 >=19.5
En este modelo tipStepwisese han correlacionado la aparicion de estas donéis
con el desarrollo de metéastasis, de tal manerassgu® encontrado un incremento del
riesgo de aparicion de metastasis en funcion daplricion de las condiciones

anteriores:

Tabla 8.1: Proporcidén de aparicion de metastasis en funcidlasleondiciones de los

biomarcadores analizados

Met: Si (nGm./%) Met : No (nim./%)

7 (12%) 50 (88%)
8 (16%) 41 (84%)
20 (33%) 41 (67%)
21 (38%) 34 (62%)
17 (68%) 8 (32%)
6 (100%) 0 (0%)

1 (100%) 0 (0%)

En la tabla siguiente se muestra los OR y HR egidndel niumero de condiciones
satisfechas, observandose como se definen clarantesd grupos de riesgo: leve,
moderado y elevado, correspondientes a tener 0200dl3 o mas de 3 condiciones
respectivamente.. También se aportan las estimegide la supervivencia libre de

progresion a 5 afos segun los tres grupos de raefgodos.
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Tabla 8.2: Modelos de regresion logistica y de Cox segundasliciones encontradas

- Occurrence of metastases Progression-free survival time

Loglstlc regression model (60)'¢ Proportlonal Hazards Kaplan Meier
Regressmn Model estlmates

De tal manera que cuando solo se manifiestan @andiciones, se establece un grupo

de relativo buen pronostico, incluso mejor que éaies global, si son entre 2 0 3
condiciones el riesgo de metastasis aumenta y sotloecuando se establecen mas de 3
condiciones el riesgo de metastasis se incremehteedes. Este efecto también se

traslada a las curvas de supervivencia.
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El grafico siguiente aporta una visualizacion de darvas de supervivencia libre de
progresion deKaplan-Meier segun el nimero de condiciones satisfechas, sitand
diferencia entre las curvas estadisticamente sigtifa (p-valor<0.00001 segun la

prueba del log-rank)

Figura 8.1: Gréficas de supervivencia en funcién de las cood&s satisfechas
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Este modelo, en vez de encontrar una formula estalina serie de condiciones, ya que
dada la heterogeneidad del cancer de mama, serdiffaiyencontrar que una muestra
tenga todas las condiciones, por eso hemos coadmanas practico establecer un
modelo de condiciones de tal manera que a partteder mas de 3 condiciones se
establece de forma muy significativa un grupo dg mal prondstico con un riesgo de

metéstasis de 18 veces y una estimacion de supaoiiva 5 afios del 20%.
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También se ha efectuado un andlisis de sensibilidegpecificidad considerando como
un meétodo predictivo de metastasis la aparicioadediferentes condiciones. Se ha
considerado el cumplir 2 o més condiciones comeofade riesgo de aparicion de

metastasis.

Tabla 8.3: Estudio de sensibilidad segun los modelos de camie con mas impacto
prondstico

CONDICIONES METASTASIS Sl METASTASIS NO

2-3-4-5-6 65 (verdadero
(positivos) positivo)

83 (falsos positivos)

_ _ 91 (verdaderos
0y 1 (negativo) 15 (falsos negativos) _
negativos

Se ha encontrado una sensibilidad del 81,25 % % 80,91 — 89,11%) y especificidad
del 52,3% ( IC 95% 44,6 — 59-91).

66



9. ASOCIACION DE LOS BIOMARCADORES ESTUDIADOS CON LA
EXPRESION DE LOS RECEPTORES HORMONALES.
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Cada vez es mas importante la expresion de losptaes hormonales para el
conocimiento de la evolucion y la historia natudlal cancer de mama. Desde hace
tiempo se consideran imprescindibles para decldiratamiento global del cancer de
mama. Tanto es asi que incluso en fenotipos maplesidos como es el HER2+++ la
expresion de receptores hormonales esta teniendapei cada dia mas importante, que
incluso ya hay autores que consideran diferentieredtipo HER2 en funcion de la
expresion de receptores.

Por esto hemos considerado interesante conocexpi@seon de los biomarcadores
estudiados en funcion de la expresion por receptprestudiar cmo se comportan en

funcién de los mismos:

Los biomarcadores 53BP1, BCL2, Ki67, Rétplasmatico P65nuclear PR y PTEN
nuclear que se asocian a expresion de ER, tambi@sacian a factor prondstico. En
cambio los biomarcadores Ciclimacleary HERA4 citoplasmaticoque se asociaban a
factor prondsticos no se asocian a ER. Por otro lle$ biomarcadores CK5/6,
Cadherinacitoplasmatica FGFR citoplasmaticoy nuclear;, HER4 nuclear, pAKT
citoplasmaticoy nuclear, HER3 y Survivincitoplasmaticasélo se asocian a expresion
de ER pero no a factor prondstico. Desconocemes piosible que el valor prondstico
tenga que ver con su asociacion a la expresiorapiores 0 que biolégicamente tenga
un comportamiento implicado a su expresion de fomagpendiente. Para ello sera
interesante ver el comportamiento de prondsticesties biomarcadores en funcion de la
expresion de receptores de estrégenos.

En la siguiente tabla se detalla los niveles deetawion de los biomarcadores que se
han asociado de forma significativa con la expresié ER. La expresion de 53BP1,
BCL2, PTEN nuclear, pAKT citoplasmatica y pAKT neat son las que mas fuerte es

la asociacion y de forma directa, o sea a maseskpr mas niveles de ER.
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Tabla 9.1: Correlacién de todos los biomarcadores con logpteces de estrogenos
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Se ha resumido en una tabla la asociacion de leeg€¥p de los biomarcadores con
mayor correlacion: BCL2, 53BP1, pAK&gitoplasmatica pAKT nucleary KI67 con

receptores de estrégenos, sus porcentajes y sagidin estadistica.

Tabla 9.2: Relacién de los biomarcadores con mayor correlacidnER

53 (93%) 4 (7%)
86 /63%) 46 (47%) 0,000 7 (2,4-20)
33 (63%) 19 (36%)
24 (46%) 28 (53%
49 (51%) 47 (49%)
68 (80%) 17 (20%)
8 (92%) 7 (8%)

53 (57%) 39 (42%)

0,057 2 (0,9 - 4,4)
0,000 0,26 (0,134 — 0,507)
0,000 8,4 (3,5 - 20)

97 (90%) 11 (10%)

109 (67%) 54 (33%) 0,000 85 (39 - 186)

129 (78%) 36 (22%)

6(35%) 11 (6406) 090 6,5(22- 18,9)

La menor expresion de BCL2, pAKT citoplasmaticauglear tiene una asociacion muy
potente con la ausencia de ER. El 90% de las nasegtre tienen baja expresiéon de
estos biomarcadores son ER negativos. Aunque s@b2Bse ha encontrado que

presentaba un impacto pronostico, probablemerdedancia de expresion de pAKT es
un efecto biologico inherente de los tumores comEgativos. Se tendra que estudiar el
comportamiento prondstico de estos biomarcadorefuecion de la expresion de

receptores, para valorar su posible efecto enaidggrecaida y en supervivencia libre

de progresion.

También se ha analizado la correlacion de loselites biomarcadores con los niveles
de receptores de progesterona y se ha encontigrficsicion en los siguientes: 53BP1,
BCL2, Ciclinanuclear, KI67, Ciclinacitoplasmatica EGFR, HER2 y HER3 aunque en
ninguno de ellos supera un nivel de correlacio®,8e Dada la poca magnitud de esta
correlacion no hemos estimado oportuno analizarrmés detalle la asociacion entre

estos biomarcadores.
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10. ANALISIS DE LA EXPRESION DE BIOMARCADORES PARA LA
APARICION DE METASTASIS EN FUNCION DE LA EXPRESION DE ER.
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10.1 Evaluacion del valor prondstico individual decada uno de los marcadores en

receptores de estrégenos negativos para la variabieetastasis: UNIVARIABLE

Hemos ajustado un modelo de regresion logistica pealuar el valor prondstico (M:
si/no) a partir de los niveles de expresion pdR leh la escala cuantitativa original de
cada uno de los marcadores de forma individuale§a ocasion se ha considerado el
subconjunto formado por las 122 pacientes con Ulor vaulo (cero) de expresion por

IHQ de ER. La tabla siguiente muestra los resulfaztienidos.

Como en el modelo de expresion global también adafe&analisis segun expresion
cuantitativo de la escala original se ha efectubn$o resultados obtenidos cuando
tomamos en consideracion las variables cualitatvaategorizar los niveles de IHQ de
cuatro formas diferentes: (1) considerando cuaadiH) > a cero, (2) a partir de la
mediana (2 categorias) y (3) a partir de un pdetoorte optimo para la discriminacion

de la aparicion de metastasis
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Tabla 10.1:Analisis univariable de los biomarcadores en ex@nesuantitativa

Odds
BIOMARC. Intervalo confianza 95% R2,Naglekerke
atio

HER4CIT 1,01 1,01 (0,99 - 1,01) 0,068 0,04
HER4NUC 1,02 1,02 (0,99 - 1,06) 0,13 0,04
KI67 1,01 1,01 (0,99 - 1,02) 0,17 0,03
P27 1,00 1,00 (1,00 - 1,00) 0,19 0,02
BP1 1,01 1,01 (0,99 - 1,03) 0,21 0,07
p65NUC 1,01 1,01 (0,99 - 1,02) 0,22 0,02
SURVCIT 0,99 0,99 (0,98 - 1,00) 0,22 0,02
GATA3 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,26 0,02
BCL2 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,31 0,01
PAKT NUC 1,01 1,01 (0,99- 1,01) 0,36 0,01
ECADCIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,40 0,01
ECADMEM 1,20 1,20 (0,78 - 1,91) 0,41 0,01
SURVNUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,49 0,01
EGFR 1,34 1,34 (0,57 - 3,14) 0,49 0,01
pHER3 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,51 0,01
FGFR2CIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,52 0,01
HER2 1,31 1,31 (0,53 - 3,22) 0,56 0,00
FGFR2 NUC 1,01 1,01 (0,95 - 1,08) 0,65 0,00
PTENCIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,68 0,00
PR 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,69 0,00
CICNUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,71 0,00
ALDH 1,09 1,09 (0,48 - 2,43) 0,84 0,00
p65 CIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,88 0,00
CK 5/6 0,94 0,94 (0,43 - 2,02) 0,88 0,00
HER4 MEM 0,97 0,97 (0,58 - 1,59) 0,91 0,00
pAKTCIT 1,00 1,00 (0,98 - 1,00) 0,91 0,00
PTENNUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,92 0,00
ciccIT 1,00 1,00 (0,98 - 1,00) 0,96 0,00

