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RESUM 
Els inhibidors de CDK4/6 (iCDK4/6) representen l’estàndard del tractament en primera 

línia del càncer de mama metastàtic (CMM) amb expressió de receptors hormonals 

(RH+), HER2 negatiu. A part del seu principal mecanisme d’acció sobre la inhibició del 

complex CDK4/6-ciclinaD i el bloqueig del cicle cel·lular, els últims anys s’ha descrit com 

influeixen el sistema immunitari a través de l’increment d’infiltració de limfòcits al tumor, 

l’activació de les cèl·lules T efectors i la inhibició de la proliferació de cèl·lules immuno-

evasores com les cèl·lules T reguladores. El principal objectiu de l’estudi va ser 

identificar quins processos immunològics poden predir l’evolució de les pacients en 

tractament amb iCDK4/6. Per això, vam dissenyar un projecte prospectiu observacional 

que incloïa malaltes candidates a rebre un iCDK4/6, recollint mostres seriades de sang 

i de tumor procedent de l’excedent assistencial.  

Els resultats van mostrar una cohort de 100 pacients amb unes dades d’eficàcia que 

reproduïen els resultats dels estudis pivotals, on l’afectació visceral, l’afectació òssia 

exclusiva, la quimioteràpia (QT) prèvia per CMM i l’hormona-resistència s’identifiquen 

com a factors pronòstics clínics. L’anàlisi dels subtipus intrínsecs per PAM50®, va 

mostrar que els subtipus no luminals (HER-2 enriched i basal-like) s’associaven a un 

pitjor pronòstic. L’anàlisi molecular de les característiques tumorals mitjançant 

determinació de ctDNA en plasma, va identificar algunes mutacions freqüents de mal 

pronòstic, associades principalment a resistència hormonal, com són les mutacions a 

ESR1 o PIK3CA, amb una reducció de la supervivència lliure de progressió (SLP) i la 

supervivència global (SG) observada en les pacients amb tumors amb aquestes 

mutacions. Així, tot i que el subtipus intrínsec tumoral i/o la presència de mutacions a 

ctDNA permetien identificar grups amb pitjor pronòstic, aquestes troballes no explicaven 

l’eficàcia del tractament amb iCDK4/6.  

L’anàlisi transcriptòmic dels tumors utilitzant el panell BC360™ va identificar 4 

signatures relacionades amb el sistema immunològic amb impacte independent sobre 

la supervivència (SLP) en primera línia de tractament. En concret, l’alta expressió de les 

signatures de IFNGamma, TIS, Treg i la baixa expressió de PD1, identificaven una 

població amb menor SLP en primera línia, aportant evidències del paper cabdal de la 

funció immunològica en la resposta clínica als iCDK4/6. Per això es va abordar l’estudi 

immunològic en sang perifèrica mitjançant l’avaluació de factors solubles circulants i la 

caracterització dels principals subtipus immunològics cel·lulars. Els resultats van 

mostrar que els nivells de diferents factors solubles IL10, CTLA-4, PD-1, TIM-3 i LAG-3 

en sang perifèrica, permetien caracteritzar l’eficàcia al tractament utilitzant un model 

lineal generalitzat. Així mateix, alts nivells de IL-8 i TIM-3 identificaven 2 poblacions amb 

pitjor SLP. Finalment, es van descriure una població de limfòcits T circulants amb 
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expressió de CTLA-4 i PD-1, en la qual una major proporció en sang perifèrica 

s’associava a menor eficàcia dels iCDK4/6.  

En resum, aquest treball demostra que la resposta immunitària podria tenir un paper 

rellevant en l’eficàcia dels iCDK4/6. D’aquesta manera, les pacients amb una 

desregulació immunològica consistent amb una major presència immunosupressora al 

microambient tumoral o en sang perifèrica, presentarien una menor eficàcia als iCDK4/6 

i una pitjor evolució de la malaltia.  
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SUMMARY 
The standard of care for the first-line treatment of metastatic breast cancer (MBC) with 

expression of hormone receptors (RH+) and HER2 negative is CDK4/6 inhibitors 

(iCDK4/6). The main mechanism of action of CDK4/6 inhibitors is cell cycle blockage. 

However, recently, it has been described that they also influence the immune system 

through the increase in lymphocyte infiltration in the tumor, activation of effector T cells, 

and inhibition of the proliferation of immune-evading cells such as regulatory T cells. The 

main goal of the study was to identify which immunological processes could predict the 

evolution of patients treated with iCDK4/6. To this end, we designed a prospective 

observational project that included patients eligible to receive an iCDK4/6, collecting 

serial samples of blood and tumor from the surplus care. 

The results showed a cohort of 100 patients with efficacy data that replicated the results 

of pivotal studies, where visceral involvement, exclusive bone involvement, previous 

chemotherapy (ChT) for MBC and hormone-resistance were identified as clinical 

prognostic factors. The analysis of intrinsic subtypes by PAM50®, showed that non-

luminal subtypes (HER2-enriched and basal-like) were associated with worse prognosis. 

Molecular analysis of tumor characteristics by determination of ctDNA in plasma 

revealed several frequent mutations associated with poor prognosis, mainly associated 

with hormonal resistance, such as mutations in ESR1 or PIK3CA. A reduction in 

progression-free survival (PFS) and overall survival (OS) was observed in these patients. 

Thus, although the intrinsic tumor subtype and/or the presence of mutations in ctDNA 

allowed to identify groups with worse prognosis, these findings did not explain the 

effectiveness of treatment with iCDK4/6. 

The transcriptomic analysis of tumors using the BC360™ panel identified 4 signatures 

related to the immune system with independent impact on survival (PFS) in the first line 

of treatment. Specifically, high expression of the IFNGamma, TIS, Treg signatures and 

low expression of PD1, identified a population with lower PFS in the first line, providing 

evidence of the crucial role of immune function in the clinical response to iCDK4/6. 

Therefore, the immunological study was addressed in peripheral blood by assessing 

circulating soluble factors and characterizing the main cellular immunological subtypes. 

The results suggested that the levels of different soluble factors IL10, CTLA-4, PD-1, 

TIM-3 and LAG-3 in peripheral blood, allowed to characterize the effectiveness of 

treatment using a generalized linear model. Similarly, high levels of IL-8 and TIM-3 

identified 2 populations with worse PFS. Finally, a population of circulating T 

lymphocytes with expression of CTLA-4 and PD-1 was described, in which a higher 

proportion in peripheral blood was associated with worse iCDK4/6 effectiveness. 



14 
 

In summary, this work demonstrates that the immune response could play a significant 

role in the effectiveness of iCDK4/6. In this way, patients with an immune dysregulation 

consistent with a greater immunosuppressive presence in the tumor microenvironment 

or in peripheral blood, would have lower effectiveness of iCDK4/6 and a worse evolution 

of the disease. 

  



15 
 

  

 

 

 

 

 

1. INTRODUCCIÓ 
  



16 
 

  



17 
 

1.1 Càncer de Mama 

El càncer de mama representa un problema de salut en l'àmbit mundial amb més de 2 

milions de nous diagnòstics anuals arreu del món, sent el tumor maligne més freqüent 

en el sexe femení (1, 2). A escala estatal, l’informe de la Sociedad Española de 

Oncologia Medica (SEOM) “las cifras del càncer en España 2023”, estima pel 2023 un 

diagnòstic total de 35.001 casos de càncer de mama a Espanya, sent al nostre entorn, 

el tipus de càncer més freqüent entre les dones (28,99%). Les dades de mortalitat 

s’obtenen a partir de les dades publicades per l’Institut Nacional d’Estadística (INE) 

sobre la mortalitat a Espanya, segons les quals, durant el 2020, el càncer de mama va 

comportar la mort de 6.614 dones, representant el 14,6% de la mortalitat associada al 

càncer en dones. La prevalença del càncer de mama a 5 anys l’any 2020 va arribar a 

les 144.233 persones a Espanya, remarcant l’impacte social d’aquesta malaltia (3).  

Malgrat el progressiu increment dels diagnòstics de càncer, i en concret, de càncer de 

mama; la mortalitat per càncer a Espanya s’ha vist reduïda de forma important en les 

últimes dècades (2). Aquesta disminució ha estat possible gràcies a les campanyes 

preventives, el desenvolupament de programes de diagnòstic precoç, la millora en el 

maneig quirúrgic, i l’administració de tractaments adjuvants oncològics. En aquesta 

mateixa direcció, la taxa de mortalitat per càncer de mama l’any 1991 superava els 

16/100.000, mentre que el 2012 va ser inferior a les 12/100.000 (2). 

Tot i que s’han descrit múltiples factors de risc relacionats amb el càncer de mama, en 

la majoria de les pacients diagnosticades no s’identifica una causa evident o coneguda. 

L’edat té un impacte tant en la incidència com en la mortalitat, amb un augment 

proporcional en la incidència, que es tradueix en un increment de 8-9% anual en les 

dones premenopàusiques i en un 2-3% anual en dones postmenopàusiques (4). La 

mediana d’edat de presentació se situa als voltants dels 60 anys mentre que l’edat 

mediana de mortalitat pel càncer de mama és al voltant dels 68 anys; amb algunes 

petites diferències segons els països o grups ètnics.  

Diferents factors reproductius i hormonals han estat descrits com a factors de risc de 

càncer de mama. Per exemple, les hormones femenines d’origen ovàric com els 

estrògens i la progesterona provoquen el desenvolupament i proliferació de les 

glàndules mamàries. Per tant, una menarquia precoç amb la conseqüent estimulació de 

forma més primerenca d’hormones endògenes s’ha associat a un increment de risc de 

càncer de mama (5). En conseqüència a l’estimulació hormonal, els antecedents 

obstètrics també tindran un impacte en el risc de desenvolupar càncer de mama. El 

primer embaràs s’associa a canvis permanents en l’epiteli glandular i en les propietats 

biològiques de les cèl·lules mamàries, provocant una major diferenciació durant 

l’embaràs; a més d’un cicle cel·lular allargat amb major temps a la fase G1, que permet 
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una major reparació de l’ADN. Aquests canvis a nivell local, provocaran que després 

d’un primer embaràs, les dones presentin un teixit mamari menys susceptible a 

carcinògens, d’acord amb la major diferenciació de la glàndula mamària (6). 

En relació a mutacions hereditàries de risc, s’ha de destacar que menys d’un 10% dels 

diagnòstics es poden atribuir a una mutació germinal (7); de fet, la majoria de les 

pacients diagnosticades no tenen un antecedent familiar de primer grau. Les mutacions 

en els gens BRCA1 i BRCA2 (BReast CAncer gene 1 o 2), d’herència autosòmica 

dominant, s’associen a un increment significatiu del risc de desenvolupar càncer de 

mama del 57% i 40% respectivament fins als 70 anys, així com de càncer ovari (40% i 

18%, respectivament) (8). Altres mutacions germinals a gens com TP53, PTEN o 

CHEK2, també s’han relacionat amb un major risc de càncer de mama, però són de 

menys prevalença i amb una menor penetrància (9, 10). Malgrat això, un antecedent 

familiar de primer grau, tot i no relacionar-se a una família portadora d’una mutació 

germinal, s’ha associat a un major risc de patir càncer de mama (11).   

Altres factors de risc medio-ambientals són l’obesitat en pacients postmenopàusiques, 

el consum d’alcohol, la densitat mamària o l’exposició prèvia a radiacions ionitzants com 

la radioteràpia en zones pròximes a les glàndules mamàries o supervivents de 

catàstrofes radioactives (12-15).  

Si parlem de la forma de presentació de la malaltia, més del 90% de les pacients són 

diagnosticades en estadis localitzats, on només es veu afectada la glàndula mamària o 

part dels ganglis limfàtics regionals. Els tractaments en malaltia localitzada són amb 

finalitat curativa i inclouen, a part de la cirurgia, tractaments complementaris per evitar 

les recidives locals o a distància, com la radioteràpia i la quimioteràpia, els tractaments 

hormonals, biològics o més recentment la immunoteràpia. Actualment, és necessari 

l’estadificació de la malaltia en funció del sistema d’estadiatge TNM (16) segons (i) 

grandària del tumor (T), (ii) afectació ganglionar (N) i (iii) presència o no de malaltia 

metastàtica (M).  

A nivell histològic, la majoria (75-80%) dels càncers de mama, són carcinomes ductals, 

anomenats així perquè s’originen a les cèl·lules de l’epiteli dels ductes de la mama. 

Aproximadament, fins a un 15-20% són carcinomes lobel·lars, iniciats en els acins 

glandulars i amb pèrdua de la proteïna d’adhesió cel·lular cadherina-E i la conseqüent 

pèrdua de cohesió cel·lular. Altres variants histològiques menys freqüents son: 

carcinomes tubulars, mucinosos, micropapil·lars, apocrins, medul·lars, metaplàsics o 

cèl·lules en anell de segell. Per a la valoració diagnòstica patològica segons la guia de 

la World Health Organziation (WHO), s’inclou també l’expressió dels receptors 

hormonals (RH) com el receptor d’estrogen (RE) i el receptor de progesterona (RP), a 

més de l’expressió del receptor de creixement epidèrmic humà tipus 2 (HER2) i l’índex 
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de proliferació Ki67. L’estudi d’aquests marcadors permet la classificació 

clinicopatològica del càncer de mama en: (i) malaltia hormonosensible amb HER2 

negatiu, (ii) malaltia HER2 positiva que pot ser hormonosensible o no i (iii) malaltia triple 

negativa. Aquests subgrups no només donen informació pronòstica de la malaltia, sinó 

també un valor predictiu de la resposta a tractaments dirigits com poden ser els 

tractaments amb hormonoteràpia (HT) o anti-HER2. Alhora, aquests marcadors 

immunohistoquímics permeten una classificació subrogada dels subtipus intrínsecs 

caracteritzats des del treball de Charles Perou a partir de les diferències d’expressió 

gènica entre clústers (17) (Taula 1).  Les decisions de tractaments adjuvants en càncer 

de mama RH+/HER2- localitzat també es prenen en base a riscos de recaigudes segons 

diferents testos d’expressió genètica com per exemple Oncotype®, el Mammaprint® o 

Prosigna®, analitzant també aquest últim el subtipus intrínsec per PAM50® (Luminal A, 

Luminal B, HER2-Enriched i Basal-Like). 

 

Taula 1. Classificacions del càncer de mama. 

Subtipus 
intrínsec 

Definició 
clinicopatològica 

Tractaments en estadi precoç 

Neoadjuvants/adjuvants No RCp 

Luminal A Luminal A-like 
RE positiu 
HER2 negatiu 
Ki 67 baix* 
PR alt** 
Signatura molecular de 
baix risc 

HT 
ICDK4/6 si alt risc 
Olaparib en gBRCA1/2 
mutades i alt risc*** 

Olaparib en gBRCA1/2 
mutades i alt risc*** 

Luminal B Luminal B-like (HER2 
negatiu) 
RE positiu 
HER2 negatiu  
Ki67 alt* o RP baix** 
Signatura molecular 
d’alt risc 

Quimioteràpia seguida de 
HT en la majoria dels 
casos.  
ICDK4/6+HT si alt risc 
Olaparib en gBRCA1/2 
mutades i alt risc*** 

Olaparib en gBRCA1/2 
mutades i alt risc*** 

Luminal B-like (HER2 
positiu) 
RE positiu 
HER2 positiu 

Quimioteràpia + 
tractaments anti-HER2 a 
més de HT posterior  

TDM1 

HER2-
Enriched 
(HER2-E) 

HER-2 positiu 
RE i RP negatiu 
HER2 positiu 

Quimioteràpia + 
tractaments anti-HER2.  

TDM1 

Basal-Like  Triple negatiu 
RE i RP negatiu 
HER2 negatiu 

Quimioteràpia +/- anti-PD-
1 
Olaparib en gBRCA1/2 
mutades i alt risc*** 

Capecitabina 
Olaparib en gBRCA1/2 
mutades i alt risc*** 

*Els valors de Ki67 s’ha d’avaluar segons cada laboratori local, en general, un laboratori amb una 

mediana de 20%, un 30% es consideraria clarament alt, i <10% clarament baix.  **Es considera 

RP baix quan l’expressió és menor a 20%(18). RCp: Resposta completa patològica; RE: Receptor 

estrogen; RP: Receptor progesterona; HT: Hormonoteràpia. TDM1: Trastuzumab-emtansina. 

***gBRCA1/2 mutades: pacients amb mutacions germinals de BRCA1 o BRAC2; Alt risc: a) 

pacients amb cirurgia d’entrada si afectació ganglionar (≥pN1), o pN0 amb tumor major a 2 cm  

(≥pT2) si tumor triple negatiu; si afectació patològica de ≥4 ganglis si RH positius i HER2 negatiu; 
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b) després de quimioteràpia adjuvant, si malaltia residual a la mama i/o a l’aixella en cas de tumor 

triple negatiu; si malaltia residual a la mama i/o a l’aixella i CPS&EG score ≥ 3 si RH positiu i 

HER2 negatiu 

 

Per altra banda, els subtipus HER2 positius o triple negatius s’associen a elevades taxes 

de resposta completa patològica (RCp) després del tractament neoadjuvant amb 

quimioteràpia en combinació o no amb teràpia biològica o immunoteràpia (entre 30-60% 

segons estudis), fet que s’ha relacionat com a factor pronòstic favorable (19). Per això, 

sobretot en casos de malaltia localment avançada o subtipus amb bona resposta al 

tractament amb quimioteràpia, es recomana l’inici de tractament neoadjuvant previ a la 

cirurgia. Altrament, la neoadjuvància permet també avaluar la resposta biològica i oferir 

diferents tractaments adjuvants post-cirurgia en casos de tumors resistents i/o que 

s’associen a major risc de recaiguda. Alguns exemples serien l’ús de capecitabina en el 

subtipus triple negatiu, o olaparib en pacients portadores de mutacions germinals a 

BRCA1/2 o el trastuzumab-emtensina (TDM1) després d’un tractament neoadjuvant 

anti-HER2 (20-22). Tot plegat ens permet dissenyar el tractament òptim per cada 

pacient, subgrup i segons presentació de la malaltia localitzada i resposta als 

tractaments administrats.  

No obstant això, malgrat la disminució progressiva de les recaigudes de les pacients 

tractades de forma radical gràcies a la millora dels tractaments quirúrgics i sistèmics en 

la malaltia localitzada, al voltant d’un 20-30% de les pacients presentaran una recaiguda 

a distància al llarg del temps (23). Desafortunadament, tot i que els tractaments actuals 

presenten menys toxicitat i major benefici en supervivència, el càncer de mama 

metastàtic (CMM) segueix sent una malaltia incurable.  

En els següents apartats es profunditzarà en el focus del treball: la malaltia metastàtica 

amb expressió de RH i HER2 negatiu que reben tractament amb inhibidors de quinases 

dependents de ciclines 4 i 6 (iCDK4/6), aprofundint en el paper del sistema immune en 

el tractament, la resposta i l’evolució. 
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1.2 CANCER DE MAMA METASTÀSIC 

Malgrat els avenços en el coneixement i tractament, el càncer de mama metastàtic 

(CMM) és encara una malaltia incurable. El tractament estàndard es basa en 

l’administració seqüencial de diferents tractaments sistèmics amb intenció pal·liativa, per 

allargar la supervivència i millorar la qualitat de vida. En casos concrets, tractaments 

locals com radioteràpia o cirurgies amb intenció de pal·liar complicacions o símptomes 

poden estar indicades segons l’estat de la malaltia. Per tant, el tractament en pacients 

amb afectació metastàtica segueix sent multidisciplinari.  

En la presa de decisió de la seqüència de tractament, caldrà tenir en compte les 

comorbiditats i prioritats de la pacient entre les opcions terapèutiques disponibles 

segons la biologia del tumor. En general, l’edat no es considera un factor limitant per si 

sol, però en població d’edat avançada, sí que serà necessari una valoració geriàtrica 

completa per prendre les decisions de tractament (24). De forma paral·lela, els 

tractaments pal·liatius de suport dels símptomes no onco-específics, també han de 

formar part de l’esquema de tractament de forma precoç. En aquests casos, la valoració 

d’un equip de cures pal·liatives aportarà un millor control dels símptomes, una major 

qualitat de vida per la pacient i un major compliment del tractament oncològic. En els 

casos que l’estat general de la pacient ho permeti, es recomana considerar la 

participació en assajos clínics pel benefici de la pacient i la millora continuada de les 

teràpies.  

Pel que fa al pronòstic, així com la malaltia localitzada té una probabilitat de 

supervivència del 85-90% als 5 anys en el nostre entorn, el CMM, malauradament té un 

pronòstic dolent, amb una supervivència als 5 anys del 35-45% (25). Tanmateix, 

aquestes dades són heterogènies en funció de les característiques del pacient, del tumor 

i de la forma de presentació de la malaltia avançada. Les recaigudes a distància després 

d’un tractament radical d’una malaltia localitzada tenen, en general, un comportament 

més agressiu que la malaltia diagnosticada metastàtica de debut o de novo. En les 

últimes dècades, el CMM de novo ha vist una millora en pronòstic (la supervivència als 

5 anys al 1990 era del 28% i actualment és del 55%), fet que no s’ha vist plasmat en el 

CMM per recaigudes a distància després d’un tractament radical (26). Per altra banda, 

en els últims anys s’ha observat un increment de recaigudes a nivell del sistema nerviós 

central (SNC) i hepàtic, i una disminució en recaigudes òssies. Es creu que les millores 

del tractament en la malaltia localitzada podrien haver suposat un canvi sobre la biologia 

del tumor en el moment de la recaiguda, la forma de presentació de les metàstasis en 

les recaigudes i conseqüentment en el CMM posterior, amb una selecció a nivell 

molecular de clons cel·lulars més resistents i agressius.  
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Pel diagnòstic de CMM, es recomana si és possible la realització de biòpsia de les 

lesions metastàtiques per confirmar la histologia (expressió de RE, RP i HER2) i la 

biologia de la recaiguda. A nivell general, s’utilitzaran tractaments basats amb 

hormonoteràpia o anti-HER2 en casos d’expressió de RE/RP o HER2 respectivament, 

o l’ús de quimioteràpia amb o sense inhibidor del punt de control immunològic (ICIs de 

l’anglès  immune checkpoint inhibidors) segons l’expressió de marcadors immunològics 

com PD-1 (en anglès “programmed cell death protein 1”)  en el cas de CMM triple 

negatiu. Seguidament, es detallarà l’abordatge de la malaltia metastàtica dels tumors 

RH+/HER2-, que és l’objecte principal d’estudi de la present tesi doctoral (27, 28).  

 

1.2.1 Càncer de Mama Metastàtic RH+/HER2-.  

El càncer de mama RH+/HER2- és heterogeni, amb nivells variables d’expressió dels 

nivells de RE, RP, diferències en el grau histològic, patrons d’expressió gènica diversos 

i mutacions genòmiques variades. Tradicionalment s’ha considerat la positivat per RE 

amb una expressió superior a l'1%, recomanant l’ús de HT a la pràctica clínica per sobre 

d’aquest llindar, malgrat que els resultats d’eficàcia són molt discrets en els casos amb 

baixos nivells d’expressió. Recentment, però, s’ha desenvolupat el concepte de baixa 

expressió de RE (conegut en anglès com a ER-low) en casos d’expressió entre 1 i 10%, 

on s’ha vist un comportament més semblant a tumors RH-, tant per pronòstic com per 

resposta a tractaments (29, 30).  

La seqüenciació genòmica i els perfils basats en patrons d’expressió d’ARN dels gens 

rellevants en la patogenicitat i pronòstic, han corroborat l’heterogeneïtat del càncer de 

mama RH+. Aquests subtipus intrínsecs identificats per PAM50 han permès categoritzar 

la malaltia metastàtica també amb diferents pronòstics i resposta als tractaments 

hormonals (31).   

La malaltia avançada RH+/HER2-, malgrat la seva heterogeneïtat biològica, s’associa a 

determinades formes de presentació clínica. Així, l’afectació metastàtica més comuna 

en aquest tipus de malaltia, és principalment a nivell ossi, però també pot afectar la 

medul·la òssia, els nòduls limfàtics, la pleura, els pulmons, el fetge o tenir una afectació 

subcutània. Les metàstasis a nivell de sistema nerviós central són menys freqüents.  

La base del tractament del CMM RH+/HER2- és la teràpia endocrina, excepte en els 

casos de crisi visceral, on un tractament de ràpida resposta com la quimioteràpia podria 

està indicat. El tractament consisteix en l’administració de diferents HT de forma 

seqüencial, amb o sense combinació de tractaments biològics. Malgrat els bons resultats 

inicials d’aquestes opcions, amb el temps es desenvolupen resistències als tractaments 

hormonals, i les pacients posteriorment són tractades amb seqüencies de 

quimioteràpies citotòxiques pal·liatives. Per norma general, el tractament s’administra 
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de forma continuada fins a la progressió de la malaltia o al desenvolupament de toxicitat 

no assumible. Actualment, des de l’aprovació dels inhibidors de CDK4/6 (iCDK4/6) el 

2017 a Espanya, el tractament estàndard en primera línia és la combinació d’un 

tractament hormonal juntament amb un dels tres iCDK4/6 aprovats: ribociclib, palbociclib 

o abemaciclib. En apartats posteriors es mencionaran els diferents estudis, mecanismes 

d’acció i resistències als iCDK4/6.  

 

1.2.1.1 Opcions de tractaments hormonals.  

La HT té una llarga trajectòria en el tractament del càncer de mama RH+, i ha suposat 

una eina terapèutica associada a una important eficàcia amb un baix perfil de toxicitat, 

mantenint la qualitat de vida de les pacients, especialment en comparació al tractament 

amb quimioteràpia. A la pràctica clínica, la utilització del tractament hormonal té com a 

objectiu aconseguir la deprivació estrogènica, és a dir, disminuir o bloquejar 

completament els nivells d'estrògens en el cos per aconseguir la regressió o el control 

del creixement del tumor. Existeixen diferents estratègies per assolir aquesta deprivació 

estrogènica: 

- Fàrmacs que s’uneixen de forma específica als RE. Per exemple, els moduladors 

selectius dels RE (SERM). El més conegut és el tamoxifè, el qual provoca un 

canvi estructural sobre el receptor i conseqüentment, l’expressió dels gens que 

depenen d’aquest receptor queda bloquejada o alterada. Un altre exemple serien 

els degradadors selectius dels RE (SERDs) com el fulvestrant, un antagonista 

competitiu dels RE, el mecanisme d’acció del qual està relacionat també amb la 

regulació a la baixa dels nivells de proteïna dels RE. A més, hi ha diversos nous 

SERDs en desenvolupament i en assajos clínics.  

- Fàrmacs que provoquen la supressió de la síntesi d’estrògens. Els inhibidors 

d’aromatasa (IA), inhibeixen l’aromatasa, l’enzim del teixit adipós que sintetitza 

els andrògens en estrògens, principal via d’obtenció d’estrògens en les dones 

postmenopàusiques. Es divideixen en els no-esteroïdals, amb inhibició 

reversible de l’enzim, com el letrozol i l’anastrozol o els inhibidors esteroïdals 

irreversibles com l’exemestà. Els agonistes de l'hormona alliberadora de 

gonadotropina (GnRH) o  de l’hormona luteïnitzant (LHRH), inhibeixen la síntesi 

d’estrògens a nivell ovàric en dones premenopàusiques, essent els més utilitzats 

a la pràctica clínica l’acetat de leuprolida, la goserelina o la triptorelina. Els 

medicaments agonistes imiten a la GnRH, però de forma inactiva, i interfereixen 

en els senyals estimuladors de la  producció d’estrògens als ovaris, provocant-

ne una reducció d’aquests.  
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Fins a l’aparició dels iCDK4/6, el tractament en primera línia de les pacients amb CMM  

RH+/HER2-, era la HT en monoteràpia, amb indicació diferent segons el perfil hormonal 

de la pacient i el moment de la recaiguda i la valoració de la sensibilitat a tractaments 

hormonals previs (Figura 1).   

 

 

Figura 1. Esquema de mecanisme d’acció i resistència del RE i tractaments diana. La 

producció d’estrògens i la senyalització del receptor d’estrògens (RE) són motors de la 

tumorigènesi, creixement i proliferació del càncer de mama. Diferents tractaments dirigits en 

combinació amb teràpia endocrina inhibeixen aquest mecanisme oncogènic. Mutacions del gen 

ER, ESR1, o canvis epigenètics en c-myc, ciclina D i el receptor del factor de creixement 

epidèrmic (EGFR) s’associen a resistència el tractament endocrí. La sobreexpressió, amplificació 

o mutació de AKT, del receptor del factor de creixement del fibroblast ( FGFR), o del receptor del 

factor humà de creixement epidèrmic (HER2). *GnRH: Hormona alliberadora de gonadotropina, 

IGF-1R: Receptor de creixement similar a la insulina 1, mTOR: diana mamífera de la rapamicina. 

PI3K: Fosfatidinlinositol 3-quinasa. Figura adaptada de la revisió de Burstein 2020 (32). 

 

1.2.1.2 Mecanismes de Resistència a tractaments hormonals.  

Per tal d’arribar a un consens clínic en el disseny de diferents estudis, la societat 

oncològica europea (ESMO) van establir uns criteris, per definir el concepte de  malaltia 

sensible o resistent al tractament hormonal, i si aquesta resistència era primària o 

secundària (27). Així, es considera que existeix una resistència primària endocrina en 

aquells casos que les pacients recauen en els primers dos anys en curs 

d’hormonoteràpia adjuvant, o els primers 6 mesos des de l’inici de la primera línia de 

tractament hormonal en CMM. La resistència secundària es defineix com les recaigudes  
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en curs d’hormonoteràpia adjuvant després dels 2 primers anys, en els primers 12 

mesos després de completar el tractament hormonal adjuvant, o la progressió posterior 

a 6 mesos d’un tractament hormonal per CMM (27). La resta de casos es classifiquen 

com a sensibles a la HT.  

Tot i el benefici inicial, la majoria de pacients de CMM, acaben progressant al tractament 

hormonal. Així doncs, s’han descrit múltiples mecanismes de resistència que hem 

agrupat en quatre grups: i) Alteracions en RE per pèrdua d’expressió o mutacions, ii) 

alteracions de la via de PI3K/AKT, iii) alteracions del cicle cel·lular i iv) alteracions en 

altres vies de senyalització cel·lular (Figura 1).  

- Alteracions en RE. Els RE són proteïnes localitzades al nucli, les quals a l'unir-se a 

hormones esteroides regulen la transcripció de diferents gens responsables de la 

regulació del cicle cel·lular, la replicació de l’ADN, la diferenciació cel·lular, 

l’apoptosi i l’angiogènesi (33). S’han descrit dues classes de RE: el REα codificat 

pel gen ESR1 i el REβ, codificat pel gen ESR2.  

En algunes pacients la resistència endocrina adquirida (34) s’explica per la pèrdua 

d’expressió de RE, fet que subratlla la importància de realitzar biòpsies en la 

malaltia metastàtica o en progressions a malalties de llarga evolució (34).  

Més freqüents són les mutacions de ESR1, en concret en regions que codifiquen 

pel domini d’unió al lligand, provocant un guany de funció del RE amb activació 

constitutiva en absència d’estrògens i l’alteració de la transcripció de factors derivats 

de RE (35). Les mutacions a ESR1 s’han associat a un menor benefici als 

tractaments amb IA, sense afectar l’eficàcia d’altres tractaments HT com són els 

SERDs (36). Aquestes mutacions a ESR1 són rares en tumors sense tractament, 

però més freqüents (15-30%) en pacients que han estat principalment tractats amb 

IA per CMM(37). 

Per revertir alguns d’aquests casos de resistència hormonal, s’han desenvolupat 

nous fàrmacs amb diferents mecanismes d’acció com són: (i) els antagonistes 

covalents selectius del RE (SERCAs), els quals inactiven tant RE mutats com no 

mutats actuant sobre aminoàcids conservats, provocant canvis estructurals, o (ii) 

quimeres dirigides a la proteòlisi (PROTACs) que s’uneixen al RE i recluten la 

ubiquitina E3, provocant una ràpida i completa degradació del RE.  

- Alteracions de la via PI3K/AKT/mTOR: Aquesta via es relaciona amb proliferació, 

diferenciació cel·lular i supervivència, i es troba freqüentment sobreactivada en 

tumors RE+/HER2-, fet que implica la resistència a les teràpies hormonals (38, 39). 

A més, alteracions genòmiques a la via de PI3K (fosfatidilinositol 3-quinasa) poden 

arribar a ser presents fins a un 30% dels casos de CMM RE+/HER2- (40, 41). La 

rellevància en CMM de les mutacions PIK3CA (gen que regula la proteïna PI3K), ha 
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fet que en els últims anys hagin guanyat pes les línies d'investigació d’aquesta via i 

el desenvolupament de fàrmacs que la bloquegin. Inicialment, la toxicitat va limitar-

ne l’ús a la pràctica clínica, però recentment ja es disposa d’un inhibidor de PI3Kα 

com alpelisib, amb una toxicitat més manejable. L’estudi fase III SOLAR-1, va 

comparar el tractament amb fulvestrant + alpelisib o placebo, obtenint en la cohort 

de mutacions en PI3KCA, un benefici de supervivència lliure de progressió (SLP) 

en el grup tractat amb alpelisib de 11.0 mesos vs. 5.7 mesos (p<0.001) (42).  

Altres combinacions de tractament diana i hormonoteràpia que han demostrat 

benefici dins la mateixa via de PI3K/AKT/mTOR, són els inhibidors de mTOR com 

l’everolimus. L’estudi fase III BOLERO-2, va avaluar la combinació de everolimus + 

exemestà, observant una millora significativa en la mediana de SLP en comparació 

amb placebo + exemestà (7,8m vs. 3,2m) en pacients que havien progressat a IA 

no esteroïdals com l’anastrozol o el letrozol (43).   

- Desregulacions del cicle cel·lular. Alteracions en la regulació del cicle cel·lular s’han 

relacionat tant amb el desenvolupament de càncer de mama com en la resistència 

a teràpies endocrines. La sobreexpressió de la ciclina D1, codificada pel gen 

CCND1, és un fenomen freqüent en CMM RE+/HER2-, que en algunes sèries 

s’estima en el 20-40% (44). S’ha descrit la relació de la sobreexpressió de ciclina 

D1 amb recaigudes precoces, associant-se a un pronòstic advers (45) i a resistència 

a HT com el tamoxifè (46). També la inactivació per mutacions de la proteïna del 

retinoblastoma (pRb), i la pèrdua de reguladors negatius del complex de la ciclina 

D amb CDK4/6, com p16, s’han associat a resistència endocrina en el càncer de 

mama (47). Altres proteïnes relacionades amb el control del cicle cel·lular, com la 

ciclina E, també s’han relacionat amb un pitjor pronòstic i resistència hormonal (48). 

Les alteracions del cicle cel·lular, s’abordaran de manera específica dins l’apartat 

de cicle cel·lular, així com les possibilitats de tractament amb l’aparició dels 

iCDK4/6.  

- Activació d’altres vies intracel·lulars. Altres alteracions menys freqüents es 

relacionen amb l’activació de RE per encreuament amb altres vies de senyalització 

intracel·lular, fet que provoca l’activació per fosforilació d’altres co-receptors de RE, 

amb una conseqüent activació independent del lligand i resistència a la HT. Alguns 

exemples serien alteracions del factor de creixement de fibroblasts (FGFR), els 

receptors HER2, o alteracions en la via de RAS (49). Diferents tractaments dirigits 

contra alteracions de cada via, com inhibidors de FGFR, inhibidors tirosina quinasa 

de HER2 o inhibidors de MEK/ERK per inhibir l’activació de la via RAS han anat 

sorgint com a hipòtesis per revertir la resistència hormonal (Figura 1). 
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Tot i les múltiples causes de resistència al tractament hormonal, actualment, l’estàndard 

de tractament en totes les pacients amb CMM RH+/HER- és la combinació 

d’hormonoteràpia amb els iCDK4/6, pel benefici en supervivència lliure de progressió 

(SLP), supervivència global (SG) i bon perfil de seguretat. Les característiques més 

rellevants dels iCDK4/6 es discutiran en el capítol següent, ja que el seu ús representa 

l’eix principal d’aquesta tesi doctoral.  

 

1.2.2 Els iCDK4/6 i el cicle cel·lular.  

Clàssicament, s’ha descrit el cicle cel·lular de les cèl·lules dels mamífers en 4 fases: G1, 

S, G2 i M. La progressió d’una fase a una altra, està controlada per punts de controls (o 

checkpoints), estretament regulats mitjançant processos de fosforilació dirigits per les 

diferents quinases dependents de ciclines (CDK) (50). En les cèl·lules humanes, s'han 

descrit més de 20 CDK diferents: CDK1 a CDK6 controlen la progressió del cicle 

cel·lular, mentre que CDK7 a CDK12 estan implicades principalment en la regulació de 

la transcripció gènica. L’activitat de les CDKs depèn de la unió d'una subunitat 

reguladora, les ciclines, que són una família de proteïnes diverses, algunes d’elles 

relacionades amb el cicle cel·lular com les ciclines A, B, D i E. La majoria de les ciclines 

no tenen activitat enzimàtica pròpia, però formen els complexos actius amb diferents 

CDKs, sent imprescindibles per la seva activitat i funció de promoure la progressió del 

cicle cel·lular. Així, l’entrada del cicle cel·lular està controlada per CDK4 i CDK6 amb la 

unió d’una de les 3 ciclines D descrites, ciclina D1, D2 i D3 codificades pels respectius 

gens CCDN1, CCDN2 i CCND3. Un cop activat el complex CDK4/6-ciclinaD, aquest 

fosforila la proteïna del retinoblastoma (pRb). Conseqüentment, pRb allibera el factor de 

transcripció E2F que inicia la transcripció de gens necessaris per entrar a la fase S del 

cicle (51), tals com els que codifiquen per les diferents ciclines E, CCNE1 i CCNE2, 

responsables de l’avanç cap a la següent fase del cicle cel·lular juntament amb CDK2.   

La progressió durant la fase S és controlada pel complex CDK2-ciclinaE/A. 

Posteriorment, la transició de fase G2 a fase M està guiada per la parella CDK1-

ciclinesA/B. Durant aquest procés, també hi ha molècules inhibitòries de les CDKs 

(CDKi) que s’uneixen de forma específica a les diferents CDKs i permeten inhibir i 

controlar el cicle cel·lular. Un exemple, serien la família de les proteïnes INK4 (p15, p16, 

p18 i p19) que s’uneixen i inhibeixen concretament  la funció de CDK4/6 o la família de 

les proteïnes Cip/Kip (p21, p27 p57) que controlen la funció de CDK2 (52) (Figura 2).  
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Figura 2. Representació esquemàtica de la regulació de les quinases dependent de 

ciclines durant el cicle cel·lular. La progressió a través de les diferents fases del cicle cel·lular 

involucra la successiva formació, activació i inactivació de les CDKs amb les consegüents unions 

i fosforilacions de cada CDK. L’entrada al cicle cel·lular, està controlada per la ciclina D amb unió 

a CDK4 i CDK6, que fosforilen la proteïna del retinoblastoma (pRb) i allibera el factor de 

transcripció E2F, que conseqüentment transcriu els gens necessaris per a l’entrada a la fase S 

del cicle. La progressió de la fase S està controlada pel complex CDK2-ciclinaE/ciclinaA. La unió 

d’inhibidors CDKs inactiva tant CDK4/6 com CDK2 (família INK4 i família Cip/kip respectivament). 

Finalment, la transició entre la fase G2 i la fase M està controlada per la ciclina A i B en 

combinació amb la CDK1; imatge adaptada de Gutiérrez-Chamorro et al. (52). 

 

D’altra banda, s’han descrit altres funcions de les CDKs com a factors de transcripció. 

Per exemple, la unió de CDK7 amb la ciclina H forma el factor de transcripció humà II 

(TFIIH), CDK8 és un component del complex mediador que és un coactivador 

transcripcional o el complex CDK9-ciclinaT forma part del factor d’elongació 

transcripcional (pTEFb) (53, 54). No és estrany, doncs, que tota la maquinària de 

regulació del cicle cel·lular controlada a través de CDKs hagi despertat interès en les 

últimes dècades per generar nous fàrmacs contra el càncer.  

Els primers inhibidors de CDK que es van avaluar a la clínica eren inhibidors genèrics 

inespecífics de múltiples CDKs. Alguns exemples són flavopiridol, que inhibeix 

CDK1,2,4,6,7 i 9 o roscovitine que inhibeix CDK1,2,5,7 i 9. La gran limitació d’aquests 

inhibidors de primera generació en la pràctica clínica fou el perfil de seguretat i la toxicitat 

demostrada en els estudis clínics. Els inhibidors de CDKs de segona generació, com 

per exemple dinaciclib, amb inhibició més específica per CDK1,2,4 i 9 van obtenir millors 
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resultats en seguretat, però sense assolir eficàcia en estudis en fase II en càncer de 

pulmó (55). Finalment, durant l’última dècada es va aconseguir la formulació d’inhibidors 

més específics per CDKs, en concret els iCDK4/6 que van obtenir un bon perfil de 

seguretat amb molt bons resultats d’eficàcia en càncer de mama.  

 

1.2.2.1 iCDK4/6 i càncer de mama 

En el càncer de mama RH+/HER2-, un elevat percentatge de casos presenta  

sobreexpressió de la ciclina D1, fet que comporta una desregulació del complex ciclina-

CDK4/6. Per tant, la inhibició d’aquesta via a través d’iCDK4/6, suposa una opció 

interessant de tractament  (56). En aquest sentit, en models animals, es va observa que 

el complex CDK4-ciclina D1 era necessari per induir el càncer de mama, suggerint que 

la inhibició de CDK4 permetria controlar la proliferació de les cèl·lules malignes (57). 

Actualment, tres iCDK4/6 han demostrat eficàcia en càncer de mama i estant aprovats 

per al seu ús en humans: palbociclib, abemaciclib i ribociclib. El mecanisme d’acció de 

palbociclib, ribociclib i abemaciclib ha estat àmpliament descrit des de la seva aprovació 

per la FDA i la EMA. Com la majoria dels inhibidors de CDKs, són fàrmacs ATP-

competitius que inhibeixen CDK4 o CDK6 unint-se a la fissura d’ATP d’aquestes 

molècules. El seu efecte antitumoral l’aconsegueixen bloquejant la fosforilació de pRb i 

arrestant la cèl·lula a la fase G1 del cicle cel·lular, impedint així el creixement tumoral 

(58). Tot i això, evidències recents demostren que la seva eficàcia recau també 

parcialment en la modulació del sistema immune, punt que es tractarà més endavant, a 

l’últim apartat de la introducció.  

