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1. GENERALIDADES DEL CANCER DE MAMA

1.1. Epidemiologia
El cancer de mama es el tumor mas frecuente en las mujeres occidentales, representando
entre un 20-30% de las neoplasias femeninas y la segunda causa de muerte por cancer
en mujeres. En Estados Unidos se diagnostican aproximadamente 230.000 nuevos casos
y 40.000 muertes anuales, mientras que en Espafia se producen 27.000 nuevos
diagnosticos y aproximadamente 6.000 fallecimientos anuales a consecuencia de este
tumor (1-3). Desde la década de los 90 se ha observado un progresivo descenso de la
mortalidad por cancer de mama, gracias a los programas de diagnostico precoz y a la
mayor eficacia de los tratamientos administrados. Asi, la supervivencia global (SG) se

situa actualmente por encima del 80% a los 5 afios del diagnostico (4).

1.2. Etiopatogenia
En la génesis del cancer de mama existe en muchos casos una influencia hormonal.
Algunos de los factores de riesgo conocidos (menarquia precoz, menopausia tardia,
nuliparidad, terapia hormonal postmenopausica, etc.) ocasionan una mayor exposicion
de la glandula mamaria a los estrogenos circulantes (5). Otros factores estudiados, como
el alcohol, el tabaco, el sedentarismo, la obesidad o los anticonceptivos orales, pueden
estar también relacionados con el desarrollo de esta neoplasia en ciertos casos (6, 7). Por
otro lado, los antecedentes familiares de cancer de mama suponen un aumento del
riesgo de desarrollar la enfermedad, que se incrementa hasta un 60-80% en aquellas
mujeres portadoras de una mutacién en alguno de los principales genes de

susceptibilidad (BRCA-1y BRCA-2) (5).

Las neoplasias mamarias se originan en el epitelio glandular, inicialmente por una
proliferacion excesiva de las células que lo forman, dando lugar a una hiperplasia ductal

atipica, y posteriormente al carcinoma intraductal o in situ. Con el tiempo, el tumor
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Introduccién

traspasa la membrana basal e invade el estroma circundante, transformandose en un

carcinoma infiltrante (8).

El cancer de mama es una enfermedad genética muy heterogénea. Las alteraciones
genéticas que se producen en la carcinogénesis afectardn fundamentalmente a las
células epiteliales malignas, aunque también se han observado en otras células que
interaccionan con el tumor, como las células del estroma, las células del sistema inmune
o las células vasculares (8).

Hasta los afios 80 los estudios basados en expresion génica o proteica del cancer de
mama se limitaban a los receptores de estrégenos (RE) y de progesterona (RP). Méas
recientemente se inici6 la investigacion sobre otros factores de crecimiento, asi como
sobre algunos oncogenes y genes supresores de tumores relacionados con el ciclo
celular, la apoptosis y la reparacion del ADN. Finalmente, las técnicas de analisis de
alto rendimiento han posibilitado ampliar los conocimientos de esta enfermedad,
mostrando su importante heterogeneidad y la posibilidad de clasificarla en diferentes

subtipos desde el punto de vista molecular.

2. CLASIFICACION E HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE MAMA

2.1. Subtipos histologicos
La mayoria de los carcinomas de mama son tumores infiltrantes. Con menor frecuencia
se diagnostica un carcinoma in situ, enfermedad que tiene un pronéstico mucho mas
favorable. Casi el 80% de las neoplasias de mama infiltrantes pertenecen a la variedad
ductal. EI segundo tipo histologico méas frecuente es el carcinoma lobulillar infiltrante,
que supone entre el 5y el 10% (8). Aunque ambos tipos histologicos comparten
diversas caracteristicas clinicas, el carcinoma lobulillar expresa con mayor frecuencia

receptores hormonales (RH), tiende a ser mas diferenciado, ocurrir en mujeres de mayor
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edad, y asociar con mayor frecuencia una afectacion bilateral y multicéntrica. Ademas,
el carcinoma lobulillar presenta un patrén de diseminacion diferente al carcinoma
ductal, con una afectacion més frecuente a nivel gastrointestinal, ovarico, peritoneal y

suprarrenal (9).

Actualmente continta existiendo una controversia sobre la influencia de la histologia en
el prondstico de la enfermedad. En algunas series se ha observado que la SG del
carcinoma lobulillar es ligeramente mejor que la del carcinoma ductal, aunque la tasa de
recaidas parece similar (10). Sin embargo, los datos respecto a las diferencias

pronosticas son contradictorios (9).

Existen otros subtipos de carcinoma de mama menos frecuentes, como el medular, el
coloide, el tubular, el comedocarcinoma y el papilar, los cuales suponen, en conjunto,
menos del 10% de todos los tumores invasivos. Estos tumores presentan un mejor
pronostico, con una tasa de supervivencia a largo plazo en torno al 10-20% por encima

de la asociada a las formas histoldgicas habituales (ductal y lobulillar) (11).

Dado que la clasificacién mediante el tipo histolégico no es suficiente para afrontar la
heterogeneidad de esta neoplasia ni para predecir su comportamiento clinico, desde hace
afios, se analizan rutinariamente otros parametros anatomopatolégicos, como el grado
histoldgico, el indice de proliferacion Ki67, y la expresién de los receptores de
estrogenos, progesterona y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano

(Her2).

El sistema de gradacién histolégica mas utilizado es el propuesto por Elston y Ellis que
clasifica los tumores en funcion de una combinacion de criterios arquitecturales y
citoldgicos (pleomorfismo nuclear y contaje mitético) en tres grados, de mejor a peor

diferenciacion (grados 1, 2 y 3) (12). Pese a los problemas de reproducibilidad y la
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subjetividad de la técnica, este método de subclasificacion es una herramienta util y

estandarizada en la préactica clinica habitual.

La actividad proliferativa del tumor se determina actualmente mediante
inmunohistoquimica (IHQ), con anticuerpos frente al antigeno nuclear Ki-67. Su
importancia reside en su valor pronostico, estudiado sobre todo en los tumores
localizados, pero méas controvertido en el cancer de mama diseminado, como se

explicard méas adelante.

La sobreexpresion del RE esta presente en aproximadamente el 75% de las neoplasias
mamarias, mientras que el RP se expresa s6lo en el 60% (13, 14). Esta frecuente
expresion del RE explica la importancia que tienen los factores de riesgo relacionados

con la exposicion a estrogenos en la génesis del cancer de mama.

Her2 es un receptor de membrana con actividad tirosin-quinasa cuya activacion
estimula la proliferacion, la angiogénesis, la motilidad celular, la resistencia a la
apoptosis y el desarrollo de metastasis. La sobreexpresion de Her2, producida en un
90% de los casos por una amplificacion génica, ocurre aproximadamente un 18-20% de

los tumores primarios de mama (8).

Los RH y Her2, son los factores predictivos de respuesta a terapias sistémicas mas Utiles
e importantes en el tratamiento del cdncer de mama, tanto en la adyuvancia como en la
enfermedad diseminada. Su determinacion esta recomendada en todas las guias clinicas

(15, 16).

Desde un punto de vista practico, en funcion de los resultados del estudio de IHQ el

cancer de mama puede dividirse en:
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- Tumores Her2 negativos: Dentro de estos, el grupo mas numeroso estd
caracterizado por la positividad para el RE. Los tumores Her2 negativo que no
expresan RE ni RP forman un subgrupo especial, llamado Triple Negativo (TN),

que suele asociarse a una mayor agresividad clinica.

- Tumores Her2 positivos: A su vez, también pueden dividirse en tumores que

expresan o no RE.

2.2. Clasificacion molecular
En la Gltima década los estudios de expresion génica basados en microarrays han
permitido entender el cancer de mama como un conjunto heterogéneo de tumores desde
el punto de vista molecular, que se asocian a comportamientos clinicos diferentes (17,

18).
- Subtipo Luminal A

Es el mas frecuente, representando aproximadamente el 40% de todos los canceres de
mama. Expresa las citoqueratinas (CK) 8 y 18, asi como RE, RP y Bcl-2, pero no Her2,
y presenta baja proliferacion (Ki67 <14%) y bajo grado histologico. Es el subtipo de
mejor pronéstico y presenta un patron de recurrencia con mayor incidencia de

metastasis 0seas que viscerales.

- Subtipo Luminal B
Representa el 20% del total. Al igual que el subtipo luminal A, se caracteriza por la
expresion de las CK 8 y 18, pero con baja expresion de genes relacionados con el RE,
alta expresion de genes de proliferacién como Ki67 o CCNBL1, y una expresion variable
de Her2 y del receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor

receptor o EGFR). Este subtipo presenta un fenotipo mas agresivo que el anterior, con
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mayor grado histoldgico e indice proliferativo, lo que conlleva un peor pronéstico y una
mayor incidencia de metéstasis hepaticas.
- Subtipo Her2 enriquecido
Este subtipo supone un 10-15% del total. Son tumores con alto grado histoldgico,
elevada expresion de genes relacionados con Her2 y con mayor proliferacion, y con
frecuencia se asocian a una mutacién de TP53. Los tumores Her2 positivo no se
corresponden exactamente con este subtipo molecular, ya que s6lo un 70% de estos
tumores presentan sobreexpresion de la proteina por IHQ, y al contrario, no todos los
tumores con Her2 amplificado o sobreexpresado estan incluidos en el subtipo molecular
Her2 enriquecido. Presenta a priori un peor pronostico que los subtipos luminales A 'y
B, aunque en la Gltima década la terapia antiHer2 ha mejorado sustancialmente la
supervivencia tanto en estadios precoces como en enfermedad avanzada.
- Subtipo Basal-like

Representa aproximadamente un 15-20% de los canceres de mama. Denominado asi por
su similitud con el epitelio basal de las células del tejido mamario normal, se caracteriza
por la expresion génica de CK 5, 14 y 17, EGFR, P-cadherina, CD44 y caveolina 1y 2.
Presenta una elevada expresion de genes de proliferacion, suele ser de alto grado y se
asocia con inestabilidad genémica incluso en los estadios mas precoces. Desde el punto
de vista IHQ suelen carecer de expresion de RE, RP y Her2 (fenotipo TN). Sin
embargo, de la misma manera que ocurria en el apartado anterior, no todos los TN son
tumores basal-like, ni todos los basal-like son TN, existiendo hasta un 30% de
discordancia entre ambos metodos de clasificacion. El subtipo basal-like tiene mal

prondstico y frecuente diseminacion a nivel visceral.
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- Subtipo Claudin-Low
Fue descrito con posterioridad a los anteriores y comprende de un 5 a un 10% del
global. Estos tumores, con mal pronéstico, son similares inmunofenotipicamente al TN,
aunque hasta un 20% de los casos son positivos para RH. Se caracteriza por una escasa
0 ausente expresion de genes de adhesion celular y de marcadores de superficie celular,
pero presenta una importante expresion de genes de transicion epitelio-mesénquima,
asociados con respuesta inmune y marcadores de células pluripotentes (stem cell).

- Subtipo Normal-Like
Supone un 5-10% de los tumores, esta pobremente caracterizado y sigue sin aclararse si
representa un subtipo separado o podria tratarse de un artefacto técnico. Presenta un
patron de expresion génica similar a la mama normal. Tiene un pronostico intermedio

entre el luminal y el basal-like.

2.3. Estadificacion e historia natural
El cancer de mama se caracteriza por una historia natural prolongada y presenta una
evolucion clinica altamente heterogénea. En la mayor parte de las pacientes, en el
momento del diagndstico la enfermedad se encuentra limitada a la mama, con o sin
afectacion ganglionar, pero aproximadamente en el 5-10% de los casos existe una

diseminacion metastasica desde el inicio.

La clasificacion del cancer de mama mediante el sistema TNM divide la enfermedad en
varios estadios en funcion del tamafio del tumor primario (T), la afectacién ganglionar
(N) y la presencia de metastasis a distancia (M). En el cancer de mama se ha definido
una estadificacién clinica, que se lleva a cabo mediante la exploracion fisica y
radiologica de la mama y de las cadenas ganglionares, y una estadificacion
anatomopatologica, que se realiza tras la intervencion quirdrgica (Tablas 1 y 2). Las

categorias T son equivalentes en ambas clasificaciones, pero las categorias N varian de
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una a otra (19). La heterogeneidad molecular del cancer de mama tiene una correlacion

clinica, de forma que la evolucion de la enfermedad podrd ser muy diferente en

pacientes que en principio se diagnostiquen en un mismo estadio.

Tabla 1. Sistema de estadificacion del carcinoma de mama (American Joint Committee on Cancer TNM
Staging System, 2010)(19)

Tumor primario (T)
Las categorias de la clasificacién clinica y anatomopatolégica son iguales

TO: no hay evidencia de tumor primario
Tis: carcinoma in situ

T1: hasta 2 cm

T2:>2a5cm

T3:>5¢cm

T4: extension a pared torécica o piel

Ganglios linfaticos regionales (N)
Clasificacion clinica:

cNO: no hay evidencia de metéstasis ganglionares regionales

cN1: metastasis moviles en ganglios axilares ipsilaterales

cN2: metéstasis en ganglios axilares ipsilaterales fijos, o en ganglios mamarios
internos en ausencia de evidencia de metastasis en ganglios axilares

cN3: metastasis en ganglios infraclaviculares ipsilaterales, o en ganglios mamarios
internos ipsilaterales en presencia de metastasis en ganglios axilares, o en ganglios
supraclaviculares ipsilaterales

Clasificacién anatomopatolodgica:

pNO: ausencia de metastasis ganglionares

pN1mi: micrometastasis ( >0.2 mm, y <2 mm)

pN1: metéstasis en 1-3 ganglios axilares, y/o ganglios mamarios internos con
metastasis microscdpicas

pN2: metastasis en 4-9 ganglios axilares, o en ganglios mamarios internos
clinicamente aparentes en ausencia de metastasis axilares

pN3: metastasis en 10 0 mas ganglios axilares, o en ganglios infraclaviculares, o en
ganglios mamarios internos ipsilaterales clinicamente detectables en presencia de
metastasis axilares, o en ganglios axilares con afectacion mamaria indetectable pero
con metastasis microscopicas por biopsia de ganglio centinela, o en ganglios
supraclaviculares ipsilaterales

Metastasis a distancia (M)

MO: no hay evidencia de metastasis a distancia
M1: metéstasis a distancia

De cualquier modo, hoy en dia la clasificacion mas préactica del cancer de mama, desde

el punto de vista prondstico y terapéutico, divide a la enfermedad en tres etapas:

enfermedad localizada, enfermedad localmente avanzada y enfermedad diseminada. La

division entre enfermedad localizada y localmente avanzada se realiza habitualmente

mediante la exploracion fisica mientras que la enfermedad diseminada se diagnostica

con pruebas de imagen.
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Tabla 2. Clasificacion por estadios del cancer de mama (American Joint Committee on Cancer TNM
Staging System, 2010)

ESTADIO 0 ESTADIO | ESTADIO 11 ESTADIO IlI ESTADIO IV
TisNOMO IA: TINOMO 1HA: TON1IM1 IH1A: TON2MO T0-4N0-3M1
TIN1MO T1N2MO
T2NOMO T2N2MO
T3N1-2M0
IB: TONImiMO 11B: T2N1MO 111B: T4ANO-2MO
TINImiMO T3NOMO
IIC: T0-4AN3MO

La enfermedad localizada es la presentacion més frecuente, diagnosticAndose en el 80%
de las mujeres con cancer de mama invasivo. Incluye tumores habitualmente menores
de 5 cm sin ganglios axilares palpables o con ganglios axilares moviles (es decir, los
estadios 1 y Il por TNM). En estos casos habitualmente el tratamiento consiste en la
extirpacion quirdrgica inicial, seqguida de un tratamiento adyuvante sistémico y, en los
casos indicados, radioterapia. Actualmente, en los tumores mayores de 2 cm con cierta
frecuencia se administra la quimioterapia antes de la cirugia, sobre todo en los tumores

Her2 positivo 0 TN por su mayor quimiosensibilidad.

La enfermedad localmente avanzada se diagnostica en el 10-15% de las enfermas. Suele
corresponderse con los estadios Ill, englobando diferentes presentaciones clinicas:
tumor primario mayor de 5 cm, con extension a piel o pared torécica, afectacion
ganglionar axilar fija o de gran tamafio, o bien afectacion ganglionar supraclavicular o
de la cadena mamaria interna. Estos casos suelen tratarse inicialmente con
quimioterapia, u ocasionalmente hormonoterapia, seguida del tratamiento quirdrgico, y
posteriormente valoracion de nuevo tratamiento sistémico (segun el subtipo IHQ y lo

que se administrase antes de la cirugia) y radioterapia.

Por dltimo, la enfermedad diseminada se corresponde con el estadio IV y engloba

aquellos tumores con afectacion metastasica a distancia, independientemente del tamario
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tumoral o la afectacion ganglionar. Se observa tan solo en el 5-10% de las enfermas en
el momento del diagndstico inicial. En estos casos esta indicada la administracion de un
tratamiento sistémico con la intencion de prolongar la supervivencia y mejorar la
sintomatologia, que puede ser quimioterapia, hormonoterapia y/o terapia dirigida,
aungue en ocasiones también se pueden plantear tratamientos locales con intencion

paliativa (radioterapia o cirugia).

Cuando el tumor primario no se trata adecuadamente o cuando existe una resistencia al
tratamiento realizado, la proliferacion de las células neoplésicas ocasionard la invasion
de estructuras adyacentes (planos musculares, parrilla costal, piel, etc). Asimismo, se
puede producir una invasion de conductos linfaticos afectandose los ganglios linfaticos
situados en las estaciones de drenaje de la mama (axila, hueco supraclavicular y cadena
mamaria interna). Las células tumorales también podran invadir los vasos sanguineos de
la microcirculacion de la glandula mamaria, y algunas de ellas se desplazaran por el
torrente circulatorio para dar lugar a las metastasis, con una localizacion preferente en
hueso, higado y pulmén. Con menor frecuencia puede observarse afectacion metastésica
en piel, tejido subcutaneo, cerebro, coroides, meninges, glandulas suprarrenales y tracto

digestivo (8).