Sélo la expresion de valores elevados de HERIplasmaticose correlaciona con la

aparicion de M en el subgrupo de receptores dégestos negativos.
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Tabla 10.2: Analisis univariable de los biomarcadores en fumdé su expresion>0

Odds
BIOMARC. Intervalo confianza 95% R2,Naglekerke
atio

PR >0 0,52 0,52 (0,23 - 1,10) 0,09 0,03
FGFR2NUC >0 3,91 3,91 (0,85 - 27,57) 0,11 0,04
P27 >0 0,51 0,51 (0,17 - 1,44) 0,21 0,02
PAKT NUC >0 1,57 1,57 (0,69 - 3,60) 0,28 0,02
BCL2 >0 0,68 0,68 (0,28 - 1,64) 0,39 0,01
CIC CIT >0 0,73 0,72 (0,31 - 1,64) 0,44 0,01
CIC NUC >0 0,73 0,73 (0,31-1,64) 0,44 0,01
HER4NUC >0 1,69 1,69 (0,42 - 7,19) 0,46 0,01
p65 NUC >0 1,33 1,33 (0,61 - 2,92) 0,47 0,01
EGFR >0 1,34 1,34 (0,57 - 3,14) 0,49 0,01
PTENNUC>0 1,30 1,30 (0,60 - 2,85) 0,50 0,01
SURVCIT>0 1,76 1,76(0,32 - 13,13) 0,53 0,01
pAKT CIT >0 1,27 1,27 (0,57 - 2,82) 0,55 0,00
PTENCIT>0 0,70 0,70 (0,21 - 2,27) 0,55 0,00
HER2 >0 1,31 1,30 (0,53 - 3,22) 0,56 0,00
FGFR2CIT>0 1,28 1,28 (0,54 - 3,08) 0,58 0,00
GATA3 >0 0,81 0,81 (0,35 - 1,84) 0,61 0,00
ECADCIT>0 1,44 1,44 (0,33 - 7,34) 0,63 0,00
p65 CIT >0 1,77 1,77 (0,16 - 38,88) 0,64 0,00
pHER3 >0 0,89 0,89 (0,37 - 2,10) 0,79 0,00
HER4 MEM >0 1,09 1,09 (0,49 - 2,39) 0,83 0,00
ALDH >0 1,09 1,09 (0,48 - 2,43) 0,84 0,00
BP1 >0 1,31 1,31 (0,04 - 35,20) 0,85 0,00
ECADMEM >0 1,13 1,13 (0,23 - 5,99) 0,88 0,00
CK 5/6>0 0,94 0,94 (0,43 - 2,02) 0,88 0,00
KI67 >0 NA NA 0,99 0,02
SURVNUC>0  NA NA 0,99 0,02
HER4 CIT >0 NA NA 0,99 0,01

No se ha encontrado ninguna asociacion a parta dgpresion de valores de> 0. Dado
gue en el global solo se encontré significaciéresm punto de corte para receptores de
estrogenos, al subdividir la serie por la expresiérreceptores es logico que no salga

ninguno significativo.
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Tabla 10.3: Analisis univariable segun nivel de expresion mayta media

Odds
BIOMARC. Intervalo confianza 95% R2,Naglekerke
atio

BP1>100 7,33 7,33 (1,60 - 42,82) 0,015 0,26
PR>0 0,52 0,52 (0,23 - 1,10) 0,09 0,03
FGFR2NUC>0 3,91 3,91 (0,85 - 27,57) 0,11 0,04
FGFR2 CIT>50 1,60 1,60 (0,74 - 3,47) 0,23 0,02
BCL2>100 0,65 0,65 (0,29 - 1,39) 0,27 0,02
PAKT NUC>0 1,57 1,57 (0,69 - 3,60) 0,28 0,02
pAKT CIT>10 1,54 1,54 (0,70 - 3,40) 0,28 0,02
SURV CIT>70 0,65 0,65 (0,29 - 1,43) 0,29 0,01
KIB7>22 1,55 1,55 (0,65 - 3,71) 0,32 0,02
P27>90 0,69 0,69 (0,31 - 1,49) 0,35 0,01
p65 NUC>5 1,39 1,39 (0,63 - 3,05) 0,41 0,01
CIC CIT>20 0,73 0,73 (0,32 - 1,61) 0,44 0,01
pHER3>20 0,73 0,73 (0,32 - 1,62) 0,44 0,01
HER4 CIT>120 1,36 1,36 (0,61 - 2,98) 0,45 0,01
HER4 NUC>0 1,69 1,69 (0,42 - 7,19) 0,46 0,01
EGFR>0 1,34 1,34 (0,57 - 3,14) 0,49 0,01
GATA3>50 0,77 0,77 (0,33 - 1,73) 0,53 0,01
ECAD CIT>130 1,27 1,27 (0,58 - 2,75) 0,55 0,00
HER2>0 1,31 1,31 (0,53 - 3,22) 0,56 0,00
SURV NUC>95 1,27 1,27 (0,57 - 2,79) 0,56 0,00
HER4 MEM>1 0,71 0,71 (0,17 - 2,52) 0,61 0,00
PTEN CIT>100 0,83 0,83 (0,36 - 1,86) 0,66 0,00
PTEN NUC>10 0,85 0,85 (0,38 - 1,83) 0,67 0,00
CIC NUC>60 1,15 1,15 (0,53 - 2,50) 0,72 0,00
ALDH>0 1,09 1,09 (0,48 - 2,43) 0,84 0,00
CK>0 0,94 0,94 (0,43 - 2,02) 0,88 0,00
p65 CIT>120 1,04 1,04 (0,47 - 2,25) 0,93 0,00
ECAD MEM>3 NA NA NA NA

En este caso se ha encontrado asociacion conveleside expresion de 53BP1 con un

riesgo de metastasis de siete veces para valgges@es a la media.
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Finalmente se ha efectuado el andlisis de asoni@cid aparicion de metastasis a partir

de la busqueda del mejor punto de corte. obtengmids siguiente resultados.

Tabla 10.4: Analisis univariable segun nivel de expresionmamto de corte optimo

Odds
BIOMARC. Intervalo confianza 95% R2,Naglekerke
atio

BP1>=102,5  7,33E+00 7,33 (1,60 - 42,82) 0,015 0,26
p65 NUC>=37,5  4,25E+00 4,25 (1,35 - 16,17) 0,019 0,08
p65 CIT>=85 0,34 0,34 (0,13 - 0,88) 0,02 0,06
HER4 CIT>=70 1,03E+01 10,29 (1,88 -192,11) 0,02 0,10
ECAD CIT>=82,5 3,07E+00 3,07 (1,08 - 10,13) 0,04 0,06
GATA3>=187,5 2,59E-01 0,25 (0,05 - 0,90) 0,05 0,06
P27>=145 4,42E-01 0,44 (0,17 - 1,04) 0,07 0,04
SURV NUC>=82,5 2,12E+00 2,12 (0,94 - 4,92) 0,07 0,04
FGFR2 CIT>=42,5 1,98E+00 1,97 (0,91 - 4,35) 0,09 0,04
PR>=2,5 5,19E-01 0,51 (0,23 - 1,10) 0,09 0,03
FGFR2 NUC>=2 3,91E+00 3,90 (0,85 - 27,57) 0,11 0,04
CIC NUC>=17,5 4,49E-01 0,44 (0,16 - 1,18) 0,11 0,03
pAKT CIT>=60  3,81E-01 0,38 (0,09 - 1,21) 0,12 0,03
pHER3>=1725 2,14E-01 0,21 (0,01 - 1,39) 0,17 0,03
BCL2>=1325 5,61E-01 0,56 (0,23 - 1,28) 0,18 0,02
HER2>=0,5  1,31E+00 1,30 (0,53 - 3,22) 0,56 0,00
PAKT NUC>=140 7,20E+06 7197266 (0 - NA) 0,99 0,04
PTEN CIT>=195 7,01E+06 7009511 (0 - NA) 0,99 0,04
PTEN NUC>=190 1,99E+07 19919910 (0 - NA) 0,99 0,08
HER4 NUC>=60 2,16E+07 21613780 (0 - NA) 0,99 0,06
CIC CIT>=125  1,95E+07 19477250 0 - NA) 0,99 0,06
KI67>=4 1,73E+07 17298870 (0 - NA) 0,99 0,07
SURV CIT>=165 0,00E+00 O(NA - 1,997465E+71) 0,99 0,05

ALDH NA NA NA NA

CK NA NA NA NA

ECAD MEM NA NA NA NA

EGFR NA NA NA NA

HER4 MEM NA NA NA NA
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En este caso se encuentra asociacion entre losrsiggl biomarcadores: BP1>102,
ECAD citoplasméatica>82, HERA4citoplasmatico>70, p65citoplasmatico> 162, p65
nuclear >37,5 y GATA3> 187. Siendo 53 BP1 y HERHoplasmaticolos que mas
nivel de significacion presentan, pero para po@ercen mas claridad el efecto de estos
biomarcadores hemos efectuado un estudio de caalaerellos mediante tablas de
contingencia 2 x 2 para asi poder valorar el paapeme las frecuencias, la asociacion y
el riesgo relativo de cada uno de ellos.

En la siguiente tabla se expresan los resultaddsctas variables.

Tabla 10.5: Variables con significacion y su asociacion conasiasis

VARIABLES m VALORP | RR (INTERVALO)

53BP1 :<10C 21 (65%) 11 (35%)
0,016 3,8(1,2 - 11,6)
:>100 8 (33%) 16 (69%)
ECAD CIT: <82  15(75%) 5 (25%)
0,033 31 - 92
1>82 42 (50%) 43 (50%)
HER4ACIT :1<70 11 (91%) 1 (8%)
0,007 10,2 (1,2 —83)
:>70 47 (51%) 44 (48%)
PESCIT :<85 8(33%) 16 (66%)
_ 0,022 0,34 (0,13 -0,889)
:>85  47/60%) 32 (40%)
P65 NUC :<37 52 (57%) 39 (43%)
0,036 4(1-15)
:>37 3 (25%) 9 (75%)
GATA3 <187 39 (48%) 41 (51%)
_ 0,036 0,2 (0,06 — 1)
>187 11 (78%) 3 (22%)

Para los biomarcadores 53BP1 y Pf&clear ,ECAD citoplasmaticay HER4

citoplasmaticala relacibn es a mayor expresion, mayor riesgo agaricion de

metastasis; mientras que para p@bplasmaticay GATAS3 la relacion es a la inversa.