Tot i compartir el principal mecanisme d’acció, els tres fàrmacs aprovats presenten 

certes peculiaritats que els diferencien. En primer lloc, palbociclib té una potència 

inhibitòria similar sobre els complexos CDK4/D1 i CDK6/D2 (59), en canvi ribociclib i 

abemaciclib tenen una major especificitat sobre CDK4. A més a més, abemaciclib 

presenta activitat inhibitòria, tot i que modesta, sobre altres CDKs com són els 

complexos formats per CDK9/T1, CDK2/E2 i CDK5/p25 (60). Tot i ser fàrmacs selectius 

per la inhibició de CDK4/6, algunes de les seves característiques farmacocinètiques i 

farmacodinàmiques expliquen les diferències existents entre els perfils de toxicitat, 

posologia i dosificació corresponents. (Taula 2) 
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Taula 2. Principals característiques i diferències dels iCDK4/6 aprovats per al tractament del 

càncer de mama metastàtic.  

 

Fàrmac  Estructura IC50 Posologia Toxicitat 

Palbociclib 
Ibrance™ 

 

CDK4:9-11nM 
CDK6:15nM 
CDK9: NR 

Oral 125mg/dia, 
21 dies en 

tractament + 7 
de descans 

Neutropènia (80%) 
Anèmia (24%) 
Plaquetopènia (16%) 
Pneumonitis (1%) 

Ribociclib 
Kisqalis™ 

 

CDK4: 10 nM 
CDK6: 39 nM 

CDK9: NR 

Oral 600mg/dia 
21 dies en 

tractament + 7 
de descans 

Neutropènia(70%) 
Anèmia (18%) 
Plaquetopènia (29%) 
Transaminitis (30%) 

Abemaciclib 
Verzenios™ 

 

CDK4: 2 nM 
CDK6: 9,9 nM 
CDK9: 57 nM 

Oral 150mg/12h 
dosis continua 

Neutropènia (30%) 
Anèmia (20%) 
Plaquetopènia (10%) 
Diarrea (80%) 
Alteració funció renal 
(25%) 

*IC50: Concentració en la qual la substància exerceix la meitat del seu màxim efecte inhibitori; 

nM: Nanomolar; mg: mil·ligrams; h: hores.   

 

1.2.2.2 Benefici en els principals estudis clínics  

Tot i les diferències esmentades prèviament, els tres iCDK4/6 van demostrar un bon 

perfil de seguretat, a més d’una gran eficàcia en CMM RH+/HER2- en combinació amb 

HT, tal com es va veure en els principals estudis que van avalar-ne l’aprovació, els quals 

es detallen a continuació.   

El primer inhibidor aprovat va ser el palbociclib el 2015 per la FDA a els Estats Units. El 

palbociclib s’administra per via oral a dosis de 125mg/dia en un sol comprimit, amb 

possibilitat de reducció de dosis a 100mg o 75mg, segons la toxicitat. Els cicles són de 

4 setmanes, repartits en 3 setmanes d’administració del fàrmac i una setmana de 

descans. El palbociclib ha estat avaluat en primera línia metastàtica en diferents estudis, 

el primer dels quals va ser l’estudi PALOMA-1, un estudi clínic fase II on les pacients 

s’aleatoritzaven a rebre palbociclib en combinació amb tractament hormonal amb 

letrozol vs. letrozol en monoteràpia. Els resultats van demostrar un increment 

estadísticament significatiu en SLP, arribant als 20,2 mesos en el grup on es va 

administrar palbociclib en combinació davant els 10,2 mesos en el grup de letrozol en 

monoteràpia (p=0.004) (61). Més endavant, en l’estudi clínic fase III,  PALOMA-2, es va 

avaluar la combinació de palbociclib+letrozol vs. letrozol+placebo en pacients 

postmenopàusiques, observant una diferència de gairebé 10 mesos en SLP (24,8 mesos 

en el grup de palbociclib vs. 14,5 mesos en el grup del placebo, p < 0,001)(62). 

L’aprovació de palbociclib en pacients que ja havien rebut tractaments hormonals previs, 

es va fonamentar en les dades de l’estudi PALOMA-3, un estudi fase III on es van 

incloure pacients pre- i postmenopàusiques que havien progressat com a mínim a un 

tractament hormonal i un 30% havien rebut també quimioteràpia per malaltia avançada. 
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Les pacients s’aleatoritzaven a rebre palbociclib+fulvestrant o fulvestrant+placebo. El 

PALOMA-3 va observar una SLP superior en la branca de palbociclib: 9,5 mesos vs. 4,6 

mesos en el grup placebo (p < 0,001)(63). Malgrat aquests resultats, només es va 

observar una diferència en SG significativa en els pacients que tenien sensibilitat a 

tractaments hormonals previs, amb una SG de 39.7 mesos en el grup de palbociclib+ 

fulvestrant i 29.7 mesos en el grup que va rebre fulvestrant en monoteràpia (64).  

El segon iCDK4/6 aprovat, va ser ribociclib, al 2017 per la FDA. Ribociclib també 

s’administra per via oral en una sola dosis de 600mg/dia, en 3 comprimits de 200mg. 

Els cicles complets són també de 4 setmanes (3 setmanes d’administració del fàrmac i 

una setmana de descans), combinat amb hormonoteràpia de forma continuada. En 

primera línia es va testar la combinació de ribociclib+letrozol vs. letrozol a l’estudi clínic 

fase III, conegut amb el nom de Monaleesa-2. En aquest estudi es va aconseguir una 

SLP de 25,3 mesos en la branca de ribociclib+letrozol vs.16 mesos en la branca de 

letrozol (p<0,001)(65). A més, va demostrar un increment en la SG a favor de la branca 

de la combinació de ribociclib+letrozol, arribant a una SG de més de 5 anys (63,9 mesos) 

vs. els poc més de 4 anys (51,4 mesos) del grup de letrozol en monoteràpia (p=0,004) 

(66). En primera línia per malaltes premenopàusiques, es va dissenyar l’estudi 

MONALEESA-7, un estudi clínic fase III on s’aleatoritzaven les pacients a rebre ribociclib 

o placebo en combinació amb tamoxifè o inhibidors d’aromatasa, juntament amb 

anàlegs de LHRH. La SLP en la branca de la combinació va assolir els 23 mesos vs. els 

13 mesos del grup placebo (p<0,001). Les dades de SG del MONALEESA-7 mostraven 

als 42 mesos un 70,2% de supervivència en el braç de ribociclib vs. un 46% en el braç 

de placebo (p=0,0097)(67). L’eficàcia de ribociclib en pacients que ja havien rebut 

tractaments previs, es va avaluar en l’estudi fase III MONALEESA-3, que comparava la 

combinació de ribociclib+fulvestrant vs. fulvestrant en monoteràpia. La mediana de SLP 

va ser superior també en el grup que va rebre ribociclib en combinació, 20,5 mesos 

respecte als 12,8 mesos del grup d’hormonoteràpia en monoteràpia (p<0,001)(68). Les 

dades de SG també van resultar ser significatives a favor de la branca de ribociclib 

(p=0,0003) (69). 

Finalment, abemaciclib va ser aprovat el 2017 per la FDA. Abemaciclib també 

s’administra via oral, a una dosi inicial de 125mg/12h, amb possible reduccions a 

100mg/12h i 50mg/12h, però a diferència de palbociclib o ribociclib, s’administra de 

forma continuada sense descans. En primera línia, l’estudi clínic fase III MONARCH-3, 

el qual comparava el grup d’abemaciclib més IA vs. placebo més IA, va obtenir uns 

resultats de SLP estadísticament superiors en el grup d’abemaciclib (28,2 mesos vs. 

14,8 mesos; p<0,0001)(70). L’anàlisi ínterim de SG del MONARCH-3, demostrà un 

benefici en la branca d’abemaciclib, amb una SG de 67,1 mesos vs. els 54,5 mesos del 
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grup placebo, encara no significatiu amb el seguiment actual (71). En situació de 

resistència hormonal, l’estudi clínic fase III MONARCH-2, es va dissenyar amb pacients 

tant post- com premenopàusiques que havien progressat a tractaments hormonals 

previs, les quals s’aleatoritzaven a rebre abemaciclib o placebo en combinació amb 

fulvestrant. Es va obtenir un a SLP de 16,4 mesos en el grup de la combinació respecte 

a 9,3 mesos en el grup de placebo (p<0,001) i un benefici significatiu en SG de 9,4 

mesos a favor de la branca amb abemaciclib (p=0,01), que arribava als 46,7 mesos en 

comparació amb 37,3 mesos en el grup placebo+fulvestrant (72, 73).  

Per tant, els diferents iCDK4/6 han demostrat beneficis en SLP molt semblants en 

primera i segona línia, amb una bona tolerabilitat, mantenint la qualitat de vida de les 

pacients i allargant el temps fins que les pacients reben quimioteràpia (Taula 3). Ara bé, 

s’han vist algunes diferències pel que fa a la supervivència global, on el ribociclib és el 

que ha presentat resultats estadísticament significatius en primera línia. Malauradament, 

no s’han pogut obtenir dades de SG significatives en l’estudi en primera línia amb 

palbociclib, un estudi més antic amb menys experiència amb aquests tipus de fàrmacs. 

La diferència en SG es podria explicar pel major nombre de pacients incloses a l’estudi 

amb recaigudes precoces respecte als altres dos estudis en primera línia, o pel nombre 

important de pèrdues de seguiment en aquest estudi. De fet, en un estudi post hoc que 

excloïa les pacients sense dades de supervivència, observava una SG de 51,6 mesos 

pel grup amb palbociclib contra 44,6 mesos del grup de placebo (74). A més, les pacients 

que tenien un SLP superior a 12 mesos en l’estudi, aconseguien una SG de 66 mesos 

a la branca de palbociclib(74). En el cas d’abemaciclib, les dades de SG del MONARCH-

3 no són prou madures al moment actual, però sí que s’ha provat la millora en SG 

d’abemaciclib en estudis amb línies posteriors, com el MONARCH-2 (75).  

Tot i els múltiples estudis preclínics i clínics realitzats amb els tres iCDK4/6 aprovats, no 

es disposa d’evidència sobre la comparació directa de l’eficàcia entre ells, i les 

diferències observades en SG només s’expliquen a través d’hipòtesis, tals com (i) 

diferències en l’afinitat a substrat o farmacocinètiques, (ii) diferències en afinitat per 

inhibició de les CDK4/6, (ii) altres dianes fora de les CDKs, (iii)  diferències de pronòstic 

en les poblacions representades a cada estudi o (iv) diferències en el disseny de cada 

estudi (com de criteris de reducció de dosi o de retirada de medicació, entre altres).  

En general, però, a la pràctica clínica, la decisió de quin és el iCDK4/6 indicat per a cada 

pacient és complexa, i s’han de tenir en compte diferents factors, com són: les 

característiques i preferències del pacient, la forma de presentació de la malaltia 

metastàtica, el perfil de toxicitat característica de cada iCDK4/6 i les interaccions amb 

fàrmacs habituals de la pacient.  
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Taula 3. Principals estudis amb els iCDK4/6 aprovats a Espanya.   

Estudi (n)  
 

Fase Branques (n) Característiques Pacients SLP SG Ref 

PALOMA-1 
(n=165) 
 

Fase II  
aleatoritza
t 
 

Palbociclib + letrozol  
(n=84) 
Placebo + letrozol 
(n=81) 

Postmenopàusiques 
Tractament sistèmic previ (50,9%) 
Afectació visceral el 44,24% 

20,2 m vs. 10,2 m 
HR, 0,488;  
(CI 95%: 0.319‒0,748; 
p= 0.0004) 

37,5 m vs. 34,5 m 
HR:0,89 (95% CI 0,62-
1,29; p= 0,28)  

(61) 

PALOMA-2 
(n=666) 
 

Fase III Palbociclib + letrozol 
(n=444) 
Placebo + letrozol 
(n=222)  

Postmenopàusiques 
No tractament sistèmic previ 
Afectació visceral 52% 
Recaigudes < 12 mesos: 22% 

24,8m vs. 14,5m  
HR : 0,580 (p < .001) 

53,9 m vs. 51m 
HR:0,95 (CI 95% : 0,77–
1,17)  
  

(74) 

PALOMA-3 
(n=521) 
 

Fase III 
 

Palbociclib – fulvestrant 
(n=347) 
Placebo – Fulvestrant 
(n=147) 

Post+Premenopàusiques (7%) 
Progressió a HT en CMM.  
Afectació visceral el 60%. 
Recaiguda hormonoresistent el 21% 

9,5  m vs. 4,6 m 
HR: 0,46 (CI 95% 
0,36–0,59, p<0,001) 

34,9 m vs. 28,0 m 
HR:0,81 (CI 95%, 0,64-
1,03; p=0,09)  

(64) 

MONALEESA-2 
(n=668) 
 

Fase III 
 

Ribociclib + letrozol  
(n= 334) 
Placebo + letrozol  
(n=334) 

Postmenopàusiques 
No tractament sistèmic previ 
Recaigudes < 12m:  4,0% 
Afectació visceral 59% 

25,3 m vs. 16 m 
HR: 0,568 (CI 95% 
0,457–0,704; p< 
0,001) 

63,9 m  vs. 51,4 m 
HR:0,76 (CI 95%, 0,63-
0,93; p=0,008).  

(66) 

MONALEESA-3 
(n=726) 
 

Fase III Ribociclib + fulvestrant 
(n= 484) 
Placebo + fulvestrant 
(n= 242) 

Postmenopàusiques 
No tractament sistèmic el 50%, i 
màxim 1 línia HT.  
Recaiguda hormonoresistent 4.3% 
Afectació visceral el 60% 

20,5 m vs. 12,8 m  
HR: 0,593 (CI 95%, 
0,480 to 0,732; p < 
.001) 

SG als 42 m: 57,8% vs. 
45,9% 
HR:0,72 (CI 95%: 0,57-
0,92; p=0.005)  

(76) 

MONALEESA-7 
(n=672) 
 

Fase III 
 

Ribociclib + goserelina 
+ HT (n=335) 
Placebo  + goserelina + 
HT (n=337) 

Premenopàusiques 
No tractament hormonal sistèmic 
previ (14% QT previ) 
Afectació hepàtica el 51% 
Resistència hormonal primària 30% 

23 m vs. 13 m  
HR: 0,55 (CI 95%: 
0,44-0,69; p < 0,001) 

SG a  42 m 70,2% vs. 
46%  
HR:0,71 (CI 95%: 0,54-
0,95; p = 0,009)  

(77) 

MONARCH-2 
(n=669) 
 

Fase III 
 

Abemaciclib + 
fulvestrant (n=446) 
Placebo + fulvestrant  
(n=223) 

Premenopàusiques el 17,0% 
Resistència hormonal primària: 
25,2% 
Afectació visceral 55.8% 

16,4 m vs. 9,3 m 
HR: 0,553 (CI 95%, 
0.449 to 0,681; p < 
0,001) 

46,7 m vs. 37,3 m 
HR:0,75(CI 95%, 0,60-
0,94; p = 0,01).   

(78) 

MONARCH-3 
(n=493) 
 

Fase III Abemaciclib + IA  
(n=328) 
Placebo + IA 
(n=165) 

Postmenopàusiques 
CMM de novo el 40% 
Afectació visceral 53% 
No resistència primària endocrina.  

28,2 m vs. 14,8 m 
HR: 0,525 (CI 95%, 
0,415–0,665). 

67,1 m vs. 54,5 m 
HR:0.75 (CI 95%, 0,58-
0,97; p=0.03).  

(71) 

*n: número pacients, SLP: supervivència lliure de progressió; SG: supervivència global; Ref: referència; m: mesos; HR: hazard ratio; CI95%: interval de confiança 

del 95%; CMM: càncer de mama metastàtic, QT: quimioteràpia; HT: hormonoteràpia; IA: inhibidor d’aromatasa.  
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1.2.2.3 Estudis comparatius amb quimioteràpia 

Diferents estudis han comparat el tractament amb iCDK4/6 en combinació amb 

hormonoteràpia respecte al tractament amb quimioteràpia. L’estudi clínic fase II, Young-

PEARL (o KCSG-BR15-10), aleatoritzava les dones premenopàusiques que havien 

progressat a tamoxifè, a rebre palbociclib+exemestà i leuprolida o tractament amb 

quimioteràpia que consistia en l’administració de l’antimetabòlit capecitabina. La SLP 

del grup de palbociclib va ser significativament superior comparat amb el grup de 

capecitabina (20,1 mesos vs. 14.4 mesos). A més, el grup de palbociclib va presentar 

menys efectes adversos greus comparat amb el grup de capecitabina (2% vs. 17%)(79).   

L’estudi PEARL també va comparar palbociclib amb hormonoteràpia respecte a 

capecitabina en CMM RH+/HER2- en pacients que havien progressat a IA. Es va 

incloure una cohort tractada amb palbociclib+exemestà, i una segona cohort tractada 

amb palbociclib+fulvestrant que incloïa pacients amb mutacions de ESR1 o resistència 

a IA, a més del grup que rebia capecitabina. En aquest cas, la segona cohort 

corresponent al grup de palbociclib+fulvestrant no va obtenir una millora en SLP, 7,5 

mesos contra 10,0 mesos del grup de capecitabina. De manera similar, en  pacients 

sense mutació de ESR1 tampoc es va observar benefici en el grup amb palbociclib, on 

es va obtenir un SLP de 8,0 mesos en el grup de palbociclib i HT i 10,6 mesos en el grup 

de capecitabina. Tot i això, palbociclib sí que va demostrar un millor perfil de seguretat 

amb una significativa millora qualitat de vida en comparació amb capecitabina (80).   

Així doncs, l’estudi Young-PEARL va demostrar una diferència que no es va poder 

confirmar en l’estudi PEARL. Aquesta diferència pot ser conseqüència de les 

característiques de la població inclosa en cadascun dels estudis. En l’estudi Young-

PEARL permetia la inclusió de pacients que havien rebut entre 0 i 2 línies de tractament 

pel CMM, però majoritàriament no havien rebut cap línia prèvia (51,1%) o només 1 línia 

(33,7%). A més a més, el 49,4% de les pacients només tenien 1 òrgan afectat per 

malaltia metastàtica. Per contra, en l’estudi PEARL, un 32,1% de les pacients incloses 

rebien el tractament d’estudi en tercera línia o superior i el percentatge de pacients amb 

només 1 òrgan afectat era significativament inferior, de només el 28,3%, mentre que 

una part important (33,4%) tenien 3 o més òrgans metastàtics. Aquesta informació 

permet fer hipòtesis prou fermes sobre la situació on el benefici del tractament amb 

iCDK4/6 amb HT és més òptim; el qual seria en etapes més precoces de la malaltia, i 

quan s’han rebut menys tractaments previs, escenaris en els quals segurament 

l’heterogeneïtat és menor.  
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1.2.2.4 Mecanismes de sensibilitat i de resistència a iCDK4/6: identificació de 

biomarcadors de resposta   

Tot i que el benefici clínic dels iCDK4/6 és evident en múltiples estudis clínics, un 

percentatge de pacients no responen al tractament, i pràcticament totes les pacients 

acabaran presentant resistències adquirides a causa de diferents mecanismes, ja sigui 

relacionats amb el cicle cel·lular, amb l’activitat oncogènica d’altres vies de senyalització 

de la proliferació, canvis metabòlics de les cèl·lules tumorals, o canvis en la funció de 

l’estroma, entre altres. 

Tot i això, ara com ara no es disposa d’un biomarcador efectiu i eficaç capaç de predir 

la resposta clínica als iCDK4/6 (Figura 3). A continuació descriurem els principals 

mecanismes de resistència descrits a la literatura. 

 

.  

 

Figura 3. Mecanismes de resistència als iCDK4/6. CDK4 i CDK6 són activats per Ciclina D; 

aquesta activació condueix a la fosforilació de Rb1 i la inactivació de l'efecte supressor sobre el 

factor transcriptor E2F. A la figura, es mostren els principals mecanismes genètics de resistència 

als iCDK4/6: L’estrella vermella () representa les mutacions activadores, amplificacions o 

sobre-expressió. L’estrella verda () representen mutacions o supressions inactivadores. Figura 

adaptada de Álvarez-Fernández et al. 2020. (81).  
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Marcadors clinicopatològics 

Diferents estudis han buscat biomarcadors per predir quins pacients es beneficiaran més 

o menys del tractament amb iCDK4/6. Un estudi combinant les poblacions incloses a 

MONARCH-2 i 3 va analitzar si existien paràmetres clínics o patològics que poguessin 

ser factors predictius del benefici d’abemaciclib (82). Els resultats van mostrar que 

factors clínics com localització metastàtica exclusivament òssia, un bon estat general 

segons l’escala ECOG; factors patològics com un baix grau de diferenciació histològica 

a la biòpsia tumoral, i alta expressió del RP s’associaven a una major SLP. Per contra, 

l’afectació hepàtica, un RP negatiu i un alt grau histològic tumoral s’associaven a mal 

pronòstic a les dues branques de tractament. Tot i això, en les pacients de pitjor 

pronòstic, el tractament hormonal en combinació amb abemaciclib també oferia de forma 

significativa un benefici en l’eficàcia en comparació amb el tractament hormonal en 

monoteràpia (82). Així doncs, ara mateix no hi ha cap paràmetre clinicopatològic que 

pugui predir el benefici als iCDK4/6. 

 

Pèrdua de funció de pRb 

Tenint en compte la importància de pRb en el mecanisme d’acció dels iCDK4/6, no és 

d’estranyar que també s’hagi postulat com un possible biomarcador. En aquest sentit, 

alguns estudis han demostrat l’existència de mutacions de pèrdua de funció al gen RB1 

com a mecanisme de resistència adquirida a iCDK4/6 (83). En l’anàlisi de l’ADN tumoral 

circulant en el marc de l’estudi PALOMA-3, es va observar l’aparició de mutacions a RB1 

en un 5% dels pacients en la mostra de progressió, únicament en el grup de pacients 

que rebia palbociclib, considerant-se, per tant, un mecanisme de resistència específic 

als iCDK4/6 (84).  Altres estudis han demostrat que la pèrdua de funció de pRB era un 

factor de resistència tant de novo com adquirit als iCDK4/6 (85). Tot i això, alguns 

anàlisis moleculars d’estudis clínics com el PALOMA 2, no han pogut demostrar 

l’associació estadística entre alteracions de RB1 i el benefici a iCDK4/6 (86). Així doncs, 

de manera general, la informació preclínica i les troballes clíniques, suggereixen un 

paper important de pRb en la funció dels iCDK4/6.  

 

Alteració d’altres proteïnes del cicle cel·lular 

Alteracions en altres proteïnes reguladores del cicle cel·lular també s’han associat a 

resistències o a sensibilitat a iCDK4/6. Així doncs, estudis preclínics han  suggerit que 

la sobreexpressió de CDK6 pot comportar una resistència a iCDK4/6, la qual pot estar 

directament relacionada amb la persistència de l’activitat de CDK6 o per altres funcions 

no ben caracteritzades de CDK6 (87). Relacionat amb aquesta hiperactivitat de CDK6 

s’han descrit que mutacions o pèrdues del gen supressor de tumor FAT1 (FAT atypical 
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cadherina 1) que incrementen l’expressió de CDK6 i així provoquen la resistència a 

iCDK4/6 (88).  

Una hipòtesi alternativa contempla l’amplificació del gen CCDN1 com a marcador de 

major dependència de la via de CDK4/6 i una major sensibilitat a iCDK4/6. Tot i això, 

l’anàlisi de la informació dels estudis PALOMA-1 i 2, no va mostrar cap correlació entre 

els nivells de CCND1 i la resposta a palbociclib. Tampoc es va trobar correlació entre la 

resposta a palbociclib i els nivells del gen supressor de tumors CDKN2A que codifica 

p16INK4A , el regulador negatiu de CDK4/6 (89).  

Finalment, l’eix CDK2-ciclinaE, també s’ha proposat com a mecanisme de resistència 

en models in vitro (90). Clínicament, l’estudi PALOMA-3 va observar una correlació dels 

nivells del gen CCNE1 que codifica per la ciclina E1 amb la resistència a palbociclib, 

essent el grup d’alta expressió el de pitjor evolució amb un SLP de 7.6 mesos respecte 

als 14.1 mesos del grup amb nivells baixos de CCNE1. Per tant, s’ha hipotetitzat que la 

reversió de la resistència podria aconseguir-se afegint fàrmacs amb major especificitat 

per inhibir el complex CDK2-CiclinaE (91). 

 

Activació d’altres vies de proliferació i creixement cel·lular.  

Amb l’increment d’anàlisis genòmics en el marc de diferents estudis clínics i la interacció 

entre diferents vies de senyalització i proliferació cel·lular, s’han descrit multitud de 

noves dades i hipòtesis, sovint de difícil interpretació. La majoria d’estudis analitzen 

alteracions genòmiques a nivell de tumor sòlid, però també cada vegada més s’estudia 

la dinàmica de les mutacions en l’ADN tumoral circulant. L’estudi PALOMA-3 incloïa un 

anàlisi de l’ADN tumoral circulant previ a l’inici del tractament i també a la progressió;  

els resultats del qual van mostrar l’adquisició de mutacions a PIK3CA o FGFR2 al 

moment de la progressió, però aquest fenomen apareixia tant en el grup de palbociclib 

amb fulvestrant com el de fulvestrant en monoteràpia; concloent, per tant,  que no es 

tractava d’un mecanisme de resistència específica a iCDK4/6 (84). En aquest mateix 

sentit, un subanàlisi de l’estudi PALOMA-2 avaluava l’expressió d’ARN en biòpsies 

prèvies al tractament en relació amb la SLP, sense poder identificar cap biomarcador 

predictiu del benefici del tractament (92). Els resultats, però, sí que observaven  un major 

benefici de la branca amb palbociclib en aquelles pacients que presentaven una baixa 

expressió de la PD-1 o alts nivells d’expressió de CDK4, factor associat a resistència 

endocrina. Finalment, en el mateix subanàlisi, observaren que els tumors amb més 

activació de factors de creixement com l’expressió de FGFR2 o ERBB a nivell de RNA 

missatger, obtenien un major guany estadístic en SLP en afegir palbociclib a 

l’hormonoteràpia (92).  
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Altres sèries on s’explora la resistència adquirida a partir de l’anàlisi de les biòpsies al 

moment de la progressió, mostren alteracions relacionades amb la híper-activació de 

les vies de FGFR, RAS, ERBB2, PTEN o AKT1 en tumors resistents a iCDK4/6 (93, 94). 

Així i tot, la majoria d’estudis s’han realitzat en cohorts petites i força heterogènies que 

han rebut prèviament tractament amb quimioteràpia adjuvant o neoadjuvant i on és difícil 

discernir les resistències al tractament hormonal, als iCDK4/6 o a la quimioteràpia, fet 

que complica extreure’n conclusions consistents.  

Algunes mutacions al gen supressor de tumors TP53, també s’han associat a resistència 

a iCDK4/6 en línies cel·lulars i s’ha descrit que entre un 30-50% dels CMM RH+/HER2- 

amb resistència a iCDK4/6, tenen una mutació a TP53 o als seus gens reguladors 

(MDM2 o MDM4) (85).  

Així, la incorporació de l'anàlisi de seqüenciació massiva a la investigació clínica ha 

suposat que actualment s’estiguin testant nous fàrmacs dirigits als gens on s’han 

identificat mutacions adquirides en alguns estudis. Alguns exemples són inhibidors 

específics de vies activades en tumors que progressen a iCDK4/6 i hormonoteràpia, com 

per exemple, els inhibidors de FGFR o els inhibidors de la tirosina quinasa de HER2.  

 

Subtipus intrínsec molecular 

La classificació per subtipus intrínsecs de càncer de mama es correlaciona també en la 

malaltia avançada RH+/HER2- amb diferents presentacions metastàtiques, grups 

pronòstics, i predicció de resposta a alguns fàrmacs. En el cas dels iCDK4/6, l’avaluació 

retrospectiva de les mostres dels estudis MONALEESA 2,3 i 7, va observar diferències 

en el benefici d’aquests fàrmacs en funció dels subtipus avaluats per PAM50. El subtipus 

basal, el qual representava un 2,6% de les pacients, va ser l’únic que no va obtenir 

benefici d’afegir ribociclib al tractament hormonal, observant-se una mala resposta tant 

al tractament hormonal en monoteràpia com amb combinació, i presentant una SLP 

estimada de 3,71 i 3,58 mesos respectivament (95). En el cas dels altres subtipus, 

malgrat presentar diferències pronòstiques, tots ells mostraven benefici significatiu amb 

l’addició de ribociclib al tractament hormonal. 

 

Marcadors immunològics 

Estudis recents relacionen el benefici del tractament dels iCDK4/6 amb el sistema 

immune. Així, treballs in vitro han demostrat el possible paper de l’interferó (IFN) en la 

resistència a iCDK4/6. Estudis preclínics amb línies cel·lulars amb resistència adquirida 

a endocrinoteràpia  i palbociclib, han mostrat una correlació entre l’elevada expressió de 

la signatura d’interferó i la reducció de la sensibilitat de palbociclib, mitjançant l’anàlisi 

transcriptòmic de tot el genoma, fet que ha portat a catalogar-la com a signatura de 
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resistència a palbociclib relacionada amb l’interferó (IRPS) (96). Les línies cel·lulars 

resistents a palbociclib, a més, presentaven una activació del senyal de IFN/STAT1 

comparat amb les línies no resistents o no tractades. Posteriorment, en un estudi 

neoadjuvant on s’utilitzava un iCDK4/6 i hormonoteràpia, es va percebent un 

enriquiment de IRPS i d’altres signatures relacionades amb IFN en els tumors 

intrínsecament resistents a palbociclib, fet que és consistent amb les observacions in 

vitro. Aquest increment de IRPS també s’associava a tumors del subtipus luminal B i es 

correlacionava amb l’expressió d’altres gens immunes i amb un pitjor pronòstic (97).  
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1.3 SISTEMA IMMUNOLÒGIC 

El sistema immunològic té la funció de reaccionar de forma coordinada a diferents 

estímuls com poden ser infeccions per patògens, molècules ambientals o també tumors. 

Aquest sistema es compon de dues branques principals: la immunitat innata i la 

immunitat adaptativa. La immunitat innata o natural proporciona una protecció 

immediata contra l’estímul invasor. La immunitat adaptativa (o adquirida), en canvi, es 

desenvolupa més lentament i forma una defensa més especialitzada i específica contra 

l’estímul o antigen(98).  

La immunitat innata és la primera barrera que respon a estímuls locals a nivell de pell, 

mucoses, alteracions locals de teixits o al primer contacte al corrent circulatori on 

reaccionaran fagòcits, cèl·lules limfoides innates i múltiples proteïnes com el sistema del 

complement. Si l’estímul extern persisteix, la immunitat adaptativa agafarà un paper 

important. Aquest sistema adaptatiu consisteix principalment en limfòcits amb alta 

diversitat i múltiples receptors contra diferents antígens i també en anticossos generats 

per algunes d’aquestes cèl·lules.  

Diferents tipus de cèl·lules formen part de la resposta immunitària innata o adaptativa, 

que seran descrites en les pròximes seccions. A més, les cèl·lules i molècules d’un 

sistema i de l’altre, interaccionen i es coordinen per a aconseguir reconèixer l’antigen i 

així desenvolupar els mecanismes i la resposta immunològica adequada per eliminar 

l’estímul.  

Així, la resposta inflamatòria primerenca està, principalment, guiada per la immunitat 

innata, la qual reconeix els patrons moleculars associats als patògens o a dany cel·lular 

(PAMPs, o DAMPS, respectivament, per les seves sigles en anglès), els processaran i 

identificaran com a antígens. Aquests antígens seran presentats per les cèl·lules 

immunitàries especialitzades que formen part del sistema innat, a les cèl·lules del 

sistema adaptatiu. La resposta immunitària adaptativa reclutarà cèl·lules efectores per 

produir anticossos específics contra l’antigen reconegut prèviament i estimular cèl·lules 

citotòxiques contra el patogen o cèl·lula reconegut/da. La comunicació entre cèl·lules es 

fa a través d’unes petites proteïnes de baix pes molecular, les citocines, que participen 

en molts processos com la diferenciació i maduració cel·lular, la inflamació i la resposta 

immunològica tant local com sistèmica, la reparació de teixits o l’hematopoesi. Hi ha 

moltes citocines diferents, que actuen sobre receptors específics o sobre multituds de 

receptors de superfície. La seva funció sobre el sistema immune també és diversa, 

algunes tenen funcions preferentment proinflamatòries i d’altres amb activitat 

antiinflamatòria; atraient i promovent subtipus cel·lulars del sistema immune amb 

funcions dispars. Al llarg del capítol, descriurem diferents citocines i la seva relació amb 

les principals cèl·lules que actuen en el sistema immune.  
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1.3.1 Sistema immune i càncer 

L’evidència de la relació entre el sistema immunitari i el càncer és extensa; existeixen 

tanmateix, moltes incògnites sobre com es produeix aquesta interacció en cada tipus de 

tumor, així com en diferents moments de l’evolució de la malaltia (99, 100). El sistema 

immunitari té un paper fonamental en el reconeixement i l'eliminació de cèl·lules 

canceroses. Tanmateix, les cèl·lules tumorals poden desenvolupar també mecanismes 

per evadir o suprimir la resposta del sistema immunitari, cosa que els hi permet créixer 

i propagar-se.  

Tant els tumors primaris com les metàstasis formen un complex ecosistema on conviuen 

les cèl·lules neoplàsiques juntament amb la matriu extracel·lular i altres cèl·lules no 

neoplàsiques com cèl·lules mesenquimals, endotelials i també cèl·lules del sistema 

immune, aquest conjunt es coneix com el microambient tumoral (TME).  

Durant la tumorigènesi, la matriu extracel·lular articula un teixit mal funcionant que 

produeix una inflamació crònica (101). En diferents estadis de la tumorigènesi, la 

inflamació associada al càncer contribueix a la inestabilitat genòmica, modificació 

epigenètica, estimulació de la proliferació cel·lular, millora dels estímuls antiapoptòtics i 

increment de  l’angiogènesi (99). De fet, s’ha descrit que aproximadament en un 25% 

dels càncers, la inflamació crònica n’és la causa principal, essent-ne un exemple 

infeccions com el virus del papil·loma humà causant del 90-100% del càncer de cèrvix, 

o la infecció per Helicobacter pylori a nivell estomacal que incrementa significativament 

el risc de càncer gàstric (102, 103). També, algunes malalties que comporten una 

desregulació immunològica, com per exemple les malalties inflamatòries intestinals 

d’origen autoimmune, s’han associat a major risc de càncer colorectal (104).  

Així com la inflamació crònica s’ha relacionat amb el desenvolupament del càncer, 

l’impacte d’una inflamació aguda pot limitar també la progressió tumoral. Un exemple és 

la utilització d’una forma atenuada de Mycobacterium bovis pel tractament del càncer de 

bufeta (105). Aquest efecte dual de la inflamació també s’ha descrit en pacients, com es 

el cas dels pacients diagnosticats amb alguna immunodeficiència, els quals tenen major 

risc de patir càncer (106) o l’ús prolongat d’antiinflamatoris no esteroides (AINEs), el 

qual s’ha relacionat en la reducció de risc de desenvolupar càncer (107).   

Sigui o no la inflamació la causa o la conseqüència, el que sí que s’observa en el càncer 

és l’alteració del TME, i que provoca una resposta immunològica amb presència de 

cèl·lules de la resposta innata i adaptativa. La presència d’un TME alterat contribueix a 

la progressió tumoral per selecció dels clons més agressius, induint a la 

immunosupressió i estimulant la proliferació cel·lular i les metàstasis; a més, aquesta 

alteració del sistema immunitari també es veurà reflectida a nivell del sistema immunitari 

perifèric (108, 109). Per tant, diferents elements del sistema immunològic tindran 
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protagonisme en el desenvolupament i progressió del càncer; en aquest sentit, 

comprendre millor el seu funcionament i interaccions, podria permetre utilitzar el sistema 

immunològic de forma més eficaç com a tractament del càncer (Figura 4).  

 

 
 

Figura 4. Alteracions i organització del sistema immunològic. El sistema immunològic 

perifèric es veu pertorbat en la presència d’un càncer. La medul·la òssia, la sang, la melsa i els 

ganglis formen una xarxa immunològica en constant comunicació durant el desenvolupament del 

càncer.  A) L'hematopoesi a la medul·la òssia es veu afectada amb increment de de cèl·lules 

stem cell i increment d’algunes poblacions immunològiques fet que es veurà amb repercussió a 

nivell de sang perifèrica (B), amb increment de cèl·lules i factors solubles immunosupressors com 

IL10 o cèl·lules Treg, i reducció del repertori de la clonalitat de receptors de cèl·lules T (TCR) de 

cèl·lules amb capacitat d’activació del sistema immunològic com limfòcits CD4+ i CD8. Aquests 

canvis venen acompanyat de reducció de IL-2 i IFNγ amb la consegüent alteració de la resposta 

immunològica i la pèrdua de capacitat d’activació de cèl·lules NK. Els canvis de poblacions de 

sang perifèrica, es poden confirmar a nivell de melsa (C) però també a nivell dels ganglis amb 

estreta comunicació amb el tumor (D), on s’ha caracteritzat un increment de monòcits i cèl·lules 

dendrítiques i una reducció de les cèl·lules T citotòxiques CD8+. A escala general, aquestes 

observacions ha demostrat que les interaccions de les cèl·lules tumorals i les cèl·lules a nivell 

del microambient, provoquen també canvis immunològics sistèmics. Figura original del treball de 

Hiam-Gàlvez et al. (108). 

  



43 
 

1.3.1.1 Principals elements del sistema immune i el càncer  

Des d’estadis inicials, diferents cèl·lules immunològiques interaccionen amb les cèl·lules 

canceroses. Per exemple, en estadis inicials les cèl·lules citotòxiques com podrien ser 

les cèl·lules T natural killers (NK) i les cèl·lules T CD8+ reconeixen i eliminen les cèl·lules 

neoplàsiques més immunogèniques (110), fet que produeix una proliferació de les 

menys immunogèniques i més tolerades pel sistema immunològic de l’hoste. Per contra, 

els tumors amb alta infiltració per cèl·lules T es correlacionen amb un millor pronòstic 

(111), mentre que els tumors amb infiltració per macròfags es correlacionen amb pitjor 

pronòstic (112, 113). Així doncs, cada subtipus de cèl·lula immune tindrà una funció 

diferent segons com interaccioni amb les cèl·lules tumorals, canviant el pronòstic i, 

probablement requerint un tractament diferent, optimitzant així la possibilitat 

d’aconseguir la regressió tumoral. Seguidament, es descriuran les principals facetes de 

les cèl·lules immunològiques associades al càncer i el seu vincle amb la progressió 

tumoral.  

 

Macròfags  

Els macròfags interacciones amb cèl·lules tumorals des dels estadis inicials fins al 

desenvolupament de les metàstasis. Com s’ha dit prèviament, els tumors amb alta 

infiltració de macròfags associats al tumor (TAMs) es correlacionen amb un pitjor 

pronòstic i una menor SG en diferents tipus de tumors sòlids (114). Els macròfags es 

classifiquen en proinflamatoris o M1, que s’activen principalment per lipopolisacàrids i 

interferó gamma (IFNγ) i antiinflamatoris o M2, activats per citocines com les 

interleuquines IL4 o IL13 (115). Inicialment, predominen els macròfags M1 que eliminen 

les cèl·lules canceroses més immunogèniques i a mesura que progressa el tumor, el 

TME promou la transformació a macròfags M2. A més, els TAMs secreten citocines com 

IL-10 i TFG-β que indueixen un estat d’immunosupressió, impedint l’activitat de les 

cèl·lules T efectores i inhibint la maduració de les cèl·lules dendrítiques (116). Els TAMs 

també estimulen la proliferació de les cèl·lules canceroses, via secreció del factor de 

creixement epidèrmic (EGF) i l’angiogènesi, a través del factor de creixement epidèrmic 

vascular (VEGF) (117).  

D’altra banda, s’ha descrit que la secreció de CCL2 per part de les cèl·lules 

cancerígenes, atrau monòcits CCR2+ a localitzacions metastàtiques, fet que promou la 

sembra de cèl·lules metastàtiques (118). Altres quimosines, com CCL5, també s’han 

relacionat amb la capacitat d’atreure i reclutar TAMs als nínxols metastàtics (119). 
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Neutròfils 

Els neutròfils són de les primeres cèl·lules reclutades en resposta a dany tissular per 

intentar eliminar els patògens o cèl·lules danyades i modular la inflamació a través de 

diferents mecanismes com la fagocitosi, la secreció de proteïnes antibacterianes, el 

dipòsit de trampes extracel·lulars de neutròfils (NETs) o l’exocitosi de grànuls rics en 

proteases (120). La presència de NETs al TME, s’ha associat a progressió tumoral 

metastàtica en pacients amb càncer de còlon després d’una cirurgia radical (121). En 

càncer de mama, la presència de NETs s’ha detectat en models animals; fins i tot s’ha 

estudiat que l’eliminació de NETs, mitjançant l’aplicació de partícules dirigides, 

aconseguia reduir el número de lesions metastàtiques (122). 

En general, en pacients amb càncer, els nivells de neutròfils associats a tumors (TANs) 

s’han associat a pitjor pronòstic en diferents tipus de càncer (123). Semblant a la 

classificació dels macròfags, s’han descrit neutròfils protumorals i antitumorals (124). 

Per exemple, s’ha associat la presència d’alta expressió de CD66b+ en TANs amb millor 

pronòstic, considerant que col·laboren a l’estimulació de la capacitat antitumoral de les 

cèl·lules T CD8+. A la vegada, també s’ha demostrat que la presència de TANs indueix 

la immunosupressió de les cèl·lules T, mitjançant l’increment d’expressió de molècules 

inhibitòries de les cèl·lules immunes com PD-L1 (125).  

Una població fenotípicament i morfològicament semblant als neutròfils, són les cèl·lules 

mieloides supressores polimorfonuclears (PMN-MDSCs), que en tumors s’associen a 

una inflamació crònica i una major tolerància als antígens per part de les cèl·lules T. En 

models de càncer de mama, s’ha descrit que la producció de G-CSF per part del tumor, 

indueix la diferenciació i l’activació de les PMN-MDSCs facilitant la progressió tumoral 

(126). L’interès per entendre les funcions dels neutròfils en totes les seves variants 

durant l’evolució del càncer ha anat creixent, i existeixen múltiples grups treballant per 

a la millor caracterització dels TANs. El millor coneixement de la seva funció així com 

les seves interaccions, i dels condicionants de la seva activitat protumoral o antitumoral, 

permetrà dissenyar teràpies dirigides modulant els TANs.  