Por tanto, cuando se produce una recaida, esta podra ser: local, si tiene lugar en la
mama, en la piel o en la pared torécica adyacente a la cicatriz quirdrgica; loco-regional,
si afecta ademas a los ganglios de drenaje de la mama; o a distancia, si aparece en otros
organos. Cuando la recaida se produce exclusivamente a nivel local es potencialmente
curable, aunque se incrementa considerablemente el riesgo de metastasis a distancia

(20).

Antes de 1970, la expectativa de vida de una mujer con cancer de mama metastasico era

inferior a un afo. En las décadas posteriores se ha producido una mejoria progresiva de
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la supervivencia, de manera que actualmente se considera que una paciente con un
cancer de mama diseminado puede tener una expectativa vital de unos 3 afios como
término medio, si bien los limites son muy amplios, en funcidn de las caracteristicas
IHQ, los factores pronosticos presentes y la sensibilidad del tumor a los tratamientos
administrados. A pesar de que se haya comunicado la existencia de un pequefio
porcentaje de supervivientes a largo plazo (21), la enfermedad diseminada sigue siendo

una situacion hoy en dia incurable, con una tasa de SG a los 5 afios del 18% (22).

3. TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA DISEMINADO

3.1. Factores prondsticos y factores predictivos de respuesta: eleccion del

tratamiento sistémico
La investigacion del cancer de mama en las ultimas décadas ha ayudado a identificar
una serie de factores prondésticos y predictivos de respuesta que pueden influir en la gran
variabilidad clinica existente de unas enfermas a otras. El conocimiento de estos
factores permite optimizar en mayor medida los tratamientos, para conseguir una mayor

eficacia y evitar toxicidades innecesarias.

Es preciso aclarar la diferencia conceptual entre factor pronostico y factor predictivo de
respuesta. El primero aporta informacion en un momento concreto de la enfermedad
(por ejemplo, en el momento del diagnostico o en el momento de la diseminacion) sobre
los resultados clinicos esperados, en cuanto a la probabilidad de recidiva o SG,
independientemente del tratamiento administrado. Sin embargo, el factor predictivo
otorga informacion sobre la probabilidad de respuesta o beneficio a un tipo concreto de
tratamiento. En ocasiones, un factor puede ser a la vez pronéstico y predictivo de

respuesta, como ocurre con los RH y el Her-2.
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Desde hace afios se conocen diversos factores pronosticos en el cancer de mama
localizado que ayudan a distinguir grupos de enfermas con una probabilidad de recidiva
muy diferente. Sin embargo, muchos de estos factores no han demostrado su utilidad en

el cancer de mama diseminado.

Los mas importantes son el estado ganglionar y el tamafio tumoral, seguidos de la edad,

el grado histoldgico, el status de los RH y la expresion de Her2 (23).

Sin embargo, la informacién que ofrecen estos factores clinico-patoldgicos es limitada,
ya que muchas enfermas con factores de buen pronostico recaeran, mientras que otras
con aparente mal prondstico nunca lo haran. En los altimos afios se han realizado
numerosos estudios que han evaluado el papel prondstico de otros factores moleculares
en la enfermedad localizada, como Ki67, PAI-1(Plasminogen activator inhibitor-1,
inhibidor del activador del plasmindgeno-1), ciclina E, ciclina D1, catepsina D, p53,
c-myc, BRCA 1, COX-2, marcadores de angiogénesis o células tumorales circulantes,
pero, a excepcion del Ki67, aun no se han realizado estudios robustos que permitan su

utilizacion en la toma de decisiones clinicas (16, 23).

Por otro lado, recientemente se han desarrollado y validado varios perfiles génicos con
capacidad predictiva del riesgo de recaida, como Oncotype Dx® Mammaprint®,
Prosigna ® o Endopredict®. Estos perfiles se han convertido en herramientas Gtiles que
ofrecen un valor prondstico afiadido a los factores clinico-patoldgicos habituales y que
permiten seleccionar mejor a las pacientes que se beneficiaran o no de una

quimioterapia adyuvante (24-26).

A continuacion seran revisados con mas detalle los factores prondsticos y predictivos de

respuesta en la enfermedad diseminada, objetivo fundamental de este trabajo.
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3.1.1. Factores prondsticos
- Localizacion y numero de localizaciones metastasicas

La afectacion metastasica visceral, especialmente la hepética y la del sistema nervioso
central (SNC), asi como la presencia de 3 0 mas localizaciones metastasicas, se ha
correlacionado con un detrimento en la SG en diversos estudios. Uno de ellos revel6
que la SG era altamente dependiente de la localizacion de la primera recurrencia
metastasica. Asi, las pacientes con una recaida local obtuvieron la mejor supervivencia a
3 afios (83%), en contraste con las pacientes que presentaron afectacion ganglionar
(33%), afectacion dsea (23%) y afectacion visceral (pulmén, higado, SNC, y/o
peritoneo) (13%) (27). Otros estudios han obtenido resultados similares (28-30),
considerandose a la localizacion metastasica como un factor pronéstico independiente

(ver Figura 1).

20 - mSNC
15 - m Higado
10 - Pulmon
5 - m Partes
Blandas
0 - m Osea
Meses de SG

Figura 1. Supervivencia global (SG) en meses asociada a diferentes
localizaciones metastéasicas (30).

La implicacion del namero de localizaciones metastasicas en el prondstico también ha
sido demostrada en diferentes estudios, concluyéndose que segun aumenta el nimero de
localizaciones disminuye la SG. (28, 31, 32). Eichbaum y cols observaron que no sélo
el nimero de localizaciones sino también el patron de metastatizacion influye en la
supervivencia, de manera que la afectacion hepatica Unica frente a la afectacion maltiple

es un factor de prondstico favorable independiente. En ese mismo estudio se objetivo
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que la disfuncion hepatica se asociaba a una reduccion de la SG, encontrandose que los
niveles séricos de bilirrubina, LDH y GGT eran indicadores independientes de mal

pronostico (33).

Un reciente estudio, realizado por Llombart y cols sobre 2203 pacientes tratadas con
quimioterapia y bevacizumab, incide en la importancia pronoéstica de la localizacion y el
namero de 6rganos afectos. La SG disminuia ante la presencia de afectacion metastasica
en higado frente a otras localizaciones extrahepéticas (20 vs 28.5 meses) y cuando el
namero de localizaciones metastasicas era mayor o igual a 3 frente a menor de 3 (19.3

Vs 26.5 meses) (34).
- Edad

Existen datos contradictorios en los diferentes estudios en los que se ha evaluado la
edad como factor prondstico. Por tanto, a diferencia de la enfermedad precoz, no se

considera un factor prondstico relevante en la enfermedad diseminada (34).
- Estado General

En uno de los estudios ya comentados se observé que un buen estado general
(Performance status- PS- de 0-1 segun escala ECOG) se asociaba de forma significativa
con una disminucién del riesgo de progresion y de muerte (32). En el estudio de
Llombart y cols, el mal estado general (PS >2) también result6 ser un factor de mal

prondstico aunque dicha asociacion no se mantuvo en el andlisis multivariante (34).
- Intervalo libre de enfermedad

Se entiende por Intervalo Libre de Enfermedad (ILE) el intervalo de tiempo
comprendido entre la cirugia y la recidiva local o a distancia. La recaida temprana,
considerandose como tal cuando el ILE es inferior o igual a 24 meses, se ha

correlacionado con un detrimento en la SG de las pacientes, identificandose como factor

25



Introduccién

pronostico negativo independiente en diversas series, incluida la de Llombart y cols (28,
31, 33, 34). En este altimo estudio no se observaron diferencias en el pronostico de las
recaidas muy tempranas (con ILE inferior a 12 meses) frente a las que se producian
entre 12 y 24 meses, mientras que todas ellas tenian una disminucion muy significativa
de la SG con respecto a las que se producian con un ILE mayor de 24 meses 0 eran

metastasicas de inicio (34).
- Adyuvancia previa

Se ha observado en distintos estudios que las pacientes con cancer de mama diseminado
que previamente habian recibido tratamiento adyuvante con quimioterapia presentan
una peor SG que las enfermas que no lo habian recibido (27, 28, 31, 32). También se ha
demostrado que no sélo haber recibido tratamiento adyuvante, sino el hecho de que se
administraran los farmacos mas activos, como antraciclinas y taxanos, representa un

factor de mal prondstico para la enfermedad diseminada (31, 34).

En la Tabla 3 se resumen los principales factores clinicos mencionados, con las

medianas de SG asociadas a los mismos segun el estudio de LIombart y cols.

Tabla 3. Principales factores pronosticos clinicos relacionados con la SG en la enfermedad
diseminada (34)

FACTOR PRONOSTICO CARACTERISTICAS MEDIANA DE SG (meses)

L - Hepética 20

Localizacion metastasica No hepética 285

, .. >3 19.3

NUmero de Localizaciones <3 26.5
Estado general >2 14

(Performance Status) <2 25.8
Intervalo libre de <24 meses 17
enfermedad >24 meses 30

. . Si ND

Adyuvancia previa No ND

ND: no disponible
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- Numero de lineas de tratamiento previas

Las pacientes politratadas suelen presentar tumores mas resistentes y de una mayor
agresividad, lo que se traduce en una disminucion de la supervivencia libre de
progresion (SLP) con la segunda y posteriores lineas de tratamiento con respecto a la

SLP obtenida con la primera linea (32).

- Subtipos tumorales

La sobreexpresion de Her2 se ha considerado clasicamente como un factor de mal
pronostico, pero desde la llegada de terapias dirigidas anti-Her2 el valor prondstico en la

préctica clinica es muy cuestionable (16).

En base a la evidencia mostrada en los estudios, las pacientes con tumores RH positivos
tienen mejor prondstico, y las que presentan tumores con doble positividad (RE positivo
y RP positivo) tienen una mayor SG que aquellas con tumores con solo el RE positivo

(33-35).

En un trabajo realizado retrospectivamente sobre 2091 mujeres con cancer de mama
diseminado, se observd que aquellas pacientes con tumores Her2 positivo/RE positivo
presentaban una SG a los 5 afios del 14.5%, que se incremento hasta el 29.7% en las que
recibieron trastuzumab, muy similar a la SG del grupo de mejor pronéstico (aquellas
con tumores Her2 negativo/RE positivo). Los dos grupos con peor pronostico fueron las
pacientes con tumores Her2 positivo/RE negativo (con una SG a 5 afios del 17.7% y del
8.9%, con y sin trastuzumab, respectivamente), y las que tenian tumores TN, en las que
solo el 7.9% estaba viva a los 5 afios (36). Las curvas Kaplan-Meier de SG de cada

subtipo tumoral se muestran en la Figura 2.
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A 1.0 — HER2/neu negative B 1.0 L — HER2/neu negative
No trastuzumab No trastuzumab
— Trastuzumab — Trastuzumab
0.8 0.8
SG SG

0.6 0.6
0.4+ 0.4
0.2 0.2

T T T L T T T T 1 7 T

0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60

MESES MESES

Figura 2. Curvas Kaplan-Meier de SG de pacientes con cancer de mama diseminado Her2 negativo y
Her2 positivo (éstas Ultimas tratadas con o sin trastuzumab) segun status del RE: (A) RE negativo y (B)
RE positivo. Adaptada de Dawood S y cols (36).

- Ki-67 y grado histoldgico

El papel pronostico del indice de proliferacion Ki-67 y del grado histologico ha sido
evaluado en varios estudios, encontrandose en algunos de ellos que un mayor grado
histologico y un valor de Ki-67 por encima del 20% se asocian con una disminucion de
la SG (31-33). Sin embargo, no hay consenso sobre el valor pronostico de ambas

determinaciones en la enfermedad diseminada, a diferencia de la enfermedad localizada.
3.1.2. Factores predictivos de respuesta

Como ya se ha comentado, algunos biomarcadores, como los RH y Her2, ademas del
valor pronostico, son factores predictivos de respuesta a tratamientos sistémicos, que
cobran una gran importancia a la hora de seleccionar el tratamiento méas apropiado para
cada enferma con cancer de mama diseminado.

Cuando se produce una recaida, es recomendable volver a biopsiar el tumor para
realizar una nueva determinacion de los RH y Her2, ya que diversos estudios publicados
han mostrado una discordancia entre la expresion de estos receptores en el tumor

primario y en la biopsia de la recaida, con las implicaciones terapéuticas que esto
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conlleva. Esto podria explicarse por la adquisicion de un fenotipo méas agresivo en la
recaida, lo que justificaria que la mayoria de cambios que se observan estan en relacion
con una pérdida de expresion de los receptores hormonales y una ganancia de expresion

de Her2 (37, 38).

El status del RH es el factor predictivo més importante de respuesta a la terapia
endocrina. Las pacientes con RE y RP positivos presentan aproximadamente un 70% de
probabilidad de respuesta a una hormonoterapia, mientras que si sélo el RE es positivo
las opciones de respuesta disminuirdn a un 40%, y cuando ambos son negativos seran
inferiores al 10%. Otros factores que contribuyen a predecir una respuesta favorable al
tratamiento hormonal son: ILE prolongado, afectacion metastésica no visceral (hueso y

partes blandas) y buena respuesta previa a un tratamiento endocrino.

La sobreexpresion o amplificacion de Her2 es un factor predictivo de respuesta a
terapias cuya diana es el receptor Her2. Por otro lado, las pacientes con tumores RE
positivo y Her2 positivo tienen peor respuesta al tratamiento hormonal en monoterapia,

por lo que ésta siempre habria que asociarla a una terapia anti-Her2 (16).
3.1.3. Eleccion del tratamiento sistémico

Teniendo en cuenta tanto los factores prondsticos como predictivos descritos, la
eleccion del tratamiento sistémico en el cancer de mama avanzado deberia realizarse

siguiendo una serie de principios:

- Los objetivos del tratamiento habitualmente incluyen la prolongacion de la SLP

y de la SG, junto a un alivio sintomético y mejoria de la calidad de vida.

- La determinacion de los RH y de Her2 es necesaria para estimar el prondstico y,

sobre todo, para valorar adecuadamente las diferentes opciones de tratamiento
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sistémico. La positividad del RE es el principal factor predictivo de respuesta al

tratamiento hormonal.

La sobreexpresion o amplificacion de Her2 es el principal factor predictivo de
respuesta a la terapia anti-Her2. Las pacientes Her2 positivo deberian recibir
dicha terapia como parte integral de su tratamiento, combinada con

quimioterapia o con hormonoterapia.

Las pacientes con afectacion visceral, muy sintomaticas, con enfermedad
rapidamente progresiva o ILE corto (menor de 24 meses) suelen tener una
evolucion mas desfavorable, mientras que aquellas con afectacion exclusiva a
nivel 6seo y/o de partes blandas, oligosintomaticas y con ILE prolongado suelen

asociarse a una evolucién mas indolente.

La quimioterapia estd indicada en pacientes con tumores RH negativos, en
pacientes con tumores RE positivo de evolucion agresiva o tras progresion a
terapias endocrinas, asi como en combinacion con terapias anti-Her2 en la

mayoria de pacientes Her2 positivo.

La hormonoterapia sera el tratamiento de eleccion inicial en las pacientes con

tumores RE positivo y con evolucién indolente.

Tras conseguirse una respuesta o estabilizacién con la quimioterapia, en la
enfermedad con RE positivo es frecuente que se sustituya la quimioterapia por
una hormonoterapia, con el fin de mantener el maximo tiempo posible el

resultado obtenido y reducir efectos secundarios.

La poliquimioterapia no ha mostrado claras ventajas frente al uso secuencial de

monoterapias, y Si supone un incremento sustancial en la toxicidad y
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disminucion de la calidad de vida de las pacientes. Por ello, la monoterapia
secuencial se considera hoy en dia el tratamiento de eleccién para la mayoria de

las enfermas.

- Para aquellas pacientes con enfermedad agresiva o que necesiten un control
sintomético rapido, como se explicarda con mas detalle posteriormente, la
poliquimioterapia o la combinacion de quimioterapia y bevacizumab, si serian
opciones a considerar dada la mayor probabilidad de obtener respuestas

objetivas a corto plazo.

3.2. Opciones terapéuticas en el cancer de mama diseminado Her2 negativo
Como ya se ha comentado, existen diferentes abordajes terapéuticos en funcion del

subtipo tumoral y las caracteristicas clinicas de la enfermedad.

En la enfermedad Her2 positivo el enfoque terapéutico siempre requerird de la adicion
de wuna terapia anti-Her2 al tratamiento sistémico pautado (quimioterapia u
hormonoterapia). Actualmente, la combinacion de trastuzumab, pertuzumab y un taxano
constituye la terapia mas activa en primera linea (39). En la segunda linea, el
tratamiento mas utilizado ha sido la combinacion de una quimioterapia con trastuzumab
o lapatinib, aunque resultados recientes de un ensayo clinico han dado lugar a la

aprobacion de T-DML1 en esta situacion (40).

A continuacion se expondran de manera resumida las bases del tratamiento del cancer
de mama avanzado Her2 negativo, que es el objetivo de este trabajo. En las pacientes
con RE positivo el tratamiento sistémico podria ser hormonoterapia o quimioterapia, en
funcién de una serie de factores que ayudan a diferenciar la enfermedad de evolucién
mas indolente de la mas agresiva, mientras que las pacientes TN solo podran ser

tratadas con quimioterapia.
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3.2.1. Hormonoterapia

Como ya se ha comentado, una mayoria de pacientes con tumores RE positivo y
metastasis en huesos o partes blandas, oligosintométicas y con intervalo libre de
enfermedad prolongado suele tener una enfermedad de evolucion indolente, y en estos
casos la hormonoterapia deberia contemplarse como la primera opcion terapéutica dada

su baja toxicidad y la posibilidad de conseguir respuestas duraderas (41).