La expresion de HER4 citoplasmatica y de 53BP1lla®mue se relacionan con mayor

potencia tal y como ocurria en el anterior modelo.
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10. 2 Evaluacion del valor prondstico individual decada uno de los marcadores en

receptores de estrégenos positivos para la variabheetastasis : UNIVARIABLE

Hemos ajustado igual que para el subgrupo antariomodelo de regresion logistica
para evaluar el valor prondstico (M: si/no) a paté los niveles de expresion por IHQ
en la escala cuantitativa original de cada unmddiomarcadores de forma individual.
En esta ocasion se ha considerado el subconjumt@aétm por las 103 pacientes con un

valor superior a cero de expresion por IHQ de ER .

Igual que en los anteriores andlisis ademas detliessegun expresion cuantitativa de
la escala original se ha efectuado los resultadatena@os cuando tomamos en
consideracion las variables cualitativas al caiegotos niveles de IHQ de tres formas
diferentes: (1) considerando cuando la IHQ > a,c&p a partir de la mediana (2
categorias) y (3) a partir de un punto de corteémip para la discriminacion de la

aparicion de metastasis
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Tabla 10.6:Analisis univariable de los biomarcadores en ex@nesuantitativa

Odds
BIOMARC. Intervalo confianza 95% R2,Naglekerke
atio

KI67 1,02 1,02 (0,99 - 1,05) 0,07 0,05
cic CIT 1,02 1,02 (0,99 - 1,04) 0,11 0,05
CIC NUC 1,01 1,00 (0,99 - 1,01) 0,12 0,05
SURVNUC 0,99 0,99 (0,97 - 1,00) 0,17 0,04
BCL2 1,00 0,99 (0,98 - 1,00) 0,19 0,03
HER4NUC 0,98 0,98 (0,94 - 1,00) 0,24 0,04
PTENNUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,26 0,03
p65 NUC 1,01 1,00 (0,99 - 1,02) 0,27 0,02
pAKT CIT 1,01 1,00 (0,99 - 1,01) 0,35 0,02
SURVCIT 0,99 0,99 (0,97 - 1,00) 0,41 0,01
ALDH 1,47 1,47 (0,47 - 4,41) 0,49 0,01
p65 CIT 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,50 0,01
pHER3 0,99 0,99 (0,96 - 1,01) 0,60 0,01
BP1 1,00 0,99 (0,98 - 1,00) 0,61 0,01
CK 1,27 1,26 (0,48- 3,48) 0,64 0,00
HER4 MEM 0,82 0,81 (0,30 - 1,82) 0,65 0,00
FGFR2NUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,69 0,00
GATA3 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,70 0,00
ECADMEM 1,12 1,11 (0,68 - 2,28) 0,74 0,00
PTENCIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,74 0,00
P27 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,77 0,00
pAKTNUC 1,00 0,99 (0,98 - 1,01) 0,82 0,00
ECADCIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,82 0,00
FGFR2CIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,83 0,00
PR 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,85 0,00
HER4CIT 1,00 1,00 (0,98 - 1,01) 0,89 0,00
HER2 0,94 0,94 (0,19 - 3,36) 0,93 0,00

EGFR 1,00 1 (0,20 - 3,81) 1,00 0,00

En esta ocasion solo la expresion de KI67 muesten significacion pronostica de

mayor riesgo de metastasis para el subgrupo de &Rives. Las pacientes con
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expresion de ER y alta expresion de KI67 tienenanagsgo de aparicion de M, este
hecho esta constatado en la literatura y de hechohos autores subdividen las
pacientes con receptores de estrogenos con KI6@ temtipo Luminal B.

Tabla 10.7: Andlisis univariable de los biomarcadores en fumaé su expresion>0

_ . R2,Nagleker
BIOMARC. Odds Ratio Intervalo confianza 95% | p-valor .
e

PTEN CIT >0 0,12 0,12 (0,005 - 1,38) 0,10 0,06
pHER3 >0 1,88E+00 1,87 (0,61 - 5,72) 0,26 0,03
PTEN NUC >0 0,41 0,41 (0,09 - 2,22) 0,27 0,02
CIC CIT >0 2,83 2,83 (0,47 -54,15) 0,34 0,02
KI67 >0 0,41 0,41 (0,06 - 3,27) 0,35 0,01
HER4 NUC >0 0,625 0,62 (0,17 - 1,96) 0,44 0,01
ALDH >0 1,47 1,47 (0,47- 4,41) 0,49 0,01
pAKT NUC >0 0,60 0,60 (0,14 - 3,07) 0,50 0,01
SURV CIT >0 1,84E+00 1,84 (0,29 - 35,81) 0,58 0,01
CIC NUC >0 1,79E+00 1,78 (0,27 - 35,03) 0,60 0,01
CK 5/6 >0 1,26 1,26 (0,48 - 3,48) 0,64 0,00
p65 CIT >0 0,55 0,55 (0,04 - 12,31) 0,64 0,00
HER4 MEM >0 0,81 0,81 (0,23 -2,6) 0,74 0,00
PAKT CIT >0 1,30E+00 1,29 (0,29 - 9,11) 0,75 0,00
PR >0 8,75E-01 0,87 (0,32 - 2,44) 0,79 0,00
GATA3 >0 1,17E+00 1,16 (0,30 - 5,75) 0,83 0,00
p65 NUC >0 9,17E-01 0,91 (0,30 - 2,98) 0,88 0,00
FGFR2CIT>0  1,19E+00 1,18 (0,16 - 24,06) 0,88 0,00
HER2 >0 9,44E-01 0,94 (0,19 - 3,36) 0,93 0,00
FGFR2 >0 9,63E-01 0,96 (0,31 - 2,87) 0,95 0,00
SURVNUC >0  0,00E+00  O(NA-2,473263E+121) 0,99 0,06
P27 >0 5,32E+06 5315556,4976(0 - NA) 0,99 0,03
ECAD MEM >0  4720251,663  4720251,6628(0 - NA) 0,99 0,03
ECAD CIT >0 4,72E+06 4720251,6628(0 - NA) 0,99 0,03
BP1 >0 5,52E+06 5524009,6889(0 - NA) 0,99 0,02
BCL2 >0 4,80E+06 4796384,75 (0 - NA) 0,99 0,02
EGFR >0 1 1(0,20- 3,81) 1,00 0,00
HER4 CIT >0 NA NA NA NA
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En este caso no se ha encontrado ningun tipo aéfisagion pronostica de mayor

riesgo SLED como ya ocurriera en el subgrupo depteces de estrdgenos negativos.

Tabla 10.8: Analisis univariable segun nivel de expresion mayta media

Odds
BIOMARC. Intervalo confianza 95% R2,Naglekerke
atio

SURV NUC>100 0,35 0,35 (0,09 - 1,14) 0,10 0,06
KI67>10 2,16 2,16 (0,82 - 5,98) 0,12 0,04
CIC NUC>80 2,24 2,24 (0,77 - 6,81) 0,14 0,04
PTEN NUC>112,5 2,16 2,16 (0,72 - 6,97) 0,18 0,04
BCL2>160 0,51 0,51 (0,17 - 1,44) 0,22 0,03
pHER3>0 1,88 1,88 (0,61 - 5,72) 0,26 0,03
GATA3>100 0,55 0,55 (0,16 - 1,66) 0,30 0,02
SURV CIT>50 0,55 0,55 (0,15 - 1,69) 0,31 0,02
PR>50 0,65 0,65 (0,23 - 1,70) 0,39 0,01
HER4 NUC>0 0,63 0,62 (0,17 - 1,96) 0,44 0,01
BP1>110 0,66 0,66 (0,21 - 1,94) 0,46 0,01
ALDH>0 1,47 1,47 (0,47 - 4,41) 0,49 0,01
P27>100 0,77 0,77 (0,23 - 2,30) 0,65 0,00
pAKT CIT>50 1,28 1,28 (0,42 - 3,79) 0,65 0,00
FGFR2 CIT>130 1,21 1,21 (0,40 - 3,63) 0,74 0,00
p65 NUC>10 1,20 1,20 (0,40 - 3,60) 0,74 0,00
HER4 MEM>0 0,82 0,82 (0,23 - 2,6) 0,74 0,00
p65 CIT>140 0,86 0,86 (0,27 - 2,53) 0,78 0,00
PTEN CIT>1225 1,16 1,16 (0,39 - 3,48) 0,78 0,00
ECAD CIT>150 0,86 0,86 (0,27 - 2,49) 0,79 0,00
CIC CIT>30 1,14 1,14 (0,38 - 3,27) 0,81 0,00
pAKT NUC>80 0,88 0,88 (0,28 - 2,60) 0,82 0,00
HER4 CIT>110 0,93 0,93 (0,29 - 2,83) 0,89 0,00
HER2>0 0,94 0,94 (0,19 - 3,36) 0,93 0,00
FGFR2NUC>0 0,96 0,96 (0,30 - 2,87) 0,95 0,00
EGFR>0 1,00 1 (0,20 - 3,81) 1,00 0,00

CK 5/6>1 NA NA NA NA

ECAD MEM>3 NA NA NA NA
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Tampoco existe significacion pronostica en esti $&m punto de corte en la media de

la expresion de los diferentes biomarcadores.

Tabla 10.9: Analisis univariable segun nivel de expresionmamto de corte 6ptimo

Odds . R2,Nagl
BIOMARC. . Intervalo confianza 95% p-valor
Ratio ekerke

KI67>=24,5 3,22E+00 3,22 (1,19 - 8,79) 0,02 0,08
CIC NUC>=147,5 3,82E+00 3,81 (1,15 - 12,61) 0,02 0,09
SURV NUC>=92  2,73E-01 0,27 (0,07 - 0,84) 0,02 0,10
pAKT CIT>=145  1,29E+01 12,85 (1,52 - 270,97) 0,03 0,10
BCL2>=77,5 2,66E-01 0,26 (0,07 - 0,94) 0,03 0,07
GATA3>=87,5  3,34E-01 0,33 (0,10 - 1,02) 0,06 0,08
PR>=17,5 4,27E-01 0,42 (0,15 - 1,12) 0,09 0,05
FGFR2 CIT>=215 2,68E+00 2,68 (0,82 - 8,57) 0,09 0,05
PTENCIT>=5  1,25E-01 0,12 (0,005 - 1,38) 0,10 0,06
BP1>=202,5  6,50E+00 6,5 (0,58 - 145,37) 0,14 0,05
p65 CIT>=32,5  3,61E-01 0,36 (0,08 - 1,58) 0,15 0,04
HER4 NUC>=35  2,50E-01 0,25 (0,01 - 1,43) 0,20 0,05
FGFR2 NUC>=130 2,84E+00 2,83 (0,51 - 14,38) 0,20 0,03
pHER3>=25  1,88E+00 1,87 (0,61 - 5,72) 0,26 0,03
PAKT NUC>=135  2,40E+00 2,4 (0,44 - 11,03) 0,27 0,02
p65 NUC>=130  2,16E+07 21591800(0 - NA) 0,99 0,06
CICCIT>=85  2,13E+07 21337780(0 - NA) 0,99 0,06
P27>=235 1,90E+07 18966910(0 - NA) 0,99 0,06
ECAD CIT>=25  4,72E+06 4720252(0 - NA) 0,99 0,03
PTEN NUC>=235 6,36E+07 63648870(0 - NA) 0,99 0,12
ALDH NA NA NA NA
CK 5/6 NA NA NA NA
ECAD MEM NA NA NA NA
EGFR NA NA NA NA
HER4 MEM NA NA NA NA
HER4 CIT NA NA NA NA
HER2 NA NA NA NA
SURV CIT NA NA NA NA
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En este caso se encuentra asociacion entre divbrspmrcadores: Ciclinauclear
>147, Ki67 >24, pAKTcitoplasmatica>145 y Survivinnuclear >92 también se ha
efectuado un estudio de cada una de ellos a tEb&ablas de contingencia 2 x 2 para
axial poder valorar el porcentaje de las frecuendaasociacion y el riesgo relativo de
cada uno de ellos.