 

Cèl·lules NK (de l’anglès Natural Killer) 

Les cèl·lules NK formen part de la immunitat innata i tenen una activitat citolítica ràpida 

i potent contra una cèl·lula infectada o alterada (127). Les cèl·lules NK expressen 

múltiples receptors a la membrana, tant inhibidors com estimuladors de la seva activitat 

i que s’utilitzen per a la vigilància immunitària. Alguns receptors inhibidors de les cèl·lules 

NK tenen com a lligand el complex major d’histocompatibilitat I (MHC-I), fet que iniciarà 

el programa de mort cel·lular de les cèl·lules tumorals (128). Així, l’activitat antitumoral 

de les cèl·lules NK, i la seva infiltració en tumors gàstrics o colorectals s’ha correlacionat 
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amb un millor pronòstic (129). Un cop activades, les cèl·lules NK secreten substàncies 

citotòxiques com la perforina i granzima, que permeten l’eliminació de cèl·lules tumorals 

activant vies apoptòtiques a través de la producció de TNFα (de l’anglès “tumor necrosis 

factor”)(130). En aquest sentit, cal destacar que s’ha proposat IL-15, com a interleucina 

secretada pels tumors que permet el reclutament de cèl·lules NK intratumorals(131). Per 

tant, les dades assenyalen les cèl·lules NK com a antitumorals, evitant la progressió de 

les cèl·lules cancerígenes. Comprendre com es regulen i es coordinen la immunitat 

innata i l’adaptativa, permetrà utilitzar la modulació de les cèl·lules NK com una eina de 

tractament contra el càncer. 

 

Cèl·lules dendrítiques. 

Les cèl·lules dendrítiques actuen com a pont entre la resposta immune innata i 

l’adaptativa. Són cèl·lules especialitzades a presentar antígens, sobretot a les cèl·lules 

T via MCH. Es troben a tots els teixits del cos, a excepció del cervell (132). S’ha descrit 

la presència de cèl·lules dendrítiques infiltrades a nivell tumoral en múltiples tumors i, 

tot i que la seva activitat és necessària per entendre l’activació de les cèl·lules T, no ha 

estat un camp gaire estudiat en càncer. Tot i això, sí que s’han dissenyat alguns estudis 

amb cèl·lules dendrítiques com a vacunes antitumorals per incrementar la resposta 

immune, però amb resultats limitats (133). En general, es consideren que les cèl·lules 

dendrítiques tenen un paper important per consolidar la resposta adaptativa immune 

antitumoral.  

 

Cèl·lules T  

Les cèl·lules T formen part del sistema immune adaptatiu i són el segon subtipus més 

freqüent de cèl·lula immunològica associada a tumors (134). Les cèl·lules T, depenent 

del context immunològic, adquireixen un fenotip funcional o efector, i la seva activitat 

tindrà conseqüències antiinflamatòries o proinflamatòries. En estadis inicials de formació 

tumoral, un tumor immunogènic que produeixi suficients antígens, desencadenarà 

l’activació i la migració de les cèl·lules T al TME, i es generarà una resposta efectora 

immune que eliminarà les cèl·lules tumorals. En estadis més avançats, alts nivells 

d’infiltració de cèl·lules T s’associen a pronòstics favorables en múltiples tipus de càncer 

(135, 136). Dins el subgrup de cèl·lules T, les cèl·lules T CD8+, són les més 

freqüentment estudiades amb una funció clarament antitumoral, la qual és activada per 

cèl·lules presentadores d’antigen, produint la diferenciació de les cèl·lules T en limfòcits 

T citotòxics. Els limfòcits T citotòxics tenen activitat citolítica antitumoral a través 

d’exocitosi de grànuls de perforina o granzima (137). En canvi, les cèl·lules T helper 

CD4+, generen una resposta antitumoral per la secreció de citocines proinflamatòries 
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Th1 (IL2, TNFα i IFNγ) promovent l’activació de cèl·lules T citotòxiques, macròfags 

antitumorals i cèl·lules NK, a més d’incrementar l’exposició d’antígens tumorals i afavorir 

la resposta immunitària (138).   

En termes generals, es considera que els tumors en estadis precoços molt 

immunogènics són eliminats efectivament per cèl·lules T i la corresponent resposta 

immunològica completa; en canvi, els tumors menys immunogènics s’escapen del 

control del sistema immunològic i proliferen gràcies als mecanismes que generen 

tolerància àmplia a la resposta immunitària (110). Un dels processos tumorals més 

importants és aconseguir la tolerància perifèrica mantenint l’equilibri per controlar la 

resposta immune. Això s’aconsegueix a través de la regulació de la resposta de les 

cèl·lules T efectores per activació de vies inhibitòries sobre limfòcits T citotòxics i 

cèl·lules T CD4+ activades. Les vies inhibitòries més estudiades són aquelles que 

inclouen la senyalització a través de punts de control immune o checkpoint immunològic 

(de l’anglès immune checkpoint), i en concret les molècules CTLA-4 i PD-1, les quals 

actuen regulant negativament la cèl·lules T i s’associen a l’evasió del sistema immune 

per part de les cèl·lules tumorals.  

La progressió tumoral i els canvis a TME poden tenir com a conseqüència l’increment 

del nombre d’antígens que podrien ser reconeguts pel sistema immune. Per evitar-ho, 

la cèl·lula cancerígena i el TME incrementen el número de senyals inhibitoris i 

incrementen el reclutament de cèl·lules T CD4+ reguladores (Tregs). Les Tregs són 

responsables de suprimir l’activació, la capacitat citotòxica d’altres cèl·lules del sistema 

immune com cèl·lules T CD4 col·laboradores, limfòcits T citotòxics, macròfags, cèl·lules 

NK o neutròfils (139). Les Tregs suprimeixen la resposta immune a través de diferents  

mecanismes: (i) per contacte directe, (ii) per increment d’expressió de receptors 

inhibidors com PD-L1, LAG3, CD39/73, CLTA4, PD-1 o TIM-3, i (iii) també per 

mecanismes a distància produint estímuls immunosupressors tals com diferents 

citocines (IL10, TGFβ, prostaglandina E2) i el segrest de molècules inflamatòries com 

IL-2 (140, 141). Les Tregs circulants, que expressen CD4+, CD25+ i FOXP3+, s’han 

associat a un major risc de desenvolupar metàstasis en pacients amb càncer de mama 

(142).  

La cèl·lula T, com a pilar de la resposta immune adaptativa ha sigut d’interès per 

desenvolupar noves teràpies contra el càncer. Comprendre millor els mecanismes que 

utilitzen les cèl·lules tumorals per evadir la resposta permetrà millorar-les, i també 

identificar els nous antígens que es desenvolupen durant la progressió tumoral.  
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Cèl·lules B  

Després d’activar-se en òrgans limfoides secundaris com la melsa o els ganglis limfàtics, 

la cèl·lula B expressa anticossos d’alta afinitat i es diferencia en cèl·lules plasmàtiques 

i en cèl·lules B de memòria, promovent la resposta humoral contra patògens (143). El 

rol de les cèl·lules B en la progressió tumoral s’ha descrit menys que en el cas de les 

cèl·lules T. En models animals s’ha descrit la seva activitat protumoral, observant que 

en absència de cèl·lules B madures, hi ha una disminució de la progressió tumoral(144). 

Alguns dels mecanismes protumorals descrits en les cèl·lules B, són la segregació de 

IL-10 o TFGβ (145). Canvis al TME, com l’acumulació d’immunoglobulines, l’estimulació 

de l’angiogènesi i una inflamació crònica per activació de cèl·lules immunosupressores 

com les cèl·lules mieloides també han estat relacionats amb les cèl·lules B (146).  

Així doncs, les diferents cèl·lules del sistema immune constitueixen un entramat de 

subtipus cel·lulars amb funcions diferents, les quals, estableixen diferents interaccions 

espacio-temporals entre elles i amb el tumor a nivell del TME. Aquestes interaccions 

poden desencadenar una activitat tant protumoral com antitumoral, en funció dels 

estímuls prominents en cada situació. Així doncs, en un escenari ideal, cèl·lules NK amb 

funció antitumoral secretarien CCL5 en estadis inicials de formació del tumor, promovent 

el reclutament de cèl·lules dendrítiques al TME i la consegüent activació de limfòcits T 

antitumorals (147). De manera semblant, l’increment de TNFα i IFNγ al tumor, potencia 

la diferenciació dels limfòcits T citotòxics i incrementa el número de macròfags 

fagocitaris que permetran eliminar cèl·lules tumorals (148). Per contra, si el tumor ha 

aconseguit escapar-se de l’activitat antitumoral immunològica inicial, aquest 

desenvolupa mecanismes per incrementar la tolerància mitjançant TAMs amb fenotip 

M2 immunosupressors i cèl·lules Treg (112, 149, 150). En aquest cas, pel que fa al TME, 

abundaran molècules com IL-10, TGFβ, prostaglandines i s’inhibirà la presència de 

citocines del tipus Th-1 proinflamatòries (151). Tot això, provocarà una menor activació 

de cèl·lules NK i dels limfòcits efectors citotòxics, afavorint la progressió tumoral. 

A la pràctica clínica, s’han testat diferents estratègies dirigides al bloqueig d’aquests 

mecanismes immunològics, conegudes com a immunoteràpia.   

 

1.3.2 Càncer de mama i sistema immune   

El càncer de mama s’ha considerat com un tumor poc immunogènic, amb baixa 

presentació de pèptids o antígens, i per tant amb poc benefici de la immunoteràpia. 

Tanmateix, el major del coneixement dels mecanismes moleculars de la interacció entre 

el tumor i el sistema immune ha permès començar a testar la immunoteràpia com una 

nova opció de tractament sola o en combinació amb tractaments ja existents, com la 

quimioteràpia, els tractaments diana o la radioteràpia. Una peculiaritat del càncer de 
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mama és la seva l’heterogeneïtat; presentant una discordant i complexa infiltració 

intratumoral que varia segons el subtipus de càncer de mama, considerant els tumors 

triples negatius o HER2 amplificats, com els primers candidats a testar aquests 

tractaments amb immunoteràpia, per la seva major infiltració intratumoral.  

Per tant, per tal d’optimitzar el benefici de la immunoteràpia és necessari reconèixer 

biomarcadors adequats que permetin una correcta selecció de candidates. 

 

1.3.2.1 Biomarcadors predictius de resposta a la immunoteràpia en càncer de 

mama 

A continuació descriurem els principals biomarcadors de resposta a la immunoteràpia 

estudiats i valorats en el càncer de mama: 

- Les proteïnes transmembrana PD-1/PD-L1 ha estat les més utilitzades com a 

biomarcadors, i és la que compta amb més tractaments dirigits desenvolupats 

contra aquesta diana, els ICIs sobre PD-1 (pembrolizumab, nivolumab) o els més 

selectius que bloquegen el seu lligand PD-L1 (atezolizumab o durvalumab). Els 

primers estudis en CMM, van testar teràpies anti-PD-1 en pacients amb CMM 

HER2+ politractades. Un estudi fase Ib que avaluava la combinació de 

trastuzumab i durvalumab va observar que les pacients sense expressió de PD-

L1 no presentaven resposta, probablement per un esgotament de les cèl·lules T 

(152). Posteriorment, diferents assaigs clínics han validat aquest marcador com 

a predictor de resposta en diferents tumors i també en particular en el càncer de 

mama (153). Tot i això, la valoració de l’expressió de PD-L1 s’ha fet de forma 

desigual en els diferents treballs, utilitzant diferents anticossos, plataformes de 

detecció i criteris per a definir la positivitat dels tumors. La manca de protocols i 

tècniques estandarditzades en aquest sentit impedeix a dia d’avui identificar 

correctament qui es beneficiaria d’un eventual tractament amb immunoteràpia 

dirigida a l’eix PD-1/PD-L1. 

- La càrrega mutacional del tumor o en anglès el “tumor mutation burden” (TMB). 

Aquest marcador s’ha utilitzat en múltiples tumors, i s’ha observat una major 

resposta al tractament d’immunoteràpia com amb ICIs (154). De tota manera, 

altres estudis observen una millora en SG quan els tumors amb TMB alt 

s’acompanyen d’un TME també amb alta càrrega immunològica, però no amb 

TME poc immunològics (155).   

- Altres molècules essencials en la immunitat antitumoral com l’interferó γ (IFN-γ) 

s’han proposat com a predictives de resposta. Per exemple, la pèrdua del 

receptor d’IFN-γ disminuïa l’efectivitat dels ICIs (156). També s’ha relacionat 

positivament l’expressió de PD-L1 i la signatura d’IFNγ, associant-se l’expressió 
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de PD-L1 i HLA tipus I amb la fosforilació de STAT1 (en anglès “signal transducer 

and activator of trascription 1”), factor rellevant en la via d’IFN-γ (157). 

- La infiltració limfocitària tumoral, coneguda com a TILs, és potser el biomarcador 

de component immunològic de major impacte avui en dia en càncer de mama. 

En un metaanàlisis amb més de 3.000 pacients amb càncer de mama precoç 

tractats de forma neoadjuvant, els TILs presentaven un paper pronòstic i 

predictiu de la resposta a la quimioteràpia en els diferents subgrups, 

especialment en triple negatiu o HER-2 positiu, però amb majors dubtes en CM 

RH+ (158). Aprofundint en les diferents classes de TILs, alguns estudis 

demostren que l’alta expressió de PD-1 o FOXP3, es correlaciona amb mal 

pronòstic, per contra, alts nivells de limfòcits T citotòxics CD8+ intra-tumorals, 

prediuen un bon pronòstic (159, 160). Diferents estudis en una població de 

pacients amb càncer de mama triple negatiu, tractades amb o sense 

quimioteràpia adjuvant, va mostrar un millor pronòstic de les pacients amb 

tumors amb alta infiltració de TILs; el que ha portat a la hipòtesi de que alguns 

subgrups de pacients amb poca càrrega de malaltia i alta infiltració de TILS 

podrien ser candidates a una desescalada del tractament complementari amb 

quimioteràpia (161-164). 

En conclusió, difícilment existeix un únic biomarcador immunològic el qual sigui el 

responsable o el  factor predictiu majoritari de resposta a la immunoteràpia. Així doncs, 

és necessària una millor comprensió dels mecanismes immunològics subjacents al 

desenvolupament tumoral així com la interacció del sistema immunològic amb el càncer 

i els canvis conseqüència dels diferents tractaments, per tal de poder disposar d’una 

combinació de factors que permetin seleccionar les pacients de CMM que potencialment  

es beneficiarien de la immunoteràpia.  

 

1.3.2.2 Principals resultats de l’ús d’immunoteràpia en càncer de mama metastàtic  

L’heterogeneïtat del càncer de mama i la seva diferent infiltració immunològica també 

es veu reflectida en la resposta dispar a la immunoteràpia. El càncer de mama triple 

negatiu, més immunogènic que els altres subtipus de càncer de mama, i amb una major 

expressió de PD-L1, és l’únic en el qual existeixen dades d’eficàcia amb els ICIs, fet que 

ha suposat la seva incorporació a la pràctica clínica en diferents escenaris, com són el 

tractament neoadjuvant del càncer de mama triple negatiu d’alt risc, i el tractament de la 

malaltia avançada triple negativa en cas de sobreexpressió de PD-L1. Així, en el context 

del CMM, s’han publicat dos estudis fase III que demostren el benefici de l’ús de la 

immunoteràpia en CMM en tumors triple negatiu. L’estudi IMpassion 130 aleatoritzava 

pacients amb CMM triple negatiu en primera línia de tractament a rebre nab-paclitaxel 
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amb o sense atezolizumab. En aquest estudi, es va observar un benefici en SLP en les 

pacients amb tumors amb expressió de PD-L1 superior al 1% (7.5 mesos versus 5.0 

mesos;  p<0.001) (165).  A més, la població amb expressió de PDL1 > 1%, va presentar 

un increment significatiu de SG, 25.4 mesos en el grup d’atezolizumab comparat el 17.9 

en el grup de placebo. El benefici en SG no es va consolidar en les pacients sense 

expressió de PD-L1 (166).  Per contra, l’estudi fase III IMpassion131, on s’aleatoritzava 

les pacients amb CMM triple negatiu en primera línia a rebre paclitaxel amb o sense 

atezolizumab no va demostrar benefici en SLP; ni les que expressaven PD-L1>1 % ni 

les PD-L1 negatives. Aquesta disparitat de resultats, ha provocat dubtes sobre la 

combinació de quimioteràpia amb atezolizumab i la necessitat de seleccionar millor les 

pacients (167).  

Finalment, l’estudi KEYNOTE35 va aleatoritzar les pacients amb CMM en primera línia 

a rebre quimioteràpia (carboplatí amb gemcitabina o un taxà com paclitaxel o nab-

paclitaxel) amb o sense pembrolizumab.  Amb una mediana de seguiment de 44 mesos, 

el grup PD-L1 positiu (definit per CPS ≥  10) va obtenir un benefici de 7 mesos en SG 

en comparació el grup sense pembrolizumab (23.0 mesos vs. 16.1 mesos,  p= 0.0185) 

(153). 

Els estudis fets amb pacients amb tumors amb RH+ i immunoteràpia han presentat 

resultats molt discrets. En un estudi clínic fase II, a les pacients candidates a rebre 

capecitabina s’afegia també pembrolizumab independentment de l’estat de PD-L1 o 

altres biomarcadors. Les taxes de resposta i SLP comparades amb cohorts històriques 

semblaven no observar benefici amb l’addició de la immunoteràpia, obtenint només un 

29% de taxa de benefici clínic (168). Altres estudis semblen indicar un benefici discret, 

com l’estudi clínic fase II amb eribulina i pembrolizumab en pacients amb CMM RH+ que 

havien rebut 1-2 línies prèvies de quimioteràpia; observant un benefici clínic del 56.8% 

però amb una SLP de 6 mesos (169).  

Per tant, els resultats obtinguts fins el moment obren noves oportunitats, però limitades 

a petits subgrups de pacients, com ara alguns dels CM triple negatiu. En el CMM RH+ 

els beneficis són molt més modestos, fent imprescindible optimitzar estratègies, ja sigui 

seleccionant millor les pacients candidates, reformulant el tractament amb diferents 

bloquejos de proteïnes immunològiques, o intentant estimular i canviar la 

immunogenicitat tumoral per tal d’aconseguir un major taxa de respostes.  
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1.4 ELS iCDK4/6 COM A POSSIBLE ESTRATÈGIA IMMUNOMODULADOR O 

IMMUNOTERAPÈUTICA EN CÀNCER DE MAMA.  

En els últims anys, existeix una creixent evidència tant preclínica com clínica sobre el 

fet de que el benefici clínic dels iCDK4/6 no només té relació amb la seva capacitat de 

bloquejar el cicle cel·lular, sinó també per un efecte sobre el sistema immune. Tant les 

ciclines com les diferents CDKs són necessàries pel desenvolupament i la funcionalitat 

de les cèl·lules immunes (170). Tot i així, no totes les poblacions immunes necessiten 

les mateixes ciclines ni CDKs pel seu desenvolupament, expansió i activació, provocant 

també una sensibilitat diferent entre la inhibició de les diferents CDKs. A més, les CDK 

també poden comprometre l’activitat de les cèl·lules immunes a través de vies 

independents al cicle cel·lular.  

 

1.4.1 Rol biològic de la via ciclines D-CDK4/6 en cèl·lules immunes  

La funció de les diferents CDKs amb el sistema immune, s’ha pogut estudiar modulant 

l’expressió de ciclines o CDKs en models animals. Els models amb doble inhibició de 

CDK4 i CDK6, presenten letalitat embrionària acompanyada per un defecte fetal de 

l’hematopoesi, semblant al fenotip presentat per un triple knock-out per les ciclines D1,2 

i 3, que inclouen múltiples anormalitats hematopoètiques. Un altre exemple serien els 

models de ratolins knock-out per CDK6 o ciclina D3 que desenvolupen defectes en la 

maduració de cèl·lules B, i també presenten alteracions en els compartiments de 

granulòcits, hipoplàsia de timus i de melsa (171, 172). Per tant, la CDK6 i la interacció 

amb la ciclina D2 i D3 es considera rellevant pel desenvolupament de les cèl·lules 

mieloides (173). Així, no és sorprenent que la neutropènia representi l’efecte dosi limitant 

més destacat tant per palbociclib com ribociclib, necessitant a més una dosi intermitent, 

amb períodes de descans, per a poder administrar-se a la pràctica clínica(174, 175).   

En models animals, també s’ha descrit un paper rellevant de CDK6 i la ciclina D3 en 

l’hematopoesi de cèl·lules mare (“stem cells” en anglès), per la regulació, proliferació i 

desenvolupament del llinatge de les cèl·lules T (176, 177). Així doncs, diverses 

subpoblacions de cèl·lules T tenen una diferent sensibilitat i es veuen afectades de 

forma variada pels iCDK4/6. En un treball on s’elaborava una anàlisi per citometria de 

flux de les cèl·lules immunes circulants en models animals, el tractament amb palbociclib 

o abemaciclib, provocava una reducció de les cèl·lules Treg FOXP3+, que tenen un 

paper immunosupressor (178). Aquest fet no es veia en altres cèl·lules T, cosa que es 

pot explicar per la major expressió de ciclina D i CDK4/6 o la presència de Rb1 en aquest 

subtipus cel·lular. A més, els iCDK4/6 també inhibeixen selectivament l’enzim DNMT1 

de les cèl·lules Treg, provocant una disminució selectiva en la seva proliferació i 

disminuint l’activitat immunosupressora d’aquest subtipus cel·lular (178). Per tant, la 
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inhibició farmacològica de CDK4/6 produeix alteracions de diferents subpoblacions 

cel·lulars relacionades amb el sistema immune. Conèixer el mecanisme i els canvis 

produïts durant el tractament permetria dissenyar millors combinacions o dissenyar 

noves molècules diana (Figura 5).  

 

 

Figura 5. Efectes immunològics dels iCDK4/6 sobre la cèl·lula tumoral, la cèl·lula T efectora 

i les cèl·lules immunosupressores com les Tregs.  Primer, un increment de la presentació 

d’antígens per la cèl·lula tumoral i conseqüentment, una major expressió de MCH I/II, PD-L1 i 

secreció d'IFN-III.  Segon, s’observa una major activació de les cèl·lules T efectores a través de 

la regulació de NFAT (factor nuclear de cèl·lules T activades) i la major secreció de IL-2. 

Finalment, la disminució de la proliferació de les cèl·lules immunosupressores Treg mitjançant la 

reducció de l'expressió de DNMT1 (ADN metiltransferasa 1). Figura adaptada de la revisió de 

Petroni et al.(179).

 

Els canvis produïts al sistema immune pels iCDK4/6 poden provocar també un canvi en 

l’equilibri del microambient tumoral i en la interacció entre el tumor i l’hoste. Les 

principals vies proposades com a determinants en els canvis fruit d’aquesta interacció, 

són (i) la major infiltració intratumoral, (ii) l’increment de la presentació d’antígens, (iii) 
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canvis en l’expressió de citocines al microambient i (iv) modificacions en les molècules 

co-inhibitòries com PD-L1 (58, 178, 180, 181). 

 

Major infiltració immune intra-tumoral  

Els efectes dels iCDK4/6 sobre la infiltració tumoral s’han estudiat en models animals de 

càncer de pulmó, on es va observar una disminució de la infiltració tumoral de cèl·lules 

T reguladores FOXP3+ durant el tractament amb palbociclib. Tot i que el nombre absolut 

de cèl·lules T CD4+ i CD8+ no es veia modificat, sí que n’incrementava el percentatge 

per la disminució de les cèl·lules immunosupressores (178).  

L’aturada del cicle cel·lular i la inducció d’un estat de senescència subseqüent a la 

inhibició de CDK4/6 pot comportar també l’activació del fenotip de secreció associat a la 

senescència de les cèl·lules tumorals conegut com a SASP (“senescense-associated 

secretory phenotype” en anglès). Aquest estat provoca el reclutament de múltiples 

cèl·lules de la immunitat innata al microambient tumoral gràcies a l’increment de 

producció de citocines inflamatòries com IL1, IL6, IL-8 i FAI-1 (181, 182).  

 

Increment de la presentació d’antígens.  

Diversos treballs han demostrat in vitro l’activitat dels iCDK4/6 com a  promotors de la 

immunitat antitumoral. El tractament amb abemaciclib aconseguia disminuir el volum 

tumoral i reduir la proliferació cel·lular en models animals (178). Analitzant l’expressió 

gènica, s’evidenciava una reducció en l’expressió dels gens relacionats amb el cicle 

cel·lular, la mitosi, i els gens diana de E2F; però també un increment en l’expressió de 

gens responsables del processament i la presentació d’antígens, inclòs MHC tipus I. A 

més, els tumors tractats amb iCDK4/6 presentaven una reducció de l’activitat de DNMT1 

i conseqüentment una menor metilació del gens que regulen la funció immune, com 

també gens retrovirals endògens (178). Això, generava un increment d’expressió de 

doble-cadena d’ARN, semblant al “mimetisme viral” que estimula la producció de la 

resposta d’interferó i de la resposta immune. Analitzant el mateix fenomen, però amb les 

dades del The Cancer Genome Atlas, els càncers de mama amb amplificació de 

CCND1, i una major activitat de CDK4/6, presentaven una menor expressió de MHC 

tipus I, i molècules com HLA-a, HLA-b i HLA-c comparat amb tumors sense amplificació 

de CCND1 (178). 

 

Increment secreció de citocines al microambient tumoral  

Els iCDK4/6 s’han identificat com a compostos capaços d’activar cèl·lules T 

incrementant la secreció de IL2 a través d’un cribratge a gran escala de llibreries de 

molècules ja conegudes (180). Aprofundint sobre el mecanisme d’activació del sistema 
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immunològic per part de CDK6, es va observar que CDK6 regulava el factor nuclear 

d’activació de cèl·lules T (NFAT), una proteïna que té un paper crucial per l’activació i la 

funcionalitat de les cèl·lules T (180). Així, la inhibició de CDK4/6, provoca un increment 

dels nivells de NFAT i la posterior expressió de diferents citocines relacionades amb 

l’activació de les cèl·lules T o quimosines com CXCL9 i CXCL10, dins el grup de les 

quimosines Th1 que promouen les cèl·lules efectores intra-tumorals. Per contra, 

citocines com IL6, IL10 o IL23; produïdes per cèl·lules mieloides immunosupressores es 

veien reduïdes (180, 183). 

 

Efecte sobre l’expressió de PD-L1 i altres molècules co-inhibitòries 

La proteïna PD-L1 fluctua durant la progressió del cicle cel·lular de les cèl·lules 

malignes, arribant al pic en la fase M i a l’inici de G1, amb una reducció brusca en les 

altres fases del cicle cel·lular. Aquesta regulació està molt lligada al complex CDK4-

ciclinaD, el qual fosforila la proteïna SPOP (en anglès spekcle type BTB/POZ protein) 

que és responsable de la degradació de PD-L1 via proteasoma. La inhibició de CDK4/6 

incrementa l’expressió de PD-L1, però només en les cèl·lules canceroses amb SPOP 

competent (184). En un altre treball on s’utilitzaven models animals, el tractament amb 

iCDK4/6 durant 7 dies, disminuïa l’expressió de PD-1 i CTLA-4 en les cèl·lules T CD4+ 

i CD8+ infiltrades al tumor (180). Així doncs, encara queden punts per resoldre, com la 

influència i els canvis d’expressió d’altres molècules co-inhibitòries degut al tractament 

amb iCDK4/6. 

 

1.4.2 Combinació de iCDK4/6 amb immunoteràpia   

Donat els resultats in vitro i in vivo que demostren canvis immunològics a conseqüència 

del tractament amb iCDK4/6, diferents estudis van avaluar la combinació de iCDK4/6 

amb ICIs que bloquegen PD-1. Un estudi fase Ib, amb dos cohorts de 25 pacients 

cadascuna, una en pacients amb càncer de pulmó i una altra amb càncer de mama, 

avaluaven l’administració  d’abemaciclib en combinació amb  pembrolizumab. 

Malauradament, els resultats van mostrar un increment de toxicitat superior al descrit 

per cada fàrmac, amb un 80% de toxicitat grau 3; amb un discret benefici amb una taxa 

de resposta parcial del 24% en la cohort de pulmó i del 8% en la cohort de CM, i per 

això els autors concloïen que el balanç risc benefici no justificava continuar avaluant 

aquesta combinació (185).  

D’altra banda, l’estudi Checkmate 7A8, va avaluar el tractament de malaltes amb càncer 

de mama hormonosensible HER2- amb palbociclib en combinació amb anastrozol amb 

o sense un inhibidor de PD-1 com nivolumab. Els resultats de toxicitat, amb un increment 

de toxicitat hepàtica grau 3 en més del 20% dels pacients, es van considerar com a no 
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admissibles per a continuar aquest desenvolupament (186). Finalment, un tercer estudi 

fase I/II va incloure  20 pacients amb CMM amb RH+/HER2-, que van ser tractades amb 

palbociclib, pembrolizumab i letrozol en primera línia. L’estudi va reportar un increment 

de la toxicitat grau 3 comparat amb els estudis PALOMA sense immunoteràpia, 

especialment en forma de neutropènia (83%), trombocitopènia (17%) i alteració del perfil 

hepàtic (17%). La mediana del SLP de l’estudi es va situar als 25,2 mesos, semblant a 

l’històric observat al PALOMA-2 (24,8 mesos). Curiosament, però, la combinació amb 

pembrolizumab incrementava de forma significativa la taxa de respostes completes fins 

al 31% (187). Actualment, diferents estudis es troben en reclutament amb diferents 

combinacions d’inhibidors de CDK amb immunoteràpies, i durant els pròxims anys, en 

conjunt amb una profunda anàlisi biològica i de possibles biomarcadors, se seguirà 

avançant en el coneixement de com i qui es beneficia de tractaments que actuïn 

aprofitant la interacció dels inhibidors del cicle cel·lular i la resposta immune.  

En resum, múltiples estudis il·lustren la connexió complexa entre el sistema immune i la 

regulació del cicle cel·lular obrint les portes a la possibilitat d’una nova àrea de 

combinacions. Malgrat els resultats prometedors in vitro i in vivo en models animals, els 

estudis que combinen iCDK4/6 amb anticossos monoclonals anti-PD-1 no han mostrat 

grans canvis amb eficàcia però sí un increment de toxicitat greu, sobretot a nivell hepàtic. 

Per aconseguir els resultats esperats, caldrà entendre millor tots els canvis produïts 

biològicament durant el tractament amb iCDK4/6, juntament amb estudis de recerca 

translacional que permetin dissenyar noves combinacions òptimes i tolerables.
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En els últims anys, els iCDK4/6 han revolucionat el tractament del CMM RH+/HER2-, 

obtenint resultats rellevants en quant al seu benefici tant en SLP com en SG, amb un 

perfil de tolerabilitat excel·lent. Malgrat tot, un percentatge de pacients no es beneficien 

del tractament, i amb els mesos o anys la majoria desenvoluparan resistències, tumors 

més agressius i necessitat de quimioteràpia; fins a un procés irreversible de final de vida. 

D’altra banda, existeix una necessitat clínica rellevant, sobre quin ha de ser el tractament 

a la progressió d’aquests fàrmacs. 

El principal mecanisme d’acció dels iCDK4/6 és el bloqueig del cicle cel·lular, però 

existeix una evidència creixent sobre el seu paper immunomodulador; com a possible 

estimulador de l’activitat immunològica antitumoral. Aquests canvis immunològics 

podrien explicar, en part, l‘eficàcia als iCDK4/6, però també els seus mecanismes de 

resistència. En conseqüència, comprendre millor la interacció dels iCDK4/6 i el sistema 

immunològic, és fonamental per poder millorar el tractament d’aquestes pacients; i en 

última instància, permetria dissenyar possibles combinacions concomitants o 

seqüencials tant dels pacients amb resistència primària com adquirida. Així doncs, 

aquest treball parteix de les següents hipòtesis: 

- L’absència de biomarcadors predictius tant a nivell clínic com molecular fa difícil 

la predicció de l’eficàcia del tractament amb iCDK4/6. La identificació de 

biomarcadors predictius de l’eficàcia permetria seleccionar les pacients que es 

beneficien dels iCDK4/6, i alhora seleccionar aquells susceptibles d’altres 

opcions terapèutiques 

- Evidències preclíniques suggereixen que els iCDK4/6 exerceixen una funció 

moduladora del sistema immunitari. Per tant, l’estat immunològic del pacient 

previ a l’inici del tractament podria determinar-ne l’eficàcia i l’evolució de la 

malaltia. 

- La interacció entre els iCDK4/6 i el sistema immunològic pot ser cabdal pel 

disseny de noves estratègies terapèutiques encaminades a superar la 

resistència primària i adquirida als iCDK4/6. 
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Objectiu principal: 

- Definir i caracteritzar biomarcadors immunològics i moleculars en pacients 

amb CMM RH+/HER2- determinants de l’eficàcia al tractament amb 

iCDK4/6.  

 

Objectius secundaris: 

- Estudiar les característiques clíniques i moleculars en sang perifèrica per 

ADN circulant tumoral (ctDNA) de les pacients tractades de manera 

assistencial amb els diferents iCDK4/6  

- Definir dues poblacions d’eficàcia independents de les característiques 

clíniques i moleculars; que ens permetin identificar quines signatures 

determinen l’eficàcia dels iCDK4/6 

- Descriure biomarcadors a partir de signatures d’expressió gènica presents 

en biòpsies tumorals.   

- Analitzar determinants immunològics de l’eficàcia clínica durant el tractament 

amb iCDK4/6, a través de factors immunològics de la biòpsia líquida i de les 

poblacions cel·lulars del sistema immunitari perifèric que determinin el 

benefici dels iCDK4/6.  
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4. MATERIAL I MÈTODES 
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Cohort clínica i disseny de l’estudi.  

Es tracta d’un estudi prospectiu, observacional que incloïa pacients amb CMM 

RH+/HER2- que iniciaven tractament amb iCDK4/6. Es recollia informació clínica i 

l’evolució de la malaltia oncològica, a més de l’emmagatzematge de mostres biològiques 

(sang perifèrica abans de l’inici del tractament i en diferents moments de l’evolució,  

també es recol·lectava el bloc de biòpsia tumoral en cas de romanent de la pràctica 

assistencial). 

Entre el març del 2018 i l’abril del 2022, es va oferir la possibilitat de participar a l’estudi 

a totes les pacients de l’Institut Català d’Oncologia de Badalona que van iniciar un 

iCDK4/6 (palbociclib, ribociclib o abemaciclib) en qualsevol línia de tractament per a 

CMM.  

L’anàlisi final va incloure totes les pacients reclutades amb seguiment a dia 22 de Juliol 

del 2022. Totes les pacients que van participar van ser informades de l’estudi, dels 

diferents procediments i van signar un consentiment informat específic de projecte i un 

específic de banc de tumors de l’Hospital Germans Trias i Pujol pel processament de 

les mostres de sang i tumorals, respectivament.  

L’estudi es va dur a terme d’acord amb els principis ètics de la Declaració d'Hèlsinki i va 

ser avaluat pel Comitè d’Investigació i Ètica de l’Hospital Germans Trias i Pujol, (PI-18-

063) i aprovat el dia 25.05.2018. L’estudi complia també les normes de bona pràctica 

clínica, la legislació sobre investigació biomèdica (Llei 14/2007), la obtenció i tractament 

de les mostres biològiques i biobanc (RD1716/2011). El projecte es va dur a terme 

d'acord amb la normativa aplicable en matèria de confidencialitat i protecció de dades 

(Llei Orgànica 3/2018 del 5 de desembre, de Protecció de Dades Personals i garantia 

dels drets digitals) i el Reglament (UE 2016/ 679 del parlament europeu i del consell de 

27 d'abril del 2016) relatiu a la protecció de les persones físiques per al tractament de 

dades personals i la lliure circulació d'aquestes dades.  

La font de recollida de dades va ser la història clínica, un cop la pacient va donar el seu 

consentiment per escrit. Les dades es van tractar de manera codificada posteriorment a 

la recollida de dades, complint així amb la llei de protecció de dades. L'anonimat de les 

pacients es va mantenir en tot moment durant el projecte gràcies a la utilització d'un codi 

numèric d'identificació. Es va crear un arxiu Excel paral·lel per a la identificació de cada 

pacient relacionant-ne el nom amb el codi numèric d'identificació, i sota responsabilitat 

de l'investigador principal. Les dades es van emmagatzemar al servidor de l'hospital. 

 

Variables clíniques de la cohort 

Variables incloses: any de naixement, data de diagnòstic de malaltia (localitzada i/o a 

distància), tractaments previs (ja fossin per la malaltia local o a distància), data de 
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progressió de la malaltia, localització de malaltia metastàtica, característiques 

immunohistoquímics del tumor (RE, RP i HER2), data de mort, causa de la mort, 

resposta al tractament, durada de la resposta al tractament i sensibilitat al tractament 

hormonal (considerant hormonosensibles les pacients que iniciaven el tractament per la 

malaltia metastàtica de novo com les de primera línia amb recaiguda més enllà dels 12 

mesos; i hormonoresistents es van considerar aquelles que van progressar en curs 

d’hormona adjuvant o durant els 12 mesos posteriors o que ja havien rebut un tractament 

hormonal per a la malaltia metastàtica). 

 

Recollida de mostres de la cohort 

Confirmada la participació en l’estudi, i coincidint amb altres analítiques del procés 

assistencial a l’hospital de dia d’Oncologia, es va extreure sang perifèrica en diferents 

moments: previ a l’inici del tractament, als 15 dies de l’inici, a cada avaluació radiològica 

de la malaltia i al moment de la confirmació de progressió al tractament.  

També es van revisar les mostres de parafina de biòpsies del tumor previ al tractament, 

tant del primari intervingut com de biòpsies de malaltia metastàtica en cas de 

disponibilitat, fruit d’excedent del procés assistencial. 

 

Mostres biològiques: Sang perifèrica  

En les extraccions assistencials, es van utilitzar 3 tubs d’EDTA de 10ml. La sang es va 

processar al mateix dia, en un màxim de 4 hores després de l’extracció. Primer, els tubs 

EDTA es centrifugaven a 1600g durant 10 minuts i posteriorment s’extreia el plasma 

repartint-lo en tubs Eppendorf® de 2ml (1.5ml per tub), els quan es van emmagatzemar 

criopreservats a -80º. Un cop separat el plasma, de la fracció cel·lular resultant, es van 

aïllar les cèl·lules sanguínies mononuclears de sang perifèrica (PMBCs de l’anglès 

peripheral blood mononuclear cells) a través d’un gradient de Ficoll® i un cop aïllats es 

van criopreservar a nitrogen líquid a una concentració de 10 milions de PBMCs/mL en 

medi de congelació (sèrum boví fetal (FBS) al 10% de dimetilsulfòxid (DMSO)). 

 

ADN circulant tumoral (ctDNA) 

El plasma aïllat a partir del procediment de doble centrifugació va ser analitzat amb 

Guardant Health (Redwood City, CA, USA) per a la determinació del DNA circulant 

tumoral, seguint els protocols establerts i validats per a Guardant™. L’ADN circulant es 

va extreure de les alíquotes de 1,5ml prèviament emmagatzemades utilitzant el “QIAamp 

circulating nucleic acid kit” (Qiagen); es va concentrar utilitzat el l’Agencourt Ampure XP 

beads (Beckam Coulter) i quantificar amb el “Quobit fluorometer” (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA).  
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Es va detectar el tipus i número d’alteracions genòmiques de l’ADN circulant (insercions, 

delecions, amplificacions o variacions úniques de nucleòtid) d’un panell de més de 500 

gens inclosos en el Guardant OMNI (https://www.guardanthealthamea.com/). Un cop es 

va aïllar l’ADN circulant per captura híbrida, es va completar l’assaig utilitzant algoritmes 

bioinformàtics amb seqüenciació paral·lela massiva, propietat d’Illumina, la plataforma 

Hi-Seq 2500 a un laboratori acreditat CLIA/CAP (Guardant Health; Redwood City, CA, 

USA). Els protocols de Guardant™ també permetien establir el número de mutacions 

tumorals i calcular el TMB.  

 

Determinació de gens passengers i drivers 

El tipus i les característiques dels gens identificats en el panell de ctDNA es va  utilitzant 

la plataforma oberta del laboratori de Barcelona Biomedical Genomics 

(https://www.cancergenomeinterpreter.org/analysis). Aquesta eina, permet classificar 

segons bases públiques, i identificar quines mutacions tenen un paper important 

(conegudes com a mutacions drivers).  

Aquestes mutacions driver, algunes ja es consideren establertes o conegudes i altres 

es categoritzen com probablement oncogèniques (predits per l’aplicació a través 

d’algoritmes de Machine Learning). A més, també es detecten altres mutacions sense 

una influència en la biologia del tumor (conegudes com a mutacions passengers). Per 

l’anàlisi posterior es va tenir en compte les mutacions drivers (tant conegudes com les 

predites), el número de mutacions passengers i el TMB.  

 

Detecció de factors inflamatoris circulants en plasma  

Es van determinar els nivells de factors inflamatoris circulants com citocines, quimosines 

o factors de creixement mitjançant diferents tècniques, escollides segons la capacitat 

d’anàlisi paral·lel de les diferents proteïnes i la seva sensibilitat de detecció.  

Per al primer cribratge de factors solubles inflamatoris a les mostres de plasma dels 

pacients, es va utilitzar la tecnologia xMAP de Luminex, concretament el panell 

predeterminat de MILLIPLEX® Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel - 

Premixed 29 Plex - Immunology Multiplex Assay (ref, HCYTMAG-60K-PX29,  Merck, 

Kenilworth, New Jersey).  

Luimnex utilitza boles magnètiques farcides amb dos fluorocroms i conjugades amb un 

anticòs específic, fet que permet detectar simultàniament múltiples dianes 

seleccionades. Aquest primer panell incloïa les següents proteïnes: citocines de factors 

de creixement com  EGF, G-CSF, GM-CSF; citocines immunomoduladores com IFNα2, 

IFNγ, IL1α, IL1β, IL1RA, IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7, IL8, IL10, IL12 (p40), IL12 (p70), 

https://www.cancergenomeinterpreter.org/analysis
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IL13, IL15, IL17A, TNFα, TNFβ, IP10, VEGF i quimosines com MCP1, MIP1α, MIP1β, 

Eotaxin/CCL11.   

Posteriorment, en base els resultats del primer cribratge, es va dissenyar un panell 

addicional personalitzat, en el que es van incloure una selecció de 5 citocines a més  

d’ampliar l’estudi a proteïnes solubles relacionades amb el sistema immune. El panell 

utilitzat va ser el High Sensitivity 9-Plex Human ProcartaPlex™ (ref EPXS090-12199-

901; Termofisher, Waltham, Massachusetts, U.S) i les citocines que es van analitzar van 

ser: EGF, IFNγ, IL6, IL8, IL10 a més dels components solubles del checkpoint 

immunològics com TIM-3, PD-L1, CTLA-4 i LAG3.  