En la actualidad la eleccion del tipo de hormonoterapia se realiza en base al estado

menopausico de la paciente y a los tratamientos hormonales recibidos previamente.

En las pacientes premenopdusicas el tratamiento hormonal mas empleado en primera
linea es el tamoxifeno, en monoterapia o unido a un agonista de la hormona liberadora
de la hormona luteinizante (LHRH). Segun los datos de un meta-analisis, el combinado
de un agonista LHRH y tamoxifeno es superior en tasa de respuestas, SLP y SG a la

monoterapia con agonistas LHRH (42).

En las pacientes postmenopausicas que no han recibido terapia endocrina previa o que
finalizaron la hormonoterapia adyuvante hace mas de 12 meses, el tratamiento hormonal
recomendado en primera linea es un inhibidor de la aromatasa (1A) (anastrozol, letrozol

0 exemestano).

La combinacion de exemestano con everolimus, un inhibidor de mTOR, ha mostrado un
incremento de la SLP frente a exemestano en monoterapia en pacientes con progresion
tumoral tras utilizar otro 1A, lo que ha supuesto la reciente aprobacion de everolimus
para esta indicacion (43). La combinacién de everolimus con tamoxifeno también ha

demostrado incrementar la eficacia en pacientes pretratadas con un 1A (44).
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Fulvestrant es un antiestrogeno puro que se emplea en segunda linea en pacientes que
han progresado a un IA. Los ensayos de fulvestrant en combinacion con anastrozol en
primera linea han mostrado unos resultados discrepantes en cuanto a su eficacia. Sin
embargo, un estudio fase Il randomizado en primera linea, comunicado recientemente,
muestra un incremento en SG de 5,7 meses para el brazo con fulvestrant (dosis de
500mg) frente al control con anastrozol (45). Estos resultados han llevado al disefio de
un ensayo fase Il en primera linea, actualmente en desarrollo, que compara fulvestrant

frente a anastrozol.

Por ultimo, recientemente se han publicado los resultados de dos ensayos randomizados
que muestran un aumento muy significativo de la SLP con la adicion de palbociclib, un
inhibidor de quinasas dependientes de ciclinas, a la hormonoterapia, tanto en pacientes
sin terapia endocrina previa (con letrozol), como en pacientes con progresion a ésta (con

fulvestrant), lo que dara lugar a una proxima aprobacion del farmaco (46, 47).

3.2.2. Quimioterapia

Como se ha comentado previamente, la quimioterapia se planteard en todas las
pacientes con tumores TN, y en las pacientes con tumores RE positivo/Her2 negativo
que hayan fracasado a una hormonoterapia y no se considere indicado otra terapia
hormonal, y en aquellas que desde el inicio tengan una enfermedad con caracteristicas

de mayor agresividad (localizaciones viscerales, rapida evolucion, ILE corto, etc).

No existe una quimioterapia estandar para todas las pacientes, sino que para cada una de
ellas habra varios tratamientos posibles. La seleccion del tipo de quimioterapia debe ser
individualizada, y se han de tener en cuenta diversos factores relacionados con la
enfermedad y con la paciente, buscando un equilibrio entre los posibles beneficios del

tratamiento, su toxicidad y la calidad de vida.
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Los factores que influyen en la eleccion de la quimioterapia son:

e Dependientes de la paciente: edad, estado general, comorbilidad,
tratamientos antitumorales previos recibidos y posibles toxicidades
residuales, y preferencias de la enferma sobre determinadas posologias y

toxicidades.

o Dependientes de la enfermedad: intervalo libre de enfermedad, nimero y
localizacion de drganos afectos, sintomas presentes, velocidad de

crecimiento tumoral y repercusion analitica.

Clasicamente los farmacos que han sido mas utilizados en primera linea, por su mayor
efectividad, han sido las antraciclinas y los taxanos, que se han asociado a una tasa de
respuestas entre el 30-60%, una duracidn de la respuesta de unos 6 meses y una mediana
de SG entre 10-20 meses (48-50). Las principales antraciclinas son la adriamicina y la
epirubicina, siendo la cardiotoxicidad su efecto secundario méas limitante. Para reducir
esta cardiotoxicidad se desarrollaron formulaciones con este citotoxico encapsulado en

liposomas, y que mostraron una eficacia similar (51).

Desde hace afios, los taxanos son los farmacos considerados mas activos en el cancer de
mama diseminado. Los mas utilizados son el docetaxel en pauta trisemanal y el
paclitaxel en pauta semanal, con una eficacia similar pero con un diferente perfil de
toxicidad. Recientemente se ha comercializado un nuevo taxano, llamado nab-
paclitaxel, que es una formulacién de paclitaxel unido a nanoparticulas de albumina

(52).

El retratamiento en lineas posteriores con otro taxano diferente al previamente utilizado

es una practica posible, dado que no existe resistencia cruzada completa, principalmente
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en las pacientes con buena respuesta previa al taxano y sin toxicidad residual importante

(53).

Otros farmacos utiles en el tratamiento del cancer de mama diseminado son:
capecitabina, vinorelbina, gemcitabina y ciclofosfamida. Los dos primeros son los mas
empleados tras progresion a antraciclinas y taxanos, o bien como primera linea en
pacientes con enfermedad indolente tras progresién a hormonoterapia. También se
utilizan como alternativa a taxanos y antraciclinas en ancianas o pacientes con deterioro
del estado general debido a su perfil de toxicidad favorable (54-56). Recientemente ha
sido aprobado también otro farmaco citotdxico, llamado eribulina, para mujeres que

hayan progresado a antraciclinas y taxanos (57).

La utilizacion de los farmacos derivados del platino, cisplatino y carboplatino, ha
recobrado el interés en los ultimos afios para el tratamiento de los tumores TN,
especialmente en mujeres portadoras de mutaciones en BRCA, en los que ha mostrado
una eficacia muy interesante (58). Sin embargo, a dia de hoy, no hay datos suficientes
que establezcan un papel predominante de los platinos sobre taxanos o antraciclinas en

el tratamiento del cancer de mama diseminado TN.

Diferentes ensayos fase Il han evaluado si la poliquimioterapia podria ser mas eficaz
que la monoterapia en el cancer de mama diseminado, resumidos en la Tabla 4. Los
esquemas de combinacién con antraciclinas y taxanos mostraron un incremento en las
tasas de respuesta pero a expensas de una importante toxicidad hematoldgica y sin
ventajas en SLP ni SG (59, 60). Algunos de los ensayos que evaluaron esquemas de
poliquimioterapia con taxanos (docetaxel-capecitabina y paclitaxel-gemcitabina)
mostraron un beneficio en tasa de respuestas, en SLP, y el primero de ellos también en

SG, frente al taxano en monoterapia, pero de nuevo con una toxicidad relevante (61-64).
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Por otro lado, el estudio fase Ill E1193 compard la poliquimioterapia frente a la
monoterapia secuencial, concretamente la combinacion de paclitaxel y adriamicina
frente a cada uno de ellos por separado. En los dos brazos de monoterapia, en el
momento de la progresion las enfermas fueron tratadas con el farmaco que no habian
recibido inicialmente. Se observé que pese al aumento en tasas de respuesta y en SLP,
la poliquimoterapia no mostr6 un aumento SG y si mayor toxicidad grado 3-4,

principalmente hematoldgica (50).

Por tanto, aunque la poliquimioterapia ha mostrado mayor tasa de respuestas y SLP que
la monoterapia, debido a su mayor toxicidad y a que no parece existir beneficio en SG
frente a la monoterapia secuencial, estos esquemas no han llegado a implantarse como
una opcién para la mayoria de las pacientes, quedando reservados para enfermas con

crisis viscerales en las que es necesario conseguir una respuesta rapida (65).

Tabla 4. Principales ensayos clinicos de poliquimioterapia versus monoterapia en cancer de mama
diseminado Her2 negativo (50, 61, 63, 64).

PRIMER AUTOR REGIMEN LINEA N RR SLP SG
(Afo) (%) mediana mediana
(meses) (meses)
Doxorubicina 12 230 47 8 22
Paclitaxel
Sledge
(2003) Doxorubicina 36 5.8 18.9
Paclitaxel 34 6 22.2
Docetaxel > 12 255 42 6.1 14.5
O’Shaughnessy Capecitabina
(2002)
Docetaxel 30 4.2 115
Gemcitabina >]8 125 36 6 15.9
Martin Vinorelbina
(2007)
Vinorelbina 26 4 16.4
Gemcitabina >]@ 266 414 6.14 18.6
Albain Paclitaxel
(2008)
Paclitaxel 26.2 3.98 15.8

RR: tasa de respuestas N: nimero de pacientes
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La duracion optima de la quimioterapia no esta claramente establecida, pero en general se
recomienda mantenerla hasta la progresion de la enfermedad o toxicidad inaceptable, en
base a los resultados de un meta-anélisis que mostré que una mayor duracion del

tratamiento se traducia en un aumento de la SLP y la SG (66).

3.2.3. Bevacizumab en cancer de mama

Debido al importante papel que juega la angiogénesis en la carcinogénesis y la
diseminacion del cancer de mama, como se describird posteriormente, en la década
pasada comenz6 el desarrollo de farmacos antiangiogénicos, y bevacizumab fue el
primero, y hasta la fecha el Unico, en aprobarse para este tumor. Bevacizumab es un
anticuerpo monoclonal que se une al factor de crecimiento del endotelio vascular
(Vascular Endotelial Growth factor, VEGF), impidiendo asi su unién al receptor celular
(VEGFR) y, por tanto, la activacion de una de las cascadas de sefializacion intracelular

responsable de la angiogénesis tumoral.

Los datos iniciales de algunos estudios fase Il de bevacizumab mostraron una actividad
modesta en monoterapia en cancer de mama avanzado Her2 negativo. Posteriormente se
desarrollaron diversos ensayos fase Ill, en combinacion con quimioterapia de primera y

segunda linea.

- Estudios de Primera Linea

Los tres principales ensayos clinicos fase Il que han evaluado la adicion de
bevacizumab a la quimioterapia en la primera linea del tratamiento del cancer de mama

Her2 negativo se resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5. Estudios Fase 111 que han evaluado la adicion de bevacizumab a la quimioterapia en la 12 linea

del cancer de mama Her2 negativo metastasico.

ESTUDIO RAMAS DE N RR SLP SG BENEFICIO EN
TRATAMIENTO (%) (meses) | (meses) SLP (meses)
E2100 Paclitaxel + Bev | 673 48.9* 11.3* 26.7 5.5*
Paclitaxel 22.2 5.8 25.2
Docetaxel+Bev 736 64.1* 10.1* 30.2 1.9*
AVADO Docetaxel+Bev 55.2 9.0 30.8
Docetaxel+ 46.4 8.2 31.9
Placebo
Tax /Ant +Bev 615 | Tax/Ant Tax/Ant | Tax/Ant 1.2*
51.3* 9.2* 25.2
Cap+Bev Cap 35.4* | Cap 8.6* | Cap 29.0 2.9*
RIBBON-1
Tax/Ant + Placebo | 615 | Tax/Ant Tax/Ant | Tax/Ant
37.9 8.0 23.8
Cap+Placebo Cap23.6 | Cap5.7 | Cap21.2

Bev: Bevacizumab, Cap: Capecitabina, Tax: Taxano, Ant: Antraciclina, RR: Tasa de respuestas, N:
nimero de pacientes, * p<0.01

Dos de estos estudios (E2100 y AVADO) exploraron la eficacia de afiadir bevacizumab
a un taxano frente al taxano en monoterapia. En ambos, la adicion de bevacizumab se
tradujo en un incremento en la tasa de respuestas y en la SLP, aunque sin beneficio en
SG (67-69). Los resultados fueron especialmente significativos en el estudio E2100, con
paclitaxel semanal, en el que practicamente se duplico la tasa de respuestas y la mediana
de SLP. Un posterior subanalisis del E2100 realizado en las pacientes con tumores TN,
mostré un beneficio ain mas importante en SLP para la combinacion con bevacizumab
(10.2 meses versus 4.7 meses) (70). En base a estos resultados, la agencia americana del
medicamento (FDA: Food and Drug Administration) en 2008 y la agencia europea del
medicamento (EMA: European Medicines Agency) en 2010, aprobaron el uso de
bevacizumab en primera linea de cancer de mama metastatico Her2 negativo.
Posteriormente, la FDA retiraria en 2011 la indicacion de bevacizumab en céancer de
mama con la justificacion de que incrementaba la toxicidad sin haberse demostrado un

beneficio claro en SG.
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El ensayo RIBBON-1 evalué nuevamente la adicion de bevacizumab a la quimioterapia
de primera linea, en este caso elegida por el investigador entre taxanos, antraciclinas o
capecitabina. El estudio fue también positivo, mostrando un incremento de la SLP, tanto
en la cohorte de taxanos-antraciclinas como en la cohorte de capecitabina. Sin embargo,

al igual que los otros dos estudios, no se pudo confirmar beneficio en SG. (71)

Un meta-analisis de estos tres ensayos realizado en el subgrupo de pacientes con
tumores TN mostré que la adicion de bevacizumab conseguia un aumento de un 20% en
la tasa de respuestas, una mejoria de la SLP (mediana de 8.1 versus 5.4 meses), asi
como una tendencia a una mayor SG pero sin alcanzar la significacion estadistica (18.9
versus 17.5 meses) (70). Se realiz6 también un meta-analisis del subgrupo de las
pacientes pretratadas con taxanos en los tres estudios, y en este caso si se observé una
mejoria de 10 meses en la mediana de SG, estadisticamente significativa, al afiadir

bevacizumab (72).

Por otro lado, se han comunicado resultados de otros ensayos randomizados que han
comparado combinaciones de quimioterapia con bevacizumab, y que han consolidado al
paclitaxel semanal como el mejor “compaiiero” del antiangiogénico. El estudio CALGB
40502 compard el esquema paclitaxel semanal y bevacizumab frente a la combinacién
de bevacizumab con dos farmacos citotoxicos mas modernos (nab-paclitaxel e
ixabepilona). La SLP fue superior en el brazo de paclitaxel semanal-bevacizumab (con
una mediana de 10.6 meses, similar a la del estudio E2100), aunque no se alcanzoé la

significacion estadistica en la comparacion frente a nab-paclitaxel (73).

Otro estudio evalu6 la combinacion paclitaxel semanal-bevacizumab frente a
capecitabina-bevacizumab, mostrando tambien una superioridad del esquema con

paclitaxel, y de nuevo con una mediana de SLP de aproximadamente 11 meses (74).
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Recientemente han sido comunicados los resultados del estudio fase Il Imelda,
realizado en mujeres con cancer de mama diseminado Her2 negativo tratadas en primera
linea con docetaxel y bevacizumab y cuyo objetivo era analizar si un tratamiento de
mantenimiento hasta la progresion con capecitabina y bevacizumab mejoraba la
supervivencia respecto a realizar un mantenimiento solo con bevacizumab. Los
resultados mostraron un incremento significativo tanto en SLP como en SG con la
adicion de capecitabina, con una magnitud clinicamente relevante y con un perfil de

toxicidad manejable (75).

También se ha estudiado en primera linea el valor de afiadir bevacizumab a la
hormonoterapia. En un ensayo fase Il que comparé letrozol o fulvestrant con o sin
bevacizumab no se observaron diferencias significativas en SLP o SG y si un

incremento de la toxicidad al afiadir bevacizumab (76).

- Estudios de Segunda Linea

El estudio AVF2119g fue el primer ensayo fase Il que mostrd datos de eficacia de
bevacizumab en combinacion con quimioterapia, en este caso capecitabina, y se realizé
en pacientes previamente tratadas con antraciclinas y taxanos. La adicion de
bevacizumab supuso un incremento en tasa de respuestas, pero no hubo diferencias en

SLP ni SG (77).

El estudio RIBBON-2 fue otro ensayo fase Il que evalud la adicién de bevacizumab al
régimen de quimioterapia elegido por el investigador (capecitabina, taxano, vinorelbina
0 gemcitabina), mostrando un aumento de la SLP pero nuevamente sin beneficio en SG
(78). En un subanalisis de las pacientes con tumores TN se objetivo un incremento de

mayor magnitud en la SLP al afadir bevazicumab (mediana de 6.0 versus 2.7 meses),
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un aumento en la tasa de respuestas (41% versus 18%), y una tendencia a una mejor SG

(mediana de 17.9 versus 12.6 meses) (79).

A pesar de estos resultados, bevacizumab no ha conseguido indicacion en la segunda

linea de tratamiento.

4. ANGIOGENESIS EN CANCER DE MAMA

4.1. Mecanismos de angiogénesis tumoral
La angiogénesis, descrita inicialmente por Judah Folkman en 1971 (80), es el proceso
de formacién y desarrollo de nuevos vasos sanguineos, que puede activarse tanto de
forma fisioldgica, en situaciones como la cicatrizacion de heridas o la embriogénesis,
pero también en situaciones patoldgicas, como los tumores (81). Este fendmeno esta
estrechamente regulado por mudltiples factores, que pueden ser sintetizados por las
propias células tumorales o por células del microambiente tumoral, como macréfagos,

fibroblastos, células endoteliales o pericitos.

La biologia del tumor es un proceso dinamico, que implica la adquisicion de diferentes
capacidades cruciales desde los estadios mas iniciales hasta la diseminacion de la
enfermedad, y donde el microambiente tumoral y la angiogénesis juegan un papel
destacado. Asi, el crecimiento tumoral es completamente dependiente del suministro de
oxigeno y nutrientes por parte de la vasculatura circundante (82) y durante la progresion
tumoral se produce una transicion de un estado avascular, en el cual existe un equilibrio
entre la proliferacion celular y la apoptosis, a un estado proangiogénico, caracterizado
por la creacion de vasos sanguineos, el crecimiento tumoral y el desarrollo de
metastasis. Este proceso se denomina switch angiogénico, y es regulado por diversos

factores pro y anti-angiogeénicos (ver Tabla 6) (83-85).
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Tabla 6. Principales factores moleculares pro y antiangiogénicos.