Tabla 10.10:Variables con significacion y su asociacion conastasis

VARIABLES VALOR P
54 (83%) 11(17%)
0,0 3,8 (1,1 - 12,4)
9 (53%) 7 (47%)

54 (84%) 10 (15%)
0,026 2,9 (1,1-17,8)
22 (64%) 12 (35%)

60 (81%) 14 (19%)
0,031 12 (1,2 — 133)
1(25%) 3 (75%)

24 (68%) 11 (31%)
0,024 0,2 (0,08 - 0,88)
40 (88%) 5 (12%)

En este subgrupo la asociacion con mayor riesgmetéstasis es menor que en grupo
anterior con receptores hormonales negativos, gaagarte de haber menos pacientes,
el hecho de tener una expresion de receptores e un buen pronostico y las

posibilidades de aparicion de metastasis son merdtevs 45%) que con ER positivos.

La menor expresion de Ciclimaclear, KI67 y pAKT citoplasmaticase asocia a menor
riesgo de aparicion de metastasis, mientras quealgr expresion de Survivimuclear

se asocia a menor riesgo de metastasis.
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10.3 Evaluacion del valor pronéstico para metastasi de cada uno de los
marcadores en funciébn de la expresibn de los recepeés de estrogenos:
MULTIVARIABLE

Se analizan las variables con mayor implicaciéelanodelo univariable en un modelo
multivariable de regresion logistica para los gauge RE>0 y RE=0 y afadiéndose
también los factores clinicos: ganglios residuakasafio inicial y final. Los resultados
de las variables que se mantienen con significaemel modelo final de los dos grupos

son:

Tabla 10.11: Modelo final multivariable de regresion logisticar@ valores globales y

segun punto de corte para receptores de estrégegasvos.

MODELO MULTIVARIABLE FINAL : VALORES GLOBALES

p65 CIT 0,049 0,983 0,967

MODELO MULTIVARIABLE FINAL: PUNTO DE CORTE

BP1<100 0,019 18,909 1,622 220,39
p65 CIT <85 0,009 0,021 0,001 0,383
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Tabla 10.12: Modelo final multivariable de regresion logisticar@ valores globales y

segun punto de corte para receptores de estrogesiiisos.

MODELO MULTIVARIABLE FINAL : VALORES GLOBALES

TINI 0,004 2,077 1,269 3,4

MODELO MULTIVARIABLE FINAL : PUNTO DE CORTE

GANGLIOS=0 0,026

GANGLIOS 1-3 0,055 23,708 0,932 603,317

GANGLIOS >3 0,008 206,002 4,12 10301,35
GATA3<187 0,053 0,021 0 1,048

En el subgrupo de ER negativos las variablesdt6plasmaticay 53BP1 son las que se
repiten en los modelos univariable y multivariatddstacando que tienen mas valor que
las variables clinicas. Mientras que en el subgrme ER positivos son las variables
clinicas las que tienen mas impacto, sobre todog&glios residuales y el tamafio
inicial siendo Unicamente la expresion de GATAgua adquieren significacion.
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11. ANALISIS DE LA EXPRESION DE BIOMARCADORES PARA SLED EN
RECEPTORES DE ESTROGENOS NEGATIVOS
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Hemos ajustado un modelo de Cox para evaluar SLEkarar de los niveles de

expresion por IHQ de cada uno de los marcadoresidiiciimente y el punto de corte
establecido. No se han analizado los resultadfsnen de expresién por valor >0, la
media o por los cuartiles ya que no dio ningunltada en el modelo global.

Tabla 11.1: Analisis univariable de los biomarcadores en esiprecuantitativa

BIOMARC | Hazard Ratio | INTERVALO CONFIANZA

HER4 NUC 1,02 1,02 (1,01 - 1,03) 0,003
KI67 1,01 1,01 (1 - 1,021) 0,04
HER4 CIT 1,01 1,01 (1 - 1,01) 0,05
P27 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,13
p65 NUC 1,01 1,01 (0,99 - 1,01) 0,16
EGFR 1,56 1,56 (0,83 -2,93) 0,16
GATA3 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,20
PR 1,00 1,00 (0,99- 1,00) 0,22
SURV CIT 1,00 1,00 (0,98 - 1,00) 0,27
BCL2 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,34
pHER3 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,40
PAKT NUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,46
HER2 1,26 1,26 (0,67 - 2,37) 0,47
HER4 MEM 0,88 0,88 (0,60 - 1,27) 0,50
CK 5/6 1,22 1,22(0,68 - 2,17) 0,50
ECAD CIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,57
ECAD MEM 1,10 1,10 (0,77 - 1,57) 0,59
FGFR2 CIT 1,00 1,00 1(0,99 - 1,00) 0,60
SURV NUC 1,00 1,00 (0,99- 1,00) 0,61
FGFR2 NUC 1,01 1,01 (0,97 - 1,04) 0,71
PTEN NUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,76
ALDH 1,10 1,10 (0,60 - 1,98) 0,76
BP1 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,83
p65 CIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,85
cicciT 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,85
CIC NUC 1,00 1 (0,99 - 1,00) 0,90
PTEN CIT 1,00 1 (0,99 - 1,00) 0,90
pAKT CIT 1,00 1 (0,99 - 1,00) 0,96
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Se encuentran significativos los biomarcadores HERplasmaticay nucleary la
expresion de KI67, tal y como aparecia en el artarodelo.

Tabla 11.2: Analisis univariable por nivel de expresion segarpunto de corte 6ptimo

Hazard
BIOMARC Rafi INTERVALO CONFIANZA p.Valor
atio

PTEN NUC<195 4,97 4,9 (1,74 - 14,23) 0,003
BP1<100 4,00 4,0 (1,39 - 11,47) 0,01
PR<10 0,50 0,50 (0,27 - 0,92) 0,02

p65 NUC<37 2,15 2,15 (1,03 - 4,46) 0,03
HER4 CIT<70 7,52 7,52 (1,03 - 54,69) 0,04
p65 CIT<85 0,53 0,53 (0,28 - 0,98) 0,04
GATA 3 < 187 0,33 0,33 (0,10 - 1,08) 0,06
ki67<20 1,83 1,83 (0,94 - 3,56) 0,07
p27<72 0,61 0,61 (0,32 - 1,13) 0,12
EGFR 1,56 1,56 (0,83 - 2,93) 0,16
PTEN CIT<10 0,64 0,64 (0,30 - 1,32) 0,23
CIC NUC<147 1,42 1,42 (0,79 - 2,54) 0,24
BCL2 < 77 0,71 0,71 (0,39 - 1,27) 0,25
SURV CIT<50 0,82 0,82 (0,45 - 1,46) 0,50
PHER3>0 0,85 0,85 (0,45 - 1,61) 0,62
SURV NUC <92 1,16 1,16 (0,64 - 2,09) 0,62
pAKT CIC<145 1,64 1,64 (0,22 - 11,93) 0,63
E-CAD CIT<82 1,07 1,07 (0,60 - 1,89) 0,83
CIC CIT<95 1,09 1,09 (0,48 - 2,43) 0,84
pAKT NUC <45 0,92 0,92 (0,41 - 2,06) 0,84
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11.1 Evaluacién SLED individual de los marcadoresan valor significativo en su
punto de corte 6ptimo segun el método déaplan-Meier y el estudio de sus curvas

de supervivencia para ER negativos

Figura 11.1 Estudio de curva de supervivencia segun expresed&3BP1 para punto

de corte superior a 100
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Tabla 11.3:Medias de supervivencia segun el metod&aelan-Meierpara expresion de
53BP1
Total Eventos Media Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior  Limite superior Valor P

53BP1<100 16 5 109,938 80,734 139,141 0,005
53BP1>100 15 12 39,667 19,296 60,037
Global 31 17 77,674 54,688 100,659

En este caso solo se encuentra significacion esresab100 para el subgrupo de ER
negativos, aunque como se Vio anteriormente tang@@mncuentra esta asociacion en el
grupo global, por lo que su valor es exclusivo paceptores de estrégenos negativos..
Por lo tanto el tener valores altos en el tejidsid@al de 53BP1 condiciona un mal

prondstico para el subgrupo de ER negativos.
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Figura 11.2: Estudio de curva de supervivencia segun expres®rE«Cadherina

citoplasmatica para punto de corte superior a 82
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Tabla 11.4:Medias de supervivencia segun el metod&aglan-Meierpara expresion de E-

Cadherinaitoplasmaticapara punto de corte superior a 82

Total Eventos Media Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior Limite superior Valor P

ECAD CIT<82 20 5 137,95 107,482 168,418
ECAD CIT >82 84 42 99,954 84,146 115,762
Global 104 a7 107,863 93,268 122,458 0,079

La pérdida de expresidon de E-Cadherina se ha asoalaubtipo lobulillar que presenta
unas caracteristicas algo diferentes del ducta swdo en cuanto a un mejor prondéstico
y por tanto mejor supervivencia. En nuestra saxiddja expresion de E-Cadherina

citoplasmaticase asocia a una mejor supervivencia libre de psign.
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Figura 11.3. Estudio de curva de supervivencia segun expresién HER4

citoplasmatica para punto de corte superior a 70
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Tabla 11.5:Medias de supervivencia segun el métod&aglan-Meierpara expresion de

HER4 citoplasmaticapara punto de corte superior a 70

Limite inferior  Limite superior Valor P

HERA4CIT<70 12 1 149,417 127,68 171,153
HERACIT>70 90 43 104,304 88,733 119,875
Global 102 44 111,552 96,969 126,134 0,019

