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RESUMEN

Introduccién: El cancer de mama es la neoplasia maligna méas frecuente a nivel mundial,
con incidencia creciente. Se trata de una entidad heterogénea con diferencias moleculares
y pronésticas de acuerdo con cada subtipo: luminal A, luminal B, HER2 y basal; que aunado
a las caracteristicas clinico-patologicas dirigen el tratamiento de la enfermedad.

El oncogén HER2/neu es un gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano,
codifica para la proteina HER2, implicada en la proliferacion y supervivencia celular y se
encuentra sobre expresado en 20 — 25% de los canceres de mama; confiere un
comportamiento de mayor agresividad y se asocia con un prondstico sombrio, que se ha
modificado gracias a las terapias dirigidas anti-HER2, como el trastuzumab.

Se sabe que la presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), particularmente de
linfocitos T citotoxicos CD8+, se ha asociado a un mejor prondstico en pacientes con cancer
de mama HER2+ y triple negativo.

El impacto del valor predictivo y pronostico de la presencia de TILs en el microambiente
tumoral del cancer de mama, ha sido demostrado particularmente en los subtipos HER2+ y
triple negativo, ya que los tumores que expresan mayor porcentaje de TILs presentan
mayores tasas de respuesta a la neoadyuvancia y mejor supervivencia libre de enfermedad
(SLE). Hay ensayos que han demostrado el impacto de los TILs para predecir la respuesta
a la quimioterapia neoadyuvante en cancer de mama HER2+, sin embargo estos estudios

se han realizado principalmente en poblacién Europea, Alemana y Asiatica.

Objetivo: Determinar el papel prondstico y predictivo de los TILs en cancer de mama
HER2+, en pacientes tratadas con quimioterapia y trastuzumab neoadyuvante en el

Hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS

Material y métodos: Cohorte retrospectiva, analitica, longitudinal. Se incluyeron pacientes
con diagnéstico de cancer de mama HER2+, corroborado histolégicamente, que hayan
recibido terapia neoadyuvante con quimioterapia mas trastuzumab, tratadas en la UMAE
Hospital de Oncologia del CMN Siglo XXI, en el periodo comprendido de enero del 2018 a
enero 2021. Se determind el porcentaje de expresion de TILs como factor prondstico y
predictivo de respuesta. El célculo de SLE se realizd por curvas de Kaplan y Meier y el
impacto de las TILs en SLE mediante el analisis de log-rank y ANOVA. Para el analisis

pronostico del modelo completo se utilizé un modelo de riesgos proporcionales de Cox.



Factibilidad: El Departamento de Anatomia Patologica de la UMAE Hospital de Oncologia,
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, cuenta con los recursos basicos y metodolégicos
para el desarrollo del presente proyecto.

Palabras Clave: Cancer de mama, HER2, respuesta patoldgica, linfocitos infiltrantes del

estroma tumoral, pronéstico, predictivo.

Resultados:

Se observo respuesta completa en 35% de los casos que fueron las pacientes que tuvieron
mayor expresion de TILs (36%), en aquellas cuyos TILs se encontraban en el 20%, se
obtuvo enfermedad estable. Con la curva de ROC se realizé el andlisis para observar la
utilidad de la prueba con area bajo la curva de 0.651, y un punto de corte para los TILs de
25%.

La respuesta patolégica completa en relacion con la expresién de HER2 + y receptores
hormonales encontramos que fue de 47% para los receptores negativos, y del 28 % para
los receptores hormonales positivos, lo cual es similar a lo reportado en la literatura.

Como obijetivos secundarios evaluamos la SLE medida en los 3 afios que contemplé el
estudio y encontramos que fue de 41 meses, adicionalmente se vio en cuanto a la presencia
de TILs, que las pacientes que tenian expresion mayor al 25% tuvieron SLE de 50 meses
y las que tuvieron menos de 25% de TILs tuvieron SLE 42 meses.

La SG fue de 61 meses en la poblacion general. Al tener un seguimiento a la fecha de tres
afios y un solo evento de muerte, el resultado fue no significativo. Y aun no alcanza la media

de sobrevida global.

CONCLUSION:
En este ensayo la expresion de TILs no fue un factor predictivo ni pronéstico para la
respuesta patoldgica completa, aunque se observd mayor sobrevida libre de enfermedad y

tasas de respuesta en los pacientes con mayor expresion de estos.



ABREVIATURAS

AKT Protein cinasa B

ATM Ataxia-telangiectasia mutado

Bcl2 B-cell linfoma 2

BRCA1l Breast cancer type 1

BRCA2 Breast cancer type 2

CHEK2 Checkpoint cinasa 2

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico
FEVI Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
FISH Hibridizacién in situ por inmunofluorescencia
HER2 Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
IFN Interferon

IHQ Inmunohistoquimica

IL Interleucina

MAPK Protein cinasas activadas por mitbgeno

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad

NK Natural killer

OR Odds ratio

PALB2 Partner and localizer of BRCA2

pCR Respuesta patoldgica completa

PI3K Fosfoinositol 3 cinasa

PTEN Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa
RE Receptor de estrégeno

RP Receptor de progesterona

RR Hazard ratio / tasa de riesgo

ROS Especie reactiva de oxigeno

TILs Linfocitos infiltrantes de tumor

SLE Supervivencia libre de enfermedad

SG Supervivencia global

STAT-3 Transductor de sefial y activador de la transcripciéon 3
STILS Linfocitos infiltrantes del estroma tumoral
TNF Factor de necrosis tumoral

CTL Linfocito T citotoxico

TRAIL TNF-Related apoptosis-inducing ligand



MARCO TEORICO

Introduccién

El cdncer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente a nivel mundial, con 2.26
millones de casos nuevos en 2020; reportandose en México 29,929 casos nuevos y 7,931
muertes.! Globalmente, ha presentado una incidencia creciente en la Ultima década,
particularmente en mujeres >65 afios.??® Es una enfermedad heterogénea con diferencias
moleculares y clinicas en cada subtipo, con impacto pronéstico, lo que actualmente ha
permitido dirigir tratamientos especificos que, aunados a un mejor manejo multimodal, han
demostrado mejoria en la supervivencia incluso, en enfermedad metastasica.*

La predisposicion genética hereditaria del cancer de mama es menor al 10%. El
antecedente de un familiar en primera linea con cancer de mama incrementa el riesgo hasta
4 veces. Las mutaciones mas asociadas son las germinales en los genes BRCA1ly BRCAZ2,
responsables de mecanismos de reparacion celular.® Otros genes asociados relevantes
son: PTEN, P53, PALB2, CHEK2 y ATM.®

El cancer de mama ocurre en su mayoria de forma esporadica. La edad, el antecedente de
lesiones ductales o lobulillares con atipia, la exposicion de la mama a estrogenos
enddgenos, menarca temprana y menopausia tardia; asi como el incremento creciente de
la edad al primer embarazo, incrementan el riesgo del desarrollo de cancer mamario, con
riesgo relativo de 1.4 a 3.0."