FACTORES Factor de Crecimiento Transformante alfa y beta (TGF-a, TGF-R)
PROANGIOGENICOS Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular ( VEGF)
Factor de Crecimiento de Fibroblastos-b ( FGF-b)
Factor de Crecimiento derivado de Plaquetas (PDGF)
Factor de Crecimiento Placentario (PIGF)
Factor de Necrosis Tumoral —alfa (TNF-a)
Prostaglandina E2 (PG2)
Interleuquina 8 (IL8)
Proteinas de union a la membrana celular (integrinas alfa y beta,
cadherinas, Eph-4B/ephrina-B2)

Trombospondina 1 (TSP-1)
FACTORES Angiopoietina 2 (ANG 2)
ANTIANGIOGENICOS Endostatina
Angiostatina
Interferdn alpha, beta y gamma (IFN-a, B, v)

La nueva vasculatura que se crea en los tumores estd compuesta por vasos anormales,
caracterizados por una disminucién de las células perivasculares, disociacion de células
endoteliales y una excesiva permeabilidad que provoca la extravasacion de fluidos y
proteinas al medio extracelular (83, 85). Estos cambios conducen a un aumento de la
presion del liquido intersticial y limitan el flujo vascular, con lo que la difusion de
oxigeno, nutrientes e incluso la distribucion de la quimioterapia es mucho peor que en
los tejidos normales. Ademas, la rapida proliferacion de células tumorales induce
compresion y colapso vascular limitando aun mas la oxigenacion y penetracion de los
farmacos. La hipoxia provoca la sobreexpresion de HIF1a, (Hypoxia-inducible factor
HIF)-1a, un factor de transcripcion que regula la expresion de muchos genes pro-
angiogenicos. Esta situacion, junto con el estrés metabdlico, estimula de nuevo la

angiogeénesis (83, 86).

Un marcador muy utilizado para la cuantificacion de la angiogénesis es la densidad
microvascular (DMV), habitualmente evaluada mediante tincion IHQ. Para ello se

utilizan marcadores endoteliales como CD105, VWF (Factor von Willebrand), CD34 y
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de forma mas extendida, CD31. Diferentes estudios en cdncer de mama han evaluado la
relacion de la DMV con el prondstico. Un estudio realizado en 836 pacientes con cancer
de mama mostré que una alta DMV se correlacionaba con una disminucién de la SLP y
la SG, asi como con factores de mal pronostico como la afectacién ganglionar y el
tamafio tumoral (87). También se ha estudiado la diferencia en DMV de los diferentes
subtipos moleculares de cancer de mama. Parece que los tumores basal-like son
altamente proliferativos y presentan un marcado incremento de la angiogénesis. Este
hecho los ha convertido en buenos candidatos para la terapia antiangiogénica, como
muestran los resultados de los principales ensayos con bevacizumab descritos

previamente.

4.2. Predictores de respuesta y de resistencia a bevacizumab
Tal y como ya se ha expuesto, el beneficio clinico de bevacizumab en céancer de mama
metastasico es modesto, ya que pese a un aumento en la tasa de respuestas y en la SLP,
no se ha logrado demostrar un incremento en la SG. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que existen diferencias muy marcadas en la respuesta y duracion de la misma de
unas pacientes a otras, por lo que son necesarias herramientas que nos ayuden a
seleccionar aquellas pacientes que mas se beneficiardn de una terapia con bevacizumab.
Hasta la fecha se han identificado varios biomarcadores o predictores de
respuesta/resistencia a bevacizumab, que se describen a continuacion, aunque ninguno

ha sido validado de manera prospectiva.

4.2.1 Hipertension arterial (HTA)

De acuerdo a un meta-analisis de pacientes con cancer tratados con bevacizumab en
ensayos fase II/lll, la incidencia de HTA fue del 23.6%, siendo grado 3-4 en

aproximadamente el 8% (88). La HTA es un efecto de clase de los farmacos
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antiangiogénicos. En condiciones normales, VEGF-A produce una liberacion de oxido
nitrico que disminuye los niveles de PAI-1, lo que ocasiona una vasodilatacion y una
disminucion de la presion arterial. Mediante el blogqueo de VEGF con bevacizumab se

favorece por tanto la aparicién de HTA (89).

Aunque es un tema controvertido, algunos estudios han encontrado una correlacion
entre la HTA secundaria al antiangiogénico y un beneficio clinico en diferentes tipos de
tumores, en términos de SLP, tasa de respuestas y/o SG (90, 91). En un estudio
retrospectivo en 212 mujeres con céncer de mama metastdsico tratadas con
quimioterapia y bevacizumab se objetivo una mejoria de la SLP (13.7 vs. 6.6 meses, HR
0.34; 1C 0.23-0.49) y la SG (78% vs. 30%, HR 0.20; IC 0.12-0.35) en aquellas que

desarrollaban HTA inducida por bevacizumab (92).

Este valor predictivo de eficacia de la HTA se ha observado también con otros
antiangiogénicos inhibidores de receptores tirosin-quinasa. Asi, en una cohorte de 1120
pacientes con diferente tipos de tumor tratados con distintas terapias anti-VEGF se
concluydé que la aparicién de HTA durante el tratamiento era un factor predictivo

independiente de aumento de SG (25 vs 11 meses) (93).
4.2.2 Biomarcadores plasmaticos circulantes: proteinas

Los niveles plasmaticos de VEGF-A medidos antes del tratamiento han sido uno de los
biomarcadores mas explorados. Sin embargo, pese a presentar un valor pronéstico
establecido, relacionandose los niveles altos basales con una peor supervivencia, los
resultados en cuanto a su valor predictivo de respuesta a bevacizumab son
controvertidos e inconsistentes (94-96). Esto podria deberse a la existencia de varias
isoformas de este ligando. Una de ellas, la VEGF-A', con gran poder de difusién,

parece ser un biomarcador mas especifico. Asi, se ha visto que niveles elevados de esta
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isoforma se correlacionan mejor con la cantidad VEGF-A secretado por diferentes tipos
de células tumorales, principalmente en cancer de mama, pancreas y estdmago, y logran
predecir una mayor SLP y/o SG en las pacientes tratadas con bevacizumab (95). Los
niveles pretratamiento de otros marcadores como la fraccién soluble de VEGFRI,
VEGFR2, o los niveles de IL-8 y ANG2 también han sido estudiados de forma
retrospectiva en diferentes tumores como potenciales biomarcadores predictivos de
respuesta, sin resultados claramente concluyentes (95, 97-99). Méas recientemente se ha
sugerido que los cambios dindmicos de expresion de factores angiogénicos circulantes
como VEGF-A, C, y D, FGF o PIGF pueden reflejar la activacion de vias de
sefializacion proangiogenicas alternativas, como mecanismo de resistencia a

bevacizumab (95, 100).

Dentro de los mecanismos de resistencia a bevacizumab, las células tumorales y el
microambiente tumoral parecen jugar un papel clave mediante la secrecion paracrina de
factores proangiogénicos alternativos a VEGF en respuesta al bloqueo de VEGF-A

(101).

Entre estos factores alternativos destaca SDF-lo (stromal-derived factor-/a), una
qguimioquina cuya sobreexpresion se ha postulado como mecanismo de evasion a la
terapia anti-angiogénica. Los niveles plasmaticos de esta proteina han sido estudiados
de forma retrospectiva en distintos estudios fase Il en cancer colorrectal, glioblastoma y
hepatocarcinoma, correlacionandose su elevacion con una progresion radiologica en
pacientes tratados con bevacizumab u otras terapias antiangiogénicas (102-104). Pese a
que SDF-1a ha sido también estudiado en cancer de mama, su papel como biomarcador
de evasion o resistencia a la terapia antiangiogénica no ha sido aun claramente

establecido (105).
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4.2.3 Marcadores plasmaticos circulantes: células endoteliales

Las concentraciones de células endoteliales circulantes pueden reflejar la actividad
angiogénica, por lo que podrian ser potenciales biomarcadores predictivos de la
actividad de bevacizumab. Sin embargo, los datos obtenidos en estudios en distintos
tipos tumorales son contradictorios y poco sélidos. En el caso concreto del cancer de
mama avanzado, en un estudio realizado en pacientes tratadas en primera linea con
bevacizumab y quimioterapia, se encontr6 que un incremento de células endoteliales

circulantes se relacionaba con un beneficio en supervivencia (106).

4.2.4 Marcadores intratumorales

El estudio por IHQ de la DMV se correlaciona con la expresion de VEGF-A y puede
servir como un marcador subrogado de angiogénesis en diferentes tumores. El valor
predictivo de respuesta de este pardmetro se puso de manifiesto en un analisis
retrospectivo de los pacientes incluidos en un ensayo clinico de cancer de colon, que
habian sido tratados con quimioterapia basada en oxaliplatino, 5-fluouracilo vy
bevacizumab. Se identificé una correlacion entre una elevada densidad vascular y un
incremento en la SLP (107). En la misma linea de estos hallazgos, en un estudio
posterior también en cancer de colon, se midieron los niveles de expresion génica de
CD133, que es una proteina de superficie relacionada con las células madre (stem cells),

y gue se relaciona también con angiogénesis y recurrencia tumoral (108).

Por otro lado, el estudio de la expresién de VEGF-A en las células tumorales, tanto por
IHQ como por hibridacién in situ y RT-PCR a tiempo real, no ha mostrado la
asociacion esperada con la respuesta a bevacizumab (95). Sin embargo, existen estudios
donde si se ha encontrado esta asociacion positiva; tal es el caso de un analisis

retrospectivo de 45 gliomas de alto grado tratados con bevacizumab e irinotecan, donde
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niveles elevados de VEGF por IHQ se correlacionaron con un incremento en la

respuesta radiologica aungue sin beneficio en SG (109).

La expresion IHQ de VEGFR1 y del co-receptor neurophilin-1 NRP1 ha sido objeto de
estudio en diferentes tipos tumorales tratados con bevacizumab. En dos estudios
retrospectivos realizados en muestras tumorales de pacientes con cancer gastrico se
observd una correlacion entre una baja expresion basal de VEGFR1 y un aumento de

SG en uno de ellos (110) y un aumento de SLP en el otro (111).

La baja expresion basal de NRP1 se ha asociado con un beneficio en SG en pacientes
con cancer gastrico diseminado y una tendencia a una mejor SLP (no estadisticamente
significativa) en cancer de mama metastasico (112). No obstante, otros trabajos
posteriores realizados en cancer de mama, dentro de los estudios AVADO y E2100, no

parecen reproducir estos resultados.

4.2.5 Susceptibilidad genética

Se han llevado a cabo diferentes estudios de polimorfismos de nucle6tido tGnico (Single
Nucleotide Polymorphisms, SNPs) en genes candidatos a ser considerados predictores
de respuesta a bevacizumab. Los datos obtenidos, aunque interesantes, carecen de la
consistencia y reproducibilidad necesaria para ser considerados biomarcadores

predictivos de respuesta a bevacizumab.

Dentro de los SNPs de VEGF-A estudiados en el ensayo E2100 en cancer de mama
avanzado se identificaron dos variantes, rs699947 y rs1570630, relacionadas con
expresion reducida de VEGF-A, que eran predictoras de SG, pero no de SLP, en los
pacientes tratados con bevacizumab (113). Estos dos SNPs fueron estudiados también

en cancer de mama dentro del ensayo AVADO, y s6lo rs699947 resultd ser predictor de

47



Introduccién

beneficio con bevacizumab, aunque en este caso en términos de SLP pero no de SG

(98).

4.2.6 Radioldgicos

Teniendo en cuenta que el tratamiento con bevacizumab mediante el bloqueo de VEGF-
A reduce la permeabilidad vascular y la perfusion en el tumor, la monitorizacion de los
cambios de flujo sanguineo tumoral, podria ser una forma interesante de medir la
eficacia del tratamiento. Sin embargo, los estudios con resonancia magnética dinamica
con contraste ain no estan estandarizados ni han sido lo suficientemente evaluados en
pacientes en tratamiento con bevacizumab como para considerar su uso como predictor

de beneficio (95, 114).

Por otro lado, se ha postulado que cambios en la restriccion de la difusion mediante
estudios de resonancia magnética podrian ser un biomarcador de resistencia Gtil a la

terapia con bevacizumab (115).

Todos los biomarcadores predictivos descritos, tanto de respuesta como de resistencia a
bevacizumab, no estadn aun validados de forma prospectiva. Hasta la fecha no se ha
publicado ningun estudio en el que se identifique un perfil génico predictivo de
beneficio/resistencia a bevacizumab en cancer de mama, y debido a los multiples genes
involucrados en el proceso angiogénico nos parecid un abordaje interesante, con el que

se disefio el proyecto de esta tesis.
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Hipotesis y objetivos

La combinacion de bevacizumab y paclitaxel semanal ha demostrado un incremento de
SLP frente a paclitaxel en monoterapia en la primera linea de tratamiento del cancer de
mama Her2 negativo diseminado. Sin embargo, la ausencia de beneficio en SG ha
hecho que actualmente sea un tratamiento controvertido y no unanimemente aceptado.
Por otro lado, a dia de hoy, carecemos de biomarcadores predictivos de eficacia para
bevacizumab que estén validados de forma prospectiva, y que podrian ayudar a realizar

una mejor seleccion de las pacientes subsidiarias de recibirlo.

El estudio de la expresion de mdaltiples genes implicados en los mecanismos de
angiogeénesis en una serie de pacientes con cancer de mama diseminado tratadas con
bevacizumab y paclitaxel semanal proporciona la oportunidad de identificar una huella

génica predictiva de SLP en estas pacientes.

1. HIPOTESIS

Las hipdtesis estadisticas se definieron de la siguiente manera:

- Hipdtesis nula: Mediante el analisis de expresion tumoral de 178 genes

relacionados con la angiogénesis en una serie de pacientes con cancer de mama
diseminado tratadas con bevacizumab y paclitaxel semanal no es posible
identificar un perfil génico que diferencie dos grupos de enfermas con distinta
SLP.

- Hipdtesis alternativa: El analisis de expresion tumoral de 178 genes relacionados

con la angiogénesis en una serie de enfermas con cancer de mama diseminado
tratadas con bevacizumab y paclitaxel semanal permite identificar un perfil
génico que discrimine dos grupos de enfermas con diferencias significativas en

SLP.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo se describen a continuacion:

1) Analizar la asociacion de diversos factores clinicos con la SLP en una serie de
pacientes con céancer de mama Her2 negativo metastasico tratadas con
bevacizumab y paclitaxel semanal.

2) Analizar posibles diferencias en la expresion génica, mediante qRT-PCR, entre
el tumor primario y la metastasis en el subgrupo de pacientes de la serie
estudiada del que se disponga de material tumoral de ambos eventos.

3) Realizar un analisis univariante de la asociacion de la expresién de cada gen con
la SLP.

4) Identificar un perfil de expresion de genes relacionados con la angiogénesis que
permita clasificar a las enfermas en dos grupos con distinta SLP.

5) Identificar un modelo predictivo de SLP que combine factores génicos y
clinicos.

6) Comparar la precision predictiva de los distintos modelos generados.
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Pacientes y Métodos

1. VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS

El presente estudio se realiz6 de manera retrospectiva sobre los datos clinicos y las
muestras tumorales de enfermas diagnosticadas de un carcinoma de mama diseminado y
tratadas con bevacizumab y paclitaxel semanal en el Hospital Universitario La Paz entre
agosto de 2007 y diciembre de 2011. Se aplicaron los siguientes criterios para la

inclusion de las pacientes:

1.1. Criterios anatomopatologicos
- Disponibilidad de muestra incluida en parafina del carcinoma de mama, con al
menos un 80% de células tumorales y minimas zonas necroticas.

- Tumores HER2 negativos.

1.2. Criterios clinicos

- Enfermedad metastasica.

- Tratamiento con bevacizumab y paclitaxel semanal en algin momento del curso
de la enfermedad metastésica.

- Seguimiento clinico durante al menos 18 meses desde la finalizacion del

tratamiento con bevacizumab y paclitaxel.

Inicialmente fueron identificadas 78 pacientes con carcinoma de mama metastasico
Her2 negativo que cumplian todos los criterios clinicos de inclusion. Posteriormente se
perdieron 12 casos debido a problemas técnicos y de calidad durante los diferentes
procedimientos realizados sobre las muestras, de tal forma que quedaron 66 casos. Con
el objetivo de que la serie fuera lo mas homogénea posible finalmente se decidié no
incluir en la identificacion de la huella génica 6 pacientes de las que sélo se disponia de
biopsia de la recaida, pero no del tumor primario. De este modo, finalmente se

incluyeron 60 pacientes, todas ellas con biopsias del tumor primario.
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Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion Clinica del
Hospital Universitario La Paz, que evalu6 que se cumplia la normativa vigente segun la

ley de investigacion biomédica de 2007.
Las variables clinicas y anatomopatoldgicas que se recogieron fueron las siguientes:

- Edad al inicio del tratamiento con bevacizumab y paclitaxel.

- Status de REy RP.

- Administracion o no de quimioterapia adyuvante y farmacos empleados.

- Intervalo libre de enfermedad.

- Numero y localizaciones metastasicas previo al tratamiento con bevacizumab y
paclitaxel.

- Numero de lineas de tratamiento para la enfermedad diseminada previas al
tratamiento con bevacizumab y paclitaxel.

- Tratamiento con antraciclinas y/o taxanos en la adyuvancia o en la enfermedad
diseminada previo a bevacizumab y paclitaxel.

- Fecha de inicio y de finalizacion del tratamiento con bevacizumab y paclitaxel.

- Tratamiento de mantenimiento con bevacizumab en monoterapia 0 en
combinacion con hormonoterapia.

- Respuesta clinica obtenida segun criterios de evaluacion de tumores solidos
RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) y beneficio clinico.

- Supervivencia libre de progresion.

- Supervivencia global.