HER4 forma parte de la familia de receptores de Ionana HER2 y su expresién no se
asocia a la expresion HER2. Esta regulado porianuron su factor de crecimiento E-
Regulina y se han estudiado mecanismos de bloqlenismo como diana terapéutica.
Todavia no se ha asociado su expresion a factmogtico. En nuestra serie hay una

asociacion muy significativa entre la expresiorH#dR4 y SLED.
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Figura 11.4.Estudio de curva de supervivencia segun expresdncd citoplasmatica

para punto de corte superior a 85
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Tabla 11.6:Medias de supervivencia segun el métod&aglan-Meierpara expresion de p65

citoplasmaticapara punto de corte superior a 65

Total Eventos Media Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior Limite superior Valor P

P65 CIT<85 23 15 76,717 50,836 102,591
P65 CIT>85 79 32 115,513 99,040 131,986
Global 102 47 107,301 92,644 121,958 0,042

P65 forma parte del complejo NFKb implicado en ifechcion celular. Se desconoce su
papel como factor pronostico. En nuestra serietigra notable significacidn pronostica
tanto en los modelos multivariables como a nivévanmable. Valores de expresion altos

de p65 se correlacionan con mejor supervivencia.
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Figura 11.5. Estudio de curva de supervivencia segun exprestop6d nuclear para
punto de corte superior a 37
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Tabla 11.7:Medias de supervivencia segun el métod&adplan-Meierpara expresion de p65
nuclearpara punto de corte superior a 37

p65 NUC<37 90 38 133,576 111,768 96,425
p65 NUC>37 12 9 96,569 70,861 34,539
Global 102 47 121,958 107,301 92,644 0,034

También se comporta de una forma similar que p@&3eau, la menor expresién se

asocia con mejor supervivencia.



Figura 11.6.Estudio de curva de supervivencia segun expre®dATEN nuclear para

punto de corte superior a 195
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Tabla 11.8:Medias de supervivencia segun el metod&aelan-Meierpara expresion de

PTENnNuclearpara punto de corte superior a 195

Total Eventos Media Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior  Limite superior  Valor P

PTEN
43 111,002 96,162 125,841
NUC<195
PTEN
4 24,5 10,446 38,554
NUC>195
Global 103 a7 107,53 92,895 122,177 0,001

La pérdida de PTEN se asocia a activacion de |#MHK y resistencia a farmacos mas
dirigidos como el tratamiento hormonal y cbrastuzumappero se desconoce su papel
como factor prondstico sobre todo su expresionval muclear. En nuestra serie se
asocia a mal prondstico a nivel global y especiatmen el subgrupo de receptores

negativos.
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Figura 11.7: Estudio de curva de supervivencia segun expre@dBATA 3 para punto

de corte superior a 187
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Tabla 11.9:Medias de supervivencia segun el métod&alglan-Meierpara expresion de

GATA 3 para punto de corte superior a 187

GATA3<187 N° total

GATA3<187
GATA3>187
Global

79
14
93

Eventos

40

43

Media Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior  Limite superior Valor P

100,011 83,202 116,82
146,899 117,655 176,142
106,897 91,451 122,343 0,055

La expresion de GATAS3 se ha asociado con la ditgaeron a Luminal y con mejor

pronésticé®. En el subgrupo de ER negativos hay una clarai@son entre niveles

altos de GATA3 y mejor supervivencia que iria emsomancia con los datos

publicados. La hipétesis seria que la expresionGdelA 3 induciria una mayor

diferenciacion a luminal y con ello a un mejor prstico.
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12. ANALISIS DE LA EXPRESION DE BIOMARCADORES PARA SLED EN
RECEPTORES DE ESTROGENOS POSITIVOS.
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Hemos ajustado un modelo @ex para evaluar el valor prondstico (SLED) a partir de

los niveles de expresion por IHQ de cada uno sienarcadores individualmente.

Tabla 12.1:Analisis univariable de los biomarcadores en ex@nesuantitativa

BIOMARCADOR | Hazard Ratio INTERVALO CONFIANZA

KI67 1,01 1,01 (0,99 - 1,04) 0,05
CIC NUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,08
cIC CIT 1,02 1,01 (0,99 - 1,03) 0,13
SURV NUC 0,99 0,99 (0,97 - 1,00) 0,16
pAKT CIT 1,01 1,00 (0,99 - 1,01) 0,17
HER4 NUC 0,98 0,98 (0,95 - 1,01) 0,21
SURV CIT 0,99 0,99 (0,97 - 1,00) 0,22
p65 NUC 1,01 1,00 (0,99 - 1,01) 0,29
BCL2 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,31
CK 5/6 1,51 1,50 (0,63 - 3,59) 0,36
PTEN NUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,41
pHER3 0,99 0,99 (0,97 - 1,01) 0,42
ALDH 1,47 1,47 (0,56 - 3,87) 0,43
ECAD MEM 1,23 1,22 (0,68 - 2,19) 0,49
p65 CIT 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,52
P27 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,63
HER4 CIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,65
FGFR2 NUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,00) 0,70
ECAD CIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,71
GATA3 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,74
PAKT NUC 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,75
PR 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,76
FGFR2 CIT 1,00 0,99 (0,99 - 1,00) 0,80
PTEN CIT 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,81
HER2 0,89 0,88 (0,26 - 3,02) 0,85
EGFR 1,10 1,10 (0,32 - 3,77) 0,88
BP1 1,00 1,00 (0,99 - 1,01) 0,91
HER4 MEM 1,01 1,00 (0,46 - 2,15) 0,99
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En este caso solo la expresion de Ki67 muestrdfis@gion aunque la expresion de
Ciclina nuclear se acerca bastante a la significacién y seriaieamdrcador a tener en
cuenta dado que también salia significativo en hogdenteriores.

Tabla 12.2:Resultados por nivel de expresion segun un puntmde 6ptimo

BIOMARCADOR Hazard Ratio INTERVALO CONFIANZA

pAKT CIT<145 5,81 5,81 (1,64 - 20,54) 0,006
SURV NUC <92 0,29 0,29 (0,10 - 0,85) 0,024
CIC NUC<147 2,87 2,87 (1,12 - 7,32) 0,027
ki67<20 2,58 2,58 (1,11 - 5,98) 0,027
BCL2 < 77 0,39 0,39 (0,14 - 1,03) 0,059
PTEN NUC<195 2,73 2,73 (0,96 - 7,81) 0,06
CIC CIT<95 5,55 5,55 (0,72 - 42,73) 0,1
PR<10 0,49 0,49 (0,21 - 1,16) 0,11
p65 NUC<37 2,14 2,14 (0,75 - 6,10) 0,15
SURV CIT<50 0,52 0,51 (0,18 - 1,49) 0,23
BP1<100 1,75 1,74 (0,68 - 4,47) 0,24
HER4 CIT<70 3,09 3,08 (0,41 - 23,42) 0,28
p65 CIT<85 0,60 0,60 (0,21 - 1,71) 0,34
PHER3>0 1,59 1,59 (0,61 - 4,13) 0,34
PTEN CIT<10 0,55 0,54 (0,12 - 2,42) 0,43
GATA 3 < 187 1,50 1,49 (0,42 - 5,26) 0,53
p27<72 0,86 0,85 (0,31 - 2,31) 0,76
ECAD CIT<82 0,87 0,86 (0,32 - 2,27) 0,77
EGFR 1,10 1,10 (0,321 - 3,778) 0,88
pAKT NUC <45 0,93 0,933(0,344 - 2,535) 0,89

En este caso las variables significativas son pAKdplasmatica<145, Survivin >92,
Ciclina nuclear >147, KI67<20, BCL2<77 y PTEMuclear <195. Destacando que la
expresion de Kl67 y Ciclinauclear eran las que as se asociaban en el modelo con

expresion cuantitativa.
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12.1 Evaluacion SLED individual de los marcadoreson valor significativo en su
punto de corte optimo seguin método d&aplan-Meier y el estudio de sus curvas de
supervivencia para receptores de estrogenos positi

Figura 12.1: Estudio de curva de supervivencia segun expregdCL2 para punto de

corte superior a 77.
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Tabla 12.3:Medias de supervivencia segun el métod&aplan-Meierpara expresion de

BCL2 para punto de corte superiora 77

| | Meda ] ] ]

BCL2 <77 85,462 55,002 115,921
BCL2>77 70 13 147,380 127,296 167,465
Global 83 19 142,747 124,945 160,549 0,05

La expresion de BCL2 se asocia a mejor pronosticlka eerie global y en el subgrupo
de ER positivos. Probablemente la menor expres@®B@L 2 puede diferenciar un

subgrupo de tumores con expresion de ER que ocorsporte como tal.
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Figura 12.2.Estudio de curva de supervivencia segun expresdriaina nuclear para

punto de corte superior a 147.
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Tabla 12.4:Medias de supervivencia segun el métod&aelan-Meierpara expresion de

Ciclinanuclear para punto de corte superior a 147

| | [ Meda ] ] ] ]

CIC NUC<147 154,481 136,498 172,464
CIC NUC>147 16 7 57,725 43,797 71,654
Global 81 18 145,161 127,728 162,594 0,009

En este caso la asociacion es para ER positivas lpaexpresion de Ciclinauclear
>147. En los ultimos estudios se ha considerad@in& D nuclearcomo la diana de
los ER por lo que tendria sentido esta asociadi@mbién resulta interesante conocer
gue existen farmacos que acttan contra CiclinarDdaeientes con expresion de ER.
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Figura 12.3: Estudio de curva de supervivencia segun expre®afl@7 para punto de

corte superior a 20.
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Tabla 12.5:Medias de supervivencia segun el metod&aelan-Meierpara expresion de

Ki67 para punto de corte superior a 20

Total Eventos Media Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior  Limite superior  Valor P

K167<20 64 10 150,454 129,331 171,576
K167>20 34 12 106,043 81,55 130,536
Global 98 22 140,899 123,815 157,983 0,021

La expresion de KI67 alcanza significado pronéspema el grupo de receptores de
estrogenos positivos. Desde hace bastante tiempoossidera que el grupo de
receptores de estrogenos positivos se subdivideesubgrupos en funcion, sobretodo,
de la expresion de KI67 (Luminal A y B) ya que difgcia el prondstico de ambos. Por

lo que nuestros hallazgos concuerdan con lo qestgaplenamente establecido.
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Figura 12.4: Estudio de curva de supervivencia segun expresién pdKT

citoplasmaticgpara punto de corte superior a 147
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Tabla 12.6:Medias de supervivencia segun el métod&aglan-Meierpara expresion de

PAKT citoplasmaticapara punto de corte superior a 145

Total Eventos Estimacion Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior  Limite superior Valor P

pAKT
74 14 152,034 135,26 168,808
CIT<145
pAKT CIT
3 50,625 11,052 90,198
>145
Global 78 17 144,81 126,675 162,945 0,002