A su vez, alrededor del 20% de los casos presenta una fuerte interaccion con el estilo de
vida y condiciones ambientales causantes de modificaciones epigenéticas secundarias a
obesidad, actividad fisica, uso de hormonas exégenas, factores ambientales y dietéticos
(RR1.1-2.2)8

En el afio 2000, Perou y cols. publicé la clasificacion molecular del cancer de mama, que
distingue cuatro subtipos intrinsecos: luminal A, luminal B, HER2 y basal (Tabla 1). Estos
subtipos hoy dirigen el tratamiento en conjunto con las caracteristicas clinicas y patolégicas

de la enfermedad.®

Subtipo intrinseco Caracteristicas moleculares

Luminal A RE+ HER2- Ki67 <20%

Luminal B RE+ HER2- Ki67 >20%
RE+ HER2+ cualquier Ki67

Basal like RH- HER2-

HER2* RH- HER2+

*Determinacion de HER2 por inmunochistoquimica o FISH.




| Adaptado de Perou y cols.®

Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano 2 (HER2)

El oncogén HER2/neu es un gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano,
localizado en el brazo largo del cromosoma 17 que codifica para la proteina HERZ2,
implicada en la proliferacién y supervivencia celular, a través de vias de sefializacion
promotoras de la carcinogénesis.°

HER2 forma parte de una familia de glicoproteinas compuesta por 4 miembros: HER1
(EGFR), HER2, HER3 y HERA4. Estas proteinas cuentan con un dominio extracelular, un
dominio transmembrana y un dominio intracelular, este altimo, ejerce su accion a través de
la tirosina quinasa. Su funcién consiste en regular la proliferacion y diferenciacion celular;
por tanto, su desregulacion esta asociada a procesos neoplasicos diversos. La activacion
de estos receptores es mediante su dimerizacion, lo que promueve la accion de multiples
cascadas de sefializacion, principalmente a través de las vias Raf/Ras/MAPK, fosfolipasa
C y PI3K/Akt, estimulando la angiogénesis, supervivencia, migracion, invasion y
metastasis.!!

La sobreexpresion de HER2 se observa en un 20 — 25% de los canceres de mama, confiere
un comportamiento de mayor agresividad y se asocia con un prondstico sombrio.

Con el advenimiento de terapias anti-HERZ2, la historia natural de esta enfermedad se ha
modificado en estadios tempranos, localmente avanzados y metastasicos de forma
significativa.2'314 En pacientes mexicanas HER2+, la supervivencia global (SG) a 5 afos
se estima en un 82%, en comparacién con 86% en HER2- y 69% en triple negativas.®

El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido al dominio extracelular de
HER2, inhibiendo su dimerizacion y por tanto, la activaciéon de vias de sefalizacion
intracelular y es por tanto, piedra angular en el tratamiento del cancer de mama HER2
positivo. Ademas, el trastuzumab tiene la capacidad de inducir respuestas inmunes
antitumorales!® mediante el incremento de la citotoxicidad mediada por anticuerpos. La
presencia de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), particularmente de linfocitos T citotoxicos
CD8+, se ha asociado a un mejor prondstico en pacientes con cancer de mama HER2+ y
triple negativo.'”1®

El principal evento adverso asociado al uso de trastuzumab es la cardiotoxicidad, con
disminucion por lo general asintomética y reversible de la fraccién de eyeccion del ventriculo
izquierdo (FEVI) descrita en el 3.2% de pacientes, incrementando hasta un 18 — 34% al
asociarse a manejo concomitante con antraciclinas y causando insuficiencia cardiaca

congestiva hasta en un 2 — 4% de los casos.'®



Inmunoedicion en cancer de mama

Un sistema inmune intacto es capaz de prevenir y controlar a las células tumorales a través
de un proceso denominado inmunoedicién del cancer,?° que consta de 3 fases: eliminacion,
equilibrio y escape. El escape tumoral del control inmune constituye uno de los sellos
distintivos del cancer.?

En la fase de eliminacion, el sistema inmune innato y adaptativo detecta y destruye las
células tumorales antes de que sean clinicamente evidentes, a través de antigenos de
superficie tumorales que son reconocidos por las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | (MHC 1) de las células efectoras CD8+ y linfocitos natural killers
(NK).

Los linfocitos TCD8 son células que juegan un papel importante en la respuesta inmune
antitumoral, primero una célula presentadora de antigenos, presenta un antigeno en su
superficie lo cual activa a los linfocitos T citotéxicos, que responden primero a través de la
expansion clonal, posteriormente a través de la lisis de la célula diana objetivo. Los CTL
actlan a través de la unién de Fas/Fas ligando en la superficie de la célula diana, lo que lo

lleva a la apoptosis. %

Las células efectoras liberan IFN- y, inhibiendo la proliferacion y la angiogénesis tumoral;

ademas, inducen la apoptosis mediante la secreciébn de granzimas y perforinas, e
interactuando con otros receptores tumorales como Fas y TRAIL. Otras células del sistema

inmune, como macrdfagos y granulocitos, contribuyen al ataque a las células tumorales

liberando TNF-a, IL-2, IL-12 y ROS.?

Durante la fase de equilibrio se observa un balance relativo entre las células
inmunosupresoras y aquéllas capaces de generar efectos antitumorales. Por tanto, el
microambiente tumoral mantiene a las células en un estado de inactividad o dormancy, que
puede durar incluso afios. Se desconoce el factor especifico que modifica la fase de
equilibrio hacia escape inmune, pero ya que la edicion tumoral ocurre en esta fase, es
probable que la célula tumoral evolucione perdiendo antigenos de superficie o la capacidad
de presentarlos.?*

Finalmente, los mecanismos de escape tumoral incluyen el reconocimiento inmune
reducido, por pérdida de MHC I, detrimento de antigenos inmundgenos y de moléculas
coestimuladoras, incremento de la capacidad de supervivencia o expresion de factores

antiapoptéticos, como STAT-3 o Bcl2 o bien, el desarrollo de un microambiente



inmunosupresor. La falla del sistema inmune para restringir el crecimiento tumoral permite

la proliferacién de estas y, en consecuencia, la enfermedad clinicamente evidente.?°

Relevancia predictivay prondstica de los TILs

El impacto del valor predictivo y pronostico de la presencia de TILs en el microambiente
tumoral del cancer de mama, se ha puesto de manifiesto en la Ultima década,
particularmente en los subtipos HER2+ y triple negativo.

Se entiende como factor prondstico toda aquella caracteristica, de la paciente o del tumor
que se relaciona con la SG o con cualquier otro resultado intermedio (tasa de respuesta,
supervivencia libre de progresién). Y como factor predictivo aquellas caracteristicas del
paciente o del tumor o del propio tratamiento que se relaciona con las probabilidades de
respuesta al mismo.®

La respuesta patoldgica completa (pCR) (se define como pCR la ausencia de tumor invasor
y ganglios en la pieza quirdrgica posterior a quimioterapia, es decir ypTO ypNO o ypT0/is,
ypNO) es un subrogado del beneficio clinico, esto se demostré en el metaandlisis de
Cortazar en 2014, en el cual la relacién entre la pCR vy los resultados a largo plazo fueron
mas evidentes en pacientes con cancer de mama triple negativo (SLE: HR 0-24, 95% CI
0-18-0-33; OS: 0-16, 0-11-0-25) y HERZ positivo con receptores negativos que recibieron
trastuzumab (SLE: 0-15, 0-09-0-27; OS: 0-08, 0-03, 0-22).%°

Ensayos en neoadyuvancia

Diversos trabajos han demostrado que la expresién de TILs estda asociada a mayor
respuesta a la terapia neoadyuvante. En 2015, un anadlisis secundario del ensayo
prospectivo fase Ill, NeoALTTO, que comparé el uso de quimioterapia (QT) + trastuzumab
(T) vs QT + lapatinib (L) vs QT + T + L, los TILs se asociaron con un incremento en tasa de
pCR. Se analizaron 387/455 muestras; la mediana de TILs fue de 12.5%, observando que
los tumores con expresion de TILs >5% obtuvieron mayores tasas de pCR (OR 2.60 [95%
Cl, 1.26 — 5.39]; P = 0.01) en comparacién con TILs 0 — 5%. Ademas, se objetivd que por
cada 1% de aumento de TILs, existié una reduccion del riesgo de recurrencia en un 3% (HR
0.97 [95% CI, 0.95 — 0.99]; P = 0.002). Por tanto, a mayor cantidad de TILs, mayor
supervivencia libre de enfermedad (SLE).%