El ILE se definio como el intervalo de tiempo comprendido entre la cirugia del cancer

de mama y la recidiva local y/o diseminacion.
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Para la evaluacion radiologica se emplearon los criterios RECIST 1.1. En ellos se
considera “respuesta parcial” a la disminucion de al menos un 30% de la suma de los
diametros mayores de las lesiones tumorales, “respuesta completa” a la desaparicion de
todas las lesiones visibles, “enfermedad progresiva” al incremento de al menos un 20%
de la suma de los didmetros mayores de las lesiones tumorales o la aparicion de una o
mas lesiones nuevas, y “enfermedad estable” a la situacion donde ni hay suficiente
incremento de tamafio como para considerar una progresion ni la suficiente disminucion

como para ser una respuesta parcial (116).

Se definié beneficio clinico a la consecucion de una “respuesta completa o parcial” o

“estabilizacion de la enfermedad” superior a 3 meses.

La SLP se consider6 como el tiempo transcurrido desde la fecha de inicio del
tratamiento con bevacizumab y paclitaxel hasta la recaida, hasta la Gltima visita o hasta

el fallecimiento (si no se hubiera producido antes una recaida).

La SG se definio como el intervalo de tiempo comprendido desde el inicio del
tratamiento con bevacizumab y paclitaxel hasta la fecha de la Gltima visita o del
fallecimiento. Todas las muertes observadas en la recogida de datos estaban
relacionadas con el tumor y, por tanto, la SG fue equivalente a la supervivencia

especifica por cancer para la realizacion del analisis.

El efecto del tratamiento hormonal de mantenimiento se evalu6 sélo en el subgrupo de
pacientes con RE positivo y que realizaron tratamiento de mantenimiento con

bevacizumab (con o sin hormonoterapia).
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2. SELECCION DE GENES

Se seleccionaron genes en los que se habia descrito previamente algun tipo de
implicacion en el proceso de carcinogénesis y diseminacion de tumores mamarios y, por
otro lado, se incluyeron genes que habian sido descritos como moduladores del proceso
de angiogénesis u otros procesos relacionados en distintos tipos tumorales (no
necesariamente asociados con el cancer de mama). De esta forma, tras una extensa

revision de la literatura, se seleccionaron 184 genes (especificados en el Anexo)

Sobre la secuencia de referencia obtenida de la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) se seleccionaron sondas especificas para cada
uno de los genes objeto del estudio y los genes control y mediante el software de Roche
Applied Science se configuraron las tarjetas microfluidicas (Figura 3). Estas tarjetas
permiten el andlisis simultdneo de hasta 384 genes. En nuestro estudio, decidimos
analizar 192 genes por muestra y dos muestras por tarjeta. Cinco sondas son fijas en la
tarjeta, e incluyen controles sobre amplificacion. De los 187 pocillos restantes, 19 se

emplearon para la medida de genes control.
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Figura 3. Tarjeta microfluidica Roche para 384 genes.
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3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las muestras tisulares que se utilizaron en este estudio habian sido procesadas segun los
métodos convencionales de los Servicios de Anatomia Patoldgica, realizdndose una
fijacion en formol al 10% y una posterior inclusion en parafina. Se obtuvieron secciones
histologicas de 4 um de espesor de los bloques, que posteriormente se tifieron con
hematoxilina-eosina. Todos los casos fueron revisados por un patélogo para confirmar
el diagnostico y la presencia de al menos un 80% de células tumorales. Para el estudio
molecular se obtuvieron de cuatro a ocho secciones de 4 um de espesor de los bloques

de parafina.

El procesamiento posterior de las muestras se realiz siguiendo una serie de pasos que
se describen a continuacion: aislamiento del ARN (acido ribonucleico) total, sintesis del
ADNCc (4cido desoxirribonucléico complementario), reaccion de amplificacion mediante

gRT-PCR y medida de la expresion génica.

3.1. Aislamiento de ARN total y reaccion de gRT-PCR
El ARN total fue aislado mediante la utilizacion del kit Masterpure RNA Purification
(EPICENTRE Biotechnologies, Madison, W1, USA), especificamente disefiado para
muestras parafinadas, siguiendo el protocolo de la casa comercial con minimas
modificaciones. La concentracion y pureza del ARN total aislado se determind mediante
espectrofotometria, midiendo la absorbancia a las longitudes 260 y 280 nm. La calidad
del ARN fue determinada mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. EI ARN total

aislado se almacend a -70°C hasta su utilizacion.

Para la sintesis de ADNc se utilizo el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que permite convertir cuantitativamente

desde 0,1 pg hasta 10 ug de ARN en ADNc, en un volumen de 50 pL. En nuestro
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estudio decidimos abordar la sintesis de ADNc a partir 1 ug de ARN total de cada una

de las muestras.

La reaccion de transcripcion reversa se llevd a cabo en un termociclador modelo
GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), siguiendo el

protocolo del kit. Los ADNc se almacenaron a -20°C hasta su posterior utilizacion.

Cada uno de los puertos de la tarjeta microfluidica contenia 20 uL de LightCycler 480
probe master mix y del ADNc correspondiente (cantidad equivalente a 1 pug del ARN

total).

Las reacciones de gRT-PCR se llevaron a cabo en un termociclador Light Cycler 480
(Roche). Las amplificaciones se realizaron por duplicado, con los ensayos especificos

predisefiados para cada gen.

3.2. Medicion de la expresion génica y controles enddgenos
La sefial de fluorescencia aumenta en cada ciclo de amplificacion de la PCR. A medida
que se acumula el producto, se genera una sefial que aumenta exponencialmente hasta
llegar a una fase de saturacion (plateu). El ciclo de PCR en el que la fluorescencia
alcanza un valor umbral de 10 veces la desviacion estandar de la fluorescencia basal es
el que se toma como referencia para la medida cuantitativa. Este ciclo se denomina ciclo
umbral o threshold cycle (Ct), que es inversamente proporcional a la cantidad inicial de
secuencia a amplificar. Se calculé con el software SDS version 2.2 (Applied

Biosystems).

Los valores crudos de Ct fueron sometidos a un proceso de normalizacion utilizando
unos genes de control. La eleccién del control enddgeno es ain méas compleja cuando
trabajamos con muestras conservadas en parafina, para evitar artefactos por eventos

como la degradacion del material, por lo que normalmente se suele utilizar una
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combinacion de varios de estos controles, que se pueden identificar por distintos
métodos. En este estudio se empled el algoritmo geNorm version 3.4. Este programa,
accesible en la red, realiza basicamente dos andlisis: uno de evaluacion de la estabilidad
en la expresion de los genes control y otro que valora el nimero idoneo de ellos que

debemos utilizar (117, 118).

En nuestro estudio analizamos la expresion de 19 genes controles enddgenos empleados
con frecuencia en los andlisis de expresion génica (ACTB, ALAS1, B2M, G6PD,
GAPDH, GUSB, HBB, HMBS, HPRTL1, IPO8, PGK1, PPIA, RN18S1, RPL13A, SDHA,
RPLPO, TBP, TFRC, YWHAZ). En todos ellos se observé un adecuado comportamiento
con minimas variaciones de expresion entre las diferentes muestras tumorales. Con el
método geNorm se identificaron tres genes (ACTB, ALAS1, B2M) cuya combinacion
resultaba la mas apropiada para normalizar los resultados. Los 16 genes controles
enddgenos restantes fueron excluidos. A partir de los tres genes seleccionados se
calcul6 un factor de normalizacion basado en su media geométrica, que se aplicé en los

valores crudos de Ct de los genes a estudio.

4. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos cuantitativos se describieron como mediana (rango minimo-maximo),
mientras que las variables cualitativas se recogieron como frecuencias absolutas y
porcentajes. Las asociaciones entre variables categoricas fueron calculadas con el test 2

y el test exacto de Fischer.

Para realizar el andlisis comparativo de expresion génica entre las biopsias del tumor
primario y de la recaida, dado que todos los genes seguian una distribucion normal, se

utilizo el test pareado de la t de Student y se realiz6 una correccion mediante el test de
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Bonferroni para comparaciones multiples. Al comprobarse que la correlacion entre los

genes estudiados era elevada, se aplico también un test basado permutaciones.

El andlisis de supervivencia se realiz6 mediante el método de regresion de Cox, con
andlisis uni y multivariante de las variables clinicas mas relevantes y generando un

modelo clinico predictor de SLP.

Se realiz6 un analisis univariante de cada gen mediante regresion de Cox. Se afadio el
Hazard Ratio (HR) (con su intervalo de confianza (IC) del 95% y su p-valor) de cada
gen como variable continua. Se definieron como “genes protectores” aquellos que se
asociaban con un HR menor de uno, mientras que se consideraron “genes de riesgo”

aquellos que se asociaron con un HR mayor de uno.

En la posterior construccion de los modelos génico y génico-clinico se utilizo, para
realizar el analisis multivariante, el método de regresion penalizada de Lasso (Least
absolute shrinkage and selection operator) o también llamado regresion con L1-
penalizacion (119-121). Este método afiade una penalizacion Lambda o “factor de
disminucién” sobre la suma de los coeficientes, acercandolos a cero. Lambda es un
pardmetro que permite imponer mas 0 menos penalizacién y que a su vez se optimiza
para cada modelo.

Considerando que todas las muestras se emplearon para generar el modelo, la precision
estimada del perfil podria estar sobreestimada. Con la intencion de evitar este sesgo, se
aplico el sistema de validacion interna con validacion cruzada denominado LOOCV
(Leave-One-Out Cross Validation). Este método de validacion interna esta basado en la
generacion de un cross validated pronostic index (CVPI) (120). Este sistema deja fuera
una observacion, es decir a una paciente, y ajusta un modelo de regresion al resto de

observaciones o0 pacientes. De esta forma se evalué cada modelo en la observacion o
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paciente que se dejo fuera y que no participé en el ajuste del modelo. Posteriormente se

repitid el proceso para todas las pacientes.

El CVPI es una variable continua que se evalué como variable binaria mediante curvas
de Kaplan Meier en cada modelo generado, estableciendo grupos de alto y bajo riesgo
con la mediana de SLP y SG. Para valorar la significacion estadistica de los grupos

establecidos con cada modelo se utiliz6 un log-rank test de permutaciones.

La precision de cada modelo fue determinada mediante las curvas tiempo-dependientes
ROC (Receiver Operating Curves) para calcular la sensibilidad y la especificidad (122),

evaluandose a diferentes tiempos de interés: 6, 12, 18 y 24 meses.

Los calculos estadisticos se realizaron con los programas SAS 9.1, Enterprise Guide 3.0
y SPSS (version 9.0 SPSS Inc Chicago, IL, USA). La validacion mediante el LOOCV se

realizd empleando R language version 2.2 con el Design Software version 2.
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Resultados

1. ANALISIS COMPARATIVO DE LA EXPRESION GENICA ENTRE LA

BIOPSIA DEL TUMOR PRIMARIO Y DE LA RECAIDA

En 14 pacientes de las que disponiamos de material tanto del tumor primario como de la
recaida se llevo a cabo un analisis exploratorio para comprobar si existian diferencias
significativas en la expresion génica. Se observaron diferencias en la expresion de
cuatro genes (ACVRL1, ITGB2, TIMP1, RRAGD), aunque no se alcanzo la significacion
estadistica, como se muestra en la Tabla 7. En los cuatro genes hubo una disminucién
de la expresion en torno a 1,5 unidades, siendo la disminucion mayor en ACVRL1 (-1.7
unidades de expresién) y la menor en ITGB2 (-1.3 unidades de expresion). Aunque las
diferencias de expresion entre el primario y la metastasis no alcanzaron la significacion
estadistica, como ya se ha comentado, para la identificacion de la huella génica se

decidi6 descartar las 6 enfermas que s6lo tenian biopsia de la recidiva.

Tabla 7. Genes con expresién génica diferente entre la biopsia
del tumor primario y de la recidiva

ACVRL1 0.097
ITGB2 0.285
TIMP1 0.364

RRAGD 0.419

2. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LAS PACIENTES

En la Tabla 8 se resumen las caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas de las 60
pacientes con cancer de mama metastasico Her2 negativo incluidas finalmente para la

construccion de la huella génica.

La mediana de edad fue de 54 afios, con un rango entre 33 y 76 afos. El 81.7% de los

tumores expresaba RE. El ILE fue < 24 meses en el 28% de los casos, mientras que mas
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de la mitad de las enfermas presentaba tres 0 mas localizaciones metastasicas o
afectacion hepética. Un 46.7% habia recibido quimioterapia adyuvante con antraciclinas
y taxanos, y un 40% habia tenido una o mas lineas para la enfermedad avanzada previas

al tratamiento con bevacizumab y paclitaxel semanal.

La mediana de seguimiento fue de 20.29 meses. Las pacientes mantuvieron el
tratamiento con bevacizumab y paclitaxel semanal hasta la progresion; en aquellas en
las que se suspendio paclitaxel por toxicidad antes de la progresion se mantuvo
bevacizumab. De estas pacientes que recibieron bevacizumab de mantenimiento, en el
subgrupo de pacientes con RE positivos un 46.8% recibié hormonoterapia afiadida a

bevacizumab.

Tabla 8. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes

Caracteristicas Clinico-patoldgicas N (%)
Receptor de estrégeno

Positivo 49 (81.7)
Negativo 11 (18.3)
Receptor de progesterona

Positivo 41 (68.3)
Negativo 19 (31.7)
Subtipo IHQ

Triple negativo 11 (18.3)
RE+, RP- 8 (13.3)
RE+, RP+ 41 (68.3)
Quimioterapia Adyuvante

Si 46 (76.7)
No 14 (23.3)
ILE

< 24 meses 17 (28.3)
> 24 meses o enfermedad diseminada al 43 (71.7)
diagnostico

Ne de lineas de quimioterapia para

enfermedad metastasica 36 (60)
0 24 (40)
>1

Tipos de quimioterapia previa

Ninguna (excepto CMF) 15 (25)
Antraciclinas 17 (28.3)
Antraciclinas y taxanos 28 (46.7)
N° de localizaciones metastasicas

102 27(45)
> 3 0 metéstasis hepaticas 33 (55)

CMF: esquema de quimioterapia que incluye
ciclofosfamida, metotrexate y 5-fluorouracilo
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Un 45% de las pacientes consiguieron una respuesta parcial, un 13.3% alcanzaron una
respuesta completa y un 25% una estabilizacion. En nuestra serie, el 85% de las
enfermas obtuvo un beneficio clinico, es decir, una respuesta o estabilizacion durante un

minimo de 3 meses.

La mediana de SLP fue de 11.4 meses (IC 95%: 8.7 — 15.4), con un rango comprendido
entre 0.5 y 46.1 meses. La mediana de SG fue de 29 meses (IC 95%: 20.90 — NA), con

un rango entre 1.41 y 44.8 meses.

3. CREACION DE UN MODELO CLINICO PREDICTIVO DE SLP

Se utilizé el modelo de regresion de Cox para evaluar la posible asociacion entre las
variables clinico-patolégicas tanto para SLP como para SG, como se puede ver en las
Tablas 9 y 10, siendo la SLP la variable que se utilizé para el objetivo principal del

estudio.

Tabla 9. Analisis univariante para SLP de las variables clinico-patolégicas analizadas

Variable HR (1C 95%) P valor
Edad 1.02 (0.99-1.04) 0,1787
ILE 0.49 (0.27-0.89) 0,0246*
RE 0.42 (0.21-0.83) 0,0215*
RP 0.58 (0.32-1.03) 0,072
Subtipos IHQ 0.4 (0.2-0.82) 0,0628
QT adyuvante 0.69 (0.37-1.27) 0,2486
Antraciclinas y taxanos previos 1.17 (0.63-2.17) 0,6192
N° lineas previas 1.64 (0.93-2.87) 0,0891
Localizaciones metastasicas 2.92 (1.61-5.32) 0,0003*
Hormonoterapia 0.48 (0.24-0.97) 0,0322*
*p<0,05
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Tabla 10. Anélisis univariante para SG de las variables clinico-patolégicas analizadas

Variable HR (1C 95%) P valor
Edad 1.03 (0.99-1.06) 0,1303
ILE 0.58 (0.28-1.21) 0,1573
RE 0.76 (0.33-1.75) 0,527
RP 0.92 (0.44-1.91) 0,8207
Subtipos IHQ 0.78 (0.33-1.83) 0,7855
QT adyuvante 0.91 (0.39-2.11) 0,8343
Antraciclinas y taxanos previos 2.44 (0.85-6.99) 0,0643
Ne lineas previas 2.7 (1.33-5.48) 0,0055*
Ne de localizaciones 2.76 (1.3-5.86) 0,006*
Hormonoterapia 0.21 (0.06-0.7) 0,0024*
*p<0,05

La variable “tratamientos previos” fue analizada estratificindola en dos categorias:
antecedente terapéutico o no con antraciclinas y taxanos. Para valorar la influencia del
resto de variables clinicas en la SLP se establecieron los estratos previamente indicados

en la Tabla 8.

Las variables que resultaron significativas en el andlisis univariante para SLP, mas
aquellas que pese a no ser significativas en nuestro estudio lo habian sido en otros
estudios con mayor tamafio muestral, fueron incluidas en el analisis multivariante. Se
decidié no incluir el tratamiento hormonal de mantenimiento al ser una variable que
afectaba so6lo a un subgrupo de la muestra (enfermas con RE positivo y que habian

recibido bevacizumab como mantenimiento).

Finalmente, el analisis multivariante, como se puede ver en la Tabla 11, evalué la

influencia de las siguientes variables clinicas: ILE (menor o igual a 24 meses vs mayor
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de 24 meses), RE (positivo vs negativo), tratamiento previo con antraciclinas y taxanos,
localizacion metastdsica (menos de 3 vs mas de 3 localizaciones o presencia de
afectacion hepética), y lineas de quimioterapia en enfermedad diseminada previas al

tratamiento con bevacizumab y paclitaxel semanal (0 vs 1 0 mas).