Aunque la expresion de pAKT >145 se asocia a papersivencia de forma muy
significativa , el hecho de que solo se encuentrpacientes con esta expresion le resta

importancia a este biomarcador.
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Figura 12.5.Estudio de curva de supervivencia segun expregdTENnuclearpara

punto de corte superior a 195.
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Tabla 12.7:Medias de supervivencia segun el métod&aplan-Meierpara expresion de

PTENnNuclear para punto de corte superior a 195

PTEN
12 153,218 135,712 170,724
NUC<195
PTEN
5 64,796 45,745 83,847
NUC>195
Global 78 17 143,947 125,572 162,322 0,049

La alta expresion de PTEMuclear también se asocia a mal prondstico en este
subgrupo, tal como pasa en la serie global y egrigdo de receptores de estrogenos
negativos. Este hecho le tiene que dar una gramrtamria como factor de mal

prondstico independiente de la expresion de recepto
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Figura 12.6: Estudio de curva de supervivencia segun expreseo8utvivin nuclear

para punto de corte superior a 92.
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Tabla 12.8:Medias de supervivencia segun el metod&aelan-Meierpara expresion de

Survivinnuclear para punto de corte superior a 92

Total Eventos Media Intervalo confianza al 95% Valor P

Limite inferior  Limite superior

SURV
11 107,054 81,985 132,122
NUC<92
SURV
5 166,976 149,489 184,463
NUC>92
Global 80 16 146,443 128,12 164,765 0,016

La baja expresion de Survivinuclear se asocia de forma significativa con peor
supervivencia, hay que tener en cuenta que tandaén significativa en el modelo

multivariable teniendo en consideracion factorésiabs por lo que posiblemente sea la
gque mas significado prondstico tiene en este grdporeceptores de estrégenos

positivos.
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13. EVALUACION DEL VALOR PRONOSTICO INDIVIDUAL PARA  SLED DE
CADA UNO DE LOS MARCADORES EN FUNCION DE LA EXPRESI ON DE
LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS: MULTIVARIABLE
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Se ha analizado un modelo @ex multivariable con los valores globales y segun los
distintos puntos de corte encontrado para los splogr de receptores hormonales
teniendo también en cuenta las variables clini®asa el subgrupo de receptores
negativos los resultados de las variables con maigmificacion se resumen en las
siguientes tablas.

Tabla 13.1:Receptores de estrogenos negativos. RE=0. Valogiokales
MODELO MULTIVARIABLE DE COX FINAL. VARIABLES GLOBA LES

TINI 0,013 3,679 1,32 10,251
GANGLIOS 0,023 2,798 1,152 6,8
HER4 Cit 0,006 1,084 1,023 1,15
HER4 Nuclear 0,005 1,103 1,029 1,182
KI67 0,032 1,05 1,004 1,099
SURV Cit 0,006 0,857 0,766 0,957

Tabla 13.2: Receptores de estrégenos negativos. RE=0 Valegésmpunto de corte

MODELO MULTIVARIALBE DE COX FINAL: PUNTO DE CORTE

TINI 0,023 1,45 1,053 1,996
P65 cit<85 0,014 0,198 0,054 0,719
BP1<100 0,059 3,12 0,959 10,154

En el grupo de receptores negativos las varialdepresion de HERditoplasméticoy
nucleary Survivin citoplasmaticacomo valores globales son las que mas significacio
alcanzan, incluso mas que las variables clinicas.

En los analisis con punto de corte son R@6plasmaticoy 53BP1 las que mas se
asocian con SLED, también con mayor poder queddahles clinicas.

Los resultados para el subgrupo de receptores tégesos positivos también se
resumen en las siguientes tablas

106



Tabla 13.3:Receptores de estrogenos positivos. RE>0. Valdobslgs

MODELO MULTIVARIABLE DE COX FINAL VALORES GLOBALES

T INI 0,001 3,587 1,742 7,383
GANGLIOS 0,002 1,55 1,182 2,034
FGFR2 NUC 0,008 1,015 1,004 1,026

HER2 0,05 0,129 0,017 1,001

Tabla 13.4: Receptores de estrégenos positivos. RE>0. Vamrgainto de corte

MODELO MULTIVARIABLE DE COX FINAL: PUNTO DE CORTE

T INI 0,003 1,68 1,198 2,357
GANGLIOS 0,001 1,345 1,136 1,592

Sin embargo en el subgrupo de receptores hormopattvos solo se ha encontrado
significacion en las variables HER2 y FGFR nucleegin su expresion cuantitativa
global pero siendo las variables clinicas ( T INEBXNGLIOS ) las que tienen mayor
potencia. Por tanto son las variables clinicagjlestienen mayor significacion en este
subgrupo. En el modelo univariable se encontramcap variables con significacién
estadistica por lo que al afadir las variablesaainse pierde la significacién de estas

variables, siendo mas relevantes las variablesalren este subgrupo
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14. RESUMEN DE TODAS LAS VARIABLES DE EXPRESION
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Tabla 14.1.Resumen de los resultados de las variables can &lgp de significacion

Todas las

pacientes

Pacientes ER=0

Pacientes
ER>0

Pacientes
ER<100

Pacientes
ER>=100

Marcador

BCL2

PTEN CIT

PTEN NUC

CIC NUC

HERACIT

P65 CIT

P65 NUC

BP1

ECADCIT

PAKT CIT

SURV NUC

GATA 3




15. DISCUSION
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15.1 Caracteristicas generales de la serie

Aungue la ausencia de respuesta completa trasuamiento con QTN se asocia a peor
prondstico, sin embargo todavia hay un namero itapte de pacientes que a pesar de
no tener una respuesta completa no presentan v&cidilos 5 afios , 84% en los
pacientes con receptores hormonales positivos ¥a% en receptores hormonales

negativo$®.

En nuestra serie las pacientes que alcanzan reéapwesnpleta presentan una
supervivencia libre de progresion a 5 afos del 368%te un 72% en los que no
responden. Siendo en este subgrupo de no respulet$a% en el caso de ER negativos

y del 71% en ER positivos.

Las caracteristicas clinicas de las pacientes id@ndastante con series parecidas con
pacientes que reciben tratamiento con QTN, conmedia de edad de 53 afos, tamafo
inicial de mas de 2 cm en la mayoria de los casstado de HER2 positivo en un 20%
y si que hay una mayor incidencia de tumores ceceptores hormonales negativos
(54%) por lo que se selecciond bastante por esteussa la hora de planificar el

tratamiento.

Se ha efectuado un andlisis estadistico complep g&tudiar qué variables bioldgicas
(29 biomarcadores) se asocian con las variableEa$ explicativas de prondstico como
son la aparicion o no de metastasis y la SLED. BHoase ha efectuado un primer
andlisis univariante para determinar qué biomamesdcse asocian a metastasis
(regresion logistica) y cuales a SLED (modelo dex)CdEn este analisis de

biomarcadores se han excluido los casos con raspemspleta al no disponer de tejido

viable residual y no ser el objetivo del estudio.
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15.2 andlisis de los resultados de los biomarcadsreon significacion estadistica

Se han encontrado 14 biomarcadores con signifinapronostica: ER, RP, Kl67,
BCL2, PTENCcitoplasmético PTEN nuclear, P65citoplasméatico P65nuclear, Ciclina
nuclear, 53BP1, GATA3, HERA4citoplasmatico ECAD citoplasmatico pAKT
citoplasmaticay Survivinnuclear.

Figura 15.1. Detalle de los biomarcadores que han presentador nsgjnificacion
estadistica en la serie global con el porcentajapdeicion de metastasis en funcién de
su expresion y segun la expresion de ER. Se tsideyado como valor positivo como
expresion por encima del punto de corte 6ptimo einado:
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Figura 15.2: Biomarcadores con significacién para metas&siRE negativos

VALORES EN RE NEGATIVOS
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Figura 15.3 Biomarcadores con significacion para metastasRE positivos
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En cuanto a los resultados de la expresion de t@esphormonales y de Kl67 se
ajustan bastante a lo conocido desde hace muahpdig ampliamente publicado, las
pacientes con ER positivos tienen menos riesgoeatéastasis con un 28% de apariciéon
de metastasis frente a un 50% en el grupo de ERtimeg (OR : 0,39) asi como una
SLED del 78% en el grupo de ER positivos frentena60% en el de receptores de
estrogenos negativos (log rank p: 0,004) y tambinre de forma muy parecida con
los receptores de progesterona.
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Con respecto a la expresion de KI67, la baja eigmede KI67 tienen un menor riesgo
de metastasis (24%) frente a niveles altos de K46%) con un OR de 2,95 (p:0,001), a
pesar de que también se ha asociado a mejor régpelisecho de que se mantenga alto
después de recibir un tratamiento con QTN condéciam mal prondstico. También se
traduce en un efecto en SLED con un 80% a los § afl grupo de KI67<20 frente a
un 51% en los que tienen un KI67 >20 (p<0,001) to&€slatos concuerdan con los
recientemente publicados por el grupo aleman GBfG wta serie de mas de 1000

paciente¥’.

La expresion de BCL2 se asocia en nuestros difesemtodelos de andlisis con un
menor riesgo de metastasis, ya sea su expresibalglomo con los diferentes puntos
de corte. Esta asociacion ya ha sido publicadaaenssestudios, concretamente en el
estudio de Callady se encuentra una asociacion entre la expresi@®Cd® y mejor
supervivencia. Se ha postulado la asociacion de2B&in una mayor diferenciacion y
expresion de ER. De hecho su expresién por PCR se incluye ersetieeOncotype en
el apartado de expresion de receptores hormonales.

En nuestra serie hay una franca asociacion enpeeg®n de BCL2 con ER (anova
<0,0001), con una media de valor de expresiorHmtioscore de BCL2 de 157 ( 142-
172) en ER positivos frente a 92 (78 — 107 ) eeptores de estrOgenos negativos, y
también con la expresiéon de KI67 ( anova p: <0,08iendo el que mas se correlaciona
con la expresion de receptores de estrégenos ds tosl biomarcadores estudiados con

un indice de correlacion de 0,466.