En el subestudio del ensayo TRYPHAENA, que comparoé el uso de trastuzumab con o sin
pertuzumab + QT en neoadyuvancia, la mediana de TILs fue de 14.1%. El incremento de

TILs no se asocio a mayores tasas de pCR, pero si demostrd un papel pronéstico, ya que



por cada incremento de 10% de TILs, se observd una reduccién del riesgo de recurrencia
de un 25% (OR 0.75 [95% CI, 0.56 — 1.00]; P = 0.05).%

Continuando con el valor de TILs en neoadyuvancia, en un ensayo con 143 muestras de
pacientes HER2+, los TILs fueron una variable independiente predictiva de pCR,
distinguiendo un umbral de >20% vs <20% para significancia estadistica (OR 0.25 [95% ClI,
0.12 — 0.52]; P <0.001). Asi mismo, los TILs fueron relacionados con mejor prondstico en
SLE y SG. SLE: HR 3.87 [95% CI 1.65 — 9.12]; P = 0.002; SG: HR 4.74 [95% CI 1.02 —
22.01]; P = 0.047.%

Finalmente, Denkert y cols. realizaron un analisis conjunto de 8 ensayos alemanes,
incluyendo 3771 pacientes de cualquier subtipo intrinseco. Estratificaron los tumores por
niveles de TILs en 3 grupos: bajo (0 — 10%), intermedio (11 — 59%) y alto (>60%). En el
subtipo luminal (n = 759), se alcanzaron pCR de 6% en nivel de TILs bajo, 11% en
intermedio y 28% en alto; en contraste con el subtipo HER2+ (n = 605), en que las pCR
fueron de 32%, 39% y 48%, respectivamente. A su vez, la SLE en el subtipo HER2+ fue
incrementada por cada 10% de aumento en TILs (HR 0.94 [95% CI, 0.89 — 0.99]; P = 0.017),

no asf en tumores luminales.?®

Ensayos en adyuvancia

En el contexto adyuvante, el analisis secundario del ensayo N9831, que aleatorizé a
pacientes con cancer de mama HER2+ a recibir QT vs QT + trastuzumab (n = 3505,
muestras para analisis de TILs: 945), demostré una SLE a 10 afios de 90.0% vs 64.5% para
pacientes con TILs altos vs bajos que recibieron sélo quimioterapia, tomando como valor
de corte 60% (HR 0.23 [95% CI, 0.07 — 0.73]; P = 0.01), pero no asi en pacientes que
recibieron QT + trastuzumab, con SLE 10 afios de 80.0% vs 80.1% (HR 1.26 [95% CI, 0.50
—3.17]; P =0.63). De modo que los niveles de TILs elevados se asociaron con una ausencia
de beneficio de QT + trastuzumab.*

Loiy cols. también demostraron en muestras de la poblacion del ensayo FinHER (n = 1010,
muestras para analisis de TILs HER2+: 209) que el incremento de cada 10% de TILs se
asocio a una disminucién del 13% de riesgo de recurrencia (HR 0.77 [95% CI, 0.61 — 0.98];
P = 0.02), ademéas de encontrar un 18% de reduccion de riesgo de recurrencia por
incremento de TILs en pacientes que recibieron tratamiento con trastuzumab, corroborando
el papel predictivo y pronéstico de TILs en poblacién HER2+.3!

En cuanto al valor pronéstico de los TILs en SG en pacientes con cdncer de mama HER2+,

un ensayo que conjunta la poblacion de 4 estudios prospectivos con mas de 12,400



pacientes evalud la presencia de TlLs CD8+ en HER2+ y receptores estrogénicos (RE)
positivos y negativos. Los CD8+ en RE-HER2+ se asociaron a una reduccion en el riesgo
de muerte del 28%. En el subgrupo RE+HER2+, este beneficio fue del 27%.%?

En un metaandlisis de 13 estudios realizado por Yan Mao en 2014 de 3251 pacientes, en
el cual se analizaron los valores predictivos de los TILS, el andlisis sugiere que a un nivel
mas elevado de TILS en la biopsia previa a la neoadyuvancia aumenta aproximadamente
4 veces la tasa de respuesta patoldgica completa. Con una tasa mas baja de respuesta
patolégica en pacientes HR + y HER2 -, mientras que una tasa notablemente mas alta en
pacientes con cancer de mama HER2 +(OR = 5,05, IC del 95 %: 2,86-8,92), o triple
negativo (OR = 2,49, IC del 95 %: 1,61-3,83). *

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El papel prondstico y predictivo de los TILs en cancer de mama HER2+ se ha objetivado en
diversos ensayos, con foco en la SLE y la tasa de respuesta. La mayoria de estos estudios
son enfocados en poblacién asiatica y europea. Actualmente no hay estudios de nuestra
poblacion a este respecto.

Los puntos de corte que se han utilizado para definir TILs altos vs bajos, son heterogéneos;
esto permitiria conocer la magnitud del riesgo de recurrencia de las pacientes para dirigir

un tratamiento 6ptimo y poder tener de manera justificada su uso estandarizado.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es el impacto predictivo de los TILS en las pacientes con cancer de mama HER2+,
tratadas con quimioterapia y trastuzumab neoadyuvante en la UMAE Hospital de Oncologia,
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

JUSTIFICACION

Las pacientes con cancer de mama HER2+ tienen un prondstico adverso; sin embargo, con
el empleo de terapias anti-HER2 como trastuzumab, pueden alcanzar altas tasas de SG.
Los ensayos en adyuvancia en etapas tempranas van dirigidos no sélo a incrementar la SG
y SLE, sino a ofrecer tratamientos menos agresivos y con menor riesgo de secuelas a largo
plazo. Demostrar que la alta expresion de TILs incrementa las tasas de pCR y a su vez,
esto se traduce en mayor SG de las pacientes con cancer de mama HER2+, podria a futuro
ofrecer des-escalamientos de tratamiento adyuvante (omision de antraciclinas, menor

tiempo de trastuzumab) para reducir efectos adversos tardios y costos de tratamiento; a su



vez, permitiria estratificar de una forma mas precisa a las pacientes de alto riesgo que
deben ser tratadas con mayor agresividad, dado el gran numero de pacientes

diagnosticadas con cancer de mama y la tendencia al incremento en su incidencia actual.

HIPOTESIS DE TRABAJO
En una cohorte retrospectiva de pacientes con cancer de mama HER2+ atendidas en la

Seguridad Social mexicana, el mayor porcentaje de expresion de TILs determinados en el
tumor primario es un factor predictivo de mejor respuesta a tratamiento neoadyuvante con

quimioterapia y trastuzumab.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la relacién entre los niveles de TILs y la tasa de respuesta patologica de las
pacientes con cancer de mama HER2+, tratadas con quimioterapia y trastuzumab
neoadyuvante en la UMAE Hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Objetivos especificos

l. Determinar la tasa de respuesta patoldgica de las pacientes con cancer de mama
HER2+ de acuerdo con su etapa clinica y los niveles de TILs.

Il. Analizar la respuesta patolégica de pacientes con cancer de mama HER2+ de
acuerdo con el estado de los receptores hormonales y los niveles de TILs.

Il. Estimar la SLE a 3 afios de acuerdo con los niveles de expresion de TILs.

V. Estimar la SG a 3 afios de acuerdo con los niveles de expresion de TILs.

MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio
Cohorte retrospectiva, analitica, longitudinal.
Universo de trabajo
UMAE Hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
Departamentos de Oncologia Médica y Anatomia Patoldgica.
Poblacién de estudio
Fueron evaluadas muestras (laminillas y/o bloques de parafina) de pacientes con

diagnostico histopatolégico de cancer de mama HER2+ que recibieron tratamiento



neoadyuvante con quimioterapia y trastuzumab, tratadas en el Departamento de

Oncologia Médica en el periodo enero 2018 — enero 2021.

CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion

l. Pacientes mayores de 18 afios con diagnostico histopatolégico de cancer de mama
HER2+ (IHQ 3+ o FISH positivo), que recibieron tratamiento con quimioterapia y

trastuzumab neoadyuvante.

Criterios de exclusion

l. Pacientes sin reporte de inmunohistoquimica.

Il. Pacientes que no cuenten con reporte de patologia.

Il. Enfermedad fuera de mama y ganglios linfaticos regionales.

V. Pacientes con diagndstico de comoérbidos no controlados con expectativa de vida

menor a 3 afios.

ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron medidas de tendencia central para las variables cuantitativas con las medidas
de distribucién respectivas. La cuantificacion de TILs se expone a manera de porcentajes
que estan agrupados en niveles intercuartiles. Se tomé un punto de corte para el analisis
de TILs como medida dicotémica para el andlisis de la SLE. Las variables cualitativas se
reportan en proporciones. La correlacion entre variables continuas se realiz6 mediante el
coeficiente de correlacion de Pearson en caso de distribucién normal; en caso contrario, se
evalud por medio del coeficiente de correlacién de Spearman. El calculo de SLE se realiz6
mediante estimaciones por curvas de Kaplan y Meier y la determinacion del impacto de los
TILs en SLE mediante el andlisis de log-rank. Para el andlisis pronéstico del modelo
completo se utiliz6 un modelo de riesgos proporcionales de Cox. Para relacionar el
porcentaje de TILs con la tasa de respuesta se utilizo la formula ANOVA, y para determinar

el punto de corte la curva de ROC.

PROCEDIMIENTOS

Obtencioén de las muestras

Se identifico a las pacientes con cdncer de mama HER2+, tratadas en la UMAE Hospital de
Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS en el periodo comprendido de enero

de 2018 a enero de 2021 que recibieron tratamiento con trastuzumab en el contexto



neoadyuvante. Se recabé el material anatomopatolégico (laminillas y/o bloques de parafina)
disponible en el Departamento de Anatomia Patologica de las biopsias realizadas previas
a cualquier tratamiento médico o quirtrgico. Y se procedié al llenado de la hoja de
recoleccién de datos requeridos para este protocolo con la informacién asentada en los
expedientes electronicos y fisicos en caso necesario.

Determinacion de HER2+ y receptores hormonales

Las muestras fueron analizadas previo al inicio del tratamiento médico de todas las
pacientes para determinacion de HER2 y receptores hormonales con la metodologia
convencional y estandarizada por inmunohistoquimica. Para los receptores hormonales, se
analizaron bloques parafinados fijados con formalina, tomando laminillas de 4 um y se
utilizaron los anticuerpos siguientes: RE clona 1D5, Dako; RP clona 16SAN27, Novocastra;
HER2 clona 4B5, Ventana. Se realiz6 hibridizacién in situ (ISH) en casos necesarios

(puntaje de IHQ para HER2 ++/dos cruces) (Anexo 1).

Cuantificacion de TILs

La determinacion de TILs se realiz6 mediante cortes de biopsias con tinciones de

hematoxilina y eosina (H&E) por la Dra. Raquel Valencia Cedillo experta en cancer de

mama en la UMAE Hospital de Oncologia, de acuerdo con las recomendaciones del Grupo
de Trabajo Internacional de Linfocitos Infiltrantes de Tumor (TILs) 20143 y del Grupo de

Trabajo Internacional de Biomarcadores Inmuno-Oncolégicos en Cancer de Mama, en su

actualizaciéon de 2017 que especifican lo siguiente:

1. Los TILs deben ser reportados del compartimento estromal (=% TILs estromales). El
denominador usado para determinar el % de sTILs es el area de tejido estromal (area
ocupada por células mononucleares inflamatorias, sobre el area estromal intratumoral
total) y no el nimero de células estromales (fraccion de los nicleos totales en estroma
gue representa los nacleos de células inflamatorias mononucleares).

2. La evaluacion de TILs en tumor residual debe realizarse en los bordes del lecho,
definido como la presencia de tumor residual en analogia con la definicién del Residual
Cancer Burden (RCB)-index.

3. La seccion transversal mas larga completa debe utilizarse para la evaluacion de TILs.
Una seccion de 4 — 5 um por paciente se considera suficiente.

4. Siellecho residual es mayor a 2 cm, debe utilizarse méas laminillas para su andlisis, con

una laminilla por cm de lecho, como minimo.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Para la evaluacion de la celularidad de TILs, es util el uso de 50 — 100x de magnificacion.
Posteriormente, estimar el promedio de celularidad en diferentes campos con 200 —
400x.

Las areas de necrosis pueden ser reemplazadas por agregados histiocitarios y placas
de colesterol. Los TILs asociados con &reas necréticas deben ser excluidos.

Excluir TILs en zonas con artefactos visibles.

Excluir TILs muy cercanos a focos remanentes de carcinoma residual in situ.

Los TILs deben ser evaluados en células tumorales cuando se encuentren incrustadas
dentro de agregados de histiocitos.

Los TILs pueden ser evaluados posterior a tratamiento sistémico, previo al manejo
quirurgico, sélo cuando se cuenta con células tumorales. Biopsias con tejido cicatrizal o
estroma inflamatorio, sin células tumorales, no deben evaluarse.

No enfocarse en hot-spots, sino en promedio de TILs en area tumoral.

Todas las células mononucleares, incluyendo linfocitos y células plasmaticas, deben
evaluarse, sélo los leucocitos polimorfonucleares deben ser excluidos.

Los TILs pueden proveer informacién biologica relevante cuando se miden como una
variable continua, ya que permite un analisis mas preciso que posteriormente puede ser
categorizado en distintos umbrales. Sin embargo, en la practica diaria, se suele
redondear a las cifras mas préximas a 5 — 10% cercano. Los patélogos deben reportar
el porcentaje de TILs con el mayor detalle posible.

Los TILs pueden evaluarse como un parametro continuo. El porcentaje de TILs
estromales o intratumorales es un parametro semicuantitativo. Por ejemplo, 80% de
TILs estromales significa que el 80% del area estromal muestra un infiltrado
mononuclear denso.

No incluir carcinoma ductal in situ, lobulillos normales, necrosis, areas fibrosas
extensas, artefactos ni hialinizacién regresiva.

En caso de pCR, los TILs deben ser evaluados en el area de regresion, definida por

imagen y caracteristicas macro y microscopicas.

Los resultados fueron vaciados en la hoja de recoleccién de datos para su posterior analisis

estadistico



DEFINICION DE VARIABLES

Edad Cuantitativa Tiempo de vida de una | Niumero de afios de | Numero de afios Instrumento de
discreta persona medida en afios vida que el paciente recoleccion de
refiere  tener  al datos
momento de la
consulta
Histologia Cualitativa Tipo morfolégico del tumor | Nombre del tipo | Tipos histolégicos | Reporte
nominal de acuerdo a andlisis | histolégico del tumor | acorde ala OMS: histopatolégico
patolégico 1.-Ductal
2.-Lobulillar
3.-Mixto
4.-Secretor
5.-Papilar
6.-Apocrino
Grado de | Cualitativa Grado de diferenciacién | Nombre del grado de | 1.-Bien Reporte
diferenciacion | nominal histolégica del tumor de | diferenciacion diferenciado histopatolégico
acuerdo a andlisis | histolégica del tumor | 2.-Moderadamente
patolégico diferenciado
3.-Poco
diferenciado
Receptores Cualitativa Expresion de receptores | Porcentaje de | 0% Negativo Reporte
hormonales nominal hormonales expresion de | = 1% positivo histopatolégico
(estrégenos/progesterona) | receptores
en células tumorales hormonales por
medio de IHQ
HER2 Cualitativa Expresion de receptor de | Puntuacion de HER2 | 0-1.-negativo Reporte
nominal HER2 en células | por medio de método | 2.-indeterminado histopatoldgico
tumorales de IHQ, basado enla | 3.- positivo
intensidad de
reaccion del
producto, y el
porcentaje de
membrana  celular
positiva. Cuando se
observa >10% de
células tumorales, se
otorga una
puntuacion entre
rango de O - 3+.
Tamario Cualitativa Tamafio del tumor | De acuerdocon TNM | 1.-T1 Reporte
nominal primario de mama por | como se especifica | 2.- T2 histopatologico
medio del andlisis clinicoo | en anexo | 3.-T3
reporte histopatolégico correspondiente 4.-T4




Ganglios Cualitativa Ganglios linfaticos | De acuerdo a TNM | 0.- NO Reporte
nominal regionales (axilares, | como se especifica | 1.- N1 histopatolégico
mamaria interna, supra o | en anexo | 2.- N2
infraclaviculares) clinica / | correspondiente 3.-N3
patolégicamente positivos
Supervivencia | Cuantitativa Intervalo de tiempo entre | Nimero de meses | Meses Expediente
libre de | discreta el inicio del tratamiento | desde la fecha de clinico
enfermedad radical de la enfermedady | término del
la recurrencia tratamiento, hasta la
fecha de
documentacion  de
recurrencia (por
clinica o imagen)
Supervivencia | Cuantitativa Tiempo de vida en meses | Tiempo de vida en | Meses Expediente
global discreta desde el inicio del | meses desde elinicio clinico
tratamiento hasta la | de guimioterapia
defuncién de un paciente hasta la defuncion
del paciente
TILs Cuantitativa Linfocitos infiltrantes del | Porcentaje de | Porcentaje 0 —100 | Andlisis
discreta estroma tumoral linfocitos  infiltrantes patolégico
del estroma tumoral
Tasa de | Cuantitativa Presencia o no de tumor | Presencia o no de | clase I: sin | Analisis
respuesta Discreta. invasor residual en mama | células infiltrantes | €videncia de tumor | naoi6gico.
. . . . . residual en la
patolégica o] ganglios axilares | residuales en tejido mama o en los
posterior a la | mamario 0 | ganglios linfaticos
quimioterapia ganglionar posterior | axilares,
neoadyuvante. a la quimioterapia
neoadyuvante. clase 11
solo carcinoma in
situ residual,
clase 1ll:  tumor
residual
evidentemente

modificado por el
tratamiento,

clase IV: tumor
histolégicamente

no modificado.




CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo se sometié a la evaluacién por los comités de investigacion y de ética en

investigacion correspondientes.

El estudio y los procedimientos de investigacion propuestos se apegaron al Reglamento de

la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud y a las normas éticas de

la declaracion de Helsinki de 1975 de acuerdo con los siguientes apartados:

Posibles beneficios: Los pacientes incluidos en este estudio no obtendran un
beneficio directo, pero la informacion que se obtenga con los resultados del
mismo puede beneficiar a futuros pacientes tratados en esta unidad. Los
resultados que aqui se obtengan daran un panorama acerca del impacto
predictivo y pronostico de los TILs en pacientes con cancer de mama HER2+
que se hayan tratado con neoadyuvancia y trastuzumab.

Posibles riesgos: Es un estudio sin riesgo que, al ser retrospectivo, no requiere
de consentimiento informado ya que no habra contacto con el paciente o sus
familiares por lo que se solicita la exencién del mismo. La informacion se
obtendra de fuentes secundarias (expediente fisico y electronico). En este
estudio segun el articulo 13 de la LGS en MIS con relacién al respeto, dignidad
y proteccién de los derechos de los pacientes; la informacién obtenida se
manejara con confidencialidad, anonimato y los resultados se daran de forma
grupal sin indicar nombre o revelar la identidad de los pacientes. Se solicitara su
evaluacion por el Comité Local de Investigacion en Salud. Unicamente se
pretende hacer una revisioén de los expedientes clinicos de los pacientes que
recibieron tratamiento por oncologia médica en el Hospital de Oncologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI. La relaciéon de los identificadores con los
nombres de los participantes sera resguardada por el investigador responsable.
En ningln momento se daran a conocer datos personales a terceros.
Consentimiento informado: Al tratarse de una investigacion sin riesgo, la
Comisién de FEtica podra dispensar al investigador la obtencion de
consentimiento informado, y por lo tanto en este estudio de tipo observacional
no se requerira del mismo.

Confidencialidad: Se resguardaran los datos personales de cada individuo
seleccionado, guardando la base de datos que se obtenga, en la que soélo el

investigador responsable tendra acceso. Los investigadores no almacenaremos



datos sensibles de identificacion del paciente, sino solamente un nimero de
identificacion Unico asignado para este protocolo de investigacién. Ademas, el
documento sera cifrado con una contrasefia que solo conoceran los

investigadores.

RECURSOS

Recursos humanos

Dra. Raquel Valencia Cedillo. Médico Adscrito al Departamento de Anatomia
Patolégica en el Hospital de Oncologia de CMN “Siglo XXI”.

Dra. Rocio Crystal Grajales Alvarez, Médico Adscrito al Departamento de
Oncologia Médica en el Hospital de Oncologia de CMN “Siglo XXI".

Dra. Raquel Onofre Aquino, Médico Residente de tercer Afio de la Especialidad
de Oncologia Médica en el Hospital de Oncologia de CMN “Siglo XXI".

Recursos fisicos:

Expediente clinico fisico o electronico, sistema de cOmputo con acceso al
Sistema Electronico de consulta del expediente clinico del Hospital de
Oncologia, CMN “Siglo XXI”.

Laminillas y bloques de parafina de las pacientes seleccionadas, las cuales se
encuentran fisicamente en el Departamento de Anatomia Patologica en el
Hospital de Oncologia de CMN “Siglo XXI” y seran revisadas en el mismo sitio.

Hojas de recoleccion de datos.

Financiamiento y factibilidad:

No requiere financiamiento econémico por parte del Instituto u otra dependencia, por lo que

no presenta conflicto de interés alguno.



Resultados:

Se realiz6 un estudio retrospectivo, analitico y longitudinal de una cohorte de pacientes con
diagnostico de cancer de mama HER2 positivo, tratadas con quimioterapia y trastuzumab
neoadyuvante en el Hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS con el
objetivo de determinar el papel prondstico y predictivo de los TILs en cancer de mama.

Se incluyeron un total de 53 pacientes, de enero del 2018 a enero del 2021, las

caracteristicas demograficas estan incluidas en la tabla 1.

Caracteristicas de los pacientes

Mediana de edad 54 afios (31 a 70 afios
|

Permeacion linfovascular

Positiva

24 (45 %)

Negativa
Histologia

Carcinoma ductal infiltrante

29 (55 %)

44 (83.0%)

Mixto

8 (15.0 % )

Carcinoma lobulillar
T (Tamafio tumoral).

1(2%

TX 1(1.8%)
TiB 2 (3.77%)
TiC 1(1.8%)

T2 23 (43.39%)
T3 16 (30.18%)
T4A 3 (5.66%)
T4B 5 (9.43%)
T4D 2 (3.77%)

Tipo de cirugia
Mastectomia radical

NO 14 (26.41%)
N1 24 (45.28%)
N2 11 (20.75%)
N3 4 (7.54 %

47 (88.6%)

Conservadora

6 (11.%)

Tiempo a la cirugia
Receptores hormonales
Receptores positivos

14 semanas (2 semanas — 65 semanas)

32 (60.37%)

Receptores negativos
Grado

21 (39.6 %)

Etapa clinica

Grado 3 7 (13.20%)
Grado 2 32 (66.03%)
Grado 1 14 ( 26.41%)




1A 1 (1.89%)
A 10 (18.87%)
1B 15 ( 28.30%)
A 14 (26.42%)
B 9 (16.98%)
lnc 4 (7.55%)
Suspension del tratamiento 5(9%)

Tabla 1 caracteristicas demograficas

Respuesta a tratamiento.

Todas las pacientes incluidas en el estudio recibieron terapia neoadyuvante y a la fecha de
corte todas habian concluido el tratamiento. El esquema que mas se otorgd fue secuencial
AC - TH en 50 pacientes, seguido por TCHP en 3 pacientes.

Se evalu6 de manera retrospectiva la determinacion de los linfocitos infiltrantes del tumor,
mediante cortes de biopsias con tinciones de hematoxilina y eosina por la Dra. Raquel
Valencia, patéloga de la unidad. Los pacientes se estratificaron de acuerdo con la
respuesta obtenida durante la neoadyuvancia, con base en la clasificacion de Chevallier (1
respuesta completa, 2 Respuesta parcial, 3 Sin cambios posterior a la neoadyuvancia y 4
progresion de la enfermedad) ilustracion 1. De acuerdo con la formula ANOVA se
estratificaron por el tipo de respuesta obtenida y el porcentaje de TILs expresados Tabla 2

Tipo de respuesta por % pacientes

RESPUESTA AL

- Respuesta parcial s
g Respuesta completa s

2 Enfermedad estable mmmmmmimm

& Progresion  jmmm

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Porcentaje de pacientes

llustracion 1 Respuesta obtenida



Tabla 2 Porcentaje de expresion de TILS y tipo de respuesta

Completa 19 (35%) 36% 22% 51%
Parcial 27 (50%) 23% 15% 31%
Estable 5 (9%) 21% -6% 48%

Progresion 2(3%) 5% 5% 5%

Total 53 27% 20% 33%

Tabla 2 Porcentaje de expresion de TILS y tipo de respuesta

De acuerdo con la tabla 2, observamos que los pacientes que presentaron respuesta
completa fueron los que expresaron una mayor cantidad de TILs. Lo que se relaciona con
los resultados de la literatura mencionada previamente. En pacientes que presentaron
respuesta completa el porcentaje de expresion de TILs fue el mas alto con un promedio de
35 %.

Hasta el momento no se ha determinado un punto de corte especifico, por lo que se decidié
usar en el andlisis la curva de ROC, para determinar la utilidad de la prueba como

pronéstica. llustracion 2.

Curvade ROC

Curva ROC

Origen de la
curva
Linea de referenciz
—TILS %

Sensibilidad

o 25% TILS

1 - Especificidad

llustraciéon 2 Curva de ROC

En el resultado global es una prueba regular debido a que el area bajo la curva result6 en
0.651, cuando analizamos el corte a partir del 25% de expresion, es donde mayor

sensibilidad y especificidad encontramos y se refleja el cambio en la curva de los TILs.



Objetivos secundarios:

SLEy SG

Se analizo la sobrevida libre de enfermedad la cual fue de 44 meses (39-55 meses) en la
poblacion general y de 50 meses en los que tenian un porcentaje mayor a 25% contra 42
meses para aquellos que tenian <25 % de TILs llustracion 3 y 4, (HR 0.21 no significativa)
y la SG fue de 61 meses (58-63 meses) en la poblacion general, al no contar con el nimero
de eventos necesarios para el célculo, fue del 97% vs 100 %.

Funcion de supervivencia

Funcién de supervivencia
Censurado

08

06

04

Supervivencia acumulada

02

00

0 100 200 300 400 S00 600

SOBREVIDA LIBRE DE ENFERMEDAD (MESES)

llustracion 3 Sobrevida libre de enfermedad



Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada
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02

00
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Funciones de supervivencia
TILS

. N M1<25%

—1525%
censurado
—t censurado

Medias de sobrevida libre de enfermedad

Media?
<25% 42.101 3.460
4 >25% 50.087 3.906
(I Global 45.029 2.776

Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.

Log Rank (Mantel- 1568 1 212
Cox)

SOBREVIDA LIBRE DE ENFERMEDAD

llustracion 4 Sobrevida libre de enfermedad de acuerdo con TILS
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llustracién 5 Sobrevida global



Funciones de supervivencia

10 H— T * ! £ied
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—Mayor de 25%
- censurado
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©
°
=
g
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E ’ > 25% 18 o] 18 100.0%
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»

02
Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
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llustraciéon 6 Sobrevida global de acuerdo a TILS

Respuesta patologica de acuerdo a receptores hormonales y HER2
Se analizé la tasa de respuesta de acuerdo con receptores hormonales, obteniendo

respuesta patolégica completa en el caso de receptores negativos, de hasta 47%.

Tasa de respuesta patologica en receptores
hormonales negativos

Respuesta completa | —

m©
s
§ Respuesta parcial [
ey Estable
[
e Progresion
0% 10% 20% 30% 40% 50%

Porcentaje

llustracion 7 Tasa de respuesta receptores hormonales negativos



Respuesta al tratamiento recptores hormonales
positivos

o
2

C

2 Respuesta parcial [

% Respuesta completa

E Enfermedad estable

©

% Progresién

2 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
(%]

1]

o

promedio

llustracion 8 Respuesta en receptores hormonales positivos

Respuesta completa 9(28%) 10 (48%)
Respuesta parcial 20 (63%) 7 (1 33%)
Enfermedad estable 2(6%) 3 (14%)
Progresion 1(3%) 1 (15%)

Tabla 3 Cuadro comparativo entre receptores hormonales positivos y negativos



Discusion:

En el cancer de mama HER 2 positivo, la respuesta completa a la neoadyuvancia se ha
visto como un subrogado de beneficio en sobrevida global en las pacientes, porque lo que
identificar en que subgrupo de pacientes podemos llegar a obtener este beneficio se ha
vuelto cada vez mas importante. En paises en desarrollo como el nuestro es de utilidad
tener marcadores accesibles y reproducibles que nos ayuden a tal fin.

Este estudio se realiz6 con poblacion mexicana para valorar la respuesta al tratamiento
neoadyuvante mas utilizado. Aungue los resultados obtenidos no demostraron significancia
estadistica, si encontramos una tendencia al beneficio con mayores respuestas al
tratamiento en pacientes que presentaban mas del 25% de TILs, lo cual era el objetivo
principal del estudio.

Se observo respuesta en 85% de las pacientes, con respuesta completa en 35% de los
casos que fueron las que tuvieron mayor expresion de TILs (36%), y 50% que lograron
respuesta parcial.

La respuesta patoldgica completa en relacion con la expresion de HER2 + y receptores
hormonales encontramos que fue de 47% para los receptores negativos, y del 28% para
los receptores hormonales positivos, lo cual es similar a lo reportado en la literatura.

Como objetivos secundarios, evaluamos la SLE medida en los 3 afios que contemplo el
estudio y encontramos que fue de 41 meses, adicionalmente se vio en cuanto a la presencia
de TILs, que las pacientes que tenian expresion mayor al 25% tuvieron SLE de 50 meses
y las que tuvieron menos de 25% de TILs tuvieron SLE 42 meses. La SG fue de 61 meses
en la poblacion general. Al tener un seguimiento a la fecha de tres afios y un solo evento

de muerte, el resultado fue no significativo. Aun no se alcanza la media de sobrevida global.

Dentro de las limitaciones de nuestro estudio, la principal fue el tamafio de recoleccion de
la muestra; sin embargo, cuando comparamos la poblacion analizada, hasta un 27% de
las pacientes pertenece a EC IlIA, una etapa clinica mas avanzada de la que normalmente
se incluye en los estudios; otra limitacibn muy importante es que el esquema utilizado,
(secuencial mas trastuzumab) al dia de hoy no es un estandar de tratamiento, en la literatura
hay esquemas con doble bloqueo, dosis densas y otros esquemas basados en platino que

alcanzan respuestas patoldgicas de hasta un 80%.



Algo importante a mencionar es que los TILs, dependen de la variabilidad interobservador,
que en algunos estudios de ha reportado de hasta 0.81 (0.76, 0.86). En este hospital es la
primera vez que se realizan este tipo de reportes analizado por el mismo patélogo y de
manera estandarizada.

Al realizar el andlisis estadistico encontramos también que el tiempo del término de la
terapia neoadyuvante al procedimiento quirdrgico es muy amplio, llegando a una mediana

de 14 semanas, lo que impacta en el resultado de estas pacientes.

CONCLUSION

En este ensayo la expresion de TILs no fue un factor predictivo ni pronéstico, aunque se
observo mayor sobrevida libre de enfermedad y tasas de respuesta en los pacientes con
mayor expresion.

Hacen falta ensayos con un mayor nimero de pacientes ya que el impacto de los TILs

esta demostrado previamente.



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Elaboracién de protocolo X

Registro del protocolo X

Recoleccién de informacion X

Captura de datos X

Andlisis de datos X

Interpretacion de resultados X

Formulacion de reporte X

Presentacién del reporte

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Instrumento de recoleccion de datos

Nombre

NSS

Edad PLV Fecha de Dx

Sexo RE Fecha Qx

T RP SLE

N HER2 %TILs

Grado QT neo Respuesta RT

histolégico patolégica

Abreviaturas: T: tamafio, N: ganglios, PLV: permeacion linfovascular, RE: receptor de estrégeno, RP: receptor de
progesterona, HER2: receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2, TILs: linfocitos infiltrantes del estroma
tumoral, Dx: diagnostico, Qx: cirugia, SLE: supervivencia libre de enfermedad




CONSENTIMIENTO INFORMADO

Al ser una cohorte retrospectiva analitica, en el cual los datos seran obtenidos de un archivo
de expedientes y material anatomopatolégico almacenado (laminillas y/o bloques de
parafina), se cuidard la confidencialidad y anonimato de los sujetos de estudio. Este
protocolo ha sido disefiado en base a los principios éticos para las investigaciones médicas

en seres humanos, de la declaracion de Helsinki.

Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud Titulo Segundo, Capitulo I,
Articulo 17, Seccion |, considerada investigacion sin riesgo, no requiere consentimiento
informado. Las pacientes cuentan con un consentimiento informado previo al tratamiento

médico y quirdrgico, por lo cual no sera solicitado ni anexado en este protocolo.

Solo tendran acceso a la informacion el investigador principal y asesores. Se codificaran
los datos de paciente para conservar la confidencialidad de la informacion, la cual no sera
delegada a terceros.
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ANEXOS

Anexo 1. Determinacion de HER2 y receptores hormonales

Inmunohistoquimica (IHQ)

La puntuacion de HER2 por medio de IHQ es un método semicuantitativo, basado en la

intensidad de reaccion del producto, y el porcentaje de membrana celular positiva. Cuando

se observa en >10% de células tumorales, se otorga una puntuacién con rango de 0 — 3

cruces.

e 0-1: Negativo.

e 2: Indeterminado, requiere una evaluacion adicional usando ISH. Incluir al menos 20
células que se encontraron en el area de IHQ 2+.

e 3: Positivo.

Hibridizacién in situ (ISH)

La hibridacion in situ puede ser conducida de dos formas: usando una sonda Unica para
enumerar el nimero de copias de HER2 por nucleo, o con técnica de sonda dual, la cual
permite la determinacion de la relacion HER2; CEP17 (centrémero del cromosoma 17) y el
namero de las copias de HER2. Por esta razén, la inclusion del cromosoma 17 es
sumamente recomendada.

e HER2/ CEP17 relacion 22.0 y/o numero de copias del gen HER2 =6, positivo.

e HER2/CEP17 relacién < 2.0 y nimero de copias del gen HER2 26, positivo.

e HER2/CEP17 <2y numero de copias del gen HER2 2= 4 - < 6: indeterminado.

e HER2/ CEP17 relacion = 2.0 y numero de copias del gen HER2 < 4: negativo.



Anexo 2. Etapificacion

Definiciébn de T

TX

Tumor primario no puede ser evaluado

T0 No evidencia de tumor primario
T1 T1imi Tumor <1 mm
Tla Tumor >1 mm pero <5 mm
T1lb Tumor >5 mm pero <10 mm
Tlc Tumor >10 mm pero <20 mm
T2 Tumor >20 mm pero <50 mm
T3 Tumor >50 mm
T4 T4a Extension a la pared toracica; invasion o adherencia a musculo
pectoral in ausencia de invasién a estructuras que no califican
para T4.
T4b Ulceracion y/o nédulos satélites microscépicos ipsilaterales y/o
edema (incluye piel de naranja).
T4c Ambas T4ay T4b estan presentes.
T4d Carcinoma inflamatorio

Definicién de N

NX

Ganglios linfaticos no pueden ser evaluados

cNO Sin ganglios linfaticos metastasicos
cN1 Metastasis de ganglios linfaticos de la axila nivel | y 1
ipsilateral.
cN1mi Micrometastasis (Aprox. 200 células, mayor de 0.2 mm, pero
no mas de 2.0 mm)
cN2 N2a Metastasis de ganglios linfaticos ipsilaterales en nivel l y II, fijos
entre si u otras estructuras.
N2b Metastasis solo en ganglios de mamaria interna ipsilateral en
ausencia de metastasis a ganglios linfaticos axilares.
cN3 cN3a Metastasis a ganglios linfaticos infraclaviculares ipsilaterales.
cN3b Metastasis en ganglios linfaticos mamaria interna y axilares.
cN3c Metastasis a ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales.




Definicién de M

MO

Sin evidencia de metastasis a distancia clinico o radiolégico.

M1

Con evidencia de metastasis a distancia

Grupos de Estadificacion Anatdémico AJCC 8

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1 NO MO
Estadio IB TO N1mi MO
T1 M21mi MO
Estadio IIA TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio 11B T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio IlI1A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Estadio 11IB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Estadio IlIC Cualquier T N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1




Anexo 3. Carta de confidencialidad
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
HOSPITAL DE ONCOLOGIA
COMITE LOCAL DE ETICA EN INVESTIGACION

CARTA CONFIDENCIALIDAD PARA INVESTIGADORES/AS, ylo CO-
INVESTIGADORES/AS

Ciudad de México, a 19 de enero del 2023

Yo Raquel Onofre Aquino_investigador/a del HOSPITAL DE ONCOLOGIA, CENTRO
MEDICO NACIONAL SIGLO XXI, INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL, hago
constar, en relacién con protocolo No. Pendiente folio

Titulado: Linfocitos infiltrantes del estroma tumoral como factor predictivo de

respuesta a tratamiento en pacientes con cancer de mama HER2 positivo, tratadas
con quimioterapia y trastuzumab neoadyuvante en el Hospital de Oncologia, Centro
Médico Nacional Siglo XXI, IMSS que me comprometo a resguardar, mantener la
confidencialidad y no hacer mal uso de los documentos, expedientes, reportes, estudios,
actas, resoluciones, oficios, correspondencia, acuerdos, contratos, convenios, archivos
fisicos y/o electronicos de informacién recabada, estadisticas o bien, cualquier otro registro
o informacién relacionada con el estudio mencionado a mi cargo, o en el cual participo como
investigador/a, asi como a no difundir, distribuir o comercializar con los datos personales
contenidos en los sistemas de informacion, desarrollados en la ejecucion del mismo.

Estando en conocimiento de que en caso de no dar cumplimiento se procedera acorde a
las sanciones civiles, penales o administrativas que procedan de conformidad con lo
dispuesto en la Ley Federal de Transparencia y Acceso a la Informacion Publica
Gubernamental, la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesion de los
Particulares y el Cédigo Penal del Distrito Federal, y sus correlativas en las entidades
federativas, a la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesion de los
Particulares, y demas disposiciones aplicables en la materia.



Atentamente

Grajales Alvarez Rocio Crystal

(firmay nombre del Investigador/a)

Raguel Onofre Aquino

(firmay nombre del co-Investigador/a)



Anexo 4. Carta compromiso de confidencialidad

CARTA COMPROMISO DE CONFIDENCIALIDAD DESEMPENANDO FUNCIONES
COMO: Revisor(a) De Expedientes Clinicos/Otros)

Yo, Raquel Onofre Aquino, en mi caracter de REVISOR(A) DE EXPEDIENTES CLINICOS,
entiendo y asumo que, de acuerdo al Art.16, del Reglamento de la Ley General de Salud
en materia de Investigacion para la Salud, es mi obligacion respetar la privacidad del
individuo y mantener la confidencialidad de la informacién que se derive de mi participacion
en el estudio Linfocitos infiltrantes del estroma tumoral como factor predictivo de
respuesta a tratamiento en pacientes con cancer de mama HER2 positivo, tratadas
con quimioterapia y trastuzumab neoadyuvante en el Hospital de Oncologia, Centro
Médico Nacional Siglo XXI, IMSS y cuyo(a) investigador(a) responsable es Rocio Crystal
Grajales Alvarez.

Asi mismo, entiendo que este documento se deriva del cumplimiento del Art. 14 1 de la Ley

Federal de Protecciéon de Datos Personales en Posesion de los Particulares a la que esta
obligado todo(a) investigador(a).

Por lo anterior, me comprometo a no comentar ni compartir informacién obtenida a
través del estudio mencionado, con personas ajenas ala investigacién, ya sea dentro
o fuera del sitio de trabajo, con pleno conocimiento de que la violacién a los articulos antes

mencionados es una causal de despido de mis funciones.

Atentamente

Grajales Alvarez Rocio Crystal

(firmay nombre del Investigador/a)

Raguel Onofre Aquino

(firmay nombre del co-Investigador/a)



Anexo 4. Carta compromiso de confidencialidad

1 “El responsable velara por el cumplimiento de los principios de proteccion de datos
personales establecidos por esta Ley, debiendo adoptar las medidas necesarias para su
aplicacion. Lo anterior aplicard aun y cuando estos datos fueren tratados por un tercero a
solicitud del responsable. El responsable debera tomar las medidas necesarias y suficientes
para garantizar que el aviso de privacidad dado a conocer al titular, sea respetado en todo

momento por él o por terceros con los que guarde alguna relacion juridica”



INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD MEDICA DE ALTA ESPECIALIDAD
HOSPITAL DE ONCOLOGIA
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
AVISO DE PRIVACIDAD

Aviso de Privacidad: Documento fisico, electrénico o en cualquier otro formato generado
por el responsable que es puesto a disposicion del titular, previo al tratamiento de sus
datos personales, de conformidad con el articulo 15 de la Ley Federalde Proteccion de
Datos Personales en Posesion de los Particulares. “El responsable en este caso es el

investigador (a) responsable y el Titular el (la) participante”.

Titulo del Proyecto: “Supervivencia global en pacientes con cancer de mamaHER?2
bajo: Cohorte retrospectiva en el Hospital de Oncologia del Centro Médico
Nacional Siglo XXI de 2018-2022”

Registro: Pendiente

Investigador(a) Responsable de recabar sus datos personales, del uso que se le dé alos mismos
y de su proteccion:

Nombre: Rocio Crystal Grajales Alvarez

Domicilio: Av. Cuauhtémoc 330 Col. Doctores, CP 06720

Teléfono: 56276900, ext. 22818

Correo electronico:

chiograjales@yahoo.com

Tipo de informacién que se solicitara:

Su informacion personal sera utilizada con la finalidad de conocer las caracteristicas
clinicas de los pacientes con cancer de mama, para lo cual requerimos obtener los
siguientes datos personales: Edad, sexo, histologia, reporte de inmunohistoquimica, asi
como otros datos considerados como sensibles de acuerdo a la Ley Federal de
Proteccién de Datos Personales en Posesion de los Particulares, tales como: etapa clinica
y grado histolégico.

Es importante que usted sepa que todo el equipo de investigacion que colabora en este

estudio se compromete a que todos los datos proporcionados por usted sean tratados
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bajo medidas de seguridad y garantizando siempre su confidencialidad. En el caso de
este proyecto las medidas que se tomaran para ello seran codificacion de sus datos para
evitar que pueda ser identificado, solo los investigadores tendran acceso a sus datos.

Usted tiene derecho de acceder, rectificar y cancelar sus datos personales, asi como de
oponerse al manejo de los mismos o anular el consentimiento que nos haya otorgado
para tal fin, presentando una carta escrita dirigida a el/la Investigador(a) Responsable
Dra. Rocio Crystal Grajales Alvarez Av. Cuauhtémoc 330 Col. Doctores, CP 06720 Tel.
56276900, ext. 22818 chiograjales@yahoo.com o a la oficina del Presidente del Comité

de Etica en Investigacion del Hospital de Oncologia de Centro Médico Nacional Siglo XXI,
Dra. Maria Teresa de Jesus Cervantes Diaz, ubicado en Avenida Cuauhtémoc NUm.
330, Col. Doctores, CP 06720, Correo electrénico: comité.eticaonco@gmail.com.

Asimismo, le aclaramos que la informacion de sus datos personales puede ser
compartida y manejada por personas distintas a esta institucién. En este caso se
compartiria en carteles o articulos cientificos donde no aparecera ningin dato que

permita identificarlo.

Declaracion de conformidad

Si usted no manifiesta oposicion para que sus datos personales se compartan con las
instancias mencionadas, se entendera que ha otorgado su consentimiento para ello.En caso
de no estar de acuerdo favor de marcar el siguiente cuadro.

o No consiento que mis datos personales sean transferidos en los términos que sefiala
el presente aviso de privacidad.

Nombre y firma autdgrafa del (la) titular (sujeto que participara en el estudio):

FECHA: [dia/mes/afio]

D Si aplica firma del sujeto de estudio en el aviso de privacidad ya que es un estudiom
ﬁospectivo.
No aplica firma del sujeto del estudio en el aviso de privacidad ya que es un estudio

retrospectivo y no se tendra contacto con él.
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Firma y nombre de los co-investigadores: Raguel Onofre
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