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El abordaje de la enfermedad minima residual como estrategia terapéutica en cancer de
mama HER2+: Prueba de concepto

MEMORIA CIENTIFICA

El objetivo del tratamiento sistémico en cancer de mama estadios I-ll es erradicar la potencial
enfermedad micrometastasica, lo que ha demostrado mejorar el prondstico de las pacientes,
mejorando tanto la supervivencia libre de enfermedad (SLE) como la supervivencia global. En el
cancer de mama fenotipo HER2-positivo se ha consolidado la estrategia terapéutica
neoadyuvante como tratamiento de eleccidn, consistente en administrar el tratamiento
sistémico dirigido antes de la cirugia, lo que permite que un alto porcentaje de pacientes
alcancen la remisién patoldgica completa (RCp) del tumor en la cirugia. Esta RCp identifica
pacientes con un excelente prondstico al ser la eficacia sobre la potencial enfermedad
micrometastasica de similar magnitud. Por el contrario, las pacientes que no obtienen una RCp
con la terapia inicial ven comprometida su supervivencia. Recientemente se ha demostrado que
en estas pacientes la administracion posterior de 14 ciclos de trastuzumab-emtansina (TDM1)
se asocia a una mejoria de la SLE que alcanza el 50% de beneficio relativo frente a otras
alternativas. Todo ello nos permite una estrategia de modulacion terapéutica guiada por el
resultado en la cirugia, contribuyendo a mejorar el prondstico del total de las pacientes HER2.

Sin embargo, no todas las pacientes se van a curar a pesar de ser tratadas con las mejores
alternativas terapéuticas. En esta linea empezamos a trabajar con el concepto de enfermedad
minima residual (EMR). Nuevas tecnologias de analisis y secuenciacion del ADN circulante
tumoral (ctADN) en sangre nos permiten identificar y monitorizar la persistencia del tumor a un
nivel microscdpico. Un resultado positivo de esta técnica de EMR sefialaria que no se ha
conseguido erradicar el tumor y que esté reaparecera en general en el afio subsiguiente. Es mas,
si esta EMR se objetiva durante la adyuvancia y aumenta cuantitativamente, no es mas que un
reflejo de enfermedad micrometastasica que se hara aparente en un breve plazo de tiempo.

En este estudio, pretendemos valorar un cambio de estrategia terapéutica en una paciente en
tratamiento con TDM1 adyuvante con aumento progresivo de EMR.

Aparentemente sin tumor residual, se ha realizado una biopsia liquida y secuenciacion del
ctADN, detectandose mutacién en el gen TP53 que ha ido aumentando tras dos determinaciones
consecutivas, lo que se traduce en persistencia de enfermedad. Se pretende administrar
trastuzumab deruxtecan (TDXd) con el objetivo de eliminar esta EMR y aumentar las
posibilidades de curacién.



Hipotesis:

Existe enfermedad tras tratamientos iniciales detectada mediante el ctADN de la biopsia liquida;
con la administracion del tratamiento trastuzumab deruxtecan (TDXd) este se deberia de
negativizar.

Objetivos:

Objetivo primario

- Estudiar si el cambio de tratamiento a trastuzumab deruxtecan (TDXd) puede
negativizar el ctADN.

Objetivos secundarios

1. Identificacidn de alteraciones génicas en el ADN de la muestra de la biopsia inicial y de
la muestra de tumor residual de la pieza de cirugia post neoadyuvancia mediante
secuenciacién masiva.

2. Identificacion de mutaciones en el ctADN de la biopsia liquida mediante andlisis de
secuenciacién masiva a las 4 semanas, a los 3 meses, a los 6 y a los 12 meses.

3. Correlacionar las alteraciones entre ambos tumores sélidos y de estos con cada una de
las biopsias liquidas.

4. Estudiar la rapidez en la respuesta a tratamiento mediante andlisis de secuenciacion de
ctADN de biopsia liquida a las 4 semanas, a los 3 meses, a los 6 y a los 12 meses.

Metodologia:

1. Identificacidn de alteraciones génicas en el ADN de la muestra de la biopsia inicial y de
la muestra de tumor residual de la pieza de cirugia post neoadyuvancia mediante
secuenciacién masiva.

Las muestras de tejido se examinaran con secciones tumorales tefiidas con hematoxilina-eosina
para identificar regiones que contienen células tumorales. El ADN se extraera de tejido tumoral
fijado con formalina e incluido en parafina (FFPE) con el kit de tejido QlAamp DNA FFPE. Se
realizard un estudio cuantitativo y cualitativo de las muestras de ADN, esto se hara utilizando
Qubit y TapeStation (Agilent 2200 TapeStation) respectivamente. Finalmente, se secuenciaran
las muestras con el test “SureSelect Cancer All-In-One Solid Tumor Assay” de Agilent, mediante
el cual se analizaran 98 genes clinicamente relevantes para los tipos de tumores sélidos
comunes, y se obtendra un listado de variantes potencialmente patogénicas de cada muestra.



2. Identificacion de mutaciones en el ctADN de la biopsia liquida mediante andlisis de
secuenciacién masiva a las 4 semanas, a los 3 meses, a los 6 y a los 12 meses.

Se realizarad una extraccion de sangre a la paciente a las 4 semanas, a los 3 meses, alos 6y a los
12 meses, tras el tratamiento. A partir de muestras de sangre periférica, el ctADN se aislara del
plasma utilizando el kit de acido nucleico circulante QlAamp y se externalizara la secuenciacion,
gue se hara mediante el test Guardant-360, que permite evaluar un panel integral de 74 genes.
Mediante técnicas de secuenciacion masiva, se identificara con elevada sensibilidad
alteraciones como: mutaciones, copias, inestabilidad de microsatélites y genes de fusion.

3. Correlacionar las alteraciones entre ambos tumores sélidos y de estos con cada una de
las biopsias liquidas.

Se compararan las mutaciones entre muestras de tumor sélido, se veran los cambios
moleculares tras el tratamiento neoadyuvante en la pieza quirdrgica. También se
correlacionaran las alteraciones tanto de la biopsia inicial, como del tumor residual tras
neoadyuvancia, con cada una de las muestras de biopsia liquida, se vera si en el ctADN de la
biopsia liquida refleja el perfil molecular del tumor sdlido y si se encuentran mutaciones no
vistas en este.

4. Estudiar la respuesta en la rapidez a tratamiento mediante analisis de secuenciacion de
ctADN de biopsia liquida a las 4 semanas, a los 3 meses, a los 6 y a los 12 meses.

Mediante el analisis periddico del ctADN se veran los cambios a nivel molecular que ird sufriendo
el tumor durante el tratamiento, se vera si con el tiempo desaparece y con qué rapidez lo hace,
y si se mantiene sin alteraciones relacionadas con la enfermedad durante 3 afios tras haber
finalizado el tratamiento.

Presupuesto:
Presupuesto

Extraccion ADN de tumor sélido de muestras parafinadas 25€
Secuenciacion del ADN de las muestras parafinadas 700 €
Validacién de variantes por SANGER 150 €
Secuenciacidon del ctADN de biopsia liquida de las muestras a los 4 6.980 €
tiempos

Personal (1 afio con dedicacién a tiempo parcial a este proyecto) 5.000 €
Publicaciones y presentacion en congreso médico 2.000 €
Overheads 2.621 €

TOTAL 17.476 €