En algunas series se ha constatado una expresgdrn7O8 de BCL2, siendo muy
parecido tanto en el grupo de receptores de esinégeositivos como negativ3sEn
nuestra serie también hemos encontrado un 70%sde can niveles altos de expresion
de BCL2 Histoscore>77) siendo en el 84% de las pacientes con re@ptmrmonales
positivos y en el 58% de receptores negativos. adeeste grupo de pacientes con
expresion de ER y de BCL2>77 presenta un excefgotedstico ya que unicamente un
18% desarrollan metéstasis, frente a un 52% ernupbgde baja expresion de BCL2 y

receptores de estrégenos negativos.
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En el andlisis de supervivencia la expresion déB@or encima de 77 también se
asocia a mejor supervivenciggplan-Meier p:0,01) pero mientras que en el grupo de
receptores hormonales positivos se alcanza signifin estadisticak@plan-Meier p:
0,05), en el grupo de receptores negativos no seeaira esta significacion, lo que
sugiere que la baja expresion de BCL2 seria uorfale mal prondstico en el subgrupo
de receptores hormonales positivos, por lo que seripotencial marcador prondstico

en pacientes con receptores hormonales positivos.

Aunque este dato de buen prondstico para supeoiajeren el grupo de receptores
hormonales positivos con alta expresion de BCL2hagido valorado en las diferentes
series publicadas como tal, en la serie de Cdflagg encuentra un beneficio en
supervivencia para este grupo con una HR de 0,dCegisignificativamente mejor que
en el resto de subgrupos. En nuestra serie tansieié@a esta condicion, las pacientes
con ER+ y expresion de BCL2>77 tienen una HR d@ (p4 0,004) frente al resto de

subgrupos.

Algunos autore€ han encontrado que la expresiéon de BCL-2 puedereti€iar un
grupo de mejor pronostico en el perfil de paciehtasinales B categorizados por la
expresion de KI67 Kaplan-Meier p:0,004), en nuestra serie no se llega alcanzar
significacion estadistica dado el numero bajo deepées analizado con expresion de
ambos biomarcadores, pero si que se refleja unrmejmostico en las pacientes con
alta expresion de K167 y de BCLRgplan-Meierp:0,09).

PTEN es un gen supresor de la via PI3K de gran riapga en el proceso de
sefalizacion intracelular de las vias EGFR y otfias que activan los procesos de
proliferacion y supervivencia de las células. Laspncia de mutaciones de PTEN se ha
encontrado en numerosos procesos neoplasicos,dioslel cancer de mama. En
algunas series de cancer de mama se ha encontradedar de un 30% de falta de

expresion de PTEN siendo este hecho asociado ppeudsticé®.
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En nuestra serie encontramos una pérdida de éxprds PTEN (PTEN=0) en un 30%
en cuanto a la expresiéon nuclear y en un 10% eresim citoplasméatica aunque con
un 30% si consideramos niveles bajos de expresiistoscore50). También se ha
visto que la baja expresion de PTEN taotoplasmaticocomonuclear se asocia con
peor prondstico. Aunque en la mayoria de las seseesvalora solo la expresion
citoplasmatica de PTEN, en nuestra serie se hawadd ambas, existiendo una gran
concordancia entre la expresion de PTE&tdplasméticay la nucleary también en
cuanto a su valor pronostico siendo muy similaaetbas. En la serie de JansSese
encuentra una asociacion entre la baja expresio®PTdeN con RE negativos, RP
negativos, KI67 y P27, este efecto que tambiéndsuem nuestra serie , aunque sin
llegar a haber diferencias en supervivencia esti@sealiferentes subgrupos.

Hemos visto un efecto significativo en supervivaninto para PTEMitoplasmatico
comonuclear(Kaplan-Meier p: 0,053) favorable para la alta expresion deNpTtecho
que también se ha constatado en algunas ¥ecimssiderandose la perdida de PTEN ya
sea por baja expresion por IHQ como por aparicemaditaciones como un factor de

mala supervivencfa

P65 forma parte de la proteina Nfkb que se ha adoa proliferacion, sobre todo su
expresion en el nucleo, encontrandose una asociacitbe P6%uclearcon factores de
mal prondstico como ER y RP negativos, alta pnalifen y tamafio tumoril En
nuestra serie la expresion de Rfifelear se asocia a peor supervivencia (KM log-rank
p:0,027).

De hecho, en nuestra serie, hay una correlaciéarsaventre la expresiéon de P65
citoplasmaticay nuclear siendo la baja expresion de Péfoplasmaticay la alta
expresion de P6%uclear la que se comporta con peor supervivendaalisis de

supervivencia segun métod@aplan-Meierpara P6Xitoplasmaticalog rank p :0,02).

En la mayoria de las series se ha analizado laesior nuclear de P65 como factor
prondstico considerandose la expresion de P65teplasma como una forma inactiva
gue es incapaz de acceder al nucleo donde ejerfinsidon proliferativa. Este hecho
explicaria los datos de la expresion de Bi&iplasmaticaque hemos encontrado.
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También se ha encontrado una asociacion entreesidel expresion de P6&clearcon
tumores con resistencia hormotiaEn nuestra serie la expresion de P65 tiene un valor
pronostico solamente en el grupo de tumores coepteres de estrégenos negativos
(analisis de supervivencia segun méts@plan-Meierpara P6xitoplasmaticacon log
rank p: 0,042 y para la expresion nuclear p:0,08d#, un riesgo de metastasis de 11

veces superior).

La proteina Ciclina D1 tiene un papel muy imporeaen la regulacion del ciclo celular
a trabes de la activacion de CDK4 induciendo urievaason del ciclo celular. Se ha
visto que desarrolla un papel muy importante mediénaccion de los estrégenos y se
ha correlacionado con la expresién de receptorestiégenads.

También se ha encontrando que la expresion den@iElll se asocia a peor prondstico
sobre todo en el grupo de pacientes con receptdeesestrégenos positivos
considerandose la Ciclina D1 como la diana dedtr®genos.

En nuestra serie no hay asociacion entre la exjored¢ receptores de estrégenos y
niveles de Ciclinganova p: 0,851)pero si hemos encontrado en el grupo de receptore
de estrégenos positivos que la supervivencia esgretd que expresan niveles altos de
Ciclina con valor deHistoscorepor encima de 147 (HR 3,3 p:0,014). También se
encuentra asociacion de la expresion de Ciclundear con menor supervivencia (log
rank p: 0,032) a nivel global pero con mayor efeeitoel grupo de receptores de

estrogenos positivos (log rank p: 0,009).

En la mayoria de las serfése encuentra una expresion de Ciclina D1 del 36-70
Siendo su significado conflictivo, de tal manera gun algunas series su expresion se
asocia con receptores hormonales y baja prolifénagsi como mejor superviventia

en otras series se asocia a peor pronostico, sothoeen pacientes con receptores de
estrogenos positivds. En nuestra serie encontramos una alta expresid@iclina D1
(valor deHistoscorepor encima de 102) en un 33% y siendo un factonalepronostico

para aparicion de metastasis (RR 2, P-valor: 0,02)
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Existen datos muy controvertidos en la expresiofidéna D1nucleary su asociacion
como factor pronéstico, la diversidad de las seyids diferente cuantificacion puede
gue sea un factor a tener en cuenta. La expresida @iclina por mRNA parece que
tiene datos mas consisterifedeniendo en cuenta que la incidencia de expres@n
MRNA de Ciclina (CCND1) es mucho menor (15-20%)rp@xplicar nuestros datos
gue se ha escogido un punto de corte de expresi6hanimas alto.

53bplse considera como un gen supresor siendo intéeesarlos tumores deficientes
de BRCA 1 donde se ha visto que la perdida de 53@Rfaura la capacidad de
reparacion produciendo una mejor supervivencia eélala tras ser tratada con los
diferentes tratamiento antineoplasicos y por lotaale hace mas resistente al

tratamientd’ .

En nuestra serie se encuentra significacién dgnoalostico en valores de expresion de
53BP1 >100 para toda la serie sobre todo en swpeoia (KM p:0,012 HR 2,3)
aungue es el subgrupo de receptores negativoseeings se observa este efecto (KM
p:0,005 HR:4). Sin embargo valores altos de 53BPIcorrelacionan con mayor
expresion de receptores de estrogenos (ANOVA P:@&bcomo con niveles altos de
BCL2 y GATA3 que son biomarcadores de diferenciaciduminal como algunos

autores considerdhy por tanto de mejor pronostico.

Nuestro datos contrastan con los publicados es addmries donde se ha visto como las
pacientes con baja expresién de 53bpl tienen pepersvencid’. Una posible

explicacion seria que en estas series publicadapdaientes no han recibido ningun
tratamiento y es posible que el efecto del tratatoieneoadyuvante previo puede
cambiar el efecto biolégico de 53 BP1 o hacer @hecsion clonal dejando un grupo de
células que no han sido afectadas por el tratam@omt quimioterapia que son de muy
mal prondstico como sucede en los casos de tripmtivo con mala respuesta al

tratamiento con quimioterapia.

La expresion de GATA3 se ha asociado con la diteaeion a Luminal y con mejor
pronosticé® .En alguna serie se ha encontrado que dentroutdgrispo de receptores

negativos la expresion de GATA3 le confiere un patico favorabl&.
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En nuestra serie no hay asociacion de expresiorGA&A3 con receptores de
estrogenos positivos pero si con biomarcadoresiaatms a fenotipo triple negativo
como EGFR y Ki67 (anova p<0,001). En cuanto a dorvaronostico, existe una
asociacion de mejor supervivencia con niveles aleosxpresion de GATA 3 (valor de
Histoscorepor encima de 147), pero solo en el subgrupo deepiés con RE negativos
(HR:0,336).

Probablemente la expresion de GATA 3 en el subgRIpmegativos le puede conferir
signos de diferenciacion luminal que le puede @tiotgy mejor pronostico con respecto

al resto de pacientes con receptores negativos.

HER4 forma parte de la familia de receptores de oneana HER2 pero su expresion no
se asocia a la del HER2. Esta regulado por la wwodnsu factor de crecimiento propio
Eregulina y se han estudiado mecanismos de blogiegdomismo como diana
terapeutic?d. En nuestra serie hay una asociacién significagiveie la expresion de
HER4 y SLED tanto de forma global como segun ex@nede receptores de estrogenos

tanto positivos como negativos (KM p:0,007  IE)

No hay demasiados estudios para establecer elr faoboostico de la expresion de
HER4 siendo muy conflictiva su determinacion. Aumaun la mayoria de los estudios
no se ha encontrado significaciéon pronosfican algunas series se ha determinado la
fraccion especifica de HER4 en citoplasma y en euidiendo significativa para
supervivencia solo la fraccion citoplasmatica falenanera que valores altos de HER4

presentan mejor superviveritia

Otros autores han encontrado significativa la esiprede HER4 nuclear, siendo la
expresion de HER4 la que confiere peor superviggnaiientras que la expresion
citoplasmatica no encuentra significacion. En estesidios se determinan ambas
expresiones por diferentes anticuerpos lo que peeplcar las diferencias encontradas

con nuestra sefte
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Por tanto es dificil darle un significado a nuestresultados con respecto a los estudios
publicados dado que es muy diferente segun elwampio utilizado. En nuestra serie se
ha utilizado el mismo anticuerpo tanto para la esi@gn en membrana como la nuclear
y la de citoplasma, hecho que no se ha efectuadongmina otra seria. Los datos de
supervivencia son bastantes consistentes por Idieque un valor biolégico interesante

gue se deberéa de seguir estudiando.

El complejo E-cadherina/Caterina es conocido camo potente inhibidor de la
progresion a cancer al mantener la adhesion cééllda. ademas también se ha visto
que la perdida de este complejo induce la transfoidn epitelio-mesénquima y con
ello se adquiere la posibilidad de metastatfzator otro lado la perdida de expresion
de E-Cadherina se ha asociado al subtipo lobulijlee presenta unas caracteristicas
algo diferentes del ductal sobe todo en cuanto mejor pronostico y por tanto mejor

supervivencia.

En nuestra serie hay una asociacion directa datexpresion de E-Cadherina de
membrana y citoplasmética (indice de correlaciéf,8684) siendo la baja expresion de
E-cadherina citoplasmética la que se asocia unarregpervivencia libre de progresion
pero solo en el subgrupo de receptores negativoeguée esta baja expresion de E-
Cadherina solo acontece en apenas un 25% del detgbacientes con receptores

negativos.

En algunas series se ha constatado una mayor mdalijasociada a la expresion de E-
Cadherina, sobre todo por mayor presencia de mediidad asociada a la perdida de
expresion de E-cadherina, sin embargo, aunque noos®nta en el articulo, las

pacientes con tumor unifocal con baja expresiobeata catenina presentan una mejor

supervivenci#.

Existe una clara asociacién entre expresion de TpAtanto citoplasmatica como
nuclear) con la expresion de receptores de esto§géde tal manera que la media de
expresion de pAKT para receptores positivos esleleden la expresion de citoplasma y

mas de 3 veces para la expresion nuclear
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Aunque la expresion de pAKT >145 se asocia a papersivencia de forma muy
significativa , el hecho de que solo se encuentrpacientes con esta expresion le resta

importancia a este biomarcador.

La baja expresion de survivin nuclear se asociafadma significativa con peor
supervivencia en el grupo de pacientes con ER iposif{RR:0,2 P-valor : 0,024).
Diversos estudios de expresion de survivin ya s#aRY-PCR o por IHQ no han
mostrado relevancia pronostica o se han asociadonoejor o peor pronostiéd

pudiéndose ser esta discordancia debido los difssemétodos de deteccion de

expresion de survivin asi como de su localizaci@ivel nuclear o en citoplasma.

En estudios mas recientes se ha asociado la expms survivin a mal pronostico en
pacientes con expresion de ER, contrariamentegaidosale en nuestros datos, aunque

son datos de muestras de pacientes que aun nedibigo ningdn tipo de tratamiefito
15.3 analisis de los resultados agrupados por mamares de mal pronostico

La necesidad de encontrar una firma de expresiébiatmarcadores que nos pueda
predecir el riesgo de recidiva siempre se ha cersith como una herramienta muy Util
de cara a predecir el riesgo de forma mas exaetsi gontemplar la necesidad de un
tratamiento. En la actualidad existen diversosgestticos que se utilizan en la practica
habitual y que se han confirmado su valor en essuditrospectivos de gran validacion,
como son el oncotype, mamaprint, etc. Sin embatgdo el coste de este tipo de test y
su complejidad, han condicionado la busqueda des ammétodos que nos ayude a

predecir este riesgo.

Algunos autores han desarrollado diferentes test lsppn sido validados en series
retrospectivas. En una serie reciente de Chrpinha encontrado un modelo predictivo
a través de IHQ con una sensibilidad y especifttida un 90% aunque eran pacientes
que solo habian recibido tratamiento quirGrgicofatena inicial. Otros autoré$ han

buscado modelos predictivos de respuesta a quiraméesobre todo a regimenes con
antraciclinas con marcadores por IHQ sin enconinanodelo que no sea diferente a los
factores clinicos y biologicos conocidos como sel@afectacion ganglionar y el status

de receptores hormonales y Ki67.
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Por lo que nos falta encontrar un modelo predictieobiomarcadores en el tumor
residual tras un tratamiento inicial con quimiopgaaque nos ayude a una valoracién
pronostica tras finalizar dicho tratamiento.

En nuestra serie con los biomarcadores asociadmslaprondstico hemos podido
construir un modelo de regresion logistica multarste con todas las variables
significativas en el analisis multivariante y aphdo un algoritmo de tipo stepwise se
ha podido construir un modelo de condiciones cersiguientes biomarcadores:

* RE=0
« P65CIT<85
* HERA4 CIT >=75

* PTENCIT=0
« BCL2<775
* KI67 >=19.5

Tabla 15.1 Detalle de los OR estimados individualmente gada una de las

condiciones evaluadas en la firma:

También se ha efectuado una representacion ggdieapoder comparar la magnitud de
cada uno de los biomarcadores seleccionados péiranka genética con sus intervalos
de confianza que se han representado en una giadadtmica dados los resultados de

cada uno de ellos.
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Figura 15.4. Representacion de OR de cada uno de los biomassadoncontrados en la firma

genética

KIBT »=18.5

BCLZ=775

PTENcit=0 —

HER42 ==75 —

PB5cit= 85

s

RE =0 —

e

2 5] 10 20 50

OR

Se han correlacionado la presencia de estas condgcicon el desarrollo de metastasis,
de tal manera que se ha encontrado un incremeht@sigo de aparicién de metastasis

en funcién de la aparicion de las condiciones &rts:

Tabla 15.2. Proporcion de aparicién de metastasis en furaiolas condiciones

123



De tal manera que a partir de cumplir 4 condiciol@egosibilidad de aparicién de

metastasis se incrementa de forma muy significd68& vs un 12% si no se cumple

ninguna condicion).

Figura 15.5 SLED a 5 afios en funcion de la presencia dedadiciones de la firma

REPRESENTACION CONDICIONES

100
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80
70
60
50
40
30
20
10
0 [o——]
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70,7
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Figura 15.6: Representacion de las condiciones individualesomparada con las

agrupadas para poder diferenciar su magnitud.
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Figura 15.7: Ejemplo del valor pronostico de la aparicion dediciones representado

en dos casos segunBarfil de Expresion por IHQ :

Paciente Asolo cumplauna condiciénde la firma de mal pronostico (HER4 CIC>75) ,
por lo que la probabilidad de DFS a 5 afios es 5. & a paciente esta viva sin

enfermedad a distancia en el ultimo seguimientdizato.

Paciente Bcumple4 condicionesde nuestra firma (RE=0, Ki67>20, BCL2<78 y p65
CIT <85), La paciente presenta una probabilida®E8 a 5 afios del 34%. La paciente

fallece a los 2 afios del diagnostico con metéastadistancia

63x PATIENT A PATIENT B
Residual Tumor Size 2.7 cm

ER=0
Ki67 <19.5
';:.. -:;":..;: ..2' §l ..
LR
Cyt PTEN =0 .
Bcl2 =78
Cyt HER-4 =75
Cyt P65 <85
N2 satified conditions ‘ 1
Diagnostic data 2010/04/09 2007/06/07
Metastases No Yes (2009/04/22)
Status Alive (2012/04/19) Dead (2009/12/08)
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Angulo y cof’ también ha encontrado un modelo de proteémicel émmor residual

tras tratamiento con QTN siendo diferente en epgrde pacientes con expresion de
receptores hormonales frente al global general,lgp@ue también resulta interesante
investigar una firma genética que tenga un sigaiocpronostico segun la expresion de

receptores hormonales.

Las condiciones asociadas a mal pronostico segimodklo univariable encontrado

para el subgrupo con receptores de estrogenosvesyabn:

GATA 3 <187
HER4>75
P65>162

53 BP1>100

Agrupando estas diferentes condiciones también seueatra diferencias

estadisticamente significativas en funcion del dimipnto de las mismas:

Tabla 15.3: Proporcion de aparicion de metastasis para ER imegaegun las

condiciones

0 condiciones | 3 (100 %) 0 (0%)
1 condiciones | 7 (77 %) 2 (22 %)
2 condiciones | 3 (21 %) 11 (79 %)
3 condiciones | 0 (0%) 3 (100%)

Chi-cuadrado : 13,180 Valor P : 0,004

Dado que la variables 53BP1 se ha analizado en snasmentes que en el resto de la
serie, al incluir este biomarcador el numero deigpées queda limitado solo a 29

pacientes por lo que su significacion quedaria ommprometida.
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Las condiciones asociadas a mal pronostico segimodkelo univariable encontrado

para el subgrupo con receptores de estrégenosvpsssbn:
CICLINA NUCLEAR > 147
KI167>20

SURVIVIN NUCLEAR< 92

Y agrupando las 3 condiciones se encuentra un naaloptico en funcion si se van

cumpliendo alguna de ellas:

Tabla 15.4. Proporcién de aparicibn de metastasis para ER iypmsiegun las

condiciones

Las condiciones asociadas a mal pronostico son difegentes segun la expresion de
receptores de estrégenos, lo que se explica pdifezente comportamiento biolégico

del cancer de mama en funcién de la expresiontde esceptores.
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16. CONCLUSIONES
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Como conclusiones y en respuesta a los objetiviogipales y secundarios que nos

planteamos en este estudio, podemos concluir loesite:

Hemos encontrado un perfil proteico sobreugldr residual tras QTN, en base a 22
proteinas especificas analizadas sobre TMA, queapaz de discernir subpoblaciénes
de pacientes de diferente pronostico. Siendo laresign de los siguientes
biomarcadores los que identifican dicho perfil: RE P65 CIT < 85, HER4 CIT <=75,
PTEN CIT=0, BCL2 < 77.5y KI67 >=19.5.

Hemos identificado un grupo de buen pronosiige presente un riesgo de recaida a
distancia (metastasis) <15% a cinco afios, y qurserguellas pacientes que no

cumplen ninguna de las condiciones de mal proromgtie se han identificado.

También este perfil de biomarcadores idemtifimos grupos de pronostico bien
diferenciados con una supervivencia libre de psigrea 5 afios que va desde un 84%
si no se cumple ninguna condicion a un 34% suseplen mas de 3 condiciones.

Los biomarcadores que condicionan un promossicn diferentes en funcion de la
expresion de ER. De tal manera que para los queesap ER serian : CICLINA
NUCLEAR > 147, KI67>20 y SURVIVIN NUCLEAR< 92; migras que para ER
negativos serian: GATA 3 <187, HER4>75, P65>163\BP1>100. Lo que explica un
comportamiento biolégico diferente en funcién de elgpresion de receptores de

estrogenos.
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