A pesar de que la Unica variable que mantuvo la significacion estadistica en el analisis
multivariante fue la “localizacién metastasica”, se decidio mantener a todas en lo que
denominamos modelo clinico dada la influencia mostrada por todas ellas en la SLP en

diferentes estudios.

Este modelo fue capaz de clasificar a las pacientes incluidas en nuestro estudio en dos
grupos con diferentes medianas de SLP, 8.5 meses frente a 14 meses, y con un HR 2.2

(1.23-3.91).

Tabla 11. Anélisis multivariante para SLP (modelo clinico)

Variable HR P valor
ILE 0.74 (0.35-1.59) 0.43
RE 0.41 (0.17-1.03) 0.06
Antraciclinas y taxanos previos 1.02 (0.52-2-01) 0.94
N° lineas quimio previas 1.55 (0.8-3) 0.19
Localizacién metastasica 3.07 (1.63-5.8) 0.0005 *
*p<0,05

También se realizé un andlisis multivariante para SG, pese a que no era el parametro
sobre el que ibamos a desarrollar posteriormente el modelo génico, que mostré como
significativas las variables “numero de lineas de quimioterapia previas” (HR 2.68;

p=0.017) y la “localizacion metastasica” (HR 3.18; p=0.004).
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4. GENERACION DE UN MODELO GENICO PREDICTIVO DE SLP

En la creacion del modelo génico, como se explicd previamente, se considerd a éste
como un indice pronostico basado en un modelo de regresion de Cox. Este indice
pronostico es una variable continua que se transformé en categdrica para poder definir
grupos de alto y bajo riesgo.

Para la construccion del modelo génico se realiz6 un analisis univariante mediante
regresion de Cox sobre los 168 genes estudiados (cuyo resultado se detalla en el Anexo)
y se aplico posteriormente el método de regresion penalizada de Lasso (119-121). Tras
aplicar dicho método se generd un perfil génico predictivo de SLP compuesto de 11

genes, descritos en la Tabla 12.

Tabla 12. Genes incluidos en el modelo génico predictivo de SLP

Variable Beta HR (1C95%) P-valor
(LASSO)

SLC39A6 0,289 1,72 (1,28-2,3) <0,0001*
REL -0,282 0,74 (0,56-0,99) 0,0619
IL8 -0,231 0,7 (0,54-0,89) 0,0053*
FN1 0,191 1,51 (1,18-1,93) 0,0026*
PLAU 0,152 1,5 (1,14-1,98) 0,0052*
HES1 0,138 1,15 (0,92-1,44) 0,2635
HMBS -0,063 0,81 (0,64-1,04) 0,1014
DDIT4 0,049 1,14 (0,87-1,51) 0,3471
FABP5 -0,043 0,72 (0,55-0,96) 0,0245*
ACVRL1 0,031 1,32 (0,99-1,77) 0,0617
PGR 0,021 1,46 (1,09-1,95) 0,0118*

*p<0,05
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En dicha tabla los genes estan ordenados por el valor absoluto de los coeficientes beta
de la regresion penalizada de Lasso (cuanto mayor es este valor mas peso tiene el gen en
el perfil). La mayoria de los genes del modelo habian sido significativos en el anélisis
univariante. Los genes con HR>1 (equivalente a un valor positivo del coeficiente beta
de Lasso) deben ser considerados de riesgo, mientras que los que presentaron HR<1 (o

con valor negativo del coeficiente) serian protectores.

5. CREACION DE UN MODELO COMBINADO GENICO-CLINICO
PREDICTIVO DE SLP
Con el objetivo de analizar cémo podian influir las variables clinicas en la seleccion de
genes del perfil, y si la adicion de éstas podia mejorar la capacidad predictiva de SLP
del mismo, se elabor6 también un modelo combinado genico-clinico, eligiendo las cinco
variables clinicas utilizadas en el modelo clinico. La seleccién de genes se realiz6
mediante el mismo procedimiento que en el modelo génico. Tras la misma, el modelo
génico-clinico quedd constituido por 13 genes. En la Tabla 13 se detallan los genes y

variables clinicas del modelo, con sus correspondientes coeficientes beta y HR.

Como se puede observar, los modelos génico y génico-clinico no estan formados por los

mismos genes, aunque ocho de ellos si son compartidos (SLC39A6, REL, IL8, FN1,

PLAU, HMBS, DDIT4, FAB5P).
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Tabla 13. Variables clinicas y genes incluidos en modelo combinado predictivo de SLP

Variable Beta (LASSO) HR
ILE -0.223 0.8
RE -0.907 0.4
Antraciclinas y taxanos previos 0.008 1.014
Ne° de lineas de quimio previas 0.45 1.57
Localizacién metastasica 1.509 4.52
REL -0.349 0.71
FN1 0.322 1.38
NOTCH3 0.287 1.33
DDIT4 0.281 1.32
IL8 -0.223 0.8
ADRBK1 -0.21 0.81
FABP5 -0.176 0.84
PLAU 0.159 117
HMBS -0.155 0.86
PTK2B 0.136 1.15
THBS1 0.114 1.12
SLC39A6 0.05 1.05
TCF3 -0.028 0.97
6. VALIDACION INTERNA DE LOS MODELOS,

SUPERVIVENCIA'Y CURVAS ROC

CURVAS DE

Como se comento previamente, en este estudio se aplico el sistema de validacion interna

LOOCV (120). Este método de validacion estad basado en la generacién de un CVPI,

gue es una variable continua pero que se puede evaluar como variable binaria (y asi

realizar las curvas de supervivencia KM y el Log-rank test). Ademas, se analizd la

capacidad predictiva de cada modelo mediante Curvas ROC.
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Los tres modelos se correlacionaron de forma significativa con la SLP, y fueron capaces

de identificar dos grupos pacientes con medianas de SLP con diferencias

estadisticamente significativas. En la Figuras 4 se pueden ver las curvas de KM para

SLP de los modelos génico y génico-clinico.

A: Curvas de KM para SLP del "Modelo Génico"

B: Curvas de KM para SLP del "Modelo Combinado
Génico-Clinico™
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Figura 4. Curvas KM para SLP en: (A) Modelo Génico y (B) Modelo Génico-Clinico

Las medianas de SLP de ambos grupos y los HR se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Valores de HR y medianas de SLP en funcién del grupo de SLP establecido por cada modelo

predictivo.
Modelo Grupo de SLP HR (CI 95%) P-valor Mediana SLP(meses)
Bueno 1 16,9 (12,3-25,8)
Génico 0,048
Malo 2.57 (1.47-4.48) 7,4 (5,7-12,4)
. Bueno 1 17,9 (13,7-29,8)
Combinado <0,001
Génico-Clinico Malo 4.04 (2.2-7.44) 7,4 (6,2-11,1)
Bueno 1 14,04 (10,28-29,77)
Clinico 0,011
Malo 2.2(1.23-3.91) 8,49 (6,9-14,13)
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Las pacientes establecidas en base a la SLP por los tres modelos también presentaron
diferencias estadisticamente significativas en SG. En la Figura 5 se muestran las curvas

KM de los modelos génico y génico-clinico y en la Tabla 15 los HR y p-valor.

A: Curvas KM para SG del "Modelo Génico” B: Curvas KM para SG del "Modelo
o Combinado Génico-Clinico"
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Figura 5. Curvas KM para SG en: (A) Modelo Génico y (B) Modelo Combinado Génico-Clinico

Tabla 15. Valores de HR y medianas de SG asociadas a los grupos de pacientes establecidos por cada

modelo
Modelo Grupo de SG HR (Cl 95%) P-valor Mediana SG (meses)
Bueno 1 NA (29-NA)
Génico 0,001
Malo 3.29 (1.57-6.91) 14.95 (9.9-44.8)
. Bueno 1 44.85 (33.3-NA)
Combinado 0,0008
Génico-Clinico Malo 3.43 (1.62-7.26) 16.85 (9,9-37,3)
Bueno 1 44,85 (33.3-NA)
Clinico 0,047
Malo 2.04 (0.99-4.2) 21.65 (16.1-NA)

NA: no alcanzada
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La precision y capacidad discriminante de cada modelo fue determinada mediante las
curvas tiempo-dependientes ROC (122). Este analisis se realizo en diferentes tiempos

de evolucion desde el inicio del tratamiento (6, 12, 18 y 24 meses), con el objetivo de

Sensibility

analizar como era la prediccién de cada modelo a lo largo del tiempo (ver Figura 6y 7).
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Figura 7. Evolucion de AUC a través del tiempo para SLP con los tres modelos
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Los modelos con valores de area bajo la curva o AUC mas proximos a 1 presentan
mayor capacidad predictiva. Segun los valores disminuyen, lo hace también su
capacidad predictiva, hasta un AUC igual o menor de 0.5, que indicaria una nula
capacidad predictiva.

En la Tabla 16 se detallan las AUC de los tres modelos en cada uno de los tiempos

analizados (6, 12, 18 y 24 meses).

Tabla 16. Evolucion de la capacidad predictiva de los tres modelos predictivos (valores de AUC en los

diferentes tiempos estudiados)

6 Meses 12 Meses 18 Meses 24 Meses
Modelo Génico-Clinico 0.72 0.74 0.83 0.82
Modelo Génico 0.69 0.66 0.67 0.75
Modelo Clinico 0.53 0.63 0.8 0.81

De esta forma, el modelo clinico a corto plazo (a los 6 meses) tiene escasa capacidad
predictiva, con un AUC de 0.53. Sin embargo, la AUC se incrementa con el tiempo
hasta alcanzar su valor maximo a los 24 meses, con un AUC de 0.81.

Con el modelo génico ocurre practicamente lo contrario; tiene buena capacidad
predictiva a corto plazo, mejor que la del modelo clinico, pero empeora entre los 12 y 18
meses.

El modelo combinado génico-clinico es el que se asocia a una mejor capacidad
predictiva en todo el rango de tiempo estudiado, tanto a corto como a largo plazo. A los

6 meses, la precision de este modelo es similar a la del génico.
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Este trabajo analiza la capacidad predictiva de SLP de un modelo génico y de un modelo
combinado génico-clinico en una serie de 60 enfermas con cancer de mama diseminado
Her2 negativo tratadas con paclitaxel semanal y bevacizumab. Ambos modelos son
capaces de establecer dos grupos de pacientes con medianas de SLP muy diferentes.
Estos resultados podrian suponer el punto de partida en la identificacion de un
biomarcador predictivo de respuesta que ayude a seleccionar las pacientes que obtienen
un mayor beneficio con bevacizumab en el cancer de mama diseminado, si bien todavia

no es posible trasladar su aplicacion a la préctica clinica.

A lo largo de esta discusion se comentaran los aspectos fundamentales de los métodos
empleados en el estudio y se analizaran las limitaciones que presentan los analisis de
multiples genes en la actualidad, para después interpretar los resultados obtenidos. Por
ultimo, se discutird sobre el futuro de la prediccion de respuesta o de beneficio clinico
con el uso de bevacizumab en el cancer de mama diseminado, analizando los
requerimientos necesarios para que los modelos descritos pudieran aplicarse en la

clinica.

1. ASPECTOS METODOLOGICOS

Los estudios de perfiles génicos precisan de un disefio riguroso y un analisis
bioestadistico complejo dada la gran cantidad de datos que generan. La seleccién de la
poblacion a estudiar, el procesamiento de las muestras y la metodologia empleada
influyen significativamente en los resultados y en su validez. Por ello, en este tipo de
estudios resulta imprescindible que exista una estrecha colaboracion multidisciplinar

entre clinicos, patologos, bidlogos moleculares y bioestadisticos.
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1.1. Empleo de muestras parafinadas para el andlisis de la expresion génica
Inicialmente los estudios de expresion génica Unicamente podian realizarse a partir de
tejido tumoral obtenido en fresco. Sin embargo, la disponibilidad de este tipo de tejido
es limitada en los hospitales, sobre todo por el laborioso procesamiento que precisa y el

alto coste econémico asociado a su conservacion.

Las muestras fijadas en formol e incluidas en parafina son féciles de almacenar y
permanecen estables a temperatura ambiente. Constituyen el estdndar de conservacion
de tejido en los centros hospitalarios, de modo que cualquier test molecular orientado a
la practica clinica deberia basarse en este tipo de material. A pesar de todas estas
ventajas, el ARN aislado de este tipo de muestras tradicionalmente se ha considerado
como un material limitado para los estudios de expresion génica, debido a la
degradacion del mismo. La fijacion en formol predispone a que los residuos de
adenosina sufran modificaciones quimicas como la dimerizacion de metileno y la
monometilacion que generan fragmentos de ARN degradados (123). La optimizacién de
los métodos de extraccion del material génico durante la Gltima década ha disminuido

en parte estos inconvenientes, con un aumento en el rendimiento del material obtenido.

1.2. Eleccién de la gRT-PCR como técnica de analisis de la expresion génica
La mayoria de los estudios de analisis de expresidn génica en patologia tumoral se han
realizado con microarrays (124). Estas plataformas representan una excelente
herramienta para el estudio simultaneo de la expresion de un gran nimero de genes. Sin
embargo, esta técnica no esta exenta de inconvenientes, principalmente derivados de la

variabilidad en los resultados que se pueden obtener (125).

Mientras que los microarrays han tenido un papel fundamental en el analisis inicial para
la seleccidn de perfiles con implicacion pronostica o en la respuesta a farmacos, la gRT-

PCR es considerada como la técnica mas adecuada para los estudios posteriores de
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validacion de un nimero limitado de genes (126). Este suele ser el disefio de los
estudios en series grandes de pacientes. Cuando las series son méas pequefias, es
necesario disminuir el nimero de variables a estudiar, y, por tanto, las plataformas de

gRT-PCR resultan un método mas apropiado.

Ademaés, la qRT-PCR aporta importantes ventajas en comparacion con los microarrays.
Por un lado, precisa menor cantidad de tejido tumoral para realizar el analisis,
disminuyendo asi la limitacion del material biolégico disponible (126). Pero, sobre
todo, la gRT-PCR es la técnica de eleccion para el anélisis de muestras fijadas en formol
y embebidas en parafina, ya que este material, como se ha comentado previamente, esta
degradado por el proceso intrinseco de fijacion de la técnica. La amplificacion a partir
de este material es complicada, pero la RT-PCR permite un disefio de amplificacion de
fragmentos mas pequefios y, por tanto, aumenta la posibilidad de amplificacién a partir

de material méas degradado.

Esto, sumado a la complejidad metodoldgica de la técnica de microarrays, ha supuesto
una limitacion importante en la implementacion del uso de los mismos en la préctica
rutinaria. La qRT-PCR es una técnica mas asequible en el ambito hospitalario, donde
suele haber equipos y personal formado para su utilizacion, haciendo més factible una
obtencidn rapida de resultados.

En el afio 2004 se publicaron los primeros trabajos de expresion génica mediante gRT-
PCR a partir de muestras parafinadas (127, 128). Nuestro grupo demostr6 en el afio
2005 que el andlisis de expresion génica mediante qRT-PCR en muestras parafinadas de
cancer de mama reproducia los resultados obtenidos mediante microarrays en muestras
en fresco con el perfil de 70 genes que configura el test MammaPrint®, plataforma
aprobada por la FDA con demostrado valor pronoéstico independiente sobre el riesgo de

recidiva en pacientes con cancer de mama en estadio precoz (129).
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1.3. Analisis estadistico empleado
Una de las dificultades metodoldgicas mas importantes a la que se enfrentan los
estudios de expresion génica multiple es la derivada de la desproporcion entre el tamafio
muestral y las variables analizadas, que aumenta la probabilidad de generar perfiles de
expresion diferenciales por azar.
Nuestro estudio no es una excepcion al problema de la alta dimensionalidad, dado el
pequefio tamafio de nuestra muestra, 60 pacientes, y el elevado nimero de variables en
estudio, 168 genes, muchos de ellos, ademas, relacionados entre si. Se realizd una
seleccion de variables tanto para el analisis multivariante como para la construccién de
modelos, utilizandose el método de regresion penalizada de Lasso (120, 121, 130). Con
este método se afiade una penalizacion o factor de disminucion sobre la suma de los
coeficientes, haciéndolos mas estables, y consiguiendo asi realizar una seleccion de las
variables génicas que evita su colinealidad y aumenta el poder de prediccion del
modelo.
Existen otros métodos mas antiguos de regresion lineal maltiple alternativos a Lasso
para variables correlacionadas y alta dimensionalidad. Entre estos se incluye el Analisis
de Componentes Principales (131), Partial Least Squares o PLS (132) y Ridge
Regression (133). Estos métodos fueron descartados porque aunque hubieran sido
validos para este tipo de analisis, no permiten la seleccion de variables que realiza
Lasso. También se descarté el método Stepwise por su baja capacidad predictiva (120,
130).
Cuando existe un alto namero de variables génicas en estudio, es frecuente encontrar
predictores que funcionan bien sobre la serie analizada, pero que fallan cuando se
aplican a otras series independientes. Esto se debe a que se produce un sesgo importante

en el error de clasificacion del modelo. Una forma de evitar esto es dividir la serie en
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dos, una parte para construir el modelo (Ilamada training-set), y otra para su validacién
(validation-set). Sin embargo, en algunos casos, como el nuestro, el pequefio tamafio
muestral impide la utilizacion de este abordaje. De forma alternativa, existen técnicas de
remuestreo de los casos, para estimar mejor el error de clasificacion y la capacidad
predictiva del modelo, como la Validacion Cruzada o LOOCV. En nuestro estudio, de
forma adicional a esta metodologia se aplicd un test de permutaciones multiple para
poder analizar el p-valor y las diferencias en la SLP entre cada uno de los grupos de

riesgo establecidos.

Aun asi, para que un perfil génico pueda ser utilizado en la clinica deberia realizarse una
validacion externa en una serie independiente, que confirmase la capacidad predictiva
del mismo en una muestra diferente a la empleada para generarlo y con un nimero de
enfermas lo suficientemente amplio para que los resultados se consideren fiables y
aplicables a la poblacion. La validez seria ain mayor si se realizara en una serie

prospectiva o dentro de un ensayo clinico.