Per la baixa detectabilitat de IFNγ i IL6, es va completar la sèrie amb un altre 

procediment de major sensibilitat com és el ProQuantum™ (Termofisher, Waltham, 

Massachusetts, U.S). ProQuantum™ permet detectar una molècula de forma concreta 

per unió anticòs-antigen, amplificar-la i quantificar-la per la tècnica de PCR (de l’anglès 

polimerasa chain reaction) a temps real, permetent detectar quantitats i nivells més 

baixos de concentració de proteïna. Es va quantificar IL6 i IFNγ amb el kit de IFNGamma 

Human i IL6 Human ProQuantum Immunoassay Kit (Referència: A35576 i A35573 

respectivament; Termofisher, Waltham, Massachusetts, U.S). 

 

Citometria de flux 

Per a la determinació i caracterització funcional dels diferents subtipus cel·lulars del 

sistema immune circulant, així com la seva activació, es van dissenyar 2 panells 

d’anticossos per a l’anàlisi multiparamètric per citometria de flux. La citometria de flux 

permet identificar i caracteritzar tipus cel·lulars, per una il·luminació concreta la 

fluorescència emesa per uns fluorocroms que s’uneixen a receptors o molècules de la 

cèl·lula que interessa. Per tant, es van dissenyar els dos panells amb fluorocroms 

concrets per diferents components cel·lulars que permetien identificar el grup de 

cèl·lules circulants d’interès. Els anticossos i fluorocroms utilitzats en cada panell es 

resumeixen a la Taula4.   

 

Taula 4. Anticossos i fluorocroms inclosos en els panells de citometria multicolor utilitzats 
per a la immunofenotipat de les cèl·lules immunitàries circulants.  

 
Panell 1: poblacions cel·lulars Panell 2: Funció cèl·lula T 

Component cel·lular- 
Fluorocrom 

Referència 
Component cel·lular- 

Fluorocrom 
Referència 

CD3-BV421 
BD Horizon®  
Cat: 563798 

CD3-BV421 
BD Horizon®  
Cat: 563798 

CD4-BV786 
BioLegend® 
Cat: 317442 

CD4-BV786 
BioLegend® 
Cat: 317442 

CD11-PE 
BD Pharmingen® 

Cat: 557321 
CD25-APC 

BioLegend® 
Cat: 302610 
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CD14-BV510 
BD Horizon® 
Cat: 563079 

CD45RA-PE 
BioLegend® 
Cat: 304107 

HLA/DR-PeCy7 BDBioscience® PD-1-BV605 
BioLegend® 
Cat: 329924 

CD16-APC_Cy7 
 BioLegend® 
Cat 302018  

CCR7-BV510 
BioLegend 

Cat: 353232 

CD19-PerCP 
BioLegend®  
Cat 392510 

FOXP3-FITC 
BioLegend®  
Cat: 320106 

CD33-BV605 
BD Optibuild 
Cat: 745229 

CTLA-4-PeCy7 
BioLegend 

Cat: 106314 

CD56-BV650 
BioLegend 

Cat: 362532 

 

Pel diferents marcatges, es van descongelar una mostra de PBMCs i es van processar 

el mateix dia. Inicialment, es van aïllar 150.000 PBMCs per cada panell, es van realitzar 

2 rentats amb buffer fosfat salí (PBS), amb un posterior marcatge amb la preparació de 

cada panell amb els marcatges de superfície durant 30 minuts a la foscor,  2 

subsegüents rentats amb PBS i posteriorment una fixació final amb formaldehid (FA) al 

4% durant 20 minuts; després 2 nous rentats amb PBS i finalment fixació amb FA al 1% 

previ al processament de la mostra a través de la citometria FACS LSR II.  

En el segon panell, que s’incloïen dos anticossos intracel·lulars com són FOXP3 i CTLA-

4, posterior a la fixació amb FA 4%, es realitzaven 2 rentats amb el buffer de 

permeabilització del kit FOXP3 Fix/Pem buffer Set (BioLEgend, Cat: 421403), després 

40 minuts amb la preparació dels anticossos intracel·lulars, 2 rentats amb el buffer de 

permeabilització i finalment la fixació també amb FA 1% previ al processament per la 

citometria.  

L’estratègia de classificació del primer panel (Figura 6) va permetre identificar diferents 

subpoblacions: limfòcits T CD4+ (CD3+ i CD4+), per exclusió els limfòcits T CD8+ 

(CD3+, CD4-), cèl·lules NK (CD3-,CD56+, i segons expressió de CD16 la citotoxicitat 

d’aquests), neutròfils (CD 11b+, CD 16+), monòcits (CD14+, CD16+), MDSCs (CD11b+, 

CD 33+). El panell 2, l’estratègia de selecció (Figura 7) es va focalitzar en la funció de 

la cèl·lula T, i va permetre identificar els limfòcits T CD4 i CD8 igual que el panell previ. 

En les poblacions CD3+, es va analitzar l’expressió de CTLA-4, PD-1, FOXP3 i CD25 

segons l’expressió de CD4. També es va classificar els limfòcits CD3+ segons 

l’expressió de CCR7 i CD45RA amb cèl·lula T verge (CD45RA+, CCR7+), la cèl·lula T 

de memòria central (CD45RA-,CCR7+), la cèl·lula T de memòria efectora (CD45RA-

,CCR7-) i la cèl·lula de memòria efectora (CD45RA+,CCR7-). 

Les dades es van analitzar utilitzant dos programes, primer el programa FlowJo (Bd 

Biosciences) per la quantificació de cada població cel·lular dels PBMCs segons les 

estratègies explicades prèviament i un segon programa per les representacions 

gràfiques i visualitzacions de dades, el programa online OMIQ (https://www.omiq.ai/). El 

https://www.omiq.ai/


72 
 

programa OMIQ permet la realització d’algoritmes de reducció dimensional per 

visualitzar dades en dos dimensions com l’openTSNE. L’openTSNE una implementació 

a través de mòduls de Phyton de l’algoritme t-SNE (o en anglès t-distributed Stochastic 

Neighbor Embedding) que consisteix en crear una distribució de probabilitat que 

representa semblança entre veïns en un espai gran dimensió a un espai de menor 

dimensió, permeten agrupar els valors més semblants i representar-los en 2 dimensions.  

 

 

 

Figura 6. Estratègia per la selecció de les diferents poblacions cel·lulars a partir dels singlets 

i cèl·lules vives. Es seleccionaven els limfòcits (CD3+), segons la seva expressió de CD4 en 

limfòcits CD4+ o per exclusió CD8+ i es valorava l’expressió de HLA-DR en els CD4+. Les 

cèl·lules B es consideraven aquelles CD3- i CD19+. També s’identificaven: les cèl·lules NK 

(CD3+CD56+) i la seva citotoxicitat segons l’expressió de CD16 i els neutròfils segons l’expressió 

de CD11b i CD16. Finalment, a partir de la positivitat de CD11b, es descrivien les MDSCs 

(CD33+) i els monòcits (CD16+ i CD14+).   
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Figura 7. Estratègia per la identificació de les diferents poblacions de limfòcits T dels 

singles i les cèl·lules vives. Es seleccionaven els limfòcits (CD3+), segons la seva expressió de 

CD4 en limfòcits CD4+ o per exclusió CD8+. A partir de les CD4+ s’identificaven les cèl·lules 

Tregs (CD25+ i FOXP3+). Amb la selecció de les cèl·lules CD3+, s’identificaven els subtipus de 

limfòcits: Limfòcits T verges (CD45RA+ i CCR7+), els limfòcits de memòria central (CD45RA- i 

CCR7+), els limfòcits efectors de memòria (CD45RA- i CCR7+) i els limfòcits efectors (CD45RA+ 

i CCR7-). Finalment, amb les cèl·lules CD3+, es va valorar l’expressió de CTLA-4, PD-1, FOXP3 

i CD25 en els limfòcits T CD4+ o CD8+ (per exclusió de CD4).  

 

Mostres biològiques: biòpsies tumorals  

La recollida de mostres de tumor es va fer de manera retrospectiva, incloent tant tumors 

primaris com biòpsies de localitzacions metastàtiques prèvies a l’inici de tractament. Es 

va fer la selecció i el maneig de les mostres a través del Banc de Tumors de l’Hospital 

Germans Trias i Pujol conjuntament amb el servei d’Anatomia Patològica. De cada 

mostra, amb la col·laboració d’un patòleg, es va seleccionar una àrea enriquida (mínim 

del 40% de cèl·lules tumorals)  amb un tall d’hematoxilina/eosina.  

 

Extracció de ARN de mostres tumorals 

L’extracció de ARN es va realitzar a partir de 6 talls de 10micres/tall, seleccionats i 

realitzats al Banc de Tumors de l’HUGTIP, mitjançant el protocol establert al kit RNeasy 

FFPE Kit de Qiagen (Venlo, Netherlands) i seguint les instruccions del fabricant. L’ARN 

resultant es va quantificar mitjançant el Nanodrop, eliminant les mostres que no 
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aconseguien una qualitat i quantitat mínima, amb una concentració de 50ng/µL i un valor 

de la ratio de 260/280 entre 1.7 i 2.3. Les mostres que no complien aquestes requisits 

no van ser incloses en l’estudi posterior .   

 

Panell d’expressió d’ARN per nCounter® panell Breast Cancer 360TM 

Es van utilitzar 250ng de ARN de cada mostra en 5ul, per analitzar l’expressió gènica 

amb el Panell BC360, utilitzant el sistema nCounter FLEX Analysis (NanoString 

Technologies, Seattle, USA). La tecnologia Nanostring utilitza un codi de barres 

moleculars concrets per cada gen objectiu d’estudi. Aquest codi de barres, conté un 

única seqüencia de colors de fluorocroms per a cada diana, en el nostre cas de l’ARN 

directament, que és llegit per fluorescència automatitzada.  

El panell BC360™ inclou l’expressió dels 50 gens per identificació del subtipus intrínsec 

segons PAM50™ (luminal A, luminal B, HER2-E, basal-like)(188), a més de 680 gens 

addicionals que permeten obtenir informació tant de cada gen individual com de 

diferents signatures genòmiques ja descrites i rellevants en la biologia del càncer de 

mama. Aquestes signatures, inclouen també, informació del microambient tumoral i vies 

relacionades amb el sistema immunològic a part de signatures oncogèniques importants 

com la hipòxia, proliferació com activació de EGFR, mutacions de TP53 o signatures de 

resposta hormonal entre d’altres. A més, es va revisar que cada mostra obtingués uns 

valors adequats i complís els criteris de qualitat predefinides per Nanostring®, en cas 

contrari, van ser excloses. Es van comparar tant la mitjana d’expressió de cada gen 

individual, com la mitjana d’expressió del conjunt de cada signatura preestablerta per 

Nanostring® que inclou el panell BC360™, entre el grup de bona i mala eficàcia, 

utilitzant el test de Wilcoxon. A l’annex 1, es poden veure els gens inclosos de les 

diferents signatures significatives en l’anàlisi de supervivència.  

 

Anàlisis d’enriquiment gènic  

Per la anàlisis d’enriquiment gènic, o el que es coneix com a Gene Set Enrichment 

Analyis (GSEA) es va utilitzar la llista de pre-rank basat amb els valors Log2 de la 

diferència d’expressió (Diferència Log2FC>0.6 i valor p<0.1) entre el grup de bona i mala 

eficàcia, i es va comparar amb la base de dades de les signatures moleculars de 

Reactome (exactament la base Molecular signatures Database MsigDB v7.4). Els pesos 

de l’enriquiment estadístic es van basar amb 1000 permutacions, i es van escollir els 

considerat possiblement significatius amb un FDR ajustat valor q<0.2 i un valor p <0.05. 

Els mapes de visualització es van realitzar com havien estat descrits per anàlisis de 

seqüenciació de ARN, i es va utilitzar per les gràfiques el programa Cytoscape v.3.9.1 

(189, 190). 
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Anàlisi estadística 

Per l’anàlisi estadística i les representacions gràfiques es van utilitzar els programes 

GraphPad Prism (v.9.3.0) per la representació de corbes de supervivència Kaplan-Meier 

i per les gràfiques de caixes (Boxplot); i el programa Rstudio (v4.5.1) per l’anàlisi 

estadística de variables clíniques, la representació de mapes de calor (Heatmaps) 

utilitzant el paquet pheatmap i els histogrames amb el paquet ggplot2. 

Per l’anàlisi descriptiu clínic, les variables quantitatives es van representar mitjançant la 

mediana i els rangs, i les variables qualitatives mitjançant la freqüència absoluta i el valor 

del percentatge. La SLP es va calcular des de l’inici del tractament amb iCDK4/6 fins a 

deixar el tractament per qualsevol causa. La SG es va estimar considerant la data d’inici 

del tractament amb iCDK4/6 fins a la mort. Tant la SLP com la SG es van avaluar 

mitjançant les corbes de kaplan-Meier i es van analitzar segons el valor estadístic log-

rank, considerant-se significatiu menor de 0.05. Per les variables quantitatives 

independents es van utilitzar els test de Kruskal-Wallis, test de Wilcoxon o U de Mann-

Whitney, i per les variables qualitatives el test de Chi-quadrat; considerant la significança 

p<0.05.  

Pel disseny del model de regressió logística, es va considerar la variable dependent 

binària de bona o mala eficàcia als iCDK4/6, segons cadascuna de les variable clíniques 

descrites detalladament a l’apartat de resultats. Com a variables independents, es va 

utilitzar el valor de la citocina o de la proteïna moduladora del sistema immune. Per a la 

realització del model, es va utilitzar la funció glm del paquet stat del software rstudio 

v4.5.1, que permet la realització d’un model lineal generalitzat (GLM). Aquest model és 

una generalització flexible de la regressió lineal. Per a la selecció del model final, es va 

utilitzar la funció dropterm del paquet de MASS, que permet valorar la millora del model 

amb l’eliminació d’una variable, a partir del criteri d’informació de alkaike (AIC), que 

mesura la qualitat de l’ajust del model. Es va calcular la odds radio (OR) de cada factor 

segons l’augment de 10 unitats de cada proteïna soluble en el model.  

L’anàlisi de supervivència segons l’expressió de variables biològiques, es va fer amb els 

paquets survminer i survival de programa Rstudio. Primer es van buscar dos grups amb 

expressió diferent segons la supervivència, utilitzat la funció surv_cutpiont que utilitza el 

mètode de maxstat. A partir d’aquí, les variable significatives en el model unviariat de la 

regressió de Cox utilitzant la funció coxph, es van utilitzar pel model multivariant de 

regressió de Cox. La representació dels models multivariants i la HR corresponent, es 

va fer amb la funció ggforest del paquet survminer. Finalment, es van representar les 

corbes de supervivència de Kaplan-Meier segons el grup d’expressió amb el programa 

GraphPad Prism utilitzant el test log-rank per a la comparació entre corbes.  
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5. RESULTATS 
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5.1 Característiques clíniques de les pacients tractades amb iCDK4/6 

Els iCDK4/6 formen part de l’esquema assistencial del tractament del CMM RH+HER2- 

a l’ICO de Badalona des del 2017. L’estudi prospectiu descrit en aquest treball es va 

realitzar a la població de pacients que iniciava tractament amb iCDK4/6 entre el març 

del 2018 i l’abril del 2022 (n= 211).  

D’aquestes 211, 104 pacients van acceptar participar de forma voluntària al projecte. 

Finalment, la cohort d’estudi consta de 100 pacients ja que es van excloure 4 pacients 

pels següents motius: falta d’adherència al tractament (1 cas), complicacions que van 

causar la mort de la pacient abans dels 20 dies d’inici del tractament (2 casos) i 

administració de iCDK4/6 com a teràpia de manteniment després de quimioteràpia (1 

cas). D’aquestes 100 pacients, 81 pacients havien tingut seguiment suficient per a 

determinar l’eficàcia del tractament (Figura  8).  

 

 

Figura 8. Diagrama de les pacients de l’estudi des del Març del 2018.  211 pacients van iniciar 

un iCDK4/6 a l’ICO Badalona des de la data d’inici de l’estudi, 104 van firmar el consentiment 

informat (CI), finalment 100 van ser incloses i 81 pacients eren avaluables a nivell d’eficàcia 

clínica en base el seu temps de seguiment.  

 

 

5.1.1 Descriptiva de la cohort clínica tractada amb iCDK4/6 

La descripció de les característiques clíniques de la cohort, tant de l’estudi global com 

estratificades per tipus de iCDK4/6  es descriuen a la Taula 5. La última actualització de 

la cohort es va realitzar a data del 21 de juliol del 2022. 

 

  

81 avaluables 

100 incloses 

211 inicien iCDK4/6  

104 firmen CI 
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Taula 5. Característiques clíniques de la cohort, segons cada iCDK4/6 administrat. 
 

 

Cohort  
(n=100) 

Abemaciclib 
(n=19) 

Palbociclib 
(n=60) 

Ribociclib 
(n=21) 

p 

Edat a l’inici, mitjana [IQR] 62.3 
[51.6;69.8] 

63.5 
[54.3;68.5] 

62.3 
[53.0;69.9] 

55.3 
[48.1;70.7] 

0.659 

Any d’inici de tractament,  
n (%) 

 
   <0.001 

2018 36 (36.0%) 5 (26.3%) 22 (36.7%) 9 (42.9%)  

2019 26 (26.0%) 2 (10.5%) 22 (36.7%) 2 (9.5%)  

2020 16 (16.0%) 5 (26.3%) 11 (18.3%) 0 (0.0%)  

2021 16 (16.0%) 6 (31.6%) 3 (5.0%) 7 (33.3%)  

2022 6 (6%)  1 (5.3%) 2 (3.3%) 3 (14.3%)  

Número de línia, n (%) 
 

   0.080 

1 60 (60.0%) 8 (42.1%) 35 (58.3%)  17 (81.0%)  

2 13 (13.0%) 2 (10.5%) 9 (15%) 2 (9.5%)  

> 2 27 (27.0%) 9 (47.4%) 16 (26.7%) 2 (9.5%)  

Tractament Hormonal 
acompanyant, n (%) 

 
   0.043 

Tamoxifé 9 (9.0%) 2 (10.5%) 3 (5.0%) 4 (19.0%)  

IA 53 (53.0%) 10 (52.6%) 29 (48.3%) 14 (66.7%)  

Fulvestrant 38 (38.0%) 7 (36.8%) 28 (46.7%) 3 (14.3%)  

Tractament amb anàleg 
LH-RH, n (%): 

 
   0.002 

Sí 19 (19.0%) 2 (10.5%) 7 (11.7%) 10 (47.6%)  

No 81 (81.0%) 17 (89.5%) 53 (88.3%) 11 (52.4%)  

Debut amb metàstasis de 
novo, n  (%) 

    0.309 

Sí 29 (29%) 7 (36.8%) 14 (23.3%) 8 (38.1%)  

No 71 (71%) 12 (63.2%) 46 (76.7%) 13 (61.9%)  

Sensibilitat hormonal al 
moment de tractament, n 
(%) 

    0.019 

Debut metastàtic de 
novo 

14 (14%) 1 (5.3%) 6 (10%) 7 (33.3%) 
 

1L i recaiguda >12m 
post fi HT adjuvant 

29 (29%) 5 (26.3%) 17 (28.3%) 
8 (38.2%)  

 2L o recaiguda en 
adjuvància o <12m HT 

adjuvant 
30 (30%) 4 (21.0%) 21 (35%) 

4 (19%)  

>2L línia metastàtica 27 (27%) 9 (47.4%) 16 (26.7) 2 (9.5%)  

Quimioteràpia prèvia per 
M1, n(%) 

   
 0.077 

Si 23 (23%) 8 (42.1%) 12 (20%) 3 (14.3%)  

No 77 (77%) 11 (57.9%) 48 (80%) 18 (85.7%)  

Marcadors 
immunohistoquímics 

     

       Expressió RE, mediana, 
[IQR] 

90.0 
[87.5;95.0] 

90.0 
[80.0;99.5] 

90.0 
[90.0;95.0] 

90.0 
[90.0;95.0] 

0.950 

       Expressió RP<20, n (%) 41.0 (41%) 7 (36.8%) 29 (48.3%) 5 (23.8%) 0.133 

HER2, n (%): 
 

   0.841 

HER2 negatiu 47 (47.0%) 8 (42.1%) 29 (48.3%) 10 (47.6%)  

HER2 low 46 (46.0%) 8 (42.2%) 28 (46.6%) 10 (47.6%)  

Sense informació 7 (7.0%) 3 (15.8%) 3 (5.0%) 1 (4.8%)  

*n= número de pacients, HT=hormonoteràpia, IA= inhibidors d’aromatasa, L= número de línia, 
m=mesos, RE= receptors estrògens, RP= receptors progesterona, IQR= rangs interquartils, 
M1=metàstasi, p= valor p segons el test estadístic Chi-Quadrat considerat significatiu menor de 
0.05 (marcat en cursiva).  
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L’edat mitjana de la cohort va ser de 62.3 anys, no existint diferències significatives en 

funció de quin era el fàrmac rebut. La inclusió de pacients comprèn des del març del 

2018 fins l’abril del 2022, observant-se diferències significatives respecte a l’ús dels 

diferents iCDK4/6 en funció de l’any d’inici del tractament (p<0.001). Això s’explica per 

l’elecció d’un o altre iCDK4/6 segons els canvis d’evidència, d’aprovació o d’indicació 

durant el període de l’estudi.  

Referent a la línia de tractament pel que es va administrar el iCDK4/6, es tracta d’una 

cohort heterogènia. La majoria de les pacients van rebre iCDK4/6 en primera línia (60%); 

amb tendència a un major ús de ribociclib en aquesta primera línia (més del 80%), en 

comparació al 58% i 42% dels grups de palbociclib i abemaciclib respectivament.  

El tractament hormonal més comú emprat de forma conjunta amb iCDK4/6, van ser els 

IA (53%) seguit del fulvestrant (38%), i es van observar diferències significatives segons 

el iCDK4/6 rebut (p=0.043), arrel d’un major nombre de IA en les pacients amb ribociclib 

respecte el grup de palbociclib i abemaciclib. Una altra diferència, va ser l’enriquiment 

en el tractament amb anàlegs de LH/RH en el grup que va rebre ribociclib, degut 

principalment, a que el 70% de totes les pacients pre-menopàusiques de la cohort van 

ser tractades amb ribociclib.  

L’eficàcia dels iCDK4/6 depèn de la línia de tractament en la que són administrats, però  

també de la sensibilitat hormonal prèvia, per això es important conèixer en quina situació 

reben el tractament les pacients. Tot i que la cohort conté un 29% de pacients amb 

afectació metastàtica de novo, només la meitat d’aquestes van rebre el iCDK4/6 com a 

primera línia de la seva malaltia metastàtica, representant així el 14% del total. També, 

és important destacar que un 29% de les pacients rebien el iCDK4/6 en primera línia 

després d’una recaiguda amb un interval  superior a 12 mesos després de la fi de l’últim 

tractament hormonal adjuvant. Aquestes dues poblacions, de novo i amb una recaiguda 

tardana (més enllà de 12 mesos de finalitzar el tractament hormonal), van ser 

considerades com a població amb malaltia hormonosensible; representant un 43% del 

global de la cohort.  Per contra, gairebé un terç de les pacients (30%) van rebre el 

iCDK4/6 en situació de progressió durant la HT adjuvant, durant els 12 mesos posteriors 

a la fi de l’hormonoteràpia adjuvant i un 27%  en segona o línies posteriors de tractament 

per a CMM. Aquests grups de pacients es van considerar com a població amb malaltia 

hormona-resistent i van representar el 57% restant del global de la cohort. D’altra banda, 

el percentatge de pacients considerades com a hormonosensibles representaven un  

71.4% de les tractades amb ribociclib, mentre només un 31.6% i un  38.3% en els grups 

tractats amb abemaciclib i palbociclib, respectivament, sent aquesta diferència 

significativa (p=0.019; Taula 5). 
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Finalment, centrant-nos amb les característiques biològiques del tumor l’estudi 

immunohistoquímic, les pacients tenien una alta expressió de receptors d’estrògens, 

amb una mediana del 90%. Respecte als receptors de progesterona, un 41% de 

pacients presentaven una expressió <20%, repartida de forma homogènia entre els 

diferents grups.  

Descrivint les pacients segons la localització de la malaltia metastàtica, l’afectació a 

distància més freqüent de la cohort va ser l’afectació òssia, arribant al 85% de les 

malaltes, amb una afectació visceral de fins el 44%. Cal destacar que 4 pacients (4%) 

van ser tractades amb iCDK4/6 conseqüència de l’afectació al sistema nerviós central 

(SNC) (Taula 6).  

 

Taula 6. Localització de la malaltia metastàtica segons els diferents iCDK4/6.  

 

 

Total  
(n=100) 

Abemaciclib 
(n=19) 

Palbociclib 
(n=60) 

Ribociclib 
(n=21) 

p 

Afectació Visceral, 
n (%): 

44 (44%) 13 (68.4%) 22 (36.7%) 9 (42.9%) 0.052 

Només afectació 
òssia, n (%): 

27 (27%) 3 (15,8%) 18 (30%) 6 (28,5%) 0.007 

Localització, n (%)  

Òssia 85 (85%) 17 (89.5%) 51 (85.0%) 17 (81.0%) 0.797 

Ganglionar 36 (36%) 6 (31.6%) 23 (38.3%) 7 (33.3%) 0.832 

Pleural 14 (14%) 4 (21.1%) 7 (11.7%) 3 (14.3%) 0.563 

Hepàtica 26 (26%) 9 (47.4%) 13 (21.7%) 4 (19.0%) 0.080 

Pulmonar 24 (24%) 5 (26.3%) 13 (21.7%) 6 (28.6%) 0.760 

SNC 4 (4%) 3 (15.8%) 1 (1.7%) 0 (0.0%) 0.038 

Altres 5 (5%) 2 (11.8% 3 (5.1%) 0 (0.0%) 0.413 

*n: número de pacients; SNC: sistema nerviós central; p: valor p segons el test estadístic Chi-

quadrat, considerat significatiu si <0.05. 

 

Analitzant la localització metastàtica, es van observar diferències en funció de la 

localització de les metàstasis i el fàrmac utilitzat. Així, per exemple, el 68.4% de les 

malaltes tractades amb abemaciclib presentaven afectació visceral, mentre la proporció 

era menor en els grups de pacients tractades amb palbociclib i ribociclib (36.7% i 42.9%, 

respectivament), al límit de la significança (p=0.052). Aquesta major afectació visceral 

del grup tractat amb abemaciclib tenia relació directa amb la major afectació observada 

a nivell hepàtic (47.4%), en comparació als grups tractats amb palbociclib i ribociclib 

(21.7% i 19.0% respectivament).  

De manera similar, l’afectació metastàtica exclusivament òssia representava un 30% i 

28.5% en els grups tractats amb palbociclib i ribociclib respectivament, en comparació 

a una menor proporció de les pacients tractades amb abemaciclib (15.8%), sent aquesta 

diferència estadísticament significativa (p=0.007).  
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Finalment, tenint en compte l’afectació en altres localitzacions metastàtiques, també 

s’observaven diferències en l’afectació de sistema nerviós central, on el grup tractat amb 

abemaciclib inclou 3 de les 4 pacients de la sèrie.  

Així doncs, al moment de l’últim anàlisis al Juliol del 2022, un 29% de les pacients es 

trobaven encara en curs de tractament amb iCDK4/6; el 63% de les pacients havien 

progressat i un 8% havien suspès el tractament per altres motius (Figura 9).  

Les causes de suspensió de tractament sense progressió de la malaltia van ser: 

- Toxicitat pulmonar amb pneumonitis grau 4 secundària a iCDK4/6, 1 cas (191) 

- Astènia i voluntat de les pacients a no seguir amb el tractament amb iCDK4/6, 3 

casos 

- Aparició de càncer d’ovari metastàtic, 1 cas 

- Mala tolerància digestiva en forma de deposicions líquides i insuficiència renal 

secundaria, 2 casos 

- Mort per SARS-CoV2 en la primera onada de la pandèmia, 1 cas 

Figura 9. Representació gràfica de la durada del tractament amb iCDK4/6. Cada barra 

mostra el temps de tractament en mesos de cada pacient durant el transcurs dels iCDK4/6  (blau) 

i dels tractaments posteriors (vermell). A cada pacient, també s’exposa el motiu d’abandonament 

del iCDK4/6 (▲per progressió de la malaltia o  per toxicitat al tractament). Finalment, en cas 

d’èxitus, es representa amb ● en la informació de cada pacient.  
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En l’anàlisi final de supervivència, un 62% de les pacients continuaven vives, per contra, 

un 36% havien mort per progressió de la malaltia oncològica, i 2 casos (2%) per infecció 

de SARS-CoV2, una en curs de tractament amb iCDK4/6 i l’altra ja en curs de 

quimioteràpia endovenosa. No es van observar diferències significatives entre els 

diferents iCDK4/6 i paràmetres associats a la supervivència (Taula 7).    

 

Taula 7. Estat de la cohort en el moment de l’anàlisi de supervivència amb punt de tall el 
juliol de 2022.  

 
 Cohort 

(n=100) 
Abemaciclib 

(n=19) 
Palbociclib 

(n=60) 
Ribociclib 

(n=21) 
p 

Fi de tractament,  n (%):      0.056 

        En curs 29 (29.0%) 5 (26.3%)  13 (21.7%)  11 (52.4%)   

        Fi per progressió 63 (63.0%) 11 (57.9%)  43 (71.7%)  9 (42.9%)  

        Fi per toxicitat.  8 (8.0%) 3 (15.8%)  4 (6.7%)  1 (4.8%)   

Estat últim control, n (%)     0.625 

        Viu 62 (62.0%) 11 (57.9%)  36 (60.0%)  15 (71.4%)  

        Mort, càncer 36 (36.0%) 7 (36.8%)  23 (38.3%)  6 (28.6%)   

        Mort, altres causes 2 (2.0%) 1 (5.3%)  1 (1.7%)  0 (0.0%)  

*n=número de pacients, p= valor p amb el test de Chi-Quadrat considerant significatiu < 0.05. 

 

5.1.2 Anàlisis de supervivència 

5.1.2.1 Supervivència lliure de progressió (SLP)  

La mediana de SLP del total de la cohort de 100 pacients va ser de 13.7 mesos, mentre 

que va arribar als 30.4 mesos per les pacients tractades en primera línia (60 pacients) 

(Figura 10).  

Figura 10. Supervivència lliure de progressió. A) SLP de tota la cohort clínica (n=100). B) SLP 

de les pacients en primera línia (n=60). *IQR: rang interquartílic; m:mesos.  

 

En base a la descripció de les característiques clíniques de la cohort estudiada, es van 

determinar els principals factors que van implicar diferències a la SLP, essent els més 

importants: (i) localització de la malaltia metastàtica, (ii) la línia de tractament i (iii) 
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l’hormonosensibilitat; característiques que es van estudiar amb més detall, com 

descrivim a continuació.  

 

Localització de la malaltia metastàtica  

Analitzant les diferents característiques clíniques de les pacients i l’impacte en la SLP, 

es va observar que l’afectació visceral impactava en la SLP. Centrant-nos en l’afectació 

hepàtica, les pacients sense afectació hepàtica obtenien una SLP de 18.6 mesos, 

gairebé 12 mesos superior a la de les pacients amb afectació hepàtica, la qual va ser de 

6 mesos (p<0.001, Figura 11A). Per contra, a les pacients amb afectació metastàtica 

exclusivament òssia, la SLP va arribar als 30.4 mesos en comparació als 11.3 mesos 

de les pacients que presentaven alguna altra localització metastàtica (p=0.04, Figura 

11B).  

 

 

Figura 11. Supervivència lliure de progressió segons la localització de la malaltia 

metastàtica representada per corbes Kaplan-Meier. Es mostren estratificades segons l’afectació 

hepàtica (A) o segons l’afectació exclusivament òssia (B). El temps es representa en mesos (m), 

es mostres les pacients amb informació censurada  i el valor p es calcula segons el test estadístic 

log-rank. IQR: rang interquartílic.  

 

Línia de tractament i hormonosensibilitat   

Comparant la SLP dels iCDK4/6 en primera línia o en línies posteriors, s’observaven 

diferències significatives, arribant fins a 30.4 mesos en primera línia, en comparació els 

9.3 mesos en línies posteriors (p=0.001, Figura 12A), essent aquestes diferències també 

significatives. A l’analitzar específicament la segona línia respecte a les línies posteriors, 

la SLP va ser de 12 mesos i 8.7 mesos respectivament (p=0.001, Figura 12B). 
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Figura 12. Temps lliure de progressió segons línia de tractament representades amb 

corbes Kaplan-Meier. La primera gràfica A, mostra la 1a línia vs. 2a. La gràfica B mostra la SLP 

segons 1 línia, 2a línia o línies posteriors. El temps es representa en mesos (m), es mostren les 

pacients amb informació censurada i el valor p es calcula segons el test estadístic log-rank.  

 

Aquest benefici observat en primera línia, però, no va ser homogeni per a totes les 

pacients. La seva situació d’hormonosensibilitat impactava en la SLP en primera línia. 

Considerant les pacients en 4 grups, segons la situació en que rebien el iCDK4/6, 

trobem: a) en el subgrup amb malaltia metastàtica de novo (n=14) la mediana de SLP 

va ser de 24 mesos; b) en aquelles pacients amb recaigudes posteriors als 12 mesos 

de fi de tractament adjuvant (n=29), amb una SLP de fins a 35.9 mesos; c) a les pacients 

amb recaiguda durant l’adjuvància, durant primers 12 mesos des de la fi de l’adjuvància 

o després de tractament hormonal per CMM (n=30), la mediana va ser de 10.3 mesos; 

i d) finalment, el grup de les pacients que havien rebut una línia de tractament 

quimioteràpic previ per malaltia metastàtica (n=27) presentaven una mediana de SLP 

de 8.7 mesos (p=0.001, Figura 13A).  

Quan vàrem realitzar el mateix anàlisi tenint en compte només les pacients en primera 

línia, es va observar una tendència similar, és a dir, la SLP era menor en les pacients 

amb recaigudes durant l’adjuvància o en els 12 mesos posteriors, amb una SLP de 10 

mesos, en comparació als 24 mesos dels casos de novo o els més de 35 mesos en 

recaigudes tardanes (Figura 13B).  

Així, estratificant les pacients de tota la cohort (n=100 segons la sensibilitat hormonal, 

vam observar una SLP de 35.9 mesos en pacients hormonosensibles vs.10.1 mesos en 

pacients amb situació d’hormonoresistència, diferències estadísticament significatives 

(p=0.001, Figura 13C).  
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Finalment, es va avaluar les pacients en curs de iCDK4/6 en segona línia o posteriors 

segons si havien rebut quimioteràpia previ per a CMM. Les pacients que havien rebut 

≥1 línia de quimioteràpia prèvia per a CMM van obtenir una SLP significativament inferior 

a aquelles pacients que només havien rebut tractaments hormonals o altres teràpies 

dirigides per a la malaltia metastàtica (8.7 mesos vs. 11.1 mesos, p<0.005) (Figura 13D). 

 

Figura 13. Supervivència lliure de progressió segons les característiques clíniques de les 

pacients. (A) Situació clínica al rebre iCDK4/6 (n=100). (B) Pacients tractades amb iCDK4/6 en 

primera línia (n=60), estratificades segons si eren de novo, recaigudes tardanes o recaigudes 

precoces. (C) Segons l’estat hormonosensibilitat al moment del tractament amb inhibidor de 

CDK4/6. (D) Pacients tractades amb iCDK4/6 en segona línia o posteriors (n=40) i estratificades 

segons si havien rebut quimioteràpia prèvia per malaltia metastàtica. El temps es representa en 

mesos (m), es mostres les pacients amb informació censurada i el valor p es calcula segons el 

test estadístic log-rank. *IQR: interval interquartílic; m:mesos; QT: quimioteràpia.  

 

5.1.2.2 Supervivència Global (SG)  

La SG de la cohort, considerant l’inici del tractament amb iCDK4/6 + HT fins a èxitus per 

qualsevol causa, va ser de 42.8 mesos al moment del punt de tall d’anàlisi el juliol 2022. 

Fixant-nos només en les pacients en primera línia, la SG va arribar fins al 48.9 mesos. 

La principal limitació per analitzar la SG, és el propi seguiment limitat de les pacients, el 

qual és menor que l’esperança de vida de la població amb CMM RH+/HER2- reportada 

recentment (66). A més, les dades no són prou madures per definir correctament la SG 
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de la nostra cohort, tenint en compte que al moment de l’anàlisi un 62% de les pacients 

encara seguien vives (Figura 14).  

 

Figura 14. Supervivència global de la cohort. A) Inclou totes les pacients de l’estudi (n=100) 

amb l’IQR. B) Inclou les pacients només en primera línia de tractament (n=60). *IQR: interval 

interquartílic; m:mesos. 

 

De la mateixa manera que en l’anàlisi de la SLP, es va realitzar l’anàlisi de SG en base 

a les característiques clíniques predefinides: (i) localització de la malaltia metastàtica,  

(ii) la línia de tractament i (iii) l’hormonosensibilitat, característiques que s’han estudiat 

amb més detall a continuació.  

 

Localització de la malaltia metastàtica 

De forma similar al que observàvem amb la SLP, l’afectació hepàtica al moment de rebre 

el iCDK4/6 impactava en la SG amb una reducció de la mitjana en més de 20 mesos, 

sent de 48.9 mesos en el grup sense afectació hepàtica i de 23.1 mesos quan es 

presenta afectació hepàtica. Malgrat la immaduresa de les dades pel breu seguiment, la 

diferència era estadísticament significativa (p<0.001, Figura 15A).  

Pel que fa a la afectació exclusivament òssia de la malaltia metastàtica, les dades no 

eren prou madures, i tot i la tendència a una major SG en aquest subgrup de pacients, 

no s’obtenia una diferència estadísticament significativa (Figura 15B).  
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Figura 15. Supervivència global segons afectació metastàtica. (A) SG de les pacients 

estratificades segons l’afectació metastàtica hepàtica. (B) SG de les pacients estratificades 

segons l’afectació exclusiva òssia. El temps es representa en mesos (m), es mostres les pacients 

amb informació censurada i el valor p es calcula segons el test estadístic log-rank. *IQR: interval 

interquartílic; m:mesos. 

 

Així doncs, tal i com observàvem en els resultats de  SLP on la situació clínica en el que 

es rebia el tractament amb iCDK4/6 impactava en els resultats, vam observar una 

tendència en la mateixa direcció pel que fa a la SG, tot i que el poc temps de seguiment 

de l’estudi limitava les interpretacions dels resultats.  

 

Línia de tractament i hormonosensibilitat 

Es va considerar el moment clínic en què les pacients rebien el iCDK4/6, segons els 4 

grups descrits prèviament en l’anàlisi de SLP (malaltia metastàtica de novo, recaigudes 

hormonosensibles, recaiguda  hormonoresistent i pacient amb quimioteràpia prèvia per 

CMM). S’observa que les pacients que havien rebut tractament amb quimioteràpia 

prèvia presentaven una SG significativament inferior comparada amb la SG de la resta 

de grups (p=0.009, Figura 16A).  

També vàrem realitzar el mateix anàlisi per grups clínics, en les pacients tractades en 

primera línia (n=60), sense observar diferències significatives, segurament per la falta 

de seguiment de la cohort (Figura 16B). 

Posteriorment, en l’anàlisi d’hormonosensibilitat de tota la cohort descrit també 

prèviament, es varen observar diferències significatives, amb SG superior en el grup 

hormonosensible, pel qual no es va poder obtenir la mediana de SG per manca de  

seguiment, mentre que el grup hormonoresistent obtenia una mediana de SG de 39.7 

mesos (p=0.04, Figura 16C).  

Finalment, seleccionant les pacients amb línies avançades de tractament (a partir de 

segona línia de CMM), i valorant segons si havien rebut tractament amb quimioteràpia 
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prèvia, s’observa una tendència a una SG inferior en aquelles pacients amb 

quimioteràpia prèvia (Figura 16D).  

 

Figura 16. Supervivència global segons les característiques clíniques de les pacients. (A) 

SG segons la situació clínica al rebre el iCDK4/6 de tota la població (n=100). (B) SG de les 

pacients CMM en primera línia (n=60) segons debut de novo, recaigudes tardanes o recaigudes 

precoces. (C) SG segons l’estat de sensibilitat hormonal al moment del tractament amb el 

iCDK4/6. (D) SG en pacient que havien rebut el iCDK4/6 en segona línia o posteriors, 

estratificades segons quimioteràpia prèvia per a CMM. El temps es representa en mesos (m), es 

mostres les pacients amb informació censurada  i el valor p es calcula segons el test estadístic 

log-rank. *IQR: interval interquartílic; m:mesos; QT: quimioteràpia. 

 

En definitiva, la valoració de SLP i SG de la cohort, va ratificar que diverses 

característiques clíniques com la sensibilitat hormonal, la localització metastàtica i els 

tractaments previs rebuts mostraven un valor pronòstic en CMM RH+/HER2-.  

 

5.1.3 Impacte del subtipus tumoral intrínsec en l’eficàcia del tractament amb 

iCDK4/6  

Descripció de subtipus intrínsecs 

L’avaluació retrospectiva dels subtipus intrínsecs en alguns dels estudis fase III amb 

iCDK4/6, mostra evidència que el subtipus tumoral intrínsec podria determinar, en part, 

l’eficàcia clínica del iCDK4/6 (95, 192), especialment en casos de subtipus no luminals. 

En aquest sentit, es va determinar el subtipus intrínsec a través de la signatura 
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d’expressió gènica PAM50 en 63 mostres de 55 pacients diferents, corresponents tant 

a biòpsies del tumor primari (n=39) com biòpsies de lesions metastàtiques (n=24). En 8 

pacients es van obtenir mostres aparellades, és a dir, tant del tumor primari com de 

biòpsia de la malaltia metastàtica. 

En la valoració del subtipus intrínsec definitiu de les pacients, es va seleccionar l’última 

mostra de les 55 pacients de la qual es tenia informació, és a dir, en cas de tenir biòpsia 

del primari i del metastàtic, es va tenir en compte el subtipus de la mostra metastàtica, 

disposant així de 31 casos de tumor primari i de 24 de la metàstasi. Les característiques 

clíniques de cohort on es va valorar el subtipus intrínsec per PAM50 es veuen resumides 

i estratificades per cada subtipus a la Taula 8 i Figura 17A. 

Seleccionant només l’origen del tumor primari, es van estudiar 39 pacients, dels quals 

19 presentaven un subtipus intrínsec luminal A, 18 luminal B i 2 HER-2 enriched (HER2-

E), sense cap mostra classificada com a subtipus basal. Curiosament, la distribució de 

les biòpsies d’origen metastàtic per subtipus intrínsec, presentava un panorama 

significament diferent: de les 24 mostres estudiades, 6 es classificaven com a luminal A, 

11 com a luminal B, 5 com a HER2-E i 2 com a basal. La distribució entre les dos 

poblacions presentava diferències significatives; així, a les mostres metastàtiques, hi 

havia un increment de casos classificats com a no luminals (HER2-E i basal-like) 

respecte als primaris (p=0.034, Figura 17 B i C).  

Figura 17. Distribució del subtipus intrínsec en les biòpsies estudiades. (A) Cohort dels 55 

pacients amb estudi per PAM50 dels subtipus intrínsec, i la seva distribució (B) Distribució del 
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subtipus intrínsecs per PAM50 en les 39 mostres d’origen primari. (C) Distribució del subtipus 

intrínsec per PAM50 en les 24 mostres d’origen metastàtic.  

 

Es coneix que els subtipus moleculars o subtipus intrínsecs poden variar entre tumors 

primaris i progressions, descrivint canvis en progressions metastàtiques cap a subtipus 

més desfavorables, segurament per la selecció clonal o per canvis secundaris en les 

cèl·lules tumorals conseqüència de la pressió de tractaments (193). A la nostra sèrie, 

vam disposar de 8 pacients amb tumors primaris i metastàtics, on es va poder determinar 

el subtipus intrínsec per PAM50 del mateix pacient a les dues mostres.  

Així doncs, en les 8 biòpsies dels tumors primaris, 4 pacients es van classificar com a 

luminal A i en 3 casos van canviar de subtipus a la biòpsia metastàtica, 2 a luminal B i 1 

a HER-2-E. De les 3 pacients classificades com a luminal B en el primari, 1 es va 

revalorar com a subtipus basal a la metàstasi. Finalment, 1 pacient amb un tumor 

classificat com a HER2-E a la biòpsia del primari, es va transformar a subtipus luminal 

B a la biòpsia de la metàstasi (Figura 18).  

Figura 18. Subtipus intrínsec per PAM-50 de les pacients (n=8) que presentaven biòpsies 

aparellades del tumor primari i de la metàstasis. A l’esquerra la classificació al tumor primari 

i a la dreta de la metàstasis, classificades amb un codi de colors en funció del subtipus.   

 

L’anàlisi d’aquesta cohort (n=55) no va objectivar diferències estadísticament 

significatives en la mediana d’edat entre els diferents subtipus, així com tampoc el 

iCDK4/6 administrat, tot i que les dues úniques pacients amb subtipus basal van rebre 

abemaciclib. Curiosament, sí que es van observar divergències amb el número de línia 

estratificant segons el subtipus, amb un major percentatge de luminals A en primera 

línia, i per contra, les dues pacients amb subtipus basal van rebre el iCDK4/6 en línies 

posteriors a segona línia (p=0.047). Així mateix, també s’observava una diferència entre 

les pacients que havien rebut quimioteràpia prèvia per CMM segons el subtipus 
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intrínsec, on les dues pacients amb tumors amb subtipus basal, van rebre també 

quimioteràpia prèvia per malaltia avançada. Considerant la localització de les metàstasi, 

també es van observar una sèrie de discrepàncies segons el subtipus intrínsec, per 

exemple, les pacients amb tumors tipus luminal A, presentaven un major percentatge de 

diagnòstic de metàstasi òssia com a únic òrgan  afectat. Per contra, l’afectació visceral 

i hepàtica era més freqüent en la resta de subtipus no luminals A (Taula 8).  

 

Taula 8. Característiques clíniques bàsiques de les pacients segons el subtipus luminal.  

 Cohort  
(n=55) 

Luminal A 
(n=21) 

Luminal B 
(n=26) 

HER2-E 
(n=6) 

Basal 
(n=2) 

p 

Edat a l’inici, 
mediana [IQR] 

60.5  

[49.8-71.2] 

 

60.2 

 [51.8-

68.4] 

 

60.3  

[49.1-11.5] 

 

70.6  

[60.7-80.5] 

 

64.8  

[62.2-67.4] 

 

0.711 

Tractament 0.061 

Abemaciclib 9 (16.4%) 2 (9.5%) 4 (15.4%) 1 (16.7%) 2(100%)  

Palbociclib 30 54.5%) 14 (66.7%) 13 (50%) 3 (50%) 0 (0%)  

Ribociclib 16 (29.1%) 5 (23.8%) 9 (34.6%) 2 (33.3%) 0 (0%)  

Número de línia, n 
(%): 

0.047 

1 L 37 63.7%) 17 (81%) 16 61.5%) 4 (66.7%) 0 (0%)  

2 L 8 (14.5%) 1 (4.8%) 6 (23.1%) 1 (16.7%) 0 (0%)  

>2 L 10 (18.2%) 3 (14.3%) 4 (15.4%) 1 (16.7%) 2 100%)  

Hormona 
acompanyant, n (%) 

0.956 

Tamoxifè 6 (10.9%) 3 (14.3%) 3 (11.5%) 0 (0%) 0 (0%)  

IA 28 (50.9%) 10 (47.6%) 13 (50%) 4(66.7%) 1 (50%)  

Fulvestrant 21 (38.2%) 8 (38.1%) 10 (38.5%) 2 33.3%) 1(50%)  

Sensibilitat 
hormonal, n (%): 

0.062 

CMM de novo 9 (16.4%) 4 (19%) 3 (11.5%) 2 33.3%) 0 (0%) 
 
 

1L i recaiguda >12m 
post HT 

20 (36.4%) 8 (38.1%) 9 (34.6%) 0 (0%) 0 (0%)  

2L o recidiva en 
adjuvància <12m 

26 (47.3%) 7 (47.6%) 13 (50%) 3 (50%) 0 (0%)  

>2L línia metastàtica 9 (16.4%) 2 (9.5%) 4 (15.4%) 1 (16.7%) 2 100%)  

Quimioteràpia 
prèvia per M1, n(%) 

9 (16.4%) 2 (8.7%) 4 (16.7%) 1 (16.7%) 2 (100%) 0.012 

Localització malaltia 
metastàtica 

 

Només òssia 16 (29.1%) 11 (52.4%) 4 (15.4%) 1 (16.7%) 0 (0%) 0.027 

Visceral 24 (43.6%) 5 (23.8%) 14 (53.8%) 3 (50%) 2 100%) 0.068 

Hepàtica 12 (21.8%) 5 (23.8%) 5 (19.2%) 0 (0%) 2 100%) 0.029 

SNC 3 (5.5%) 0 (0%) 2 (7.7%) 1 (16.7%) 0 (0%) 0.285 

Origen 0.039 

Primari 31 (56.4%) 15 (71.4%) 15 57.7%) 1 16.7%) 0 (0%)  

Metastàtic 24 (43.6%) 6 (28.6%) 11 42.3%) 5 83.3%) 2 100%)  

*n=número de pacients; m=mesos; IQR= interval interquartílic; L= línia, HT= hormonoteràpia; IA= 

inhibidor aromatasa; M1= metàstasi; SNC= sistema nerviós central.  
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Seguidament, amb la cohort de les 55 pacients s’ha procedit a aprofundir en l’anàlisi de 

supervivència i en la repercussió del subtipus intrínsecs en CMM. 

 

Supervivència lliure de progressió (SLP) 

En l’anàlisi de la SLP tenint en compte tota la cohort independentment del número de 

línia, s’observava una tendència a diferències en SLP segons el subtipus intrínsec, sent 

de 24 mesos i 14.6 mesos en tumors luminals (A i B respectivament) vers un pitjor 

pronòstic en tumors no luminals, de 8.1 mesos i 9.7 mesos en HER2-E i Basal, 

respectivament. Aquestes diferències, però, no aconsegueixen la significança 

estadística (Figura 19A).  

Per tal d’estudiar en més profunditat l’impacte del subtipus intrínsec al tractament amb 

iCDK4/6, evitant biaixos del número de línia tractament, es va seleccionar només 

aquelles pacients que van rebre el iCDK4/6 en primera línia de tractament. Així, les 

pacients amb subtipus intrínsec luminal A (n=17) van obtenir una SLP de 35.9 mesos, 

mentre les pacients luminal B (n=16) presentaven una corba de supervivència 

lleugerament inferior, però al moment del punt de tall en el seguiment no s’havia 

aconseguit el seguiment suficient per valorar la mediana de SLP. Per contra, les pacients 

amb un tumor classificat com a HER2-E (n=4), presentaven una mediana de SLP 

significativament menor (p=0.02) de només 7.4 mesos; manifestant una diferència en 

benefici als iCDK4/6 en quan a SLP en primera línia entre tumors luminals i no luminals 

segons el subtipus intrínsec per PAM50 (Figura 19B).  

 

 

Figura 19. Corbes de supervivència Kaplan-Meier segons el subtipus intrínsec per PAM50. 

(A) La SLP segons el subtipus intrínsec de tota les pacients estudiades (n=55) independentment 

del número de línia de tractament. (B) La supervivència lliure de progressió (SLP) a iCDK4/6 de 

les pacients en primera línia (n=37). 
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Supervivència global (SG) 

En l’avaluació de la SG, tant seleccionant les pacients de tota la cohort, com només 

aquelles de primera línia, el grup de pacients amb tumors luminals no arribava a la 

mediana de SG, presentant un temps insuficient de seguiment per completar l’anàlisi 

final.  

Així doncs, en la nostra cohort vam observar diferències significatives en la SLP en 

primera línia segons el subtipus intrínsec però aquestes diferències no van poder ser 

confirmades en la SG per la falta de seguiment de la cohort. Tot i així, es considera que 

probablement, la determinació del subtipus intrínsec permet obtenir una informació 

pronòstica de l’evolució de la pacient.  

En resum, tenint en compte totes les característiques clíniques descrites fins ara, podem 

concloure que partíem d’una cohort de pacients heterogènia, amb les característiques 

habituals de les pacients afecte d’un CMM RH+/HER2-, però amb un percentatge alt de 

pacients tractades amb iCDK4/6 en línies avançades. Per tant, per reduir l’impacte de 

l’heterogeneïtat en el número de línies i el tipus de tractaments previs amb 

hormonoteràpia o quimioteràpia, vàrem generar grups d’eficàcia clínica segons la SLP 

esperada per a cada grup basant-nos amb els principals estudis clínics fase III (63, 65, 

73, 74, 77, 194). Aquesta classificació de grups (bona eficàcia vs. mala eficàcia) es 

descriurà en el proper apartat i l’utilitzarem per obtenir grups amb diferent benefici clínic, 

els quals s’utilitzaran per l’anàlisi comparatiu biològic subsegüent.  

 

5.1.4 Característiques clíniques de la cohort segons l’eficàcia dels iCDK4/6   

Per definir l’eficàcia clínica dels iCDK4/6, i tenint en compte les poblacions incloses i la 

SLP reportada als principals estudis dels diferent iCDK4/6; es van establir dos possibles 

grups d’eficàcia (bona vs. mala), en funció de l’eficàcia esperada per a cada població. 

Així doncs, es va considerar que les pacients que superaven la mediana de la SLP dels 

principals estudi amb característiques semblants a la seva situació, com a bona eficàcia, 

i en cas d’obtenir una SLP inferior, es va catalogar de mala eficàcia.  

D’aquesta forma, es va poder identificar les pacients que més es beneficiaven dels 

iCDK4/6 en comparació d’aquelles amb un menor benefici, independentment de la línia 

de tractament i dels tractaments previs, situacions que podrien comportar un biaix en 

l’eficàcia del tractament. Principalment, la classificació es va obtenir en funció de les 

característiques individuals de cada pacient al moment de rebre al tractament, en funció 

de la hormonosensibilitat i el tractament previ amb quimioteràpia per a CMM.   

El primer grup en categoritzar l’eficàcia fou el de les pacients considerades 

hormonosensibles (aquelles sense tractament previ per CMM, ja sigui per un debut de 

novo o en primera línia amb recaigudes més enllà dels 12 mesos de la HT adjuvant). 
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Basant-nos en els estudis clínics fase III on aquestes pacients estaven més 

representades, i. e., >95% en el MONALEESA-2, 80%  en el PALOMA-2 o 99% en el 

MONARCH-3, la decisió d’eficàcia clínica va ser la següent: 

1. Bona eficàcia; amb SLP igual o superior a 24 mesos 

2. Mala eficàcia, amb SLP inferior a 24 mesos.  

El segon grup de pacients categoritzades, foren les resistents a la HT, el qual inclou 

pacients amb resistència endocrina tant primària com secundària (progressió durant la 

HT per a CMM o durant la HT adjuvant). Per la valoració de la SLP,  es va establir segons 

els resultats dels estudis MONALEESA-3, ja que encaixava amb els criteris d’inclusió on 

cap pacient havia rebut quimioteràpia per malaltia metastàtica o el PALOMA-3 i el 

MONARCH-2, en ambdós casos al voltant del 70% de les pacients pertanyien a aquest 

grup. En aquest grup, la decisió de l’eficàcia clínica va ser: 

1. Bona eficàcia; amb SLP superior a 12.  

2. Mala eficàcia; amb una SLP inferior a 12 mesos. 

Finalment, en el tercer grup de pacients, es van incloure les pacients que ja havien rebut 

quimioteràpia prèvia per a CMM. L’eficàcia clínica, es va calcular segons la SLP de les 

pacients tenint en compte l’estudi MONARCH-1 on hi havia pacients politractades amb 

una SLP de 6 mesos i l’estudi PALOMA-3 on el 33% de les pacients havien rebut 

quimioteràpia prèviament, amb una SLP de 9 mesos, la decisió d’eficàcia va ser:  

1. Bona eficàcia; amb SLP superior a 7 mesos 

2. Mala eficàcia; amb SLP inferior als 7 mesos.   

Així doncs, tenint en compte aquesta nova variable d’eficàcia clínica, es van poder 

classificar 81 pacients de les 100 incloses a la cohort. Les 19 pacients restants, no 

disposaven de suficient temps de tractament per decidir a quin grup dins la variable 

d’eficàcia encaixaven.  

Un cop classificades les pacients en els dos grups categòrics, es van analitzar novament 

les característiques de cada grup per analitzar-ne les peculiaritats i validar la 

classificació. Així, la classificació de les 81 pacients segons l’eficàcia clínica va resultar 

en 42 pacients en el grup de bona eficàcia i 39 pacients en el grup de mala eficàcia 

(Taula 9). Entre les característiques clíniques més rellevants, es va objectivar una 

homogeneïtzació de l’edat. Per altra banda, no es van observar diferències en la 

distribució del número de línies de tractament previ, el tipus de tractaments i l’expressió 

de RE i RP, igual com en la distribució dels diferents subtipus tumorals intrínsecs per 

PAM50; validant d’aquesta manera la nova classificació realitzada i proporcionant una 

categorització dicotòmica que va permetre la comparació els paràmetres biològics que 

es discutiran més endavant en aquesta tesis (Taula 9).  
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Taula 9. Característiques clíniques de les pacients segons els dos grups d’eficàcia clínica 

al tractament (la valoració de resposta).  

 
Cohort 

d’eficàcia  
(n=81) 

Bona eficàcia 
(n=42) 

Mala eficàcia  
(n=39) 

p 

Edat, a l’inici, mediana [IQR] 
61.8  

[50.9;68.0] 
62.1 

[50.9;67.6] 
58.6 

[51.0;68.1] 
0.564 

Núm. de línia, n (%): 0.856 

1L 45 (56.8%) 23 (57.1%) 22 (56.4%)  

2L 10 (11.1%) 6 (11.9%) 4 (10.3%)  

> 2L 26 (32.1%) 13 (31.0%) 13 (33.3%)  

Inhibidor de CDK4/6 0.385 

Abemaciclib 13 (16.0%) 6 (14.3%) 7 (17.9%)  

Palbociclib 55 (67.9%) 27 (64.3%) 28 (71.8%)  

Ribociclib 13 (16.0%) 9 (21.4%) 4 (10.3%)  

Hormona acompanyant, n (%) 0.583 

Tamoxifé 8 (9.9%) 4 (9.5%) 4 (10.3%)  

IA 40 (49.4%) 23 (54.8%) 17 (43.6%)  

Fulvestrant 33 (40.7%) 15 (35.7%) 18 (46.2%)  

Tractament amb anàleg LH-
RH, n (%) 

1.000 

Sí 16 (19.8%) 8 (19.0%) 8 (20.5%)  

No 65 (80.2%) 34 (81.0%) 31 (79.5%)  

Debut amb metàstasis de 
novo, n  (%) 

0.426 

Si 22 (27.2%) 13 (31%) 9 (23.1%)  

No 59 (72.8%) 29 (69%) 30 (76.9%)  

Sensibilitat hormonal, n (%): 
0.123 

 

Debut metastàtic de novo 8 (9.9%) 6 (14.2%) 2 (5.2%)  

1L i recaiguda >12m post HT 22 (27.2%) 13 (31%) 9 (23%)   

2L o recaiguda en adjuvància 
<12m 

25 (30.9%) 10 (23.8%) 15 (38.4)   

>2L línia metastàtica 26 (32%) 13 (31%) 13 (33.3%)  

Quimioteràpia prèvia per M1, 
n(%) 

0.129 

Si 23 (28.4%) 15 (35.7%) 8 (20,5%)  

No 58 (71.6%) 27 (64.3%) 31 (79.5%)  

Expressió marcadors IHQ  

Expressió RE,  
mediana [IQR] 

90.0 [80.0;95.0] 
90.0 

[85.0;95.0] 
90.0 

[80.0;95.0] 
1.000 

Expressió de RP <20, n (%) 31 (38.3%) 14 (33.3%) 17 (43.6%) 0.343 

HER2, n (%): 0.418 

HER2 negatiu 37 (45.7%) 18 (42.9%) 19 (48.7%)  

HER2 low 39 (48,1%) 20 (47.6%) 19 (48.7)  

Sense informació 5 (6.2%) 4 (9.5%) 1 (2.6%)  

Subtipus Intrínsec, 
n/total sèrie 

 
44/82 

 
23/42 

 
21/39 

 
0.242 

Luminal A, n (%) 19 (43.2%) 11 (47.8%) 8 (38.1%)  

Luminal B, n (%) 18 (40.9%) 9 (39.1%) 9 (42.9%)  

HER2-Enriched, n (%) 5 (11.4%) 1 (4.3%) 4 (19%)  

Basal, n (%) 2 (4.5%) 2 (8.6%) 0  

*n: número de mostra; L: línia, IA: inhibidor d’aromatasa; M1:metàstasi; HT: hormonoteràpia; IQR: 
rang interquartílic; IHQ: immunohistoquímica; RE: receptors estrògens; RP: receptors 
progesterona; p: valor p segons el test de Chi-Quadrat, es considerant <0.5 la significança. 
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Pel que fa a la distribució de la localització de la malaltia metastàtica, també es va 

observar una distribució homogènia per l’afectació visceral, hepàtica o afectació 

exclusivament òssia, factors pronòstics importants en l’eficàcia, tal i com hem vist en els 

apartats anteriors. Aquesta homogeneïtzació entre els grups de bona i mala eficàcia, 

reforça la idea de dos grups d’eficàcia dispars tot i les característiques clíniques 

semblants (Taula 10).  

 

Taula 10. Afectació metastàtica segons la valoració d’eficàcia. 

 

Cohort valoració 
d’eficàcia (n=81) 

Bona eficàcia 
(n=42) 

Mala eficàcia 
(n=39) 

p 

Afectació Visceral 37 (45.7%)  18 (42.9%)  19 (48.7%) 0.760 

Només afectació 
òssia 

20 (24.7%) 13 (31.0%) 7 (17.9%) 0.175 

Localitzacions, n (%)  

Òssia 69 (85.2%)  33 (78.6%)  36 (92.3%)  0.154 

Ganglionar 30 (37.0%)  14 (33.3%)  16 (41.0%)  0.627 

Pleural 12 (14.8%)  7 (16.7%)  5 (12.8%)  0.862 

Hepàtica 22 (27.2%)  9 (21.4%)  13 (33.3%) 0.340 

Pulmonar 20 (24.7%)  8 (19.0%)  12 (30.8%)  0.335 

Sistema nerviós 
central 

3 (3.7%)  2 (4.8%)  1 (2.6%)  
1.000 

Altres 3 (3.9%)  2 (5.1%)  1 (2.7%)  1.000 

*n=número de mostres, p= valor p segons el Test Chi-Quadat considerat significatiu <0.05.  

 

Finalment, al moment de l’anàlisi, gairebé un 20% de les pacients (16 casos) de la cohort 

encara continuaven en tractament amb iCDK4/6, totes en el grup de bona eficàcia. 

També es van observar diferències en l’estat de l’últim control, on més del 70% de la 

cohort de bona eficàcia seguien vives en comparació al 35% de la cohort de mala 

eficàcia. Cal destacar que aquesta nova classificació aporta una variable d’eficàcia 

clínica robusta que permet obtenir de forma independent al número de línia i a l’afectació 

metastàtica, dos grups de pacients amb una SLP  i una SG completament diferenciada 

(Figura 20). Les pacients classificades com a bona eficàcia, presenten una SLP de 30.4 

mesos i una SG no aconseguida dins del temps de seguiment de l’estudi. Per contra, en 

les pacients amb mala eficàcia, la SLP és de només 6 mesos amb una SG de 29.7 

mesos. Aquestes diferències, tant per SLP com per SG són estadísticament 

significatives (p<0.001).  
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Figura 20. Anàlisi de supervivència en funció els grups d’eficàcia clínica. (A) Supervivència 
lliure de progressió de la cohort estudiada (n=81) i (B) supervivència global segons l’eficàcia 
clínica als iCDK4/6 de la mateixa cohort (n=81).    

 

En definitiva, la cohort de CMM amb RH+/HER2- recollida en el marc de la present tesis 

doctoral, era heterogènia tant pel que fa al número de línia i tipus de tractament previs, 

així com en el tipus d’afectació metastàtica i característiques clíniques de sensibilitat 

hormonal. Ara bé, també era una cohort coherent amb el que ens trobem a la pràctica 

assistencial pel que fa a l’edat, l’afectació metastàtica, el debut de malaltia metastàtica 

de novo i la SLP als iCDK4/6.  

Per últim, la classificació segons criteris d’eficàcia clínica ajustat a la SLP tal com s’ha 

explicat en aquest últim apartat, permet reajustar la categorització segons la situació 

sensibilitat a HT i el número de línia en què la pacient rep el iCDK4/6, tot obtenint dos 

grups amb benefici oposat però equilibrades amb  localització de l’afectació metastàtica 

i principals característiques clíniques. És aquest treball exhaustiu de categorització 

clínica de les pacients en dos grups, el que ens permetrà realitzar l’estudi comparatiu 

biològic entre les pacients amb gran benefici clínic i aquelles refractaries al tractament; 

i així avançar en el coneixement d’altres paràmetres biològics cabdals per definir la 

resposta al tractament amb iCDK4/6.  
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5.2 Biomarcadors moleculars en biòpsia liquida i en teixit tumoral 

Els biomarcadors moleculars es poden obtenir estudiant directament el teixit tumoral a 

través d’una biòpsia o en sang perifèrica per l’alliberació de l’ADN propi del tumor en el 

torrent sanguini (ADN tumoral circulant o ctDNA). En el proper apartat es detallaran els 

biomarcadors moleculars estudiats en la cohort clínica a través: i) de l’anàlisi de 

mutacions identificades en el ctDNA, ii) de l’avaluació de l’expressió gènica per ARN 

missatger en les biòpsies de teixit tumoral disponibles de la cohort, així com les 

corresponents vies o signatures que afecten l’eficàcia del tractament amb iCDK4/6.  

 

5.2.1 Biòpsia líquida: ADN tumoral circulant (ctDNA) 

El potencial benefici i l’aplicació de la biòpsia líquida en càncer de mama encara està en 

desenvolupament, tot i que múltiples treballs ja han abordat la seva utilitat en diferents 

situacions (195). Entre les principals oportunitats que ofereix la biòpsia líquida en tumors 

sòlids, estarien: i) la detecció assequible (sang) de mutacions potencialment tractables 

que permetessin escollir un tractament dirigit, ii) la monitorització de la resposta al 

tractament a través de l’evolució del percentatge de mutació detectada, iii) la possible 

detecció precoç de recidives durant els seguiments de les pacients en controls i iv) la 

valoració més exhaustiva del pronòstic segons la presència de mutacions concretes.  

En el context del CMM, reconèixer diferents biomarcadors en cada línia de teràpia 

permetria dissenyar una seqüenciació de tractaments més personalitzada per a cada 

pacient segons la presència de mutacions de resistència o de sensibilitat a un fàrmac 

en concret. A més, el ctDNA ofereix la possibilitat de conèixer l’heterogeneïtat tumoral a 

través d’una extracció sanguínia, ja que permet recollir les mutacions de les poblacions 

de cèl·lules tumorals independentment de la seva localització.  

En el nostre treball, l’anàlisi del ctDNA es va realitzar amb el panell GuardantOMNI™ en 

49 pacients en mostres basals (abans d’inici el iCDK4/6). Aquest panell permet 

identificar variants en el número de còpies o alteracions d’un únic nucleòtid en 500 gens 

(https://www.guardanthealthamea.com/). A més, també permet obtenir la càrrega 

mutacional del tumor (o TMB, de les sigles en anglès tumor mutation burden) concepte 

que també es tractarà en el següent apartat de la tesis. Les característiques clíniques 

de les 49 pacients amb dades de ctDNA eren semblants a la cohort completa de l’estudi, 

i no es van evidenciar diferències significatives en cap característica concreta: ni pel 

número de línia que van rebre el iCDK4/6, ni l’hormona acompanyant, sensibilitat 

hormonal, localització metastàtica, subtipus intrínsec o eficàcia clínica. Aquesta 

semblança també es traduïa amb una SLP i SG equiparable (Taula 11). 

 

https://www.guardanthealthamea.com/wp-content/uploads/2020/10/Guardant360_GeneList_AMEA.jpg
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Taula 11. Característiques clíniques de la cohort de l’estudi complet i del subgrup amb 
ctDNA circulant avaluable.  

 

 
Cohort Completa  

(n=100) 
Cohort ctDNA  

(n=49) 
p 

Número línies,   0.183 

1L 60 (60%) 22 (44.9%)  

2L 13 (13%) 7 (14.3%)  

>2L 27 (27%) 20 (40.8%)  

HT combinada   0.487 

Tamoxifè 9 (9%) 6 (12.2%)  

IA 53 (53%) 24 (29%)  

Fulvestrant 27 (27%) 19 (38.8%)  

Estat recaiguda M1   0.141 

Debut de novo 14 (14%) 4 (8.2%)  

Recaiguda >12m 29 (29%) 12 (24.5%)  

Recaiguda 
<12m o HT CMM 

34 (34%) 16 (32.7%)  

QT 23 (23%) 17 (34.7%)  

Localització M1   0.721 

Visceral 44 (44%) 22 (44.9%)  

Hepàtica 26 (26%) 14 (28.6%)  

Només òssia 27 (27%) 10 (20.4%)  

Subtipus intrínsec 
per PAM 50 

  0.510 

Luminal A 21 (21%) 11 (22.4%)  

Luminal B 26 (26%) 7 (14.3%)  

HER2-Enriched 6 (6%) 3 (6.1%)  

Basal 2 (2%) 0 (0%)  

No avaluat 45 (45%) 28 (57.1%)  

Eficàcia   0.587 

Bona 42 (42%) 23 (43.9%)  

Mala 39 (39%) 26 (53.1%)  

No valorable 19 (19%) 0 (0%)  

Supervivència    

SLP (mesos) 13.7 11.3 0.241 

SG (mesos) 42.8 42.8 0.871 

*n: número de mostres, L: número de línia, HT: hormonoteràpia, IA: inhibidor d’aromatasa, M1: 
metàstasi, QT: quimioteràpia; SLP: supervivència lliure de progressió, SG: supervivència global, 
p: valor p segons el Test Chi-Quadrat per la comparació de les característiques i el test Log-Rank 
en l’anàlisi de supervivència, és considerat significatiu si <0.05 
 

Per tal d’interpretar la informació genòmica obtinguda al ctDNA, es van classificar les 

variacions o mutacions de seqüència en funció del canvi introduït al gen corresponent. 

Primer, es van excloure aquelles mutacions silents o sinònimes, és a dir, que no 

provocaven cap canvi d’aminoàcid i que el seu paper biològic està entredit. Per tant, 

només es van considerar pel posterior anàlisi les mutacions que donaven lloc a un canvi 

d’aminoàcid (no sinònimes). Posteriorment, es van filtrar les mutacions puntuals 

somàtiques no sinònimes identificades, utilitzant la plataforma disponible online Cancer 

Genome Interpreter (https://www.cancergenomeinterpreter.org/analysis)(196).Aquesta 

plataforma oberta i lliure, utilitza els algoritmes de BoostDM i de OncodriveMut per 

classificar les mutacions segons l’impacte a nivell biològic en l’origen i evolució dels 

https://www.cancergenomeinterpreter.org/analysis
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tumors; anomenant-les mutacions driver si tenen un probable rol oncogènic i mutacions 

passenger si no tenen un rol conegut a nivell biològic (196, 197).  

A les 49 pacients on es va realitzar biòpsia liquida, es van reconèixer 257 mutacions no 

sinònimes, en 97 gens diferents (Figura 21). En general, el ctDNA de cada pacient va 

permetre identificar múltiples mutacions passenger en cada pacient i en menor mesura 

també diverses mutacions tipus driver en el mateix pacient.  

 

Figura 21. Número de mutacions driver totals trobades en cada gen en les  49 pacients on 
es va estudiar el ctDNA. Alguns pacients presentaven més d’una mutació al mateix gen.  
 

Per tal de determinar si el número de canvis identificats en el ctDNA es correlacionava 

amb l’eficàcia al tractament amb iCDK4/6, es van comparar els grups d’eficàcia clínica 

descrits anteriorment. La mediana del número mutacions trobades en el grup de bona 

eficàcia, va ser lleugerament menor que en el grup de mala eficàcia, sense arribar a la 

significança estadística. Aquesta tendència també s’observava en el número de 
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mutacions tipus driver tant coneguts com predits, on el percentatge de més de 2 

mutacions era de 17% i 52% en les  pacients de bona eficàcia vs. al 26% i 65%, en el 

grup mala eficàcia (Taula 12).  

 

Taula 12. Distribució de les mutacions segons la valoració de resposta al tractament amb 
iCDK4/6.  
 

 Bona Eficàcia 
(n=23) 

Mala Eficàcia 
(n=26) 

p 

Mutacions per pacient;  
mediana [IQR] 

20 [16.75-23.25] 23 [15.5-26.5] 0.303 

Passengers per pacient; 
 mediana [IQR] 

7 [4.75-8] 7 [4-8] 0.753 

Drivers per pacient; 
 mediana [IQR] 

3 [2-6] 5 [2.5-6.5] 0.393 

Drivers predits per pacient; 
 mediana [IQR] 

2.5 [1-5] 3[2-5] 0.341 

0, n (%) 1 (4.3%) 1 (3.8%)  

1-2, n (%) 10 (43.4%) 8 (30.8%)  

>2, n (%) 12 (52.2%) 17 (65.4%)  

*n: número de pacients, IQR: interval interquartílic, p: valor p segons el test Chi-Quadrat o 
Kruskal-Wallis, considerat <0.05 el límit de la significança.  

 

5.2.1.1 Càrrega tumoral mutacional (TMB) 

La biòpsia líquida també permet detectar el número total de mutacions, concepte 

conegut com a càrrega tumoral mutacional (TMB, de l’anglès, Tumor Mutational 

Burden). El TMB ha estat utilitzat com a possible marcador predictiu de la resposta a la 

immunoteràpia amb ICIs com el pembrolizumab. L’estudi del TMB a sang perifèrica a 

través de la identificació de ctDNA on es cobreix àmpliament la seqüenciació de 

múltiples gens, s’ha correlacionat correctament amb el TMB del tumor sòlid estudiat per 

biòpsia (198, 199).  

En concret, la plataforma Guardant utilitzada en aquest treball, basada en assajos del 

tipus Next Generation Seqüencing (NGS) cobreix una extensió de l’ADN suficient per 

obtenir bona correlacions entre el TMB tumoral i el TMB detectat per ctDNA (200). El 

TMB es calcula a partir del total de mutacions no sinònimes per megabase, (excloent 

les mutacions sinònimes sense canvis d’aminoàcids) considerant un alt TMB la 

presència de més de 20 mutacions/megabase(201). En la nostra anàlisi, de les 49 

pacients de la cohort del ctDNA, es va obtenir informació del TMB de 39 pacients, 5 

d’aquestes es va considerar amb un TMB alt, i les 34 restants un TMB baix (Figura 22). 
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Figura 22. Histograma amb el TMB (mutacions/megabase). En color ●(blau) es representen 
els pacients considerats de bona eficàcia clínica (n=16), per contra, en color ●(taronja) es 
representen els pacients considerats de mala eficàcia clínica (n=23). 
 

En general, les pacients amb un TMB alt es caracteritzaven per haver rebut iCDK4/6 en 

línies més avançades (80% dels casos amb TMB alt havien rebut 2 o més línies de 

tractament previ vs. el 38% de TMB baix). A més, els casos amb TMB alt, estaven 

enriquit amb pacients que havien rebut quimioteràpia prèvia per a malaltia metastàtica. 

Aquestes diferències, però, no eren significatives, probablement degut al número reduït 

de pacients dins el grup de TMB alt (n=5), que va limitar el poder estadístic de les 

comparacions (Taula 13).  

Taula 13. Característiques de les pacients segons el TMB.   

 TMB  
(n=39) 

TMB baix 
(n=34) 

TMB alt 
(n=5) 

p 

Edat  
Mediana [IQR] 

62.1 [49.0;67.8]  62.1 [48.4;68.6]  62.1 [61.8;64.7]  0.919 

Número de línia, n 
(%): 

0.197 

1 16 (41.0%)  15 (44.1%)  1 (20.0%)   

2 6 (15.4%)  6 (17.6%)  0 (0.0%)   

> 2 17 (43.6%)  13 (38.2%)  4 (80.0%)   

Sensibilitat 
hormonal, n (%): 

0.159 

Debut metastàtic de 
novo.  

2 (5.1%) 2 (5.9%) 0 (0%)  

    1L i recaiguda 
>12m post HT.  

8 (20.5%) 8 (23.5%) 0 (0%)  

    2L o recaiguda en 
adjuvància o <12m.  

12 (30.8%) 11 (32.4%) 1 (20%)   

>2L línia metastàtica 17 (43.6%) 13 (38.2%) 4 (80%)  

Eficàcia clínica    0.306 

Bona eficàcia 16 (41.0%) 15 (44.1%) 1 (20%)  

Mala eficàcia 23 (59.0%) 19 (55.9%) 4 (80%)  

Quimioteràpia prèvia 
per M1, n (%) 

   0.060 

Si 23 (58.9%) 22 (64.7%) 1 (20%)  

 No 16 (41.1%) 12 (35.3%) 4 (80%)  

*n=número de pacients; TMB: tumor mutation burden o càrrega mutacional IQR= interval 
interquartílic; L= línia, M1= metàstasi, IHQ: immunohistoquímics, p: valor p del test estadístic Chi 
Quadrat o Kruskall Wallis, considerat significatiu si <0.05.  
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Posteriorment, es va avaluar l’impacte del TMB tant en la SLP com en SG. Les pacients 

amb un TMB més alt, tenien una tendència a una reducció en la SLP, amb una mediana 

de 5 mesos en comparació als 10,4 mesos de les pacients amb les pacients amb TMB 

baix. Aquest impacte també s’observava en la SG, on la diferència en supervivència 

entre els dos grups va ser de 15 mesos. Aquesta tendència no aconseguia la 

significança estadística probablement en relació al reduït número de pacients en la 

branca de TMB alt (Figura 23). 

Figura 23. Anàlisis de supervivència en funció del nivell de TMB. Impacte del valor de TMB 
en SLP (A) i SG (B). m:mesos; p: valor p calculat segons el test Log-Rank.  

 

5.2.1.2 Descripció de les mutacions puntuals identificades en ctDNA 

Seguidament, vàrem avaluar aquells gens els quals la freqüència de mutacions driver 

era superior al 4% de les pacients d’estudi (Figura 24A). Els 5 gens on es van identificar 

mutacions amb major freqüència van ser ESR1 (36% de les pacients), PIK3CA i 

DNMT3A (32% de les pacients), TP53 (28% de les pacients) i TET2 (22% de les 

pacients). D’altra banda, en 21 pacients disposaven de informació sobre el subtipus 

intrínsec per PAM50 i ctDNA, i per tant, es va poder estudiar la relació entre la presència 

de mutacions en els gens més freqüents i els subtipus intrínsecs per PAM50. Així, 

d’aquests 21 pacients, 11 (52%) es classificaven com a tumors luminal A, 7 (33%) com 

a luminal B i 3 (14%) com a HER-2 enriched. Els tumors classificats com a luminal A 

presentaven una freqüència superior de mutacions en PIK3CA (50%) i TET2 (40%), en 

comparació a la resta de subtipus, els quals no presentaven mutacions en TET2 i menor 

freqüència de mutacions de PIK3CA (20-30%). D’altra banda, els tumors classificats 

com a luminal B presentaven també una freqüència inferior de mutacions al gen 

DNMT3A, per sota del 20%, mentre que en el cas dels tumors luminal A i HER-2 

enriched aquesta era del voltant del 30%. Per contra, la freqüència de mutacions en els 

altres gens era més semblant entre els diferents subtipus, essent al voltant del 30% per 

ESR1 i al voltant del 40% per TP53 en tots els casos (Figura 24B).  
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Altrament, estratificant les pacients segons el grup de bona o mala eficàcia clínica, es 

mantenia la distribució de les mutacions entre els dos grups, sense identificar diferències 

estadísticament significatives (p=0.666, Figura 24C). Finalment, analitzant la distribució 

i la detecció sincrònica de mutacions en aquests 5 gens, es va observar que ESR1 fou 

el que més freqüentment es va trobar aïllat de forma individual (16% de les 49 pacients), 

en cas contrari, les mutacions en TET2 es presentaven de forma única només en el 2% 

de les 49 pacients (Figura 24D).  

 

Figura 24. Distribució de gens mutats (>4%) en les 49 pacients on s’han identificat 

mutacions classificades com a driver al ctDNA. (A) Freqüència relativa de gens on s’han 

identificat mutacions, ordenats de major a menor. En aquells casos on s’ha observat més d’una 

mutació al mateix gen en un sol pacient, només s’ha comptabilitzat una vegada. (B) Les 

mutacions més freqüents i la seva distribució segons els subtipus intrínsecs. (C) Les mutacions 

més freqüents i la seva distribució segons bona d’eficàcia (n=23)   i mala eficàcia (n=26). (D) 

Coexistència de mutacions en els gens més freqüentment mutats i el seu % de mutacions 

sincròniques en la cohort de 49 pacients.   

 

La identificació de mutacions tumorals en determinats gens, ja sigui a partir del mateix 

tumor o del ctDNA, és de gran interès ja que pot donar informació rellevant sobre 
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resistències primàries o adquirides, i potser aportar informació clau pel disseny 

d’estratègies terapèutiques. Així doncs, seguidament, a partir dels gens mutats en una 

freqüència superior al 4% en la nostra estudi (Figura 24A), es va prosseguir a estudiar 

el seu impacte pronòstic, valorant la seva influencia en la SLP i la SG.  

 

5.2.1.3 Impacte pronòstic de supervivència de la presència de les mutacions més 

freqüents 

Avaluant l’impacte de les mutacions sobre la SLP, només en 4 dels gens, KRAS, FGFR4, 

PIK3CA i ESR1 es va observar un impacte significatiu en supervivència en alguna 

situació clínica. Concretament, les pacients amb mutacions a KRAS o FGFR4 

presentaven una reducció en la SLP. Així doncs, la mutació al gen KRAS reduïa la SLP 

fins a 3.7 mesos, en comparació als 11.7 mesos de les pacients que no presentaven la 

mutació (Figura 25A). Respecte a la presència de mutacions en el gen FGFR4, es van 

observar en 4 pacients (8.2%), relacionant-se també amb una reducció significativa de 

la SLP(3.9 vs.11.6 mesos) segons la presència de la mutació (Figura 25B). 

 

Figura 25. Supervivència lliure de progressió segons la presència de mutacions driver als 

gens KRAS i FGFR4. A) Corbes de SLP de les pacients amb mutacions a KRAS (n=3) en vermell 

i les pacients sense mutacions a KRAS (n=46) en blau. B) Corbes de SLP de les pacients amb 

mutacions de FGFR4 (n=4) en vermell i les pacients sense mutacions a FGFR4 (n=45) en blau. 

Es mostren les corbes de supervivència per Kaplan-Meier en mesos (m) i es comparen 

estadísticament utilitzant el test Log-Rank (considerant significatiu si <0.05).  

 

Les altres mutacions amb impacte sobre la SLP en algun context clínic, van ser PIK3CA 

que s’observava en el 32% de les pacients; i ESR1, la més freqüent de la sèrie, amb un 

36% de les pacients. De les 49 pacients amb informació per a ctDNA en primera línia, 

el 50% (11 pacients) presentaven mutacions a PIK3CA.  

La presència de mutacions de PIK3CA en primera línia, es va associar a una a menor 

SLP en comparació al grup sense mutació d’aquest gen (Figura 
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 26A). Centrant-nos amb l’impacte sobre SLP, la mutació de ESR1 es va també 

s’associava a una reducció de la  SLP, 12.1 mesos sense mutació vs. 10.4 mesos en 

cas de presència de mutació, diferències estadísticament significatives (Figura 26B).  

 

 

Figura 26. Supervivència lliure de progressió (SLP) segons mutacions als gens PIK3CA i 

ESR1. (A) SLP en pacients amb mutacions a PIK3CA que havien rebut tractament amb iCDK4/6 

en primera línia (n=22). (B) SLP en pacient amb mutació de ESR1 en la cohort de ctDNA. Es 

mostren les corbes de supervivència per Kaplan-Meier en mesos (m) i es comparen 

estadísticament utilitzant el test Log-Rank (considerant significatiu si <0.05). 

 

Per acabar, es va estudiar l’impacte de les troballes en ctDNA en la SG de les pacients. 

Cal destacar que les tendències observades a la SLP es van mantenir en la SG. Així 

doncs, mutacions a KRAS i FGFR4, reduïen de forma significativa la SG , amb medianes 

de 23 i 22.5 mesos en cas de presència de mutacions, vs. 48.6 mesos sense mutacions 

(p=0.03 i p=0.003, respectivament Figura 27A i 27B).  

En el cas de les mutacions a PIK3CA s’observava una tendència semblant, és a dir, 

menor SG en el grup amb mutacions a PIK3CA, comparat amb el grup sense mutacions, 

tot i que en aquest últim no s’havia arribat a la mediana de SG com a conseqüència del 

temps limitat de seguiment de l’estudi (30.6m vs. NA, p=0,13; Figura 27C). Finalment, 

la presència de mutacions en ESR1 es relacionava també amb una menor mediana de 

SG, en comparació al grup sense mutacions (27.1 mesos vs. 48.6 mesos 

respectivament, p=0.03; Figura 27D).  
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Figura 27. Supervivència global segons les mutacions amb impacte sobre SLP en les 

pacients amb estudi de ctDNA (n=49). (A) SG de les pacient segons la presència de mutacions 

a KRAS. (B) SG de les pacients segons la presència de mutacions a FGFR4. (C) SG de les 

pacients segons la presència de mutacions a PIK3CA. (D) SG de les pacients segons la 

presència de mutacions a ESR1.   

 

En resum, l’estudi de mutacions al ctDNA, possibilita la caracterització d’alguns 

paràmetres moleculars que permeten identificar pacients amb pitjor pronòstic. En primer 

lloc, les pacients amb TMB alts, degut probablement als tractaments previs i a una 

evolució més llarga del CMM i l’adquisició de resistències;  presenten una tendència a 

una menor SLP i  SG. Així mateix, algunes mutacions puntuals en determinats gens com 

KRAS i FGFR4, també presenten estadísticament menor SLP i SG; i mutacions en gens 

com PIK3CA i ESR1, descrits com a resistència teràpia endocrina també s’associen a 

una menor SLP.  

Tot i així, aquests paràmetres ens expliquen una proporció petita de l’eficàcia dels 

iCDK4/6. Per tant, cal aprofundir en l’estudi de la complexitat tumoral i la interacció entre 

el tumor i l’hoste al TME, fet que permetria entendre millor els mecanismes de resistència 

o sensibilitat als iCDK4/6. Així doncs, en el següent capítol ens centrarem en la 

descripció molecular mitjançant expressió gènica en les biòpsies tumorals, on també 

s’estudia al TME. A més, amb els resultats actuals del ctDNA, també podem concloure, 

que els grups definits com a bona i mala eficàcia, són robustos per a l’avaluació de 

marcadors biològics, ja que són comparables tan des del punt de vista clínic com des 
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del punt de vista de les alteracions genètiques detectades per ctDNA (en referència al 

TMB i a la presència de mutacions amb un valor pronòstic). 

 

5.2.2 Teixit tumoral: Expressió d’ARN en biòpsies de tumor sòlid 

La biòpsia tumoral permet estudiar les característiques immunohistoquímiques del 

tumor i analitzar també part del TME. De la cohort global de 100 pacients incloses en 

l’estudi, es van poder obtenir 63 mostres (39 provinents del tumor primari i 24 de la 

metàstasi) de 55 pacients diferents, en les quals es va realitzar el panell BC360™, 

considerant la mostra metastàtica en cas de tenir mostra parellada. Així doncs, finalment 

vam estudiar 31 mostres d’origen del tumor primari i 24 de biòpsies metastàtiques.  

Inicialment, es va avaluar la representativitat d’aquesta cohort dins la cohort global, 

sense trobar diferències significatives pel que fa a les característiques clíniques, incloent 

distribució de línia de tractament amb iCDK4/6, sensibilitat hormonal, localitzacions 

metastàtiques i variables de supervivència: SLP o SG (Taula14).  

 
Taula 14. Característiques clíniques de la cohort on s’ha realitzat el panell BC360™ de 
Nanostring™ en comparació amb la cohort clínica completa. 

 
Cohort Completa 

(n=100) 
Cohort BC360™ 

(n=55) 
p 

Número línies, n (%) 0.468 

1L 60 (60%) 37 (67.3%)  

2L 13 (13%) 8 (14.5%)  

>2L 27 (27%) 10 (18.2%)  

HT combinada, n (%) 0.572 

Tamoxifè 9 (9%) 6 (10.9%)  

IA 53 (53%) 28 (50.9%)  

Fulvestrant 27 (27%) 21 (38.2%)  

Estat recaiguda M1, n (%) 0.833 

Debut de novo 14 (14%) 9 (16.4%)  

Recaiguda >12m 29 (29%) 17 (30.9%)  

Recaiguda <12m o HT CMM 34 (34%) 20 (36.4%)  

QT 23 (23%) 9 (16.4%)  

Localització M1, n (%) 0.862 

Visceral 44 (44%) 24 (43.6%  

Hepàtica 26 (26%) 12 (21.8%)  

Només òssia 27 (27%) 16 (29.1%)  

Eficàcia clínica, n (%)   0.969 

Bona eficàcia 42 (42%) 23 (42%)  

Mala eficàcia 39 (39%) 21 (38%)  

No valorat 19 (19%) 11 (20%)  

Supervivència (mesos) 

SLP 13.7m 16m  0.430 

SG 42.8m 48.9m  0.770 



111 
 

*n= número de mostra; L=línia, IA=inhibidor d’aromatasa; M1=metàstasi; m=mesos; QT= 

quimioteràpia; SLP supervivència lliure de progressió; SG= supervivència global; p= valor p 

segons el test de Chi-Quadrat o test Log-Rank per la supervivència; es considera <0.05 la 

significança. 

 

5.2.1 Gens relacionats amb l’eficàcia del inhibidors de CDK 4/6 

El panell de BC360™ de Nanostring®  avalua l'expressió gènica de 776 gens associats 

al càncer de mama, tant a nivell d’expressió de cada gen individual com en funció de 

vies moleculars relacionades amb el càncer de mama o el sistema immunològic.  

En primer lloc, es van seleccionar aquells gens amb una diferència d’expressió entre el 

grup de bona i mala eficàcia (considerant el punt de tall p<0.1). Utilitzant els gens que 

complien aquest requisit, es va prosseguir a la realització d’un heatmap no supervisat 

amb l’expressió de cada gent en les 55 pacient, on es van observar 2 clústers de 

pacients, amb cert enriquiment en funció de la valoració de resposta segons alguns 

clústers de gens (Figura 28A). 

Per tal d’identificar els gens diferentment expressats en funció de l’eficàcia del 

tractament amb iCDK4/6, es van analitzar les expressions de cada gen entre els dos 

grups d’eficàcia. En aquest anàlisi, es van considerar significatius si la diferència 

d’expressió valorada en log2 era superior 0.6 i el valor p <0.05  (equivalent a -log10 de 

0.05, 1.30) (Figura 28B).  

Així, es va observar una sobre-representació de gens relacionats amb la resposta 

immune (4 de 10) entre aquells que presenten major expressió en el grup de mala 

eficàcia, com son: IL20RB, CCL7, ISG15 i EREG. En concret, IL20RB és el gen del 

receptor de la subunitat beta de IL20,  relacionat amb la regulació del sistema 

immunològic amb una infiltració intratumoral immunosupressora i un pitjor pronòstic 

(202). En la mateixa direcció, el gen inductor de l’estimulació d’interferó com ISG15, que 

també esta induït pel propi interferó tipus I,  associat a una infiltració crònica i una major 

expressió de FOXP3 i CD68 promovent un microambient immuno-tolerant (203, 204). 

En una situació semblant, el gen CCL7 que transcriu la quimosina MCP3 que mobilitza 

els macròfags amb fenotip semblant al tipus M2 immunosupressors i facilitat la 

disseminació metastàtica en tumors de CM triple negatius (205, 206). Finalment, el gen 

EREG, de la família del EGFR, també considerat recentment un gen immuno-oncològic, 

i que es relaciona amb una major infiltració de cèl·lules immunològiques exhaustes 

(207).  
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Figura 28. Impacte dels gens estudiats en el BC360. A) Mapa de calor o heatmap no 

supervisat dels gens més significatius, associats a les característiques de les pacients (subtipus 

intrínsec, clúster clínic i eficàcia al tractament de totes les mostres estudiades per expressió 

d’ARN, n=55). B) Gràfica tipo volcà o Volcano plot dels gens diferentment expressats en funció 

dels grups d’eficàcia clínica al tractament amb iCDK4/6. Els gens en vermell són els 

significativament presenten una major expressió en el grup de bona resposta en comparació amb 

els de mala resposta. Els gens representats en blau, es troben menys expressats en el grup de 

bona resposta. 

 

Per tant, les diferències observades a nivell d’expressió gènica segons l’eficàcia dels 

iCDK4/6 suggereixen una sobre-expressió d’un seguit de gens relacionats la via de 

control del sistema immunològic en el grup de mala eficàcia clínica, processos que 

podrien està relacionat amb la resistència als iCDK4/6 i es caldria valorar l’opció 

d’estratègies seqüencials o combinades amb els iCDK4/6 per revertir-la.  

 

5.2.2.2 Vies moleculars o signatures relacionades amb el benefici del tractament  

Per tal d’identificar les vies biològiques o processos cel·lulars implicats en l’eficàcia del 

tractament amb iCDK4/6, es va realitzar l’anàlisi comparatiu tenint en compte el conjunt 

de gens que es relacionaven funcionalment. Aquest tipus d’anàlisis es va realitzar 

mitjançant dues aproximacions diferents:  

- Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), basat amb la base de dades Reactome.  

- Signatures gèniques definides per Nanostring del panell BC360™.    
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Estudi d’enriquiment de gens (Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)), basat amb 

la base de dades Reactome.  

Utilitzant l’eina bioinformàtica GSEA es van identificar aquells grups de gens 

significativament sobre-expressat o infra-expressat en el grup de bona i mala eficàcia. 

Així, a partir de les dades d’expressió gènica individual es van identificar 17 vies 

diferentment expressades entre els dos grups. En el grup de bona eficàcia, s’observava 

principalment un increment en les vies relacionades amb l’expressió i la senyalització 

dels estrògens (nodes vermells, Figura 29). Per altra banda, les vies més 

sobreexpresades en el grup de mala resposta, es relacionaven amb processos del 

sistema immune com la presentació d’antígens, del sistema immunològic adaptatiu, de 

la senyalització de IL-10, receptors de quimosines o senyalització GPCR (en anglès “G‐

protein–coupled receptor”) que actua sobre la mobilització de leucòcits (nodes blaus, 

Figura 29).  

 

Figura 29. Mapa d'enriquiment del conjunt de gens de la base Reactome de vies 

significativament enriquides. En blau es mostres les vies menys expressades en el grup de 

bona resposta i en vermell, les sobre-expressades. El tamany de cada node representa el número 

de gens relacionats amb la via molecular.   
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Signatures gèniques definides al BC360™.    

El propi panell de BC360™ defineix diferents vies moleculars o signatures on s’analitzen 

de forma conjunta l’expressió de gens amb funcionalitat semblant, dels quals se n’ha 

descrit en major o menor mesura el seu impacte en la biologia del càncer de mama. Es 

va comparar la mediana d’expressió entre els grups de bona i mala eficàcia. De manera 

semblant als resultats obtinguts amb el GSEA, les vies més expressades en el grups de 

bona eficàcia estaven relacionades amb la diferenciació o la senyalització de la via dels 

estrògens (ER.Signaling, ESR1). També, la signatura de Rb1, cabdal en el control del 

cicle cel·lular i per a la funció del complex CDK4/6-CiclinaD, es va identificar com a 

sobre-expressada en el grup de bona eficàcia.  

Per altra banda, les pacients amb mala eficàcia, presentaven una sobre-expressió de 

14 signatures, on majoritàriament (10 de les 14) estaven relacionades amb la disfunció 

del sistema immunològic; tals com: signatura IDO1, signatura Treg, signatura de 

citocines inflamatòries (Inflamatory chemokines), signatura TIS (“tumor infiltration 

signature), signatura TIGIT, signatura IFN gamma, Macrofàgs (Macrophages), signatura 

PD-1 i signatures d’infiltració de NK i CD8 (signatura citotoxicity i signatura citotoxic 

cells).  

Altres signatures sobre-expressades en el grup de mala resposta, però no associades 

amb el sistema immunològic eren: i) signatura SOX2, relacionada amb la capacitat de 

disseminació metastàtica i proliferació cel·lular, ii) la signatura d’hipòxia, iii) la signatura 

HRD (reparació de la recombinació homòloga) que prediu la sensibilitat a inhibidors de 

la reparació del DNA i iv) la signatura BCp53 que es correlaciona amb l’estat mutacional 

de p53, també s’han vist més expressades en el grup de mala eficàcia (figura 30).  
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Figura 30. Gràfic de barres amb l’expressió de les signatures definides per Nanostring®, 

en groc es mostres les sobre-expressades en el grup de bona eficàcia i en blau les infra-

expressades. Es presenten aquelles signatures amb una diferència (>0.3 log2) entre els de bona 

i mala eficàcia. Es mostra ** p<0.05 i *p<0.1 segons la significança amb el test Kruskall-Wallis.  

 

Així doncs, múltiples signatures relacionades amb el sistema immunològic són les que 

de forma més significativa es van identificar sobre-expressades entre aquelles pacients 

amb una eficàcia limitada als i CDK4/6, suggerint de nou, un paper rellevant de la funció 

immune en l’eficàcia del tractament.  

 

5.2.2.3 Anàlisi de la supervivència en funció de les signatures implementades al 

BC360™ 

Per tal d’aprofundir en l’impacte de les diferències observades en l’expressió gènica en 

el tumors segons l’eficàcia clínica al iCDK4/6, es va realitzar un anàlisi de supervivència 

tenint en compte les signatures incloses en el BC360™. Així, es van seleccionar les 

signatures biològiques més expressades en el grup de mala eficàcia descrites a l’apartat 

anterior (figura 30) per analitzar-ne l’impacte la SLP i la SG.  

Per a l’anàlisi de supervivència es va haver de transformar cada signatura, inicialment 

variables quantitatives, en una variable dicotòmica (qualitativa) com alta expressió o 

baixa expressió, per tal d’obtenir dues poblacions comparables. Tal i com hem vist al 

primer capítol de la tesi, la línia de tractament en la qual les pacients rebien el iCDK4/6 
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tenia un impacte significatiu en SLP (Figura 12), per això l’anàlisi de supervivència es 

va realitzar realitzat en la cohort sencera (n=55), i es va estratificar les pacients en funció 

del número de línia,  primera línia (n=37) o línies posteriors (n=18) (Taula 15). 

 

Taula 15. Anàlisis de supervivència univariat en diferents situacions: la cohort completa del 

BC360™ (n=55), només les pacients en primera línia (n=37) i línies posteriors (n=18).Es mostra 

el valor de la HR amb IC (95%) i el valor p del grup amb baixa expressió. 

 
Cohort completa 

(n=55) 
Primera línia 

(n=37) 
Segona línia 

(n=18) 

Signatura HR (IC95) p HR(IC95) p HR(IC95) p 

TIS 
0.44 

(0.22-0.90) 0.025 
0.37 

(0.14-0.97) 0.042 
0.07 

(0.01-0.59) 0.014 

BC.p53 
0.42 

(0.20-0.86) 0.018 
0.13 

(0.04-0.44) 0.001 
0.39 

(0.12-1.24) 0.110 

Cytotoxic.Cells 
0.40 

(0.16-0.99) 0.048 
1.91 

(0.72-5.03) 0.192 
0.07 

(0.01-0.59) 0.014 

Cytotoxicity 
0.42 

(0.20-0.88) 0.022 
0.46 

(0.16-1.31) 0.147 
0.08 

(0.01-0.64) 0.017 

HRD 
0.35 

(0.17-0.71) 0.004 
0.38 

(0.15-1.00) 0.049 
0.29 

(0.06-1.33) 0.111 

Hypoxia 
0.29 

(0.12-0.70) 0.005 
1.90 

(0.69-5.22) 0.214 
0.04 

(0.00-0.44) 0.008 

IDO1 
0.33 

(0.15-0.73) 0.006 
0.39 

(0.14-1.05) 0.063 
0.18 

(0.04-0.84) 0.029 

IFN.Gamma 
0.30 

(0.14-0.64) 0.002 
0.18 

(0.06-0.56) 0.003 
0.17 

(0.02-1.33) 0.090 

Inflammatory 
Chemokines 

0.45 
(0.22-0.92 0.028 

0.30 
(0.11-0.86) 0.025 

0.33 
(0.10-1.10) 0.072 

Macrophages 
0.52 

(0.25-1.11) 0.092 
0.10 

(0.07-0.78) 0.028 
0.16 

(0.03-0.74) 0.019 

PD.1 
1.71 

(0.76-3.82) 0.194 
4.87 

(1.39-6.97) 0.013 
0.26 

(0.07-0.95) 0.042 

SOX2 
0.39 

(0.19-0.81) 0.012 
0.40 

(0.09-1.78) 0.229 
0.00 

(0-NC) 0.999 

TIGIT 
0.48 

(0.23-0.99) 0.046 
0.41 

(0.15-1.13) 0.084 
0.30 

(0.08-1.12) 0.073 

Treg 
0.38 

(0.17-0.86) 0.020 
0.20 

(0.09-0.96) 0.043 
0.33 

(0.09-1.22) 0.098 

*n= número de pacients; HR= hazard ratio; IC95= interval de confiança del 95%, p= valor p en 

l’anàlisi univariat de supervivència utilitzant la regressió de Cox. En negreta es mostren aquelles 

signatures significatives en primera línia en l’anàlisi univariat.  

 

Per seguir estudiant l’impacte en la SLP de les signatures i considerant que el número 

de línia i els tractaments previs tenen un pes molt rellevant en aquesta SLP, es va 

homogeneïtzar la cohort seleccionant només les pacients en primera línia. D’aquesta 

manera, disminuíem els biaixos en la comprensió dels resultats. 

Així doncs, vam identificar 8 signatures on l’alta o baixa expressió, representava un 

impacte significatiu en la SLP segons el model de cox, eren les següents signatures: 

TIS, BCp53, HRD, IFN.Gamma, Inflammatory Chemokines Macrophages, PD-1 i Treg. 

Per verificar si l’impacte sobre la SLP d’aquesta signatures era independent entre elles, 
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es va prosseguir a l’anàlisi multivariat subsegüent, on vam observar que les signatures  

BC p53, IFN.Gamma, PD-1, TIS i Treg mentien una correlació significativa independent 

sobre la SLP (Figura 31). Així doncs, es va observar que la baixa expressió de les 

signatures BC p53, IFN.Gamma i Treg, atorgava de forma significativa i independent, 

una protecció a la progressió i permetia un major SLP. Per contra, una baixa expressió 

de signatures com  PD-1 o TIS, representaven un factor de mal pronòstic i es reduïa la 

SLP en les pacients amb baixa expressió (Figura 31). 

 
Figura 31. Anàlisis Multivariat de regressió de Cox de la  SLP segons l’expressió de les 

signatures (alta vs. baixa expressió). Només s’han valorat els pacients en primera línia (n=37). 

*High: grup d’alta expressió (n=numero de pacients), Low: grup de baixa expressió (n=número 

de pacients), es mostra la HR (hazard ratio) i el IC (interval de confiança 95%) de cada HR, 

finalment es mostra el valor p del model cox considerant significatiu si p<0.05.  

 

Finalment, es va aprofundir en l’estudi de la SLP per a les signatures que es van 

relacionar amb un pronòstic favorable o desfavorable independent en l’anàlisi 

multivariant de regressió de cox, comparant el grup d’alta i baixa expressió per a 

cadascuna de les signatures mitjançant corbes Kaplan Meier (Figura 32).  

Així doncs, el grup amb alta expressió segons les signatures IFN.Gamma, TIS, BCp53 i 

Treg, obtenien una reducció significativa de la SLP en primera línia. Per contra, l’alta 

expressió de la signatura de PD-1 va concedir una protecció, i s’observava una major 

SLP en comparació amb les pacients amb de baixa expressió (Figura 32).  
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Figura 32. Corbes Kaplan-meier de la SLP en primera línia segons l’expressió (alta vs. 

baixa) de les diferents signatures. S’han seleccionat aquelles signatures amb impacte 

independent a l’anàlisi multivariat. Es presenta la SLP en mesos (m) i valors p segons el test Log-

Rank.  

 

Per obtenir una visió més completa de l’impacte pronòstic o predictiu de les signatures 

en la supervivència de les pacients, es va estudiar la SG d’aquestes 5 signatures en les 

pacients amb iCDK4/6 en primera línia. Tot i el temps de seguiment limitat de la cohort, 

en l’anàlisi multivariant de la SG es van observar resultats similars a la SLP. Així, en 

primera línia, les pacients amb baixa expressió de les signatures BCp53 i Treg, tenien, 

una SG més perllongada en comparació amb les pacients d’alta expressió.  

En direcció contrària, la baixa expressió de la signatura TIS es correlacionava amb una 

pitjor SG en primera línia (Figura 33A). L’anàlisi de supervivència de les signatures de 

forma individual, només es va poder completar en el cas de la signatura Treg, degut a 

les limitacions en el temps de seguiment de la cohort, obtenint uns resultats significatiu 

i comparables a la SLP d’aquesta signatura(Figura 33B).  
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En definitiva, l’anàlisi de l’expressió gènica per ARN a nivell de la biòpsia tumoral, també 

assenyalava l’alteració i la disfunció del sistema immunològic com una via important per 

a l’eficàcia del tractament amb iCDK4/6 en les pacients amb CMM RH+/HER2-. L’alta 

expressió de les signatures relacionades amb el sistema immunològic com interferó 

gamma, la signatura d’immunosupressió com la Treg i la signatura d’infiltració intra-

tumoral com la TIS, a més de la baixa expressió de la signatura de PD-1, va identificar 

una població amb una menor SLP, fet que podria permetre proporcionar nous 

Figura 33. Anàlisis de supervivència de 

les pacients en primera línia (n=37).  

(A) Anàlisis Multivariat de cox de la SG 

segons l’expressió de les signatures (alta 

vs. baixa expressió).  

(B) Corbes de SG segons l’expressió alta 

o baixa de la signatura Treg. *High: alta 

expressió, low: baixa expressió, es mostra 

la HR (hazard ratio) i l’interval de 

confiança del 95%, m: mesos. L’anàlisi 

estadístic del valor p del model de Cox es 

considera significatiu si <0.05, i es mostra 

el valor p en la corba de supervivència 

utilitzant el test Log-Rank.  
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enfocaments terapèutics relacionats amb canvis al sistema immunològic per revertir 

aquest pronòstic.  

Davant la confirmació de la desregulació del sistema immunològic al microambient 

tumoral com a possible biomarcadors de l’eficàcia dels iCDK4/6, es va proposar 

identificar en sang perifèrica factors soluble o factors immunològics circulants que també 

permetessin predir l’eficàcia dels iCDK4/6. Aquesta proposta es presentarà en el 

següent capítol.  
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5.3 Factors solubles de sang perifèrica relacionats amb el sistema immunològic.  

Una de les utilitats de la biòpsia líquida és que permet identificar diferents senyals 

circulants sanguinis estimuladors o inhibidors del sistema immunològic i fer-ne un 

seguiment de forma accessible. Aquests estímuls estant principalment classificats entre 

proteïnes solubles circulants com citocines, quimosines o altres proteïnes com són els 

punts de control immunològics solubles o checkpoint immunològics (en anglès, immune 

checkpoint). Aquestes proteïnes solubles permeten la comunicació intercel·lular entre el 

tumor i el sistema immunològic, i per tant, no només poden tenir una funció important a 

nivell tumoral promovent la angiogènesi, la transformació epiteli-mesenquimal i la 

metàstasi, sinó també poden provocar canvis de la configuració del microambient 

tumoral. A més, la biòpsia líquida, també permet estudiar i comprendre l’estat de les 

diferents cèl·lules circulants del sistema immunològic, i valorar tant la distribució relativa 

com la seva funció mitjançant la caracterització de l’expressió de diferents receptors que 

determinen la funcionalitat de cada població.  

En el capítol anterior hem constatat la importància de la funció immune com a 

determinant de la resposta al tractament amb iCDK4/6, per tant, és necessari aprofundir 

en el coneixement dels determinants immunològics de les pacients per tal de 

comprendre quins mecanismes són necessaris per obtenir un benefici clínic als iCDK4/6. 

En el primer apartat d’aquest capítol, ens centrarem en l’estudi de la correlació entre la 

presència de  factors solubles i checkpoints immunològics circulants i l’eficàcia clínica 

dels iCDK4/6.  

En un segon apartat, ens focalitzarem en la caracterització fenotípica i funcional de les 

poblacions de cèl·lules immunes circulants més freqüents per tal de valorar el seu 

impacte en l’eficàcia clínica i supervivència associada al tractament amb iCDK4/6.   

 

5.3.1 Factors solubles i checkpoint immunològics circulants basals previs a l’inici 

del tractament amb iCDK4/6.  

L’estudi de citocines circulants es va poder realitzar en un total de 68 pacients a nivell 

basal, previ a l’inici del tractament. Aquestes 68 pacients, presentaven característiques 

clíniques similars a la cohort completa de 100 pacients incloses a tot l’estudi (Taula 16).  
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Taula 16. Característiques clíniques de la cohort de citocines (n=68), en comparació amb la 

cohort completa de l’estudi (n=100).  

 

Cohort Completa 
(n=100) 

Cohort citocines 
(n=68) p 

Número línies, n(%) 0.952 

1 60 (60%) 39 (57.4%)  

2 13 (13%) 9 (13.2%)  

>2 27 (27%) 20 (29.4%)  

HT combinada, n(%) 0.696 

Tamoxifè 9 (9%) 6 (8.8%)  

IA 53 (53%) 37 (57.4%)  

Fulvestrant 27 (27%) 25 (36.8%)  

Estat recaiguda M1, n(%) 0.91 

Debut de novo 14 (14%) 7 (10.3%)  

Recaiguda >12m 29 (29%) 20 (29.4%)  
Recaiguda 

<12m o HT CMM 34 (34%) 24 (35.3%)  

QT 23 (23%) 17 (25.0%)  

Localització M1, n(%) 0.98 

Visceral 44 (44%) 31 (45.6%)  

Hepàtica 26 (26%) 18 (26.5%)  

Només òssia 27 (27%) 18 (26.5%)  
Subtipus intrínsec 
per PAM50, n(%) 0.93 

Luminal A 21 (21%) 15 (22.1%)  

Luminal B 26 (26%) 15 (22.1%)  

HER2-Enriched 6 (6%) 4 (5,9%)  

Basal 2 (2%) 2 (2.9%)  

No avaluat 45 (45%) 32 (47.1%)  

Eficàcia clínica, n(%) 0.963 

Bona 42 (51,8%) 35 (51.4%)  

Mala 39 (48.2%) 33 (48.6%)  

No valorat 19 0  

Supervivència 

SLP 13.7m 12.3m 0.6 

SG 42.8m 42.8m 0.93 

*n: número de mostra; L: línia, IA: inhibidor d’aromatasa; M1: metàstasi; m: mesos; HT: 

hormonoteràpia, CMM: càncer de mama metastàtic; SLP: supervivència lliure de progressió; SG: 

supervivència global; p: valor p segons el test de Chi-Quadrat o test Log-Rank (Mantel-Cox) per 

la supervivència i la significança es considera a partir de valors <0.05. 

 

Per tal de determinar si l’estat inflamatori mesurat com la presència de certes 

citocines/quimosines en el torrent circulatori previ a l’inici del tractament determina, en 

part, l’eficàcia clínica dels iCDK4/6, es va realitzar un primer estudi exploratori en 20 

pacients de la sèrie (10 de bona eficàcia i 10 de mala eficàcia) que incloïa 29 citocines, 

presents al panell predissenyat de Immunology Multiplex Assay amb el MILLIPLEX® de 



123 
 

Merck™. Per tal de realitzar l’anàlisi associatiu, primer es van considerar només aquells 

factors solubles amb valor per sobre del llindar de detecció en almenys un 70% de les 

mostres incloses, resultant en 14 factors. Aquests 14 factors solubles que complien els 

criteris d’inclusió/detecció es van normalitzar i es va realitzar una clusterització 

jeràrquica en funció de la matriu de dades d’expressió, resultant en 3 clústers 

diferenciats (Figura 34).  

 

Figura 34. Mapa d’expressió de les 14 citocines detectades en els 20 pacients de la cohort 

exploratòria. Els valors es van normalitzar segons les columnes (valors de cada citocina). Per 

tal de realitzar els clústers de pacients i de les citocines s’ha fet utilitzant la distància de la funció 

matemàtica de Minkowski obtenint 3 grups de citocines.  

 

En aquest anàlisi exploratori, tot i la clusterització observada, no es van detectar 

diferències estadísticament significatives associades a l’eficàcia clínica, probablement 

pel número reduït de mostres utilitzades. Per tant, amb l’objectiu d’aprofundir en l’estudi  

i ampliar el número de mostres, es va seleccionar una/dues citocines de cada clúster, 

en funció dels p-valors nominals obtinguts, per a l’anàlisi subsegüent a la cohort sencera.  

Així doncs, les citocines seleccionades del primer anàlisi exploratori van ésser: IFNγ del 

primer clúster, IL8 i IL10 del segon; i EGF del tercer. A més, es va afegir a la selecció la 

determinació de IL6, ja que a la literatura existeixen evidències del seu paper com a 

determinant de resposta a tractaments, però no es s’havia pogut detectar de manera 

robusta amb la tècnica de Luminex. Per això, en aquest segon anàlisi, IL6 es va mesurar 

1 2 3 
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a través d’una tècnica de detecció basada a l’amplificació de la senyal per PCR, 

anomenada Proquantum. La tècnica Proquantum presenta major sensibilitat, reduint 

significativament el llindar de detecció, fet que ens va permetre rescatar IL6. Aquesta 

mateixa tècnica es va utilitzar per detectar també IFN en el segon panell, ja que els 

valors mesurats per Luminex eren també molt propers al llindar de detecció. També es 

van incloure 4 checkpoint immunològics solubles (TIM3, PD-1, CTLA-4 (CD152) i LAG3), 

ja que aquestes proteïnes no estaven incloses en el primer panell predissenyat utilitzat, 

però existeix una evidència de correlació entre nivells d’aquestes i el tractament amb 

iCDK4/6 (180). Per tant, en 68 pacients de la cohort completa (35 bona eficàcia i 33 

mala eficàcia) previ a l’inici del tractament, es van mesurar els nivells de 9 proteïnes 

solubles circulants, 5 factor solubes (IL6, IL8, IL10, EGF i IFNγ) i 4 punts de checkpoint 

immunològics solubles TIM3, PD-1, CTLA-4 (CD152) i LAG3, els quals per la seva 

diferent funcionalitat es van analitzar per separat.   

En l’anàlisi de les diferents citocines de forma individual es va observar una tendència a 

una major expressió de citocines inflamatòries com IL6, IL8 o EGF en pacients amb 

mala eficàcia, sense arribar a diferències significatives entre grups (Figura 35A). També 

es va explorar el valor de les 5 citocines en un mapa de calor amb la realització de 

clústers no supervisats, observant 8 clústers segons l’expressió d’aquestes 5 citocines 

on alguns estaven enriquits amb bona o mala eficàcia (Figura 35B).  
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Figura 35. Anàlisi del valor de les 5 citosines seleccionades en 68 pacients. A) El valor 

(Transformat amb Log2 del valor) de les 5 citosines seleccionades comparades entre grups 

d’eficàcia clínica (bona vs. dolenta), es mostra el valor p utilitzant el Test U de Mann-Whitney. B) 

Mapa d’expressió o heatmap de les 5 citocines. A les pacients que no es va realitzar IFNγ ni IL6 

per ProQuantum, el valor surt en color gris. Els pacients es divideixen en 8 clústers utilitzant la 

distància de la funció matemàtica de Minkowski. 

 

Centrant-nos en els valors dels checkpoint immunològics solubles, s’observava també 

una tendència a una major expressió de proteïnes immunosupressores com TIM3 o 

LAG3 en el grup de mala eficàcia, encara que les diferències tampoc eren 

estadísticament significatives (Figura 36A). Seguidament, també es va estudiar 

l’expressió dels checkpoint immunològics i la possibilitat de classificació en clústers 

segons l’expressió d’aquests, i es van observar 4 clústers però sense poder-ne 

identificar cap amb un enriquiment de bona o mala eficàcia clínica (Figura 36B) 
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Figura 36. Anàlisi dels checkpoint immunològics solubles en els 68 pacients. A) Gràfics de 

caixes segons l’expressió de cada grup d’eficàcia (bona vs. mala) de cada proteïna soluble. Es 

mostres el valors de significança segons el valor p del test de Mann-Whitney. B) Mapa de calor 

o heatmaps de les diferents checkpoint immunològics i els clústers del pacients amb la seva 

valoració d’eficàcia, utilitzant la distància de la funció matemàtica de Minkowski.  

 

Com resum de l’anàlisi dels diferents factors solubles, vam objectivar una tendència de 

major expressió en el grup de mala eficàcia en la majoria dels factors estudiats de forma 

individual. S’ha de dir, però  que aquestes diferències no van ser significatives. De la 

mateixa manera, l’agrupació per clúster, no permetia una bona diferenciació segons 

l’eficàcia. Així doncs, per poder estudiar la complexitat i la interacció dels diferents 

factors solubles entre ells i la seva possible capacitat de predir l’eficàcia del tractament,  

es va completar l’anàlisi amb un model de regressió logística que seguidament es 

detallarà.  
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5.3.1.1 Anàlisi integrat de la contribució dels factors solubles en plasma al benefici 

del tractament amb iCDK4/6: Model de regressió logística 

Tenint en compte els resultats previs i donada la complexitat del sistema immunològic i 

les seves múltiples interaccions, es va realitzar un nou anàlisi integrat, per tal de 

representar les diferents citocines i els checkpoint immunològics solubles en un únic 

model que permetés, segons l’expressió de cada citosina, predir si la pacient obtindria 

un benefici clínic bo o dolent.  

Inicialment, es va tenir en compte el valor dels 9 factors solubles estudiades per biòpsia 

liquida en les 68 pacients (IFNγ, IL6, IL8, IL10, EGF, TIM3, CTLA-4, LAG3 i PD-1). 

Seguidament, amb el valor de cada factor (transformat a Log2) es va dissenyar un model 

de regressió logístic lineal flexible (un model generalitzat lineal) amb aquells factors que 

millor ajudaven a predir l’eficàcia clínica (bona vs. mala) de la pacient. 

Primer, es van anar retirant de forma progressiva i individual, el factors que més 

empitjorava el model segons el valor del criteri d’informació Akaike (AIC), que és un 

estimador de l’error predictiu del model. Així doncs, eliminant les variables una a uan, 

que no ajudaven a predir l’eficàcia, es va arribar a un model amb les següents variables: 

IL10, TIM3, CTLA-4, LAG3 i PD-1. 

Totes les variables seleccionades, tenien un impacte estadísticament significatiu per 

ajudar a predir la variable dicotòmica dependent d’eficàcia (bona vs. mala). El model 

observava que la major expressió de IL10, TIM3 i LA3, amb un valor beta positiu, 

s’associava a una major probabilitat de presentar una mala eficàcia. Per contra, una 

major expressió de PD-1 o CTLA-4, predeia una major possibilitat de bona eficàcia 

(Taula 17).  

 

Taula 17. Model de regressió logística per estimar la contribució dels factors solubles 

detectats en plasma. S’exposen els coeficients estimats, l’error i el valor p de cada variable. 

(Desviació residual de 76.5 amb 62 graus de llibertat).  

 

Així doncs, en el model obtingut, es va calcular la  odds ratio (OR) de cada factor soluble 

d’obtenir una mala eficàcia als iCD4/6 (calculat a partir de l’increment de 10 punts de 

cada factor soluble). Els factors solubles, com ara TIM3, LAG3 i especialment IL10, van 

mostrar una associació significativa amb un major risc de mala eficàcia del tractament. 

 Coeficient Error estàndard Valor p 

Intercept -2.761 0.992 0.005 

IL10 0.336 0.169 0.047 

TIM3 0.001 <0.001 0.015 

CTLA-4 -0.069 0.027 0.010 

LAG3 0.012 0.005 0.020 

PD-1 -0.023 0.010 0.032 
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Aquests tres factors solubles van obtenir un Odds Ratio (OR) superior a 1, indicant una 

relació positiva amb la falta de resposta al tractament.. Per altra banda, l’increment en 

sang perifèrica dels checkpoint immunològics com PD-1 i CTLA-4, afavoria  la predicció 

d’una bona eficàcia clínica als iCDK4/6, amb OR inferiors a 1 (Figura 37).   

  

Figura 37. Odds ratio de les diferents variables utilitzades en el model posterior. A) Odds 

ratio (OR) de cada factor soluble en el model de regressió lineal dissenyat, amb interval de 

confiança (CI) de 2.5%-97.5%. B) Representació gràfica amb forest plot dels diferents OR del 

model.  

 

Així doncs, tot i les limitacions de l’estudi, principalment pel reduït tamany mostral i la 

manca d’una cohort de validació independent, es va obtenir un model amb capacitat 

predictiva de l’eficàcia dels iCDK4/6 utilitzant factors solubles circulants, principalment 

checkpoint immunològics, els quals apunten de nou cap a un paper important del 

sistema immunològic en l’eficàcia clínica dels iCDK4/6.    

 

5.3.1.2 Impacte de les citocines i proteïnes immunològiques solubles sobre la 

supervivència lliure de progressió i supervivència global 

Per tal de comprendre l’impacte de l’expressió dels factors solubles circulants en la 

supervivència de les pacients tractades amb iCDK4/6 es va realitzar un estudi de 

supervivència. L’expressió de cada proteïna, va ser avaluada just abans d’iniciar el 

tractament tant pels pacients en primera línia com en línies posteriors, ja que, al contrari 

de les biòpsies tumorals, les quals es van recollir amb anterioritat a l’inici del tractament, 

la biòpsia líquida permet un tenir el valor immediatament anterior a l’inici del tractament, 

molt més representatiu de l’estat immunològic de l’hoste. Aquest fet fa que l’expressió 

de les diferents citocines pugui aportar informació del moment en el que s’inicia la línia 

independentment de la línia de tractament. 

Per tant, es va dur a terme un anàlisi de regressió de Cox de cada factor soluble sobre 

la SLP en el conjunt de la cohort de la biòpsia liquida (n=68) i estratificat per la línia de 

tractament (primera línia, n=39 i en línies posteriors n=29). Com en l’apartat anterior, es 
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va convertir cada variable quantitativa en una variable dicotòmica, per tal de poder 

realitzar les comparacions entre dos grups de pacients (Taula 18).  

Així, es van identificar 2 factors solubles, una citocina, IL8, i un checkpoint immunològic, 

TIM3, els quals s’associaven amb una reducció de la SLP de la cohort estudiada. No 

s’observaven resultats significatius quan estratificàvem en funció de la línia de 

tractament, probablement per la reducció en el número de mostres inclosa en cada 

subgrup.  

 

Taula 18. Anàlisis de supervivència univariat de les citocines i impacte en SLP. Es mostra 

el valor de la HR amb IC (95%) i el valor p del grup de baixa expressió. Amb negreta es mostres 

aquelles signatures significatives en tota la cohort.  

Variable 
Cohort citocines 

 (n=68) 
Primera línia   

(n=39) 
Segona o més línia 

(n=29) 

 HR (IC 95%) p HR (IC 95%) p HR (IC 95%) p 

EGF 
0.65 

(0.37-1.13) 0.128 
0.60 

(0.26-1.36) 0.220 
0.78 

(0.36-1.67) 0.516 

IFNγ 
1.76 

(0.84-3.67) 0.131 
3.45 

(1.27-9.38) 0.015 
0.83 

(0.25-2.78) 0.763 

IL10 
1.53 

(0.65-3.61) 0.331 
3.13 

(1.03-9.45) 0.043 
0.64 

(0.15-2.72) 0.544 

IL8 
0.45 

(0.23-0.89) 0.021 
0.52 

(0.18-1.54) 0.239 
0.42 

(0.17-1.04) 0.062 

TIM3 
0.30 

(0.14-0.62) 0.001 
0.40 

(0.13-1.18) 0.096 
0.0 

6(0.01-0.27) 0.000 

CD152 
1.41 

(0.81-2.45) 0.223 
1.81 

(0.81-4.05) 0.146 
0.76 

(0.36-1.64) 0.491 

LAG3 
1.64 

(0.91-2.96) 0.100 
2.36 

(0.99-5.61) 0.052 
0.93 

(0.42-2.08) 0.860 

PD-1 
1.32 

(0.76-2.29) 0.328 
1.54 

(0.69-3.44) 0.290 
0.91 

(0.42-1.96) 0.805 

IL6 
0.00 

(0-NA) 0.997 
0.00 

(0-NA) 0.998 NA NA 

*n=número de pacients; HR= hazard, ratio; IC95= interval de confiança del 95%, p= valor p en 

l’anàlisi univariat de supervivència de la regressió de Cox.  

  

Seguidament, seleccionant les variables positives en l’anàlisi univariat (IL8 i TIM-3), es 

va realitzar l’estudi multivariat afegint, també, el número de línia. En aquest anàlisis 

multivariat, com era d’esperar, el número de la línia segueix tenint un pes rellevant en la 

SLP però l’expressió de TIM3 manté un impacte independent sobre la SLP. (Figura 38).  
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Figura 38. Anàlisi multivariat de supervivència (SLP) de regressió de Cox en la cohort 
completa (n=68) amb les variables amb impacte significatiu en l’univariat previ (IL8 i TIM3) i el 
número de línia.  

 

Finalment, es va aprofundir en l’estudi de la SLP per als factors solubles que s’havien 

relacionat amb un bona o mala eficàcia en l’anàlisi multivariant, comparant el grup d’alta 

i baixa expressió per a cadascun d’ells mitjançant corbes Kaplan Meier. Així vam 

observar que el grup que presentava nivells baixos de TIM3 o IL8 circulants en el 

moment de l’inici del tractament presentava SLP superiors al grup amb nivells alts de 

proteïnes circulants. Per tant, l’estat inflamatori de l’hoste previ, avaluat en sang 

perifèrica abans de l’inici del tractament amb iCDK4/6, va permetre diferenciar grups de 

pacients amb SLP ben diferenciada. (Figura 39).  

  

Figura 39. Supervivència lliure de progressió segons l’expressió de TIM3 i IL8, separant grups 

d’alta o baixa expressió. La SLP es presenta amb mesos (m) i es comparen les corbes utilitzat el 

test Log-Rank, considerant la significança si <0.05.  
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Finalment, per conèixer l’impacte en el pronòstic de la malaltia de TIM3 i IL8, es va 

valorar la SG de les pacients segons els grups d’alta o baixa expressió de cada citocina. 

El grup amb alta expressió de TIM3 va obtenir una SG de només 13.9 mesos en 

comparació als 48.6 mesos del grup amb baixa expressió. La mateixa tendència 

s’observava entre els grups amb alta o baixa expressió de IL8, on s’obtenien 24.5 mesos 

vs. 48.6 mesos, respectivament (p=0.002). També cal destacar, que en l’anàlisi 

multivariant d’aquestes dues citocines amb el número de línia, TIM3 es mantenia com 

una variable estadísticament significativa independent mentre que IL8, perdia la 

significança com a variable independent (Figura 40).  

Figura 40. Anàlisis de supervivència de les citocines amb impacte independent sobre SG. 

A) Anàlisi multivariant de supervivència de COX amb el número de línia, TIM3 i IL8. B) Corbes 

de supervivència Kaplan-Meier segons els grups d’alta i baixa expressió de TIM3 i IL-8 de tota la 

cohort (n=68).  
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En resum, l’expressió de diferents factors solubles, tant citocines com checkpoint 

immunològics en sang perifèrica ens permeten diferenciar a través de diferents mètodes 

(models de regressió, regressió de Cox de supervivència o comparant SLP segons 

expressió) però amb la mateixa coherència, pacients amb una SLP reduïda. Aquest fet, 

indica, que probablement el sistema immunològic de l’hoste abans de l’inici del 

tractament també té un impacte amb l’evolució i l’eficàcia als iCDK4/6. Per tal 

d’aprofundir en l’estat immunològic de l’hoste, es van completar l’estudi de les diferents 

poblacions immunològics circulants i el seu impacte segons la distribució d’aquestes 

poblacions i les seves característiques.  

 

5.3.2. Poblacions immunològiques circulants en sang perifèrica.  

La interacció entre el sistema immunològic i les cèl·lules cancerígenes al microambient 

tumoral ha despertat gran interès en els últims anys, especialment pel seu impacte 

pronòstic, o pel seu hipotètic valor com a biomarcador de la resposta a diferents 

tractaments. Aquests canvis al microambient tumoral, podrien tenir també una 

representació en canvis en diferents poblacions de cèl·lules immunitàries circulants a la 

sang perifèrica. Poder identificar subpoblacions immunes cel·lulars que en determinin la 

funció a sang perifèrica també permetria poder-ne fer un seguiment durant el tractament 

i dissenyar tractaments seqüencials segons l’expressió i els canvis observats en el 

sistema immunològic.   

A més, en el cas dels iCDK4/6, s’ha descrit el seu paper com a moduladors del sistema 

immunològic (178, 180), però sense poder concretar l’impacte d’aquests canvis en la 

resposta al tractament in vivo. 

En aquest sentit, es van caracteritzar fenotípicament les cèl·lules mononuclears de sang 

perifèrica per citometria de flux, abans de l’inici de tractament amb iCDK4/6. Aquest 

estudi es va realitzar amb una mostra representativa de la cohort original (n=36) la qual 

no presentava diferències estadísticament significatives amb les característiques 

clíniques de les pacients incloses a l’estudi (Taula 19).  

L’avaluació del fenotip immunològic de les pacients tractades amb iCDK4/6 es va 

abordar inicialment amb el disseny d’un primer panell destinat a caracteritzar les 

principals poblacions immunològiques en sang perifèrica, amb l’objectiu d’identificar  

possibles diferències entre els pacients que presentaven una bona o mala eficàcia als 

iCDK4/6. Les principals cèl·lules del sistema immunològic, mantenien una distribució 

homogènia entre les pacients amb bona eficàcia i eficàcia refractària o dolenta; és a dir, 

el percentatge relatiu de subtipus de cèl·lules immunològiques no es veia afectat ni 

intervenia amb l’eficàcia del tractament.  
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Taula 19. Característiques clíniques de la cohort on s’ha realitzat la caracterització 

immunofenotípica de les cèl·lules mononuclears en sang perifèrica i la comparació amb la cohort 

completa de l’estudi.  

 

Cohort  
Completa 

N=100 

Cohort amb  
Immunofenotip 

N=36 p 

Número línies   0,667  

1 L 60 (60%) 24 (66.7%)   

2 L 13 (13%) 5 (13.9%)   

>2 L 27 (27%) 7 (19.4%)   

HT combinada  0.536 

Tamoxifè 9 (9%) 2 (5.6%)   

IA 53 (53%) 20 (55.6%)   

Fulvestrant 27 (27%) 14 (38.9%)   

Estat recaiguda M1  0.999 

Debut de novo 14 (14%) 5 (13.9%)   

Recaiguda >12m 29 (29%) 10 (27.8%)   

Recaiguda <12m o HT CMM 34 (34%) 15 (41.7%)   

QT 23 (23%) 6 (16.7%)   

Localització M1 0.915 

Visceral 44 (44%) 18 (50%)   

Hepàtica 26 (26%) 9 (25%)   

Només òssia 27 (27%) 10 (27.8%)   

Subtipus intrínsec 
per PAM 50    0.405 

Luminal A 21 (21%) 12 (33.3%)   

Luminal B 26 (26%) 7 (19.4%)   

HER2-Enriched 6 (6%) 4 (11.1%)   

Basal 2 (2%) 1 (2.8%)   

No avaluat 45 (45%) 12 (33.3%)   

Eficàcia 0.853 

Bona 42 (43%) 18 (50%)  

Mala 39 (39%) 18 (50%)  

No valorable 19 (19%) 0 (0%)  

Supervivència  

SLP 13.7m 13.65 m 0.892 

SG 42.8m 48.9 m 0.741 

*n=número de línia; L= línia; HT=hormonoteràpia, M1= metàstasi, m=mesos, CMM= càncer de 

mama metastàtic; SLP= supervivència lliure de progressió; SG=supervivència global; p = el valor 

p segons el test Chi-quadrat per la comparació de la distribució dels dos grups i el test Log-Rank 

per la comparació de supervivència dels dos grups.  

 

En l’anàlisi comparatiu de l’abundància relativa de les diferents poblacions de cèl·lules 

immunològiques caracteritzades en aquest primer panell, no es van observar diferències 

entre la freqüència de limfòcits T CD4+ (identificats com la població per CD3+ i CD4+), 

limfòcits T citotòxics (identificats com la  CD3+ i CD8+), limfòcits B ( expressats com a 
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CD3- CD19+), cèl·lules Natural Killer o NK (expressades com CD3-, CD56+ i segons 

l’expressió de CD16 altament citotòxiques), monòcits (CD11b+ i CD14+) o cèl·lules 

mieloides supressores amb (expressió de CD11b+ i CD33+, i que es diferenciaven entre 

polimorfonuclears o monòcits segons l’expressió de CD14) (Figura 41).  

 

Figura 41. Representació de les poblacions del sistema immune en sang perifèrica. A) 
Gràfics on es visualitzen la representació 2D dels algoritmes de distribució openTSNE (optsne) 
de la freqüència de cada subpoblació en pacients amb bona i mala eficàcia. (B) Gràfiques de 
caixes (Box-plots) representant el Log2 del percentatge de cada població immunològica segons 
l’eficàcia clínica (bona vs. mala eficàcia), s’ha utilitzat  el test de U de Mann-Whitney en les 
comparacions. *NK: Natural Killer, ↑ Altament, ↓Lleument. MDSCs: Cèl·lules mieloides 
supressores. PMN: Polimorfonucleades. Mo: Monocitiques.  
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Seguidament, es va dissenyar un segon panell destinat a avaluar els subtipus  principals 

de limfòcits T. En primer lloc, es va caracteritzar la proporció relativa de limfòcits T 

efectors (effector en anglès i considerats com els CD45RA+CCR7-), els limfòcits T 

efectors de memòria (effector memory en anglès i CD45RA-CC7-), limfòcits T central de 

memòria (central memory en anglès, CCR7+CD45RA-) i els limfòcits T verge (naive en 

anglès i CD45RA+CCR7+). També es van analitzar el número de cèl·lules T 

reguladores, considerant aquelles que expressaven  simultàniament CD4, CD25 i 

FOXP3. De manera similar a la caracterització de les subpoblacions, no es van observar 

diferències en el número de les diferents subpoblacions de limfòcit T circulants abans 

del tractament entre el grup de pacient amb bona eficàcia en comparació amb els de 

mala eficàcia (Figura 42). 

Figura 42. Distribució de les poblacions de limfòcits T en pacients amb bona i mala 

resposta. A) Gràfics on es visualitzen la representació 2D dels algoritmes de distribució 

openTSNE (optsne) de la freqüència de cada subpoblació en les pacients amb bona i mala 

eficàcia.  B) Gràfiques de caixes (Box-plots) representant el valor (en log2) de cada població 

individualment i avaluat amb el test estadístic test de U de Mann-Whitney.  
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Finalment, es va estudiar la funcionalitat dels limfòcits T CD4 i T CD8, tenint en compte 

marcadors d’activació  (CD25) o marcadors inhibitoris de la funció de les cèl·lules T, tals 

com PD-1, CTLA-4 o FOXP3. En aquest cas, les pacients amb mala eficàcia, 

presentaven una major expressió de molècules inhibitòries del sistema immunològic 

com CTLA-4 en limfòcits T CD4+ i CD8+ (Figura 43). 

Figura 43. Representació de les poblacions de limfòcits T. Primer es mostren les distribucions 

representades en 2D utilitzant l’algoritme openTSNE (optnse) mostrant la freqüència de cada 
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subpoblació en A) Pacients amb Bona resposta i B) Pacients amb mala resposta.  (C) Box plot 

(en log2) de cada població individualment i avaluat amb el test estadístic test de U de Mann-

Whitney, primer en Limfòcits T CD4+ (C) i després en Limfòcits T CD8+ (D).  

 

En resum, les pacients amb una eficàcia reduïda als iCDK4/6 presentaven una major 

expressió de CTLA-4 en limfòcits T circulants previ a l’inici de tractament. Aquesta major 

expressió de CTLA-4 podria explicar una desregulació pròpia del sistema immunològic 

de l’hoste que no permet una resposta adequada envers al tumor i no s’aconsegueix el 

benefici esperat del tractament amb iCDK4/6. 

Aquestes pacients, per tant es podrien beneficiar d’una estratègia diferent que permetés 

re-establir els mecanismes immunològics propis de la pacient per fer front a la progressió 

tumoral.  

 

5.3.2.1 Impacte de l’expressió de marcadors immunològics en limfòcits en 

supervivència lliure de progressió i supervivència global.  

Després d’analitzar l’expressió de les diferents molècules en limfòcits T CD4+ i CD8+ 

segons el grups de benefici clínic bo o dolent, es va valorar si l’expressió de CD25, 

FOXP3, CTLA-4 i PD-1 permetia diferenciar pacients amb diferent SLP i SG.  

Amb la mateixa sistemàtica que en apartats previs, es van seleccionar punts de tall de 

la cohort amb l’immunofenotip (n=36) i segons la línia de tractament (primera n=24 i 

posteriors n=12). Segons l’expressió de cada molècula es van obtenir grups d’alta i baixa 

expressió amb la tècnica maxstat i seguidament es va valorar el seu impacte individual 

en la SLP en el conjunt de la cohort, en primera línia o en línies posteriors.  

En aquest cas, tenint en compte que l’estudi d’expressió també es pot considerar un 

estudi de biòpsia liquida dinàmic i que els valors d’expressió representen l’estat del 

pacient just abans de començar el tractament, es va valorar en el conjunt de la cohort, 

sense tenir en compte la línia de tractament.  

En aquesta població, la baixa expressió de CTLA-4 o PD-1 en els limfòcits CD4+ tenia 

un efecte protector, així com també la baixa expressió de PD-1 en limfòcits T CD8+. 

Aquests valors significatiu, es perdien en línies posteriors, probablement també degut a 

la major variabilitat i a un número de mostres inferior i per tant amb menys poder 

estadístic (Taula 20).  
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Taula 20. Anàlisi univariat dels grups segons el percentatge d’expressió de CD25, CTLA-

4, FOXP3 i PD-1 en limfòcits CD4+ i CD8+. Es mostren les HR del grup amb baixa expressió 

en comparació als d’alta expressió, amb CI del 95% i els valors p.  

 
Conjunt Cohort  

(n=36) 
Primera línia   

(n=24) 
Línies posteriors   

(n=12) 

Variable 
HR (CI 
95%) p_value 

HR (CI 
95%) p_value HR (CI 95%) p_value 

CD4CD25 
0.50 

(0.23-1.07) 0.075 
0.40 

(0.09-1.78) 0.229 
0.13 

(0.02-0.93) 0.042* 

CD4CTLA-4 
0.30 

(0.13-0.68) 0.004 
0.16 

(0.05-0.53) 0.003* 
3.13 

(0.3-30.12) 0.323 

CD4FOXP3 
0.32 

(0.10-1.06) 0.063 
0.31 

(0.09-1.13) 0.076 
0.00 

(0-inf) 0.998 

CD4PD-1 
0.26 

(0.08-0.82) 0.022 
0.24 

(0.07-0.86) 0.029* 
4.44 

(0.86-22.85) 0.075 

CD8CD25 
0.58 

(0.17-1.92) 0.369 
1.72 

(0.64-4.86) 0.285 
0.34 

(0.07-1.62) 0.174 

CD8CTLA-4 
0.39 

(0.15-1.03) 0.057 
0.36 

(0.12-1.09) 0.070 
0.35 

(0.07-1.70) 0.193 

CD8FOXP3 
1.75 

(0.41-7.43) 0.448 
0.65 

(0.23-1.86) 0.425 
0.14 

(0.02-1.19) 0.071 

CD8PD-1 
0.40 

(0.18-0.89) 0.025 
0.34 

(0.12-1.00) 0.049* 
0.00 

(0-INF) 0.998 

*n= número de pacients; HR= hazard ratio; IC95= interval de confiança del 95%; INF= infinit; p= 

valor p en l’anàlisi univariat de supervivència utilitzant la regressió de Cox. 

 

Així doncs, es van seleccionar les variables significatives en l’anàlisi univariat per seguir 

amb la valoració del seu impacte en SLP en un anàlisi de supervivència multivariat a 

través de la regressió de Cox, tenint en compte també el número de línia de tractament.  

Com era d’esperar, el número de línia es mantenia com un factor independent al temps 

de SLP, però també l’expressió de CTLA-4 i PD-1 en limfòcits T CD4+, sent una baixa 

expressió, un factor protector independent de progressió a iCDK4/6 (Figura 44).  
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Figura 44. Anàlisi multivariat de supervivència amb el número de línia i segons els grups 

d’expressió de CTLA-4 en limfòcits T CD4+, i l’expressió de PD-1 en limfòcits T CD4+ i CD8+. 

Es mostra la HR amb IC (95%) i els valors de significança.  

 

Seguidament, es van valorar individualment les diferències en supervivència entre els 

grups d’alta i baixa expressió de les variables significatives i independents en l’anàlisi 

multivariat. Es va observar que les pacients amb baixa expressió de CTLA-4 en limfòcits 

T CD4+ circulants, obtenien una SLP significativament major que les pacients amb alta 

expressió de CTLA-4, de 17.34 mesos vs. els 8.05 mesos. En la mateixa direcció, 

expressió elevada de PD-1 en limfòcits CD4+, també aportava un mal pronòstic, amb 

8.6 mesos de SLP envers els 14 mesos del grup amb baixa expressió (Figura 45).  

Figura 45. Corbes de SLP Kaplan-Meier segons l’expressió de CTLA-4 i PD-1 en limfòcits 

T CD4+ en la cohort de 36 pacients. La SLP es mostres en mesos (m) i es comparen els grups 

utilitzant el test Log-Rank.  
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Finalment, es va estudiar quina influència tenien els grups d’alta o baixa expressió de 

les variables involucrades, en la SG de la cohort. L’anàlisi multivariat de SG d’aquestes 

variables, mostrava que només l’expressió de CTLA-4 en els limfòcits CD4+ es mantenia 

com una variable independent significativa en la SG de les pacients, amb un efecte 

protector en el grup de baixa expressió de CTLA-4 (Figura 46A).  

Valorant el temps de SG segons els grups d’expressió, s’observava que les pacients 

amb baixa expressió de CTLA-4 obtenien de forma significativa una major supervivència 

(no aconseguida al moment de l’anàlisi de SG)  en comparació amb el grup d’alta 

expressió (27.9 mesos). De manera similar, es va estudiar també l’altre variable amb 

impacte en SLP, l’expressió de PD-1 en limfòcits T CD4+, però no es van observar 

diferències estadísticament significatives en SG (Figura 46B).  

 

Figura 46. Supervivència Global segons expressió de CTLA-4 i PD-1 en limfòcit T CD4+. 

(A) Anàlisis multivariat de SG en l’expressió de CTLA-4 en limfòcits CD4+ i PD-1 en limfòcit CD4+ 

i CD8+. (B) Corbes de SG segons alta o baixa expressió de CTLA-4 i PD-1 en limfòcits T 

CD4+.*m=mesos, valor p de les corbes de SG, s’ha calculat amb el test log-rank.   
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Podem concloure que el sistema immunològic s’adapta i es modula segons els diferents 

estímuls sistèmics presents en l’organisme en cada moment concret, incloent també el 

càncer de mama metastàtic. Així doncs, els canvis observats en les cèl·lules del sistema 

immunològic perifèric poden explicar la capacitat de reacció de l’hoste envers les 

diferents cèl·lules tumorals i a diferents tractaments. En la nostra cohort vam observar 

que les pacients amb una alta expressió de CTLA-4 en limfòcits T CD4+ presenten una 

pitjor pronòstic, amb una menor eficàcia al tractament amb iCDK4/6 i una SG reduïda 

en comparació al grup de pacient amb baixa expressió de CTLA-4.  
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6. DISCUSSIÓ 
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Els iCDK4/6 han representat el major avenç en el tractament del càncer de mama 

metastàtic dels darrers anys, però tot i la seva vàlua, un percentatge de pacients no obté 

el benefici esperat. Aquesta tesi s’ha centrat en la descripció de potencials biomarcadors 

de resposta a iCDK4/6, a partir de l’estudi d’una cohort de 100 pacients tractades de 

forma assistencial entre el març del  2018 i l’abril del  2022 amb qualsevol dels tres 

iCDK4/6 aprovats a l’Estat Espanyol. Com qualsevol estudi de pacients no 

seleccionades, presenta diferències en les característiques clíniques en comparació 

amb els principals estudis fase III que van portar a l’aprovació d’aquests fàrmacs; 

diferències que representen la pràctica clínica habitual, per la qual cosa es fa necessari 

una molt bona caracterització clínica prèvia a la descripció de qualsevol biomarcador. A 

continuació es discutiran els resultats amb l’ordre presentat prèviament: a) valoració les 

característiques clínico-patològiques de les pacients i de l’eficàcia clínica dels fàrmacs 

en el context de les dades publicades; b) distribució dels subtipus intrínsec de la cohort 

així com la seva implicació pronòstica i/o predictiva; c) els biomarcadors moleculars i 

immunològics caracteritzats a l’estudi, ja sigui en teixit o en sang perifèrica, i el seu 

potencial valor pronòstic i/o predictiu i, finalment, es discutiran els possibles nous 

abordatges per aquestes pacients. 

 

Característiques clíniques de les pacients de l’estudi 

Es tracta d’una cohort representativa de la població CMM RH+/HER2- assistencial, com 

demostra la seva notòria similitud amb les característiques clíniques dels registres 

internacionals reportats (208). Les pacients del nostre estudi tenien una mediana d’edat 

de 62.3 anys, sent un 25% de la cohort major de 70 anys. Un 44% de les pacients 

presentava afectació visceral, mentre que en un 27% la malaltia a distància era 

exclusivament òssia i en un 4% localitzada al SNC. Aquestes característiques, són molt 

similars a altres treballs, com el registre internacional SONOBRE publicat per la 

Universitat de Maastricht, amb dades de 2000 pacients amb CMM RH+/HER2-, tant en 

la mediana d’edat (66 anys), població superior a 70 anys (40%), com malaltia visceral 

(54%), afectació exclusiva òssia (33%) o afectació SNC (3%)(208). A més a més, el 

nostre treball reflexa la incorporació progressiva a la pràctica clínica dels diferents 

iCDK4/6, que es va produir durant el transcurs de l’estudi, a mesura que es van anar 

presentant els resultats dels principals estudis. La distribució del tipus de iCDK4/6 

administrat, es va anar equilibrant amb els anys amb l’aprovació dels diferents iCDK4/6. 

Així, palbociclib va ser el primer aprovat a l’estat, fet que va comportar que fos inicialment 

el més prescrit, representant un 60% del total de la cohort, seguit del 21% de ribociclib i 

un 19% abemaciclib. Aquest comportament es repeteix al registre SONABRE abans 

esmentat; on de les  518 pacients registrades, un 85% va rebre palbociclib, un 17% 
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ribociclib i menys d’1% abemaciclib. Si bé, la nostra cohort no te potència per a 

determinar diferències entre els tres iCDK4/6 aprovats; sí que ens va permetre avaluar 

si existien factors que condicionaven l’eficàcia clínica d’aquests fàrmacs com a conjunt. 

D’altra banda, al moment actual, tampoc existeixen resultats reportats d’estudis fase III 

aleatoritzats que comparin els diferents iCDK4/6 entre ells. 

Les primeres dades amb iCDK4/6 al 2018 procedien d’estudis tant en primera línia com 

en línies posteriors, fet que va comportar que durant els primers anys es tractessin un 

percentatge important de pacients en segona línia i posteriors, els quals no havien pogut 

rebre iCDK4/6 en línies anteriors. Així, en la sèrie reportada, un 60% de les pacients van 

ser tractades amb iCDK4/6 en primera línia, un 13% en segona línia i cal destacar que 

fins en un 27% de les pacients, els iCDK4/6 van constituir la 3a línia o posterior de 

tractament per a CMM. Aquesta heterogeneïtat de la població i com evitar que constituís 

un biaix important per a les diferents avaluacions de biomarcadors, va representar un 

repte en el present treball. A més a més, es tracta també d’una població heterogènia pel 

que fa als criteris d’hormonosensibilitat. Segons els criteris clínics adaptats de les guies 

ESMO, vam considerar hormonosensibles, aquelles pacients que no havien rebut cap 

tractament hormonal previ per malaltia metastàtica o amb progressions més enllà dels 

12 mesos de finalitzar el tractament adjuvant amb hormonoteràpia (28). Aquesta 

població suposava un 43% de la nostra sèrie, constituint una població àmpliament 

representada als estudis PALOMA-2, MONEELESA-2, o MONARCH-3 (65, 70, 74). El 

57% de la nostra cohort es considerava hormonoresistent, i és important remarcar que 

el 23% de les pacients de la cohort van rebre el iCDK4/6 després de quimioteràpia per 

CMM; aquesta és una població més representada a l’estudi clínic fase II,  MONARCH-1 

(209).  

Si avaluem les dades d’eficàcia, la mediana de la SLP de la nostra cohort de 100 

pacients va ser de 13,7 mesos, fet que considerant les característiques de la població 

inclosa està en la línia amb l’esperable, sent lleugerament inferior a les reportades als 

estudis MONARCH-2 (16.9 mesos) i MONALEESA-3 (14.6 mesos) que incloïen població 

menys pretractada, i una mica superior a la reportada al PALOMA-3 (9.5 mesos) que 

incloïa població més pretractada i amb criteris d’hormonoresistència (68, 72, 210). No 

obstant, quan vam avaluar les malaltes tractades en primera línia, que constitueixen un 

60% de la cohort, la mediana de SLP va ser de 30.4 mesos, lleugerament superior als 

resultats dels estudis pivotals com PALOMA-2, MONALEESA-2 o MONARCH-3, que 

van reportar medianes de 24.8, 25.3, i 28.2 mesos, respectivament (62, 65, 72). Altres 

estudis d’evidència de la pràctica diària, també mostren SLP en primera línia semblants 

al nostre, amb dades superiors al 20 mesos, mimetitzant el resultats de cada població 

representada en els principals estudis i amb un benefici a favor de la combinació amb 
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iCDK4/6 i HT en totes les pacients, independentment de les característiques clíniques 

(211, 212).  

Centrant-nos amb les pacients tractades en segona línia, la SLP es reduïa a 12 mesos, 

en línia amb els resultats observats en la cohort de segona línia de l’estudi 

MONALEESA-3 (14.6 mesos) (76). Finalment, les pacients tractades en línies 

avançades (més de 2 línies prèvies per CMM) van obtenir una SLP de 8.7 mesos, 

resultats similars als de l’estudi PALOMA-3 o PEARL, amb medianes de 9.5 mesos i 7.5 

mesos, respectivament, on s’incloïa una població més pretractada (63, 80). També, l’ús 

previ de tractament amb quimioteràpia en situació metastàtica es va associar a una 

reducció del benefici dels iCDK4/6, on vam detectar una SLP de 8.7 mesos en la nostra 

cohort, comparable a l’observada a l’estudi MONARCH-1 (6,0 mesos) (213, 214). En 

resum, els resultats d’eficàcia de la nostra cohort van ser coherents amb els resultats en 

estudis amb poblacions similars, i reforcen la idea que el màxim benefici d’aquestes 

teràpies està en la primera línia de tractament.  

Un altre factor rellevant en la SLP de les pacients tractades amb iCDK4/6 + HT, i que 

condiciona la SLP, és la sensibilitat hormonal (215). Així els malalts tractats en primera 

línia presentaven diferents medianes de SLP, arribant a 35.9 en situacions de màxima 

hormonosensibilitat, mentre que no superaven els 10.1 en les més hormonoresistents, 

coincidint també amb els resultats publicats als estudis pivotals (216). Malgrat això, tot i 

que el benefici absolut canvia en funció de l’estat d’hormonosensibilitat i la línia de 

tractament, es manté el benefici relatiu de la combinació dels iCDK4/6 + HT respecte la 

HT en monoteràpia (217).  

A nivell pronòstic, l’evidència publicada conclou que la localització metastàtica juga un 

paper important, sent tant la localització visceral com l’hepàtica, la que presenta un pitjor 

pronòstic, i per contra, la localització metastàtica exclusivament òssia s’ha associat a un 

factor pronòstic favorable (20, 21). En la nostra experiència, l’afectació hepàtica es va 

associar a medianes de SLP de 18.1 mesos, davant els 30.4 mesos en cas d’afectació 

exclusiva òssia. Les nostres dades són comparables a les reportades en els sub-anàlisis 

dels estudis PALOMA-2 i -3, on les pacients amb afectació visceral presentaven 

medianes de SLP en primera línia de fins 19.3 mesos, en comparació als 36.2 meses 

dels casos amb afectació òssia exclusiva; mentre que en línies posteriors els resultats 

eren de 9.2 i 14.3, respectivament. (21). Malgrat el pitjor pronòstic de la malaltia visceral, 

el benefici d’afegir el iCDK4/6 a la HT es manté en aquesta població en els principals 

estudis fase III. Recentment, l’estudi fase II RIGHT Choice, ha mostrat una superior SLP 

en primera línia de tractament amb ribociclib + HT (mediana de 24 mesos) respecte al 

tractament amb quimioteràpia (mediana de 12.3 mesos) en malaltes amb CMM  RH+  

amb presència de metàstasis viscerals al diagnòstic(213).  
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Finalment, al moment de l’anàlisi de supervivència, el seguiment de la nostra sèrie de 

CMM RH+/HER2- encara era insuficient tenint en compte les dades de SG reportades 

en aquesta població de pacients (66), fet que provoca que les dades de SG siguin encara 

immadures en el moment d’aquest anàlisi. Malgrat això, la mediana de SG del global  de 

la cohort va ser 42.8 mesos, lleugerament superior als estudis amb pacients 

hormonoresistents com el PEARL (32.6 mesos) o el PALOMA3 (34.8 mesos) i més 

semblants als estudis MONARCH-2 (46.7 mesos) que no permetia quimioteràpia prèvia 

o MONALEESA-3 (40.2 mesos) considerant els pacients amb progressió a HT (73, 76, 

80, 218). Els factors pronòstics que impactaven en la SLP, també condicionaven la SG, 

tot i les limitacions pel temps de seguiment. Així doncs, en la nostra sèrie l’afectació 

hepàtica es relacionava amb una reducció de més de 20 mesos en SG, i una tendència 

a un millor pronòstic en les pacients amb només afectació òssia exclusiva (no ha arribat 

a la significança en SG). També, l’estat de resistència hormonal o el tractament amb 

quimioteràpia prèvia, s’associaven a un pitjor pronòstic i una reducció de la SG en la 

nostra cohort. Aquestes troballes, van en consonància amb els resultats del principal 

estudi on l’afectació visceral i l’estat de sensibilitat prèvia, reduïa tant la SLP com la SG, 

però es mantenia en tots els subgrups, és a dir, que es manté el benefici de la 

combinació dels iCDK4/6 amb la HT en totes les pacients independentment de les 

característiques clíniques (214, 215). 

Per últim, tot i que l’estudi de la toxicitat no era un objectiu del nostre treball, vàrem 

considerar rellevant avaluar el percentatge de pacients que van suspendre el tractament 

per toxicitat, essent aquest d’un 7%, sense detectar cap mort associada al tractament. 

Les troballes de toxicitat al nostre estudi s’assemblen a les identificades en els estudis 

clínics fase III, ja que per exemple en els estudis PALOMA2-3, MONALEESA-2 o 

MONARCH-2 i 3 es reporta un percentatge d’abandonament de 8.3%, 7.5% i 9-

15%(219-221). A la nostra cohort, destaquem  la presència d’un cas de pneumonitis G4 

secundaria a palbociclib que va ser publicada (191); sent un tipus de toxicitat inicialment 

no reportada als estudis PALOMA, el qual si que s’ha reportat amb l’increment de 

l’experiència amb el fàrmac (191, 222). També és de destacar, un cas de toxicitat 

hepàtica G4 secundaria a ribociclib, toxicitat reportada amb tots els iCDK4/6 però més 

freqüent amb aquest fàrmac (223). Tot i la facilitat de manejar les diferents toxicitats que 

apareixen en curs dels iCDK4/6, i la bona qualitat de vida que presenta en comparació 

a altres fàrmacs orals com la capecitabina (80), segueix existint un percentatge de 

pacients (7% en la nostra sèrie) que deixen la medicació per mala tolerància, sobretot 

per astènia o símptomes digestius en el cas d’abemaciclib (224). 

En resum, els iCDK4/6 s’han convertit en l’estàndard de tractament en gairebé totes les 

situacions del CMM RH+/HER2-, i rebre’ls en línies precoces millora de forma més 
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rellevant tant la SLP com la SG. El metanàlisis dels diferents estudis presentats amb 

palbociclib, abemaciclib i ribociclib, confirma aquesta afirmació, tot i que cal destacar 

que ribociclib i abemaciclib són els que han demostrat un benefici en SG en els estudis 

clínics propis, a diferència de palbociclib que no arriba a la significança en SG (225). 

Així mateix, els registres internacionals dels últims anys confirmen que les pacients fora 

d’assaig, des de l’entrada dels iCDK4/6 a la seqüència de tractament de les pacients 

amb CMM RH+/HER2- ha incrementat la SG (208). La nostra sèrie reflexa el canvi de 

pràctica clínica que ha suposat el disposar d’aquests fàrmacs. Es una sèrie heterogènia, 

però en la que podem definir clarament diferents poblacions pronòstiques, amb resultats 

clínics i d’eficàcia comparables als reportats a la literatura. 

 

Subtipus intrínsecs en CM metastàtic RH+/HER2- 

L’avaluació dels subtipus intrínsecs en la població de CMM RH+/HER2-, ha estat objecte 

d’estudis retrospectius. Així, sis publicacions recullen dades de 8 estudis fase III 

(EGF30008, BOLERO-2, PALOMA-2,3, MONALEESA-2,3,7 i PEARL) els quals han 

avaluat patrons d’expressió gènica en el càncer de mama amb RH+ HER2-, tres d’ells 

en pacients tractats amb iCDK4/6, identificant també en aquesta població els anomenats 

subtipus intrínsecs, com son els clàssics luminal A i B, però també un cert percentatge 

de tumors no luminals (5.8%-34.2%) classificats com a HER2-E i basal-like. Aquests 

estudis han mostrant també el valor pronòstic d’aquesta classificació (91, 226-228). En 

la nostra sèrie, es van avaluar els subtipus intrínsecs per PAM50 a través de la 

plataforma BC360 (on no s’inclou el subtipus normal) en 55 casos, en un 56% en 

mostres de tumor primari i en un 44% en mostres del teixit metastàtic. Globalment 38% 

de casos van ser classificats com a luminal A, 47% com a luminal B, 11% com a HER2-

E, i 4% com a basal; percentatges molt semblant als publicats a l’anàlisi retrospectiva 

dels tres estudis MONALEESA, on amb 72% de tumors primaris i 28% de metastàtics, i 

fent servir 36 els 50 gens inclosos al panell PAM50® (95), es classificava els pacients 

en luminal A en un 46.7%, luminal B en un 24%, normal en un 14%, HER2-E en un 

12.7%, i en basal en un 2.8% (95). També a l’estudi PALOMA-3 (91), utilitzant, PAM50 

i avaluant mostres en un 53% de tumor primari i en un 47% de metàstasis, i a l’estudi 

PALOMA-2, fent servir el algoritme AIMS, “the absolute intrínsec molecular subtyping”, 

els malalts van ser classificats en un 44% i 50.3% com a luminals A, en un 31% i 29.7% 

com a luminals B, en un 20% i 18% com a HER2-E, en un 2.4% i 0.9% com a normals, 

i en un 1.7 i 0.5 % com a basals, respectivament. Finalment, l’estudi PEARL(229)(fent 

servir l’algoritme AIMS, i amb 72% de mostres de primari i 28% de metàstasi) va 

classificar 51% com a luminal A, 42% com a luminal B, 6.4 com a HER2-E, i 0.4% com 

a basal.  
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Les nostres dades, en línia amb els estudis publicats permeten afirmar que els subtipus 

luminals son la proporció mes important (62–85%). D’altra banda, en la nostra 

experiència, els subtipus luminals s’associen també a un millor pronòstic on s’observa 

una millora de la SLP, i amb dades encara immadures de seguiment per a poder valorar 

l’impacte en la SG, fet també observat en l’anàlisi dels estudis PALOMA-2 i 3 

MONALEESA 2,3 i 7 i PEARL. Alhora, de forma similar als estudis pivotals, el subtipus 

HER2-E s’associa a una pitjor SLP. Finalment, el subtipus basal-like, no s’ha pogut 

analitzar en el nostre estudi en primera línia conseqüència del limitat nombre de pacients 

identificats amb aquest subtipus. Per tant, les nostres dades, estan en consonància a 

les reportades sobre el valor pronòstic dels subtipus intrínsecs en aquesta població; però 

no permeten afegir dades sobre el seu valor predictiu, un tema que requereix de major 

investigació. 

De forma similar al nostre estudi, els estudis fase III que han avaluat els subtipus 

intrínsecs en població CMM HR+HER2-, inclouen majoritàriament mostres del tumor 

primari i minoritàriament biòpsies de les metàstasis. Un estudi publicat el 2017, 

comparava l’anàlisi de PAM50 en mostres de tumor primari versus metastàtic, en 123 

pacients amb càncer de mama avançat. Si bé aquest estudi no es centrava en població 

RH+/HER2-, els resultats van mostrar un 100% de concordança en cas del subtipus 

basal, un 76.9% en HER2-E, un 70% en luminal B. En cas del subtipus luminal A, un 

44.7% mantenien el subtipus luminal A, mentre que un 40.4% canviava a luminal B, i un 

14.9% canviava a HER2-E. En el nostre cas, tot i les limitacions pel petit número de 

casos, de les 8 pacients estudiades per PAM50 en les quals es disposava de mostra 

aparellada de primari i de metàstasi, l’anàlisi concorda amb els resultats reportats, sent 

els tumors luminals A els que presenten un major percentatge de canvis (25% es 

mantenien com a luminal A, 50% passaven a luminal B, 25% passaven a HER2-E). 

També vam observar canvis en tumors luminals B, tot i que un 67% es mantenien com 

a luminal B, el 33% van passar a HER2-E. Finalment, en l’únic cas de subtipus HER2-E 

en el tumor primari es va observar un canvi a luminal B en la malaltia metastàtica. De 

forma similar a la nostra cohort l’estudi PEARL va comparar mostres de primari i 

metastàtic, observant un major enriquiment de subtipus no luminals a les biòpsies de 

metàstasis (14%) respecte a la dels primaris (4%) (229). Aquestes dades, obren 

l’interrogant de com haurien estat els resultats dels estudis fase III si la signatura 

s’hagués realitzat sobre la mostra metastàtica, pregunta que requereix de futurs estudis. 

En la mateixa línia, l’estudi AURORA va revelar una conversió de subtipus intrínsecs del 

voltant del 36%, amb un canvi dels tumors luminals en primaris a no luminals en 

metàstasis del 17.9%, semblant a la nostra cohort (230).   
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Aquestes dades, reforcen la idea de la plasticitat tumoral i la necessitat de realitzar 

noves biòpsies en cas de recidiva, per tal de decidir el millor abordatge de les 

progressions metastàtiques. Fins i tot seria necessari, segurament, la revaloració de les 

característiques del tumor durant l’evolució de la malaltia metastàtica, si no és possible 

amb re-biòpsies de teixit tumoral a través d’altres tècniques menys invasives com 

biòpsia liquida.  

En resum, els resultats de la nostra sèrie estan en línia amb els estudis reportats, donant 

robustesa a la mateixa per a la posterior avaluació de marcadors immunològics 

d’eficàcia al tractament. 

 

Categorització segons l’eficàcia clínica permet identificar dos grups 

Com a conseqüència de l’heterogeneïtat de la població d’estudi, per tal de poder abordar 

la identificació de marcadors biològics de resposta als iCDK4/6, calia definir dos 

poblacions amb diferent benefici clínic però alhora amb característiques clíniques i 

biològiques comparables, per evitar biaixos en l’avaluació dels possibles biomarcadors. 

Amb aquest objectiu, es va classificar la cohort de pacients en dos grups categòrics 

segons el temps de SLP en mesos i ajustat a la situació clínica en què rebien els iCDK4/6 

(sensibilitat hormonal, quimioteràpia prèvia i número de línia), en comparació als 

principals estudis pivotals amb abemaciclib, palbociclib i ribociclib. Alguns estudis també 

han abordat la categorització de la cohort, per tal de poder fer comparacions de 

característiques moleculars entre grups, de forma semblant al nostre plantejament, 

altres de manera més directe, separant la cohort en quartils segons la SLP (229).  

La nostra variable categòrica obtinguda per aquesta classificació (bona o mala eficàcia), 

va permetre estratificar la població en dos grups amb una SLP molt diferenciada (30.4 

mesos vs. 5.6 mesos) i també una SG significativament diferent (NA vs. 29.7 mesos). 

D’aquesta manera, es va classificar la cohort en dos grups ben balancejats, amb 

distribució homogènia de totes les característiques que impacten la SLP com el número 

de línia, la sensibilitat hormonal, el subtipus intrínsec o la localització de la malaltia 

metastàtica. Així doncs, la nova variable categòrica d’eficàcia clínica va permetre obtenir 

dos grups de pacients amb característiques clíniques comparables però amb una 

evolució de la malaltia clarament distinta, representant un eina imprescindible per a 

portar a terme els anàlisis biològics comparatius posteriors.  

 

Mutacions detectades en plasma (ctDNA) i el seu paper en CMM en tractament 

amb iCDK4/6.  

Actualment, no hi ha cap biomarcador en biòpsia liquida clínicament validat que permeti 

predir a priori el benefici al tractament amb iCDK4/6. Tot i això, l’estudi de les mutacions 
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al ctDNA està obtenint poc a poc més interès clínic com a conseqüència dels canvis 

evolutius de la malaltia metastàtica derivats de la pressió dels diferents tractaments o 

pròpia evolució de la malaltia, a més de la dificultat d’obtenir mostres seriades de 

biòpsies tumorals (231).  

Així, a la nostre sèrie es van determinat les mutacions presents al ctDNA de 49 pacients, 

exclusivament a la mostra basal, fet que fa que només podem generar hipòtesis sobre 

biomarcadors pronòstics o de resistència primària. A la nostra cohort, les mutacions més 

freqüentment identificades van ser ESR1, PIK3CA, DNMT3A, TP53 i TET2 per aquest 

ordre (36.7%, 32.7%, 32.7%, 28.6, i 22.4%, respectivament), proporcions similars amb 

les reportades en estudis amb pacients amb CMM després de progressió hormonal, amb 

mutacions a ESR1 al voltant del 20-35%, PIK3CA 25-35% i TP53 amb 20-30% (232); 

població comparable a la nostra, on el 67% de les 49 pacients amb anàlisis de ctDNA 

eren considerades hormonoresistents.  

Un dels principals factors estudiats en les pacients amb CMM RH+, són les mutacions 

de ESR1, descrites com a resistència hormonal i principalment identificades per la 

pressió del tractament amb IA (37, 233). En la nostra cohort, la presència de mutacions 

de ESR1 (36,7% de les pacients) s’associava tant a una reducció de la SLP com SG de 

forma significativa independent de la resposta a iCDK4/6, confirmant el valor pronòstic 

d’aquesta mutació ja descrit a la literatura. Amb la mateixa tendència, l’anàlisi de ctDNA 

del PALOMA-3, va reportar que les mutacions basals de ESR1 en ctDNA condicionaven 

una SLP significativament pitjor, però només en el grup tractat amb HT en monoteràpia, 

considerant-lo principalment com un factor de resistència hormonal (233, 234) i no com 

un biomarcadors predictiu del benefici dels iCDK4/6. Posteriorment, analitzant mostres 

basals i la progressió en el propi estudi PALOMA-3, es va observar que les mutacions 

de ESR1 podien desaparèixer durant el tractament però també aparèixer, tant en 

presència de iCDK4/6 + HT, com en el grup de només HT, remarcant la importància de 

ESR1 com a biomarcadors de resistència hormonal (235).  

Així, l’estudi PADA-1 recentment reportat, plantejava el canvi de tractament hormonal a 

Fulvestrant en el moment d’aparició de mutacions de ESR1 a biòpsia líquida en pacients 

tractades amb palbociclib + IA en primera línia, mantenint el tractament amb iCDK4/6. 

Recentment ja han reportat un benefici major a 6 mesos amb el canvi de HT (11.9 mesos 

vs. 5.7 mesos, p=0.004) al moment d’aparició de mutacions de ESR1(236); resultats que 

reforcen el valor pronòstic i de resistència hormonal d’aquest biomarcador, no aportant 

informació del benefici de tractament amb iCDK4/6. En aquest sentit, existeix evidència 

amb nous tractaments hormonals amb major capacitat d’eficàcia en mutacions 

concretes de resistència hormonal, com l’elacestrant, que obtingut l’aprovació de la FDA 

per pacients amb tumors amb mutació de ESR1(49). 
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Un altre cas important per freqüència i impacte, es tracta de  les mutacions de PIK3CA. 

PIK3CA té un rol rellevant en la regulació del cicle cel·lular, a través de l’activació de la 

via PI3K/AKT/mTOR i la seva interacció amb els RE, fet que ha comportat que se 

n’avalués el seu impacte sobre la resistència als iCDK4/6, trobant resultats que apunten 

a un valor pronòstic i de resistència hormonal, més que no pas un paper concret en la 

resistència a iCDK4/6 (81). En la nostra sèrie, un 32% de les pacients presentaven 

mutacions a PIK3CA, correlacionant-se amb una reducció significativa de la SLP en 

primera línia amb iCDK4/6 i una tendència de reducció de la SG, sense arribar a la 

significança. En la mateixa línia, s’ha descrit que les pacients amb mutació de PIK3CA 

presenten una reducció de la SLP amb el tractament amb palbociclib o ribociclib, en 

comparació a aquelles sense mutació (237). Tot i així, tant l’anàlisi de ctDNA del 

PALOMA-3 i MONARCH-2, descriuen que les pacients amb mutacions basals de 

PIK3CA també es beneficiaven de rebre el iCDK4/6, amb increment de la SLP (234, 

238). Aquest fet, sumat a l’aparició de mutacions de PIK3CA en el PALOMA-3 en les 

dues branques de tractament (7.6% tant amb fulvestrant com amb fulvestrant + 

palbociclib), suggereix que les mutacions de PIK3CA estan en relació amb la resistència 

hormonal (235). L’anàlisi de ctDNA del MONALEESA-7, apunta a un major benefici de 

ribociclib en les pacient sense mutació de PIK3CA, tot i que les diferències no arriben a 

la significança (239), apuntant altre cop a un paper pronòstic.  

Aquestes troballes han reforçat la idea d’una triple combinació terapèutica, incloent 

iCDK4/6 en combinació amb HT i inhibidors de PIK3CA podria millorar els resultats en 

primera línia per pacients amb mutacions de PIK3CA; aquesta combinació s’està 

avaluant en diferents estudis. Inicialment, els primers estudis amb la triple combinació, 

van demostrar un increment de toxicitat inacceptable (240); la incorporació de nous 

inhibidors de PIK3CA més selectius i amb un perfil de toxicitat, ha permès el disseny de 

nous estudis de triple combinació que per intentar avaluar la seva eficàcia en pacients 

que presenten la mutació (NCT03439046, NCT05708235)(241).  

Finalment, mutacions a KRAS i FGFR4 tot i que identificades amb molta menor 

freqüència, també es van associar a un impacte directe sobre la supervivència a la 

nostra cohort. La presència de mutacions i l’activació de la via de FGFR s’ha relacionat 

amb una sobre-expressió de CCND1 i l’activació de MAPK, contribuint a la resistència 

dels iCDK4/6 (81). Alguns treballs de seqüenciació, identifiquen el percentatge de 

mutacions de FGFR4 al voltant del 3.5%, primordialment en tumors d’histologia lobel·lar 

(242) i l’activació de la via FGFR s’ha relacionat també amb l’activació de la via AKT/ERK 

i la promoció de resistència a palbociclib en tumors luminals A (243). A nivell de ctDNA, 

tant l’estudi del MONALEESA-2 com en el PALOMA-3, associaven les alteracions de la 

via FGFR (amplificacions o mutacions) amb una reducció de la SLP en ambdós grups, 
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considerant que també podria relacionar-se amb resistència hormonal o considerar-se 

un biomarcadors pronòstic (94, 234). Cal ressaltar que actualment tenim inhibidors de 

FGFR4 en fases precoces de desenvolupament en diferents tumors (244). En models 

xenografts derivats de pacients amb mutacions de FGFR4 i resistència a iCDK4/6, s’ha 

aconseguit revertir aquesta resistència afegint inhibidors de FGFR4 (245).  

En la nostra experiència, la mutació al gen KRAS reduïa la SLP fins a 3.7 mesos, en 

comparació als 11.7 mesos assolits a les pacients que no la presentaven. Igualment, la 

mutació oncogènica de KRAS en càncer de mama s’ha relacionat amb la transició 

epiteli-mesènquima, l’activació de la via de senyalització MAPK/ERK i una major 

inestabilitat genòmica que es podria relacionar amb resistència a iCDK4/6 (246). Això 

s’ha confirmat en estudis on s’objectiva la correlació de la presència de mutacions en 

KRAS i ràpida progressió a iCDK4/6 + HT; per exemple un estudi amb 106 pacients va 

observar que totes les pacients amb mutacions a KRAS havien progressat abans dels 

18 mesos de tractament en primera línia, però cap de les del grup sense mutacions a 

KRAS (247). A més, també s’ha identificat major presència de mutacions KRAS en 

aquelles pacients amb resistència primària i una progressió en primera línia menor a 6 

mesos amb palbociclib + HT (247).  

Altres mutacions detectades a ctDNA s’han relacionat amb la resistència a iCDK4/6; 

així, les mutacions a RB1 s’han postulat com a un biomarcador predictiu del benefici del 

iCDK4/6.Aquestes dades provenen de l’anàlisi seriada en sang de la presència o 

aparició de mutacions en el decurs del tractament a les dues branques de l’estudi 

PALOMA-3, on les mutacions de RB1 van aparèixer exclusivament a la branca amb 

palbociclib (83, 234). D’altra banda,   l’anàlisi dels estudis MONALEESA2,3 i 7 no mostra 

benefici de l’adició de ribociclib a la HT en les pacients amb mutacions de RB1 (248). 

Ara bé, la seva baixa freqüència de detecció (1-4%), el fa un biomarcador dèbil per a la 

pràctica clínica. En la nostra cohort, només 1 pacient presentava mutacions en RB1 

previ al tractament, fet que impossibilita l’anàlisi estadístic. Altres alteracions 

pronòstiques descrites i identificades per ctDNA en diversos treballs, són les mutacions 

de TP53, alteracions a CCND1 o alteracions de MYC. Malgrat el nostre treball no les va 

identificar com factors amb impacte sobre la supervivència, sí que s’han associat a una 

reducció significativa de la SLP en els dos grups de tractament en els estudis fase III, 

tant el grup de iCDK4/6 i HT com el grup de HT sola, considerant-los biomarcadors 

pronòstic (234, 239).  

Les plataformes que utilitzen la NGS en plasma per detectar múltiples alteracions 

genòmiques del ctDNA, també permeten detectar el valor de TMB (200), un factor 

rellevant per la resposta als ICIs, ja que alts nivells de TMB s’han utilitat com 

biomarcadors predictiu de resposta, també en CMM RH+, tot i que amb resultats 
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modestos (249, 250). Els alts nivells de TMB, podrien associar-se amb mutacions en la 

maquinària de la presentació d’antígens, fet que s’ha proposat com a mecanisme 

d’immunoevasió i (251), i podria explicar el pitjor pronòstic observat en la nostre sèrie 

per al les malaltes amb alt TMB, que presentaven una tendència a menor SLP i SG, no 

significativa pel baix poder estadístic del tamany mostral.   

En definitiva, els resultats obtinguts en aquest treball i el conjunt d’informació dels 

estudis amb anàlisis del ctDNA, suggereixen que les mutacions identificades al ctDNA, 

essent les més freqüents en ESR1 i PIK3CA, tenen baix potencial d’esdevenir 

biomarcadors de resposta a iCDK4/6, ja que es relacionen primordialment a resistència 

hormonal, constituint un marcador de mal pronòstic però no un marcador predictiu del 

benefici dels iCDK4/6. Podem concloure doncs, que difícilment una alteració genòmica 

concreta i única servirà com a marcador pronòstic o predictiu de l’eficàcia als iCDK4/6. 

Per tant, per avaluar tot el ventall de complexitat dels mecanismes sensibilitat o 

resistència als iCDK4/6, i des de la perspectiva dels mecanismes d’acció dels iCDK4/6 

sobre el cicle cel·lular però també sobre el sistema immunològic. Per tant, caldria 

estudiar de forma conjunta les alteracions de la cèl·lula tumoral i els canvis al sistema 

immune de l’hoste, fet que s’ha abordat al llarg d’aquesta tesis i es discutirà en els 

següents apartats.  

 

Immunogenicitat tumoral i l’impacte de la funció immunològica al microambient 

com a determinants de la resposta al tractament amb iCDK4/6.  

Per tal de conèixer l’impacte del sistema immunològic en la resposta al tractament amb 

iCDK4/6 s’ha caracteritzat el microambient tumoral per conèixer la interacció entre 

el sistema immunològic i el tumoral a més de caracteritzar el sistema immunològic 

de l’hoste a través del fenotip de les cèl·lules immunològiques circulants en sang 

perifèrica i la quantificació de diferents factors immunològics solubles; tot relacionant-ho 

amb l’eficàcia clínica i la supervivència de les pacients.  

És conegut que el perfil immunològic circulant i del microambient tumoral mantenen una 

estreta relació i que per tant, l’anàlisi del perfil immunològic en sang perifèrica dels 

pacients podria ser una eina rellevant d’ajuda per a decisions terapèutiques 

d’immunomodulació (252, 253). Tanmateix, també va guanyant pes la importància de 

considerar els canvis immunològics que provoca al tumor a nivell sistèmic, tant en sang 

perifèrica com en òrgans limfoides distants i en expressió de factors solubles circulants 

que faciliten la progressió tumoral i l’aparició de metàstasis (254). De fet,  l’increment de 

rellevància de l’estudi sistèmic de les pacients amb càncer ha fet que s’hagin descrit 

diferents senyals de factors solubles desregulats en sang perifèrica que podrien predir 
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l’evolució clínica del càncer de mama (255), però actualment, no es disposa de cap 

evidència pel que fa al tractament amb iCDK4/6.  

L’estudi presentat es basa en les mostres basals disponibles en la cohort clínica de 100 

pacients incloses, amb un seguiment encara limitat per tenir uns resultats concloents 

per a SG, però suficientment sòlids per a la comparació dels grups de bona i mala 

eficàcia per la valoració de la SLP. Així, l’avaluació de la funció immunològica associada 

a la progressió tumoral s’ha realitzat a partir de dues aproximacions complementàries: 

l’anàlisi transcripcional en teixit tumoral i l’estudi de la funció immune perifèrica a partir 

de la determinació de factors solubles i l’immunofenotip de cèl·lules sanguínies. 

En primer lloc, l’anàlisi d’expressió gènica a les mostres tumorals demostra la influència 

del sistema immunològic davant la resposta als iCDK4/6. Tant a partir de les signatures 

preestablertes de Nanostring, com de l’anàlisi més genèric a partir d’una modificació de 

GSEA, es va constatar la implicació de vies implicades amb la resposta immunològica 

antitumoral com a possibles factors determinants de l’evolució de la malaltia. Així, fixant-

nos en la signatures de Nanostring, 4/5 signatures que identificaven de forma 

independent poblacions amb diferent SLP en primera línia, estaven relacionades amb el 

sistema immunològic. Aquestes signatures inclouen Treg, IFN-Gamma, TIS i PD-1, a 

part de la signatura BCp53, la qual a priori no es relaciona directament amb el 

microambient tumoral. En aquest sentit, l’anàlisi de la funció immune circulant ens va 

permetre l’estudi de processos relacionats, permetent formular i contrastar hipòtesis de 

manera integrada, tenint en compte els processos immunològics intra i extra-tumorals.  

Començant per l’única signatura no relacionada amb la funció immunològica, la 

signatura BCp53 permet categoritzar l’estat de p53 com a tipus mutant (mutant-like) o 

tipus no mutant (wild-type-like) en base a una signatura de 48 gens (256). En la nostra 

cohort, vam objectivar que les pacients amb alta expressió d’aquesta signatura (4 

pacients de 37) presentaven una significant reducció de la SLP en primera línia, amb 

major presència de resistències primàries i una mediana de SLP menor a 6 mesos. 

Altres estudis també han utilitzat signatures semblants a la presentada en el treball i 

relacionades amb l’estat mutacional de p53 que també permeten identificar unes 

pacients amb un pitjor pronòstic i una menor SG (257, 258).  

Pel que fa a les signatures relacionades amb sistema immunològic, aquestes es 

poden agrupar en 2 grans grups teòrics, aquelles relacionades amb la resposta immune 

antitumoral inflamatòria i/o d’infiltració limfocitària, com serien IFNGamma o TIS, i les 

relacionades amb mecanismes d’immunoevasió o d’immunotolerància, com són Treg o 

PD1. Cal remarcar que les signatures preestablertes de Nanostring són representatives 

de les vies de senyalització corresponents, però presenten una gran variabilitat tant pel 

que fa al nombre com el tipus de gens que les componen. A més, la selecció i contribució 
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relativa de cadascun dels gens al valor de la signatura, és també diversa i una funció 

preestablerta de la companyia, fet que pot dificultar la correlació amb paràmetres del 

sistema immunològic perifèric avaluats en aquest treball i la comparació amb altres 

estudis similars. 

En línies generals, s’observa que la major expressió de la majoria de signatures 

immunològiques s’associa a un pitjor pronòstic. Així, valors elevats de les signatures 

IFNGamma (composta pels gens STAT1, CXCL9 i CXL10) i la signatura TIS (en anglès 

“tumour infiltration signature”, composta per més de 18 gens), les quals informen de 

l’activitat anti-tumoral del sistema immunològic, s’han identificat com a factors pronòstic 

independents de pacients tractades  amb iCDK4/6. IFN Gamma es va relacionar amb 

una reducció estadísticament significativa de la SLP en primera línia. Aquesta 

significança estadística es perdia a nivell de SG final, tot i que mantenia la mateixa 

tendència, amb menor SG en les pacients amb major expressió de la signatura IFN 

Gamma.  

La signatura TIS mesura la presència del sistema immunològic adaptatiu en el tumor i 

s’ha establert com a possible predictor de teràpies anti-PD1 (259). La signatura TIS del 

panell BC360® està constituïda per gens relacionats amb la resposta a IFN, la 

presentació d’antígens, de cèl·lules NK, cèl·lules T i senyals inhibidors del sistema 

immune (per exemple PDL-1, LAG3 o IDO1). Per tant, és una signatura que indica 

infiltració intratumoral però d’una forma molt heterogènia. 

Originalment, es va descriure la pèrdua de senyalització de IFN com un mecanisme de 

carcinogènesis i una resposta immunològica antitumoral deficitària (260).  Fins i tot en 

alguns treballs es va combinar IFNß amb tamoxifè per revertir la resistència endocrina 

en càncer de mama, observant algunes respostes gràcies a l’activació de la resposta 

del sistema adaptatiu immunològic, amb increment de l’activitat de les cèl·lules NK i els 

limfòcits T citotòxics (261). En canvi, al TME, IFNγ és principalment alliberat pels 

limfòcits T citotòxics, estimulant per tant, la presentació antigènica i per tant, afavorint 

una resposta immunològica antitumoral eficaç. Ara bé, l’exposició crònica de IFNγ 

indueix l’expressió de factors immunosupressors com PD-L1 en macròfags i en cèl·lules 

tumorals, fet que condueix a un esgotament de les cèl·lules T i a un estat 

immunosupressor del TME, afavorint la immuno-evasió tumoral (260, 262). Per altra 

banda, i en contra del descrit en altres subtipus del càncer de mama, algun estudis han 

suggerit que els limfòcit intratumorals (TILs) promouen una ambient intra-tumoral 

indicatiu de mala resposta a la HT en pacients amb càncer de mama RH+(263), fet que 

aniria en concordança amb els nostres resultats de la signatura TIS.   

Malgrat que esta força acceptat que la resposta dels iCDK4/6 va lligada a l’estimulació 

de la via IFN, la reducció de les cèl·lules Treg i a l’activació de cèl·lules T (178, 180),  
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dos estudis de neoadjuvància amb iCDK4/6 suggereixen que l’increment de 

senyalització de IFNγ s’associa a una resistència intrínseca i adquirida a iCDK4/6 (97, 

264). Així doncs, a part de l’efecte antitumoral, l’increment de la via de senyalització 

d’IFN en càncer de mama RH+ també s’ha relacionat amb un TME favorable a 

resistència tractaments, a un major creixement tumoral i a la disseminació metastàtica. 

A més, l’activació de la via de IFN avaluat per signatures gèniques (265, 266), incloent 

la signatura relacionada amb resistència a palbociclib coneguda com IRPS (96) també 

s’ha associat a un increment d’expressió de checkpoint immunològics i esgotament de 

cèl·lules T, increment de cèl·lules Treg, increment de macròfags associats al tumor del 

tipus fenotip immunosupressor com els M2-like i a fibroblast associats al càncer, 

promovent l’estat d’evasió immunològica (267). 

En línia amb aquesta observació, el nostre estudi va identificar també que la major 

expressió de la signatura Treg (basada amb l’expressió del gen FOXP3) es relacionava 

amb una menor SLP i SG en primera línia. La presència de cèl·lules T reguladores al 

microambient tumoral s’associa generalment a mecanismes de tolerància immunitària, 

amb un menor reconeixement d’antígens tumorals per part de les cèl·lules del sistema 

immunològic i la conseqüent menor resposta del sistema immune, fet que s’ha relacionat 

amb una menor supervivència en pacients amb càncer de mama (268, 269).  

Les cèl·lules T reguladores es caracteritzen per una alta expressió del receptor de 

membrana CD25, que s’uneix a la citocina IL2, i és aquesta disminució de IL2 al 

microambient tumoral la que modula la diferenciació de les cèl·lules T, disminuint les 

cèl·lules T efectores i provocant una tolerància immunitària. En aquest sentit, alguns 

autors han relacionat els nivells de citocina IL-2 a sang perifèrica com un possible factor 

pronòstic en càncer de mama (270), fet que en el nostre anàlisis no s’ha pogut confirmar,  

principalment per la baixa sensibilitat en la detecció de nivells plasmàtics de IL-2 de les 

tècniques utilitzades en aquesta tesi per la detecció de citocines.  

Ara bé, sí que vam estudiar la representació de Treg circulants en sang perifèrica, 

malgrat la rellevància de les cèl·lules Treg al microambient tumoral, els nostres resultats 

no van poder relacionar la presència de Treg circulants com un factor de mal pronòstic, 

ja que no vam observar diferències de representació d’aquest subgrup (caracteritzades 

per expressió de CD3, CD4, CD25 i FOXP3) en els grups de mala i bona eficàcia, ni 

tampoc l’expressió de FOXP3 en limfòcits circulants, s’associés a una diferència en SLP 

o SG. Davant la rellevància de les cèl·lules Treg en el càncer i també com un mecanisme 

d’acció dels iCDK4/6 (179), la seva presència i impacte ha estat estudiat. Per exemple, 

s’ha descrit que les pacient afectes de CMM RH+, presenten un major número de 

cèl·lules Treg circulants en comparació un grup control de persones sense càncer(271). 

A més a més, les pacients totes les pacients en tractament amb iCDK4/6, els nivells de 
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Treg circulants es veuen reduïts durant el transcurs del tractament, una reducció més 

marcada en les pacients que presenten major resposta clínica (271).  

Així doncs, tot i les evidències de la literatura i el valor pronòstic observat entre 

l’expressió de Treg basals a nivell intratumoral, aquestes observacions no s’han pogut 

confirmar en sang perifèrica en el nostre estudi. No obstant, l’anàlisi longitudinal de les 

mostres de la cohort serà  clau per a donar resposta a aquest punt, ja que la reducció 

dels nivells de Treg durant el tractament amb iCDK4/6 postulada en estudis preclínics, 

sí que podria permetre identificar les pacients amb bona resposta el tractament, sent 

així un biomarcador de resposta.  

Tanmateix, es fa molt difícil establir una relació directa entre un marcador immunològic 

únic i una resposta/evolució tumoral diferencial, conseqüència directa de la complexitat 

inherent del sistema immune, el qual compta amb múltiples mecanismes i vies 

estretament relacionades i de complexa regulació, la qual cosa  implica que la funció 

d’un subtipus cel·lular sigui diversa en funció del moment i ambient concret. En aquest 

sentit, en el CMM, s’han descrit interaccions entre el RE i la via de IFN, a través d’efectes 

pleiotròpics del RE sobre el TME, induint la producció d'IFNγ a les cèl·lules T helper 

tipus 1 (Th1), promovent l'expansió de les cèl·lules Treg mitjançant checkpoints 

immunològics com  PD-1 i CTLA-4, i reprimint l'expressió MHC de classe II induïda per 

IFNγ a les cèl·lules tumorals ER+. En aquest context, l’activació de diferents factors de 

transcripció tals com FOXA1 i el RE, conjuntament amb l’activació de gens transcrits a 

través de la via mitjançada per IFN i controlada per NF-KB, resulta en un augment de 

citocines proinflamatòries com IL-8 i IL-1, que també contribueixen a l’esgotament de les 

cèl·lules T i al reclutament de cèl·lules immunosupressores com les MDSC al TME(272-

275). Així doncs, en termes generals, la senyalització sostinguda d'IFN en tumors RH+ 

podria promoure un TME esgotat i immunosupressor de cèl·lules T susceptible 

d'escapament immune de cèl·lules tumorals, supervivència i creixement agressiu en 

càncer de mama avançat RE + resistent a la teràpia. 

En aquesta línia, el nostre anàlisi de factors solubles circulants no va observar 

diferències en els nivells basals de IFNγ, ni en la proporció de cèl·lules MDSC circulants 

mesurades per citometria de flux. Cal destacar un treball recent en el qual s’ha descrit 

una reducció en dels nivells de Mo-MDSC i PMN-MDSC durant el tractament en els 

pacients amb bona resposta a iCDK4/6 (271), per tant, serà rellevant l’anàlisi de les 

mostres longitudinals per observar biomarcadors de resposta dinàmics.  

Ara bé, respecte a l’expressió de factors solubles circulants, hem identificat una població 

de pacients amb alts nivells de IL8 basals, els quals presentaven una SLP i SG reduïda.  

A més a més, els nivells de IL10 basals també tenen un impacte sobre SLP en el model 

conjunt de regressió logística de la nostra cohort. En concordança amb les nostres 
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troballes, nivells alts de IL8 i L10 s’han reportat com a rellevants en la predicció de SLP 

i SG en càncer de mama (276).  

Davant la complexitat del sistema immunològic i de la multitud de factors que poden 

variar l’expressió de les diferents citocines a sang perifèrica, molts estudis han valorat 

la predicció del pronòstic de les pacients amb CMM en base a un conjunt de citocines. 

En la majoria de casos, i en concordança amb els nostres resultats, IL6, IL8, IL10 o IFNγ 

intervenen en el model establert, trobant que una major expressió dels mateixos 

predisposa a una reducció de la SG (277, 278).  

Finalment, la signatura PD1 també es va identificar com a factor pronòstic. Aquesta 

signatura es basa únicament amb el gen PDCD1 (programmed cell death 1) que 

transcriu la proteïna PD1 o CD279 i es troba expressada sobretot en limfòcits. L’alta 

expressió d’aquesta proteïna és un regulador negatiu de l’activació de la resposta 

immunològica prevenint la proliferació i secreció de citocines. A més, l’expressió de PD1 

al microambient tumoral s’ha associat amb la presència de cèl·lules T específiques de 

tumor. El valor pronòstic de l’eix PD1/PDL1 en pacients amb CMM, també ha estat força 

discutit, amb resultats que relacionen una alta expressió de PD1 amb una pitjor SG 

(279). En contraposició, altres estudis més focalitzats en el microambient tumoral, han 

reportat una correlació entre l’alta expressió del gen PDCD1 amb una millora en el temps 

de recaiguda i la SG en malaltia localitzada (280).   

El nostre estudi de biòpsia liquida, també considerava les diferents proteïnes checkpoint 

immunològiques que representen un sistema immunològic exhaust com són CTLA-4, 

PD-1, LAG3 i TIM3. Aquestes proteïnes s’han relacionat en càncer de mama amb la 

supressió de la resposta immunològica en tumors localitzats (281). En el nostre estudi, 

l’expressió en sang perifèrica de IL10, TIM3, PD-1, CTLA-4 i LAG3 va permetre 

desenvolupar un model predictiu de bona o mala eficàcia independent de la línia de 

tractament. Altres treballs, han buscat fórmules semblants intentant predir la SG als 5 

anys basats en l’expressió de citocines en sang perifèrica, creant models predictius a 

partir de diferents factors solubles i amb resultats anàlegs al nostre (282). En 

concordança amb tot l’anterior i el descrit prèviament, l’anàlisi multivariat de SLP i SG 

de la nostra cohort independentment de la línia de tractament, identifica un grup de 

pacients amb alta expressió de TIM3 soluble en sang que presenten mala evolució 

clínica i una reducció estadísticament significativa de SLP i SG.  

Finalment, i reforçant el paper dels checkpoint immunològics en el CMM RH+ i l’eficàcia 

dels iCDK4/6, el nostre estudi, estableix que una determinació basal de les cèl·lules 

immunològiques pot permetre predir una resposta immunològica millorada al tractament 

amb iCDK4/6. Així doncs, l’expressió de CTLA4 en limfòcits T es va observar sobre-

expressada en el grup de pacients definits com a mala resposta clínica independentment 
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de la línia. En consonància amb aquestes dades, també vam identificat grups de 

pacients amb mal pronòstic segons la seva expressió de PD-1 o CTLA-4 en limfòcits T 

CD4 circulants. En concret, les pacients amb alta expressió de CTLA-4 o PD-1 (menys 

representat), van presentar menor benefici clínic al tractament amb iCDK4/6 amb una 

reducció de SLP, i en el cas d’alta expressió de CTLA-4, també en SG, considerant que 

les pacients amb un sistema immunològic circulant exhaust, presenten una menor 

capacitat de resposta a iCDK4/6 i un pitjor pronòstic. 

En termes generals les nostres dades, confirmarien la sospita de l’estudi RIBBECA, on 

també s’analitzava el benefici immunomodulador de ribociclib i descriuen els canvis del 

repertori i la clonalitat de les cèl·lules T durant el tractament, observant que ribociclib 

més letrozol, promou una resposta del sistema immunològic adaptatiu preexistent més 

que no pas una inducció d’una resposta de novo (283). Aquest mateix estudi, també 

descriu la sobreregulació de diferent signatures relacionades amb el sistema adaptatiu 

(IFN tipus I i II, i l’increment de la presentació d’antígens), la disminució de senyalització 

de citocines immunosupressores (CCL2, CCL7 i CCL22 relacionades amb Treg i 

macròfags M2-like) i la reducció de la poblacions de cèl·lules Treg 

(CD4+FOXP3+CD25+) que tenen lloc durant el tractament amb iCDK4/6(283), 

observacions en general, alineades amb les nostres troballes.  

Per tant, podem concloure que per a una millor eficàcia al tractament amb iCDK4/6 en 

combinació amb hormonoteràpia, les característiques immunològiques de la pacient 

prèvies a l’inici d’aquest són rellevants; fet relacionat a l’existència d’un sistema 

immunològic competent. Evidències inicials indiquen que aquestes característiques 

concretes es podrien determinar en sang perifèrica basant-se amb l’expressió de CTLA-

4 i PD-1 en els limfòcits CD4 circulants de la pacient i una combinació de factors solubles 

circulants que inclouria diferents molècules del checkpoint immunològic i IL10. 

En definitiva, la identificació de paràmetres relacionats amb la resposta immunològica 

que prediuen l’evolució del iCDK4/6 en les pacients amb CMM RH+ obre les portes a 

possibilitat d’identificar quines pacients es podrien beneficiar de noves estratègies 

immunològiques per tal d’optimitzar les respostes al tractament. 

 

Inhibidors de CDK, funció immunològica i opcions d’optimitzar-ne l’eficàcia.  

Donada la interacció entre el sistema immune i la funció dels iCDK4/6, ja sigui com a 

immunomoduladors o com a potenciadors de la resposta immunològica, diferents 

estudis han intentat testar la sinèrgia de combinacions de iCDK4/6 amb immunoteràpia 

amb possible benefici en estudi preliminars (284, 285). Així doncs, i també amb 

concordança amb resultats presentats en models animals (181), s’ha testat la 

combinació dels iCDK4/6 i anti-PD-1 en persones. Per exemple, en un estudi fase Ib  es 
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combinava abemaciclib i pembrolizumab, malauradament la combinació va mostrar un 

increment de la toxicitat hepàtica (G3: 42.2% vs. 16.8%)  i de pneumonitis tòxica (G3 

7.7% vs. 1.2%) en comparació amb els estudis MONARCH-3 sense immunoteràpia; a 

més, la combinació tampoc afegia benefici ni en SLP ni en SG, fet possiblement degut 

al número de discontinuacions del tractament (286). Per això, els autors no 

recomanaven seguir desenvolupant recerca clínica amb aquesta combinació. Ara bé, 

assumint l’increment de toxicitat per la major activació del sistema immunològic, caldria 

identificar quines pacients presenten un sistema immunològic exhaust i es beneficiarien 

clínicament de la combinació de iCDK4/6 i anti-PD-1, intentant identificar combinacions 

amb una menor toxicitat.  

La hipòtesi de que les pacients amb un sistema immunològic concret es beneficien de 

la combinació, també ha estat abordada en un treball on les pacients amb CMM RH+ 

politractades, rebien pembrolizumab + HT amb o sense palbociclib. Les pacients que 

presentaven resposta al tractament en el grup del triplet, presentaven basalment, un 

major  nombre de cèl·lules T effector memory; fet que no s’observava en pacients amb 

resposta al grup tractat amb  pembrolizumab + HT, sense iCDK4/6 (287). Això suggereix 

la necessitat pre-existent en l’hoste de cèl·lules T circulants amb capacitat per induir la 

resposta immunològica dels inhibidors de CDK4/6, en la mateixa línia que els resultats 

obtinguts a la nostra població. 

Així, la nostra observació referent a l’alta expressió de CTLA-4 en limfòcits T observada 

en sang perifèrica en les pacients amb mal pronòstic, suggereix la necessitat de valorar 

l’opció de combinació de iCDK4/6 amb anti-CTLA-4. És conegut que CTLA-4, expressat 

a les cèl·lules T, bloqueja CD80 i CD86 de les cèl·lules dendrítiques i inhibeix la resposta 

immunològica de les cèl·lules T (288). Alguns dels inhibidors de CTLA-4 (tremelimumab 

i ipilimumab) han estat avaluats en càncer de mama, per exemple tremelimumab en un 

estudi fase I va obtenir uns resultats modestos amb malaltia estable com a millor 

resposta, però una SG de 50.8 mesos (289). De moment, només estudis in vitro o en 

models animals, han demostrat sinèrgia la combinació de iCDK4/6 amb anti-CTLA-4, 

però no hi ha dades de seguretat ni eficàcia de la combinació en pacients amb 

CMM(183). 

L’estat immunosupressor del TME en les pacient amb CMM, observat amb l’increment 

de la signatura Treg al TME de les pacients amb pitjor pronòstic a la nostra cohort, també 

s’ha intentat abordar terapèuticament. Una opció seria la utilització de tractament dirigit 

contra el checkpoint immunològic LAG-3, el qual presenta alts nivells d’expressió tant 

en cèl·lules Treg com en limfòcits T desactivats. Per tant, els anticossos anti-LAG-3 

permetrien, no només inhibir l’activitat immunosupressora de les Treg sinó també activar 

les cèl·lules T efectores. L’estudi fase I en pacients amb càncer de mama, tractats amb 
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anti-LAG3 + paclitaxel, va demostrar activitat (290) i en els pròxims anys segurament 

serà avaluat en estudis en fases més avançades (NCT05747794); fins i tot avaluant-lo 

de combinar-lo amb iCDK4/6 en aquelles pacients amb desregulació immunològica 

observada tant el TME o en cèl·lules circulants.  

En el mateix sentit, anticossos anti-CD25, marcador expressat a la membrana de les 

cèl·lules Treg s’han testat en combinació amb anti-PD-1, demostrant sinèrgia en models 

animals (291). Aquesta podria ser una estratègia prèvia per tal de millorar la resposta a 

iCDK4/6 en les pacients amb desregulació immunològica com demostra el nostre estudi.  

L’altre factor rellevant observat al nostre treball, és la desregulació crònica de IFN al 

TME, i que també s’ha associat a resistència a palbociclib + HT (96). Tenint en compte 

que la via de senyalització de IFN pot induir canvis en l’expressió de proteïnes de punt 

de control com PD-L1, CTLA-4 o LAG-3, incrementar la infiltració al TME de cèl·lules 

Treg i provocar canvis de fenotip als macròfags (cap a M2-like), guanya pes la idea de 

combinar tractament de regulació del sistema immunològic amb iCDK4/6, no només per 

millorar l’eficàcia dels iCDK4/6, sinó també per revertir o prevenir-ne la resistència.  

Aquests canvis al microambient tumoral, probablement són els observats a nivell 

perifèric amb canvis d’expressió de CTLA-4 o PD-1 a cèl·lules T circulants, o fins i tot en 

els nivells de IL-8 i TIM3  en el nostre estudi.  Tot i això, com a conseqüència de la 

disponibilitat de mostres o de la falta de seguiment en alguns casos, no disposem de 

suficient número de mostres amb tots els paràmetres ben estudiats, fet que no ens 

permet correlacionar els paràmetres pronòstics independents identificats (nivells de 

TIM3 solubles, CTLA4 en limfòcits circulants i signatures genètiques en el TME).  

Malgrat els punt dèbils del treball com: i) l’heterogeneïtat de les característiques de les 

pacients, ii) els diferents iCDK4/6 estudiats, els quals malgrat tenir un mecanisme 

d’acció comú a nivell de cicle cel·lular, tenen diferències significatives pel que fa a la 

seva capacitat immunomoduladora, iii) el tamany reduït de la mostra i la participació d’un 

sol centre en l’estudi , iv) biòpsies de teixit tumoral primari i metastàtic, que poden 

comportar canvis en l’evolució tumoral i immunoevasió, v) falta d’anàlisi longitudinal de 

les mostres durant el tractament i a la progressió i vi) falta d’anàlisi exhaustiu de totes 

les tècniques en les mateixes pacients; el nostre estudi identifica una població de 

pacients amb CMM RH+ amb desregulació del sistema immunològic a nivell del 

TME i també en factors immunològics circulants en sang perifèrica, fet que implica 

una mala evolució al tractament amb iCDK4/6 i HT, a mes d’un pitjor pronòstic 

(Figura 47). Aquestes resultats, plantegen la hipòtesi que aquestes pacients es podrien 

beneficiar d’un abordatge immunomodulador previ a l’inici d’un iCDK4/6, ja sigui via 

inhibició d’algun checkpoint immunològic o altres canvis en el sistema immunològic, fet 

que permetria optimitzar el seu tractament i evolució.  
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Figura 47. Representació resum de les troballes en sang i al TME del grup de pacients amb 

menor eficàcia als iCDK4/6. Les pacients que han demostrat menor eficàcia als iCDK4/6 
presenten un increment d’expressió de CTLA4 i PD1 en  limfòcits T CD4+ circulants, a més d’uns 

nivells de TIM-3 i IL-8 elevats en plasma. A nivell de TME, s’ha objectivat també una major 

expressió de signatures com IFNgamma, Treg o TIS. Aquests fenòmens són indicatius de una 

desregulació del sistema immunitari com a mecanisme.de resistència. Aquestes característiques 

suggereixen un esgotament del sistema immunitari, el qual es podria abordar mitjançant noves 

estratègies immunomoduladores per optimitzar l’eficàcia del iCDK4/6 en pacients amb CMM 

RH+.    
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7. CONCLUSIONS 
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1- Les pacients tractades amb iCDK4/6 en la pràctica assistencial obtenen un 

benefici similar al reportat. L’afectació visceral, l’afectació òssia exclusiva, la QT 

prèvia per CMM i l’hormona-resistència s’identifiquen com a factors pronòstics 

clínics.  

 

2- Tot i que el subtipus intrínsec tumoral i/o la presencia de mutacions a ctDNA 

permeten identificar grups amb pitjor pronòstic, aquestes troballes no expliquen 

l’eficàcia del tractament amb iCDK4/6.  

 

3- La categorització de dos grups clínica i biològicament ben balancejats en funció 

de la SLP dels estudis pivotals, ha permès l’avaluació de paràmetres 

immunològics d’eficàcia al tractament amb iCDK4/6. 

 

4- L’anàlisi transcriptòmic dels tumors identifica l’elevada expressió de signatures 

immunològiques com factor de mal pronòstic, confirmant la rellevància del 

sistema immunitari en el mecanisme d’acció i resistència dels iCDK4/6.  

 

5- La caracterització de la funció immunològica mitjançant l’avaluació de factors 

solubles i subtipus de cèl·lules circulants, apunta a una desregulació indicativa 

d’esgotament immunològic (augment dels checkpoint immunològics i la població 

de limfòcits CD4+CTLA-4+) com a determinant de pitjor pronòstic. 
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8. FUTURES LÍNIES 
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Aquest projecte ha posat les bases per iniciar una línia de recerca dedicada a la 

immunitat en el càncer de mama gràcies a la col·laboració del grup clínic especialitzat 

del càncer de mama de l’Institut Català d’Oncologia de Badalona i el grup de recerca 

bàsica en immunologia d’interacció Virus-Hoste (ViHIT) de l’Institut de Recerca 

IrsiCaixa.  Al llarg de la tesis s’han mostrat els resultats obtinguts en mostres basals, 

però a partir de la cohort presentada en aquesta tesis, que encara segueix en 

reclutament, i gràcies al seguiment tant clínic com en l’obtenció de mostres biològiques 

al llarg del tractament, es realitzarà l’estudi longitudinal. Això permetrà observar els 

canvis en sang perifèrica dels diferents factors solubles, analitzant els canvis en els 

nivells de les diferents citocines i checkpoints immunològics solubles durant el 

tractament, per tal d’observar els canvis produïts pels iCDK4/6 sobre el sistema 

immunològic i la correlació d’aquests canvis amb el pronòstic de l’eficàcia. Així mateix, 

també s’estudiarà l’immunofenotip en mostres de seguiment, per tal de confirmar l’alta 

expressió de CTLA-4 en limfòcits CD4+ circulants com un factor d’esgotament 

immunològic i d’incapacitat d’activació de la resposta immunològica per part dels 

iCDK4/6.  

Les mostres a la progressió, tant a nivell tumoral com en sang perifèrica, permetran 

aprofundir en els mecanismes de resistència secundària que poden aparèixer o 

tanmateix confirmar alguns del marcadors ja observats en les mostres basals, com 

serien els de la signatures de mala resposta presentades en els resultats d’aquest treball 

(alta expressió de la signatura BCp53, IFNgamma, TIS o Treg, i la baixa expressió de 

PD1).  

Per tal d’ampliar el coneixement de l’impacte del sistema immunològic en les pacients 

amb CMM RH+, s’utilitzaran les mateixes mostres de PBMCs de la cohort i es realitzarà 

un anàlisi transcriptòmic de cèl·lula única (single cell, scRNA) amb mostres prèvies al 

tractament, als 3 mesos i a la progressió, en pacients de bona eficàcia i de mala eficàcia. 

L’anàlisi de scRNA, amb la seqüenciació de 10.000 cèl·lules en cada pacient i diferents 

punt de tall, permetrà obtenir una informació molt més detallada dels canvis d’expressió 

de les cèl·lules circulants tant en les pacients amb bona com mala resposta, a més dels 

canvis induïts pel propi tractament. Això permetrà obrir noves hipòtesis sobre 

mecanismes de sensibilitat o resistència en relació a la resposta immunològica dels 

iCDK4/6 i hormonoteràpia.  

Les observacions actuals, juntament amb les futures dels anàlisis de mostres 

longitudinals i del single cell, necessitaran una validació funcional per tal de confirmar la 

seva activitat biològica. Així doncs, es preveu iniciar un projecte paral·lel d’obtenció de 

material en fresc de tumor per la realització d’organoides derivats de tumor de pacients. 

Aquest model, juntament amb l’obtenció de cèl·lules sanguínies autòlogues, ens 
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permetrà dissenyar estudis funcionals per validar les observacions obtingudes de 

l’estudi de la cohort clínica, a més de disposar d’un model validat on proposar i estudiar 

noves estratègies terapèutiques que permetin millorar l’eficàcia del iCDK4/6, com per 

exemple la combinació amb inhibidors del checkpoint immunològic (ICIs) com anti-

CTLA-4 o anti-PD-1. 

Finalment, com a objectiu a mig termini, ens proposem establir una línia de recerca 

estable encaminada a l’estudi de la funció immunològica en càncer de mama, amb la 

missió final de proporcionar bases biològiques que permetin avançar cap a l’aplicació 

de la immunoteràpia en càncer de mama, malaltia en la qual els resultats actuals són 

subòptims i que de ben segur permetrà dissenyar noves estratègies de tractament per 

millorar l’esperança de vida de les pacients amb CMM.  
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10. ANNEXES 
 

 

10.1. Annex 1. Signatures del BC360® significatives en l’anàlisi multivariat i els gens 

implicats en la signatura segons Nanostring™. 

 

10.2 Annex 2. Finançament i institucions involucrades.   

Aquesta tesis ha estat finançada parcialment per la beca Rio Hortega atorgada per 

l’Instituto Carlos III els anys 2021 i 2022 (ISCIII CM20/00027). El projecte  s’ha dut a 

terme gràcies a la  col·laboració entre l’Institut Català d’Oncologia, l’Institut de Recerca 

IrsiCaixa i l’Hospital Germans Trias i Pujol. 

  

Signatura BC360 Gens implicats 

PD-1 PDCD1 

Treg FOXP3   

IFN Gamma STAT1, CXCL9, CXCL10 

BCp53 Score ADM, APH1B, ATAD2, AURKA, BTG2, 

CCNA2, CCND1, CDC25B, CDC25C, 

CDCA7L, CDK1, CDKN1A, CDKN3, 

CEP55, CKS1B, DDB2, FAM198B, 

FAM214A, FNBP1, FOM1, GATA3, GG7, 

KIAA0040, KIF23, KIFC1, LINC02381, 

MAD2L1, MAP2K4, MCM3, MIS18A, 

MIKI67, MYBL2, NCAPH2, NEO1, 

NPEPPS, NUDT1, POLD1, PREP, 

PTTG1, RFC4, RNF103, SLC39A6, 

TAP1, TCEAL1, TOP2A, TRIP13, 

TUBA4A, UBE2C.  

TIS CCL5, CD27, CD274, CD276, CD8, 

CMKLR1, CXCL9, CXCR6, HLA-DQA1, 

HLADRB1, HLA-E, IDO1, LAG3, NKG7, 

PDCD1LG2, PSMB10, STAT1, TIGIT 
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