Otro método alternativo de validacion, pero con més limitaciones que la validacion
externa, seria la confirmacion de los resultados mediante otras técnicas de biologia

molecular (como estudios funcionales o IHQ, entre otras).

Por tanto, aunque en nuestro estudio se ha utilizado una sélida metodologia para
conseguir una validacién interna robusta, los modelos generados no podrian utilizarse

en la clinica hasta que no se realizara una validacion externa.

2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS
La terapia antiangiogénica con bevacizumab asociada a taxanos fue aprobada como
primera linea de tratamiento del cancer de mama diseminado en 2008 tras la

comunicacion de los resultados iniciales de los ensayos E2100 y AVADO. Sin
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embargo, en 2011, las agencias del medicamento estadounidense y canadiense
suspendieron la indicacion por el incremento de toxicidad que suponia la adicion de
bevacizumab con una eficacia cuestionable (al no demostrarse beneficio en SG). Por el
contrario, la EMA también realizd una reevaluacion de los datos actualizados de
bevacizumab en cancer de mama, y decidid mantener la indicacién, aunque sélo en
combinacién con paclitaxel (f&rmaco con el que se obtenia el beneficio més importante
en SLP). Estas dudas generadas por las agencias reguladoras, unidas al alto impacto
econdmico del farmaco y la ausencia de un biomarcador predictivo de respuesta,
provocaron una disminucion de su utilizaciéon en el cancer de mama a nivel mundial,
incluidos los paises europeos. La identificacién de un perfil génico o biomarcador que
ayudara en la seleccion de las pacientes que se beneficiarian de este tratamiento, evitaria
una toxicidad innecesaria en las enfermas resistentes al mismo, reduciria el gasto

sanitario, y lograria, por tanto, que mejorase su coste-efectividad.

2.1. Muestra del estudio
Tras descartar las pacientes en las que hubo problemas técnicos con el procesamiento de
las muestras y aquellas en las que s6lo disponiamos de muestra tumoral de la recaida (y
no del primario), nuestra serie quedo constituida por 60 pacientes con cancer de mama
diseminado Her2 negativo tratadas en diferentes momentos de la enfermedad con
paclitaxel semanal y bevacizumab. Aunque el hecho de no existir diferencias
estadisticamente significativas entre la expresion génica del tumor primario y la recaida
en las 14 pacientes que tenian muestra tumoral de ambos podia haber justificado la
inclusion de los 6 casos de los que sélo disponiamos del bloque tumoral de la recaida,
finalmente decidimos no hacerlo por dos motivos: por un lado, porque la ausencia de
significacion estadistica pudo ser debida al pequefio tamafio muestral de este analisis, v,

por otro lado, porque existen datos en la literatura que indican que la expresion génica si
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se modifica a lo largo de la evolucién de la enfermedad tumoral (134, 135). De hecho,
lo ideal hubiera sido realizar el estudio sobre biopsias de la recaida, pero la ausencia de

este tipo de muestras en la mayoria de las pacientes lo hizo imposible.

Nuestra serie de pacientes presenta las caracteristicas habituales del cancer de mama
diseminado Her2 negativo. La mediana de edad, 54 afos, al igual que las principales
caracteristicas anatomopatoldgicas, incluido el status del RE (positivo en el 82%), son
similares a los hallazgos de otras series de pacientes (8, 23). No obstante, algunas
variables consideradas de mal pronostico estaban presentes en mayor proporcion de lo
habitual, como la presencia de pacientes con tres 0 mas localizaciones metastésicas o

con afectacion hepatica, y las recaidas precoces (con un ILE menor de 24 meses).

El estudio tiene algunas debilidades, que se detallan a continuacion. Si bien se trata de
una poblacion muy homogénea en cuanto al tratamiento, es cierto que el nimero de
pacientes analizado es pequefio. Esto responde en primer lugar a que el estudio ha sido
Ilevado en un unico centro, y en segundo lugar, influye que este esquema terapéutico

fue aprobado en 2008, por lo que es de uso relativamente reciente.

Otra posible critica es que aunque todas las pacientes habian recibido bevacizumab-
paclitaxel, el momento en que se usé este esquema fue diferente en cada una de ellas.
Cuando se comunicaron los primeros resultados del posible beneficio bevacizumab, se
solicitd autorizacion para poderlo utilizar en pacientes que ya habian sido tratadas con
otras lineas de quimioterapia previamente. Con el tiempo, el tratamiento quedo
restringido a la primera linea de tratamiento de la enfermedad diseminada, que fue la
aprobacion que obtuvo el farmaco. De esta forma, en nuestra serie hay pacientes que lo
recibieron como primera linea de la enfermedad diseminada y otras que lo hicieron tras

una o mas lineas de quimioterapia previa, pudiendo este hecho afectar a la eficacia del
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tratamiento. Por otro lado, el uso de bevacizumab esta permitido tanto en RH positivos
como negativos, y, por tanto, se incluyeron ambos subtipos de pacientes. Aunque la
mayoria de las pacientes fueron RE positivo, la presencia de otros subtipos, como el
TN, implica que puede haber variaciones en la expresion génica entre ellos, con impacto
en el pronostico de las pacientes y en la sensibilidad o resistencia a bevacizumab. La
justificacion de incluir tanto pacientes con tumores RE positivo/Her2 negativo como
pacientes con tumores TN fue que ambos subtipos habian sido incluidos en los ensayos
clinicos con bevacizumab, y asi conseguiamos reproducir y analizar toda la poblacion
de enfermas que podria obtener un potencial beneficio con el esquema terapéutico

descrito (68, 69).

Otra limitacidn radica en el hecho de que en nuestra serie no se administré un esquema
de quimioterapia adyuvante homogéneo, debido a que este tratamiento lo habian
recibido en diferentes épocas, y los esquemas se han ido modificando en los Gltimos 20

afios (primero con la introduccion de las antraciclinas, y después, con los taxanos).

Por ultimo, un 46,8% de las pacientes con tumores RE positivo recibieron una
hormonoterapia durante el periodo de mantenimiento con bevacizumab, una vez
suspendido paclitaxel. La adicion de una hormonoterapia como tratamiento de
mantenimiento tras una quimioterapia es una practica bastante extendida en el cancer de
mama con RE positivo, con el objetivo de intentar prolongar la SLP y no disminuir la
calidad de vida (136). A pesar de que esta opcion no se realizd en los ensayos clinicos
de bevacizumab, en la practica asistencial hay clinicos que si lo realizan. En una
reciente publicacion de nuestro grupo observamos que las pacientes que recibieron una
hormonoterapia durante el mantenimiento con bevacizumab tuvieron una tendencia a
una mejor SLP que las que no lo hicieron (HR 0,5, p=0,06) (137). Por otro lado, en el

ensayo Imelda se observé que la adicion de capecitabina, una quimioterapia poco

83



Discusion

toxica, durante el mantenimiento con bevacizumab, una vez suspendido el taxano, se
asociaba a una mejor SLP y SG (75). Los resultados de estos estudios parecen indicar
que la continuacion de algun tratamiento sistémico poco toxico (hormonoterapia,
capecitabina), afiadido a bevacizumab, podria tener un impacto en la SLP y SG de las

pacientes.

Por tanto, el hecho de que en nuestra serie algunas pacientes recibieran hormonoterapia
durante el periodo de mantenimiento mientras que otras no, es un factor de confusion a
la hora de analizar la SLP. En el estudio multivariante no pudimos incluirlo porque era
una variable que Unicamente afectaba al subgrupo de pacientes con RE positivo y que
recibieron tratamiento de mantenimiento con bevacizumab tras concluir la

quimioterapia.

2.2. Variables clinicas estudiadas

Aunque en la literatura médica con frecuencia se utiliza la terminologia de biomarcador
predictivo de respuesta, con las nuevas terapias dirigidas la mejor manera de evaluar la
actividad de un farmaco no parece que sea la medicion de respuesta segun los criterios
radioldgicos tradicionales (RECIST). Estos farmacos suelen actuar como citostaticos y
no como citotdxicos, por lo que pueden conseguirse estabilizaciones muy prolongadas
aunque no se disminuya el tamafio de las metastasis. Ademas, en el cancer de mama es
frecuente que existan lesiones no facilmente medibles (como las metastasis 6seas o el
derrame pleural), por lo que la SLP puede indicar mejor que la tasa de respuestas el

posible beneficio de un farmaco.

La SG no es parametro adecuado para medir la eficacia de un farmaco por diversos
motivos. Es frecuente que en los ensayos clinicos que se realizan en la primera linea de

tratamiento de diversas patologias veamos un beneficio en SLP pero no en SG, tal y
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como pasa con los estudios de bevacizumab en cancer de mama. Esta ausencia de
beneficio en SG se ha intentado justificar por diferentes motivos. Por un lado, por la
existencia de un sobrecruzamiento, es decir, pacientes del brazo control que reciben el
farmaco experimental en el momento de la progresion tumoral. Y, por otro, porque
ciertos tumores como el cancer de mama metastasico, que actualmente son
enfermedades con una prolongada supervivencia tras la progresion, precisarian de
ensayos con un elevado nimero de pacientes para encontrar diferencias en SG (138). Lo
cierto es que en la SG influyen los diversos tratamientos utilizados tras la progresion,
por lo que los posibles biomarcadores o perfiles génicos relacionados con la misma
estarian mas implicados en el prondstico que en la prediccion de beneficio de un

tratamiento concreto.

Por ello, la SLP suele elegirse como objetivo principal en la mayoria de ensayos
clinicos sistémico realizados en la primera linea de tratamiento del cancer de mama
diseminado (al igual que en otros tumores), y, por todo lo expuesto, fue también el

parametro elegido para la generacion de los modelos predictivos en nuestro estudio.

Las variables que se incluyeron en nuestro analisis univariante para SLP se
seleccionaron por su relevancia en funcion de lo publicado por otros autores en diversos
trabajos donde se analizaba su papel prondstico (27-34). Para la variable “tratamientos
previos”, dado que en nuestra muestra el nimero de pacientes con “solo antraciclinas
previas” era escaso y no habia grandes diferencias significativas en las curvas Kaplan-
Meier entre “ninglin tratamiento previo” y “sélo antraciclinas”, se decidio realizar el
analisis univariante agrupando estas dos situaciones. Por este motivo tanto en el analisis
univariante como en el posterior multivariante, la variable analizada fue “antraciclinas y

taxanos previos”.
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En el trabajo de Llombart y cols (34) realizado sobre pacientes que también fueron
tratadas con bevacizumab y un taxano, en este caso todas en primera linea de
tratamiento, el analisis multivariante mostré que el ILE, la presencia de afectacion
hepética y/o mas de 3 localizaciones metastasicas, el subtipo TN y el haber recibido
tratamiento previo con antraciclinas y taxanos se asociaron de manera independiente

con la SG.

A diferencia del estudio de Llombart y cols, en el analisis multivariante de nuestra serie
Unicamente la variable localizacién metastasica (> de 3 localizaciones o afectacion
hepatica) mantuvo la significacion estadistica, mientras que el status del RE se
aproximo a ella (p=0.06). Dado que todas las variables que incluimos en este analisis
habian demostrado su influencia en la SLP en otros estudios, y que podian no haber sido
significativas en nuestra serie por el pequefio tamafio muestral, se decididé generar el
modelo clinico a partir de todas ellas, independientemente de su significacion

estadistica, para evitar que variables relevantes se quedaran fuera.

Sin embargo, no hay evidencia de que estas variables clinicas puedan tener un papel
como predictoras de beneficio a bevacizumab. Por tanto, es probable que las diferencias
en SLP encontradas con nuestro modelo clinico sean debidas al valor prondstico de
dichas variables, y asi lo sugiere el hecho de que el modelo clinico sea mas significativo
a tiempos prolongados (24 meses) que a tiempos cortos (6 meses). Sin embargo, cuando
se combinan estas variables con un perfil génico (modelo combinado génico-clinico) se
aumenta la precision predictiva a tiempos cortos (con respecto al modelo génico), por lo

que también podrian jugar en cierto papel en la prediccion de beneficio a bevacizumab.
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2.3. Relevancia biologica de los genes incluidos en los modelos génico y

combinado génico-clinico
Los 13 genes que componen el modelo combinado génico-clinico son: REL, FNL1,
NOTCHS, DDIT4, IL8, ADRBK1, FABPS, PLAU, HMBS, PTK2B, THBS1, SLC39A6 y
TCF3. De estos, 8 son comunes con los 11 que a su vez forman el modelo génico y que

son: SLC39A6, REL, IL8, FN1, PLAU, HES1, HMBS, DDIT4, FABP5, ACVRL1y PGR.

A continuacion se expondran brevemente algunos detalles sobre estos ocho genes
comunes, Yy su posible papel como biomarcadores en otros trabajos previos, si bien, es
preciso sefialar que el analisis unigénico no es exactamente extrapolable a un estudio de

expresion maltiple.

REL es un gen que codifica un factor de transcripcién, RELB, proteina integrante de la
via de sefalizacion NF-kB. En el cancer de mama, se ha visto relacionado con el
subtipo basal-like donde hay una activacion aberrante de esta via, especialmente en

aquellos tumores con pérdida de moléculas de adhesion como la E-cadherina (139).

FN1 es un gen que codifica para las diferentes isoformas de fibronectina (140). Estas
proteinas estan implicadas en los procesos de adhesion y migracién celular, incluyendo
embriogénesis, cicatrizacion de heridas, coagulacion e incluso en el desarrollo de
metastasis (140, 141). Los depositos de fibronectina en las células del estroma asociadas
al cancer de mama no solo estan incrementados sino que su conformacion es distinta y
suponen una alteracion en la adhesion y en su comportamiento proangiogénico,

promoviendo la vascularizacion y el crecimiento tumoral (142).

DDIT4 es un gen que se induce en respuesta a dafios al DNA y actia como supresor
tumoral. En las células normales este gen se induce en una situacion de hipoxia, siendo

capaz de inhibir la via de mTOR y, por tanto, provocar una inhibicién del crecimiento y
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una promocién de la supervivencia celular. En un estudio realizado en més de 200
muestras parafinadas de tumores primarios de mama se ha descrito que en los subtipos
TN y Her2 positivo habria una disminucién en la expresion de DDTI4 en condiciones
de hipoxia, una estabilizacion de HIF-1a y, finalmente, un crecimiento y una

supervivencia celular mediada por la reactivacion de la via de mTOR (143).

IL8 es una citoquina de naturaleza proinflamatoria. Su sintesis se realiza en fibroblastos,
celulas endoteliales, células inflamatorias y también células tumorales. Es un potente
factor quimiotactico de neutrofilos, regula la produccion de proteinas de adhesion,
amplifica la respuesta inflamatoria local y es un potente proangiogénico. Esta citoquina,
tras unirse a sus receptores, activa maltiples cascadas de sefializacién promoviendo la
supervivencia celular, migracion e invasion en distintos tipos de tumores, incluido el
cancer de mama (144). Ademas, se ha demostrado que incrementa la transicién epitelio

mesénguima y la invasion en los tumores de mama subtipo TN (145).

Los cuatro genes descritos previamente son, dentro de los ocho comunes en ambos
modelos, los que presentan mayor magnitud dentro del modelo combinado y, por tanto,
los mas importantes en su capacidad predictora. A continuacion describiremos

brevemente el resto de genes comunes.

FABP5 codifica una proteina citoplasmatica de unién de acidos grasos en las células
epidérmicas participando de forma crucial en el metabolismo lipidico. Recientemente se
ha publicado su relacién en el cancer de mama con el subtipo TN, asociandose con
factores de mal prondstico, con una disminucion de la SLP, asi como con la capacidad

de metastatizar a través de su interaccién con la via de EGFR (146).

PLAU es un gen que tiene como producto una serie de proteasas encargadas de la

degradacion de la matriz extracelular, promoviendo asi la migracion celular y el
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desarrollo de metéstasis. Los mecanismos transcripcionales por los que se ve
sobreexpresado no son bien conocidos, si bien hay algunos trabajos que relacionan su
expresion aumentada en el cancer de mama metastasico con un incremento de la

agresividad (147).

La porfobilinégeno deaminasa (o hidroximetilbilano sintasa) es una enzima, codificada
por el gen HMBS, que estd involucrada en el tercer paso del metabolismo de la
porfirina. Una actividad deficitaria de esta enzima esta relacionada con la diseminacion
metastasica. Sin embargo no se han publicado la relacion de dicha enzima con el cancer

de mama ni su inclusion en perfiles génicos relacionados con tumores sélidos (148).

SLC39A6 codifica una proteina transportadora de zinc de la membrana plasmatica,
ZIP6. El zinc es un cofactor esencial para cientos de enzimas, estando implicado en
procesos como la transcripcion génica, el crecimiento, desarrollo y diferenciacion
celular. Se ha descrito que la expresion de este gen presenta una asociacion significativa
con la expresion IHQ del RE en el cancer de mama, y que su proteina producto tiene
una potencial actividad metaloproteasa que hace que diversos trabajos lo relacionen con

la diseminacion ganglionar y progresion tumoral (149).

2.4. Capacidad predictiva de los modelos generados en nuestro trabajo y
comparacion con otros estudios de biomarcadores de respuesta a

bevacizumab en cancer de mama

En la investigacion de perfiles génicos y biomarcadores, como ya se ha comentado, hay
que tener en cuenta que para su aplicacion clinica es esencial la validacion externa de
los mismos por el riesgo de que se produzcan hallazgos debidos al azar. La complejidad
y el coste de la validacion externa en grandes series de pacientes hacen que s6lo una
pequefia parte de los posibles biomarcadores que se encuentran lleguen a ser utilizados

en la toma de decisiones clinicas. Por otro lado, la falta de estandarizacion vy
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sensibilidad de los métodos utilizados (técnicas de biologia molecular y procedimientos
estadisticos) reduce la reproducibilidad y puede generar resultados discordantes entre

distintos laboratorios.

En este escenario complejo es donde hemos desarrollado nuestro trabajo con la finalidad
de encontrar una o varias herramientas que sean capaces de seleccionar aquellas
pacientes con cancer de mama diseminado Her2 negativo que obtendran un mayor

beneficio con la combinacion de bevacizumab y paclitaxel semanal.

Una cuestion importante a tener en cuenta es que la mayoria de los estudios génicos no
aporta ningun valor adicional frente a las variables clinicas clasicas. En nuestro estudio,
al no existir variables clinicas que hayan sido asociadas de forma sélida con la respuesta
0 beneficio a bevacizumab, se seleccionaron los factores pronosticos clinicos mas
importantes, que pueden influir en la SLP. Otras variables que podrian jugar un papel en
la prediccion de beneficio del tratamiento, como la HTA o el estado general, no se
incluyeron al no poder ser recogidas adecuadamente en un estudio retrospectivo.
Ademas de analizar el impacto de un perfil génico sobre la SLP, se elaboré un modelo

combinando las variables génicas y clinicas para evaluar si se mejoraba la prediccion.

Tal y como se ha detallado previamente, el modelo génico se compone de 11 genes que
parecen ser de especial relevancia en las primeras fases del tratamiento con
bevacizumab y paclitaxel semanal, por lo que podrian jugar un papel importante en la
resistencia primaria a dicho tratamiento. Por tanto, sugiere que el perfil génico tendria
un rol primordial en la prediccion de respuesta o beneficio al tratamiento y no sobre el
prondstico. Sin embargo, es posible que en la evolucion natural de la enfermedad y tras
posteriores tratamientos ocurran cambios en la expresion de diferentes genes que

modulen la capacidad predictiva de nuestro perfil. ES en ese momento, mas a largo

90



Discusion

plazo, cuando adquieren una mayor relevancia las caracteristicas clinicas incluidas en el

modelo clinico, debido a su papel prondstico importante.

La fusion de ambos tipos de variables, clinicas y genicas, en un modelo combinado
consiguid proporcionarnos una herramienta que se asocié a una mejor capacidad
predictiva que la que conseguia el modelo clinico y el génico por separado en los
diferentes tiempos estudiados. Sin embargo, aunque la buena prediccién en los primeros
meses sugiere que también pudiera tener un efecto predictivo de respuesta/beneficio al
tratamiento, el marcado impacto a largo plazo indica que probablemente sea un modelo

en el que se combinen factores prondsticos con factores predictivos de respuesta.

Es de destacar que los genes incluidos en el modelo combinado difieren parcialmente de
los del modelo génico, manteniéndose comunes sélo 8 de ellos. Esta variacion puede
deberse a que algunos de los genes que inicialmente conformaban el modelo génico
estén relacionados con las variables clinicas incluidas, de forma que unos puedan perder
relevancia y otros ganarla a la hora de predecir en conjunto dentro del mismo modelo.
Es importante el hecho de que pese a ser genes relacionados con la angiogénesis,
también estan implicados en la carcinogénesis del cancer de mama, la transicion epitelio
mesénguima y diversas vias moleculares que pueden ir modificando el comportamiento

biol6gico del tumor a lo largo del tiempo.

Los estudios publicados sobre biomarcadores de bevacizumab en cancer de mama
derivan en su mayor parte de analisis exploratorios realizados dentro de los principales
ensayos clinicos fase Ill, pero ninguno utiliza perfiles génicos 0 modelos génico-

clinicos comparables ni en metodologia ni en resultados con nuestro trabajo.

El subestudio de biomarcadores realizado dentro del estudio E2100 analiz6 la expresion

proteica por IHQ de VEGFA y VEGFR2 sin encontrar una correlacion con beneficio del
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uso de bevacizumab (113). Sin embargo, Miles y cols publicaron el analisis de
biomarcadores del estudio AVADO en el que la presencia de niveles plasméticos
basales elevados de VEGFA y VEGFR?2 si se correlaciond con un beneficio en SLP
para las pacientes tratadas con bevacizumab (98). Los resultados del estudio de
biomarcadores del ensayo AVEREL (fase Ill de bevacizumab en combiacion con
docetaxel y trastuzumab en primera linea de cdncer de mama diseminado Her2 positivo)
son consistentes con estos hallazgos, en cuanto al papel de niveles plasméticos elevados
de VEGFA vy el beneficio en SLP de bevacizumab (150). Por su parte, los resultados del
estudio BEATRICE (fase Ill en cancer de mama localizado TN donde se evalla la
adicién de bevacizumab a la quimioterapia adyuvante) también refrendan los hallazgos
del estudio AVADO, encontrando una asociacion entre altos niveles plasmaticos de
VEGFR2 y un incremento de SLP en las pacientes tratadas con bevacizumab (151). Un
meta-andlisis publicado recientemente, que analiza los valores de muestras plasmaticas
de pacientes incluidas en los estudios BEATRICE, E2100 y GeparQuinto (fase Il de
bevacizumab en neoadyuvancia en cancer de mama Her2 negativo), confirma el valor
predictivo de SLP de los niveles plasmaticos basales elevados de VEGFA en pacientes
tratadas con bevacizumab (152). Parece que los niveles plasmaticos elevados de
VEFGA también podrian tener un papel en la prediccion de respuesta a bevacizumab en

otros tumores como el cancer de pancreas o el cancer gastrico (95).

Estos estudios, sin embargo, presentan limitaciones metodoldgicas por el disefio
retrospectivo de los mismos y la ausencia de validacion. Es por este motivo que se hace
necesario un estudio prospectivo que aclare el valor como biomarcador de los niveles
plasmaticos basales de VEGFA, que segun lo comentado previamente es el parametro
con datos mas consistentes y uniformes. Con esta finalidad se ha desarrollado el estudio

fase Il MERIDIAN en primera linea de cancer de mama diseminado Her2 negativo,
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donde se investiga el valor predictivo de los niveles plasmaticos de VEGFA en
pacientes tratadas con bevacizumab y paclitaxel, y que aportara la informacion adicional

necesaria para introducir o no su utilizacion como biomarcador en la clinica (72, 95).

Respecto al posible papel de SNPs de VEGF en la prediccion de eficacia a bevacizumab
existen diversas publicaciones sin que se hayan obtenido datos concluyentes. Un
extenso trabajo publicado por Haas y cols sobre 1400 pacientes incluidos en seis
estudios fase Ill randomizados en distintos tipos de tumor, incluyendo el estudio
AVADO, para establecer las potenciales relaciones entre casi 200 variantes genéticas de
la via del VEGF y un beneficio del tratamiento con bevacizumab, concluyé que sélo
tres variantes de VEGFC, EPAS1 y del receptor alfa de la IL8 se correlacionaban
significativamente con un efecto sobre SLP en pacientes tratados con bevacizumab
(153). En esta linea, los resultados del andlisis realizado por Allegrini y cols concluyen
que una variante de VEGFR2 y otra de IL8 predicen un beneficio en SLP en pacientes

con céncer de mama tratadas con paclitaxel y bevacizumab (154).

Como ya se ha comentado, estos estudios no son comparables con nuestro trabajo por la
metodologia utilizada. Sin embargo, parece importante el papel de VEGF como
biomarcador predictivo de beneficio con bevacizumab en pacientes con cancer de mama
metastasico Her2 negativo, que es la poblacion de nuestro estudio, por lo que el racional
para la identificacion de un modelo génico relacionado con la angiogenesis como
predictor de beneficio a bevacizumab y paclitaxel es solido. No obstante, llama la
atencion que no forme parte de nuestro modelo los genes VEGFA ni VEGFR2, cuando
si lo hacen otros genes mencionados en estos estudios, como IL8, pese a haber sido
incluidos entre los 168 genes que hemos analizado. Esto puede ser debido a que en
nuestro estudio no hemos medido la relevancia clinica de las diferencias de expresion de

ciertos genes o sus proteinas en las muestras tumorales o en sangre periférica, sino que
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hemos elaborado unos modelos con variables que pueden estar interrelacionados entre si
y cuya combinacion es la que tiene el poder predictivo, no asi el valor individual de

cada uno de ellos por separado.
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Conclusiones

Tras analizar la expresion de 168 genes relacionados con la angiogénesis, se ha
identificado un modelo génico (compuesto por 11 genes) y un modelo combinado
génico-clinico (formado por 13 genes y 5 variables clinicas) con capacidad predictiva de
SLP en una serie de pacientes con cancer de mama Her2 negativo diseminado tratadas
con bevacizumab y paclitaxel semanal.

Ambos modelos discriminan dos grupos de pacientes con diferencias clinicamente muy
relevantes en la supervivencia libre de progresion y en la supervivencia global.

Los modelos génico y génico-clinico tienen una mejor capacidad predictiva de SLP a
corto plazo que el modelo clinico, por lo que podrian considerarse predictores de
beneficio al tratamiento bevacizumab y paclitaxel semanal. EI modelo combinado
génico-clinico es el que se asocia a una mayor precision en la prediccion de
supervivencia libre de progresion en todos los puntos de tiempo estudiados, tanto a
corto como a largo plazo.

Para que los modelos identificados pudieran ser incorporados en la préctica clinica
deberian ser validados en estudios prospectivos con un gran tamafio muestral.

No existen en la literatura estudios similares de perfiles génicos o modelos génico-
clinicos predictores de supervivencia libre de progresion en pacientes de caracteristicas

similares a las nuestras tratadas con la combinacion bevacizumab-paclitaxel.
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Resumen

INTRODUCCION

La combinacion bevacizumab y paclitaxel semanal ha logrado un incremento de SLP
frente a paclitaxel en monoterapia en primera linea de tratamiento del cancer de mama
diseminado. Sin embargo, carecemos de biomarcadores predictivos de eficacia para

bevacizumab que estén validados de forma prospectiva.

El objetivo de este estudio fue identificar, en pacientes tratadas con bevacizumab y
paclitaxel semanal, un perfil de expresion de genes relacionados con la angiogénesis
que permitiera clasificar a las enfermas en dos grupos con distinta SLP, asi como un

modelo predictivo de SLP que combinara factores génicos y clinicos.

PACIENTES Y METODOS

Se incluyeron 60 pacientes con cancer de mama avanzado Her2 negativo tratadas con
bevacizumab y paclitaxel semanal. Los RNAs se obtuvieron de muestras parafinadas de
los tumores primarios de mama. Se midié la expresion de 168 genes relacionados con la
angiogeénesis mediante PCR cuantitativa a tiempo real. El analisis multivariante de las
variables clinicas se realiz6 mediante regresion de COX. Los modelos predictivos
génico y combinado génico-clinico fueron ajustados mediante la regresién penalizada
de Lasso y validados mediante LOOCV. Se generaron curvas de KM y curvas ROC
tiempo-dependientes para estimar la capacidad predictiva de SLP de todos los modelos,
y se utilizo el test log-rank de permutaciones multiple para evaluar la significacién
estadistica.

RESULTADOS

De las pacientes incluidas, un 81.7% tenian RE positivos, el ILE fue < 24 meses en el
28% de los casos y mas de la mitad de las enfermas presentaba tres o0 mas localizaciones
metastasicas o afectacion hepatica. Un 46.7% de las pacientes habia recibido

guimioterapia adyuvante con antraciclinas y taxanos; un 40% habia tenido una 0 mas
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lineas para la enfermedad avanzada previas al tratamiento con bevacizumab y paclitaxel
semanal. La mediana de SLP fue 11.4 meses y la mediana de seguimiento de 20.29
meses. EI modelo clinico incluyé 5 variables (ILE, status del RE, antraciclinas y
taxanos previos, nimero de lineas de quimioterapia previas y localizacion metastasica).
El analisis multivariante mostré que solo la localizacion metastasica (<3 vs > 3
localizaciones o metastasis hepaticas) se correlaciona significativamente con SLP. El
modelo génico se generd con 11 genes que en el analisis multivariante mostraron ser
predictores de SLP. EI modelo combinado génico-clinico se elabor6 con las 5 variables
descritas y 13 genes.

Los modelos génico y génico-clinico se correlacionaron de forma significativa con la
SLP y la SG. Identificaron dos grupos de pacientes con diferencias en las medianas de
SLP estadisticamente significativas (p=0.048 para el modelo génico, p<0.001 para el
modelo combinado génico-clinico). EI modelo génico presenté buena capacidad
predictiva a corto plazo, a los 6 meses, con un AUC de 0.69, mientras que el modelo
combinado es el que se asocid a una mejor capacidad predictiva en todo el rango de
tiempo estudiado.

CONCLUSIONES

Tras analizar la expresion de 168 genes relacionados con la angiogénesis, se ha
identificado un modelo génico y un modelo combinado génico-clinico con capacidad
predictiva de SLP en una serie de pacientes con cancer de mama Her2 negativo
diseminado tratadas con bevacizumab y paclitaxel semanal. Ambos modelos
discriminan dos grupos de pacientes con diferencias clinicamente muy relevantes en la
SLP y SG. El modelo génico-clinico fue el que mostrd la mayor capacidad de prediccion
en cualquier punto del tiempo. Estos resultados deben ser validados de forma

prospectiva en series independientes antes de su incorporacion a la practica clinica.
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Abreviaturas

ANG2: Angiopoietina 2

AUC: Area bajo la curva

CK: Citoqueratinas

CVPI: indice pronéstico

DMV: Densidad microvascular

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico

EMA: Agencia europea del medicamento (European Medicines Agency)
FDA: Agencia americana del medicamento (Food and Drug Administration)
FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

Her2: Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano

HR: Hazard ratio o razon de tasas

HTA: Hipertension arterial

IA: Inhibidor de la enzima aromatasa

IC: Intervalo de confianza

IHQ: Inmunohistoquimica

IL8: Interleuquina 8

ILE: Intervalo libre de enfermedad

KM: Curvas de supervivencia Kaplan-Meier

LHRH: Hormona liberadora de la hormona luteinizante

LOOCV: Método de validacion cruzada (Leave-One-Out Cross Validation)
PAI-1: Inhibidor del activador del plasmindgeno-1

PIGF: Factor de crecimiento placentario

PS: Performance status

gRT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa tras Transcriptasa en Reverso

RE: Receptor de estrégenos

101
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RECIST: Criterios de respuesta radioldgica

RH: Receptores hormonales

ROC: Curvas tiempo-dependientes (Receiver Operating Curves)
RP: Receptor de progesterona

SG: Supervivencia global

SLP: Supervivencia libre de progresion

SNC: Sistema nervioso central

SNPs: polimorfismos de nucle6tido unico

TN: Triple negativo

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular

VEGFR: Receptor de union del factor de crecimiento del endotelio vascular
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Tabla con analisis univariante para SLP de los genes incluidos en el estudio

ACVRL1 ACVRLK1, ALK-1, ALK1, HHT, HHT2, 1.21(0.99-1.48) 0.0617
ORW?2, SKR3, TSR-I
ADM AM 0.96 (0.87-1.07) 0.4878
ADRBK1 BARK1, BETA-ARK1, FLJ16718, GRK2 0.95 (0.77-1.17) 0.6332
ALDH4A1 ALDH4, DKFZp779M035, P5CD, P5CDh 1.1(0.92-1.31) 0.2705
ANGPT1 AGP1, AGPT, Angl, KIAAOOO3 1.01 (0.87-1.18) 0.8485
ANGPT2 AGPT2, Ang2 1(0.89-1.13) 0.9869
ANGPT4 AGP4, ANG-3, ANG4, MG(C138181, 1.01(0.9-1.13) 0.903
MGC138183
ANGPTL4 ANGPTL2, ARP4, FIAF, HFARP, NL2, 0.98 (0.87-1.09) 0.6662
PGAR, pp1158
AURKA AIK, ARK1, AurA, AURORA2, BTAK, 0.95 (0.85-1.06) 0.3653
MGC34538, STK15, STK6, STK7
AURKB Aik2, AIM-1, AIM1, ARK2, AurB, aurkb- 0.99 (0.89-1.11) 0.8723
svl, aurkb-sv2, IPL1, STK12, STK5
AURKC AIE2, AIK3, ARK3, AurC, aurora-C, STK13 1(0.9-1.12) 0.9534
BAG1 HAP, RAP46 1.09 (0.93-1.27) 0.2837
BCL2 Bcl-2 0.96 (0.85-1.08) 0.4954
BIRC5 API4, EPR-1 1.06 (0.89-1.25) 0.5197
BMI1 MGC12685, PCGF4, RNF51 1.04 (0.87-1.24) 0.6737
BMP1 FLJ44432, PCOLC, PCP, PCP2, TLD 0.99 (0.87-1.14) 0.9077
BMP2 BMP2A 1.01(0.9-1.13) 0.9134
BMP4 BMP2B, BMP2B1, MCOPS6, OFC11, 1.01(0.9-1.14) 0.8367
ZYME
BMP7 Bcl-2 0.97 (0.87-1.09) 0.6641
BSG 5F7, CD147, EMMPRIN, M6, OK, TCSF 1.05 (0.85-1.3) 0.6637
BST1 CD157 1.02 (0.9-1.16) 0.7441
CA9 CAIX, MN 0.98 (0.87-1.09) 0.6669
CAV1 BSCL3, CAV, CGL3, MSTPO085, VIP21 1(0.84-1.18) 0.9846
CAV2 CAV, MGC12294 0.96 (0.82-1.13) 0.6377
CCL2 GDCF-2, HC11, HSMCR30, MCAF, MCP-1, 0.99 (0.82-1.2) 0.9319
MCP1, MGC9434, SCYA2, SMC-CF
CD24 CD24A, FLJ22950, FLJ43543, MGC75043 0.95(0.81-1.1) 0.4884
CD36 CHDS7, FAT, GP3B, GP4, GPIV, PASIV, 1(0.88-1.12) 0.9346
SCARB3
CcD44 CD44R, CDW44, CSPGS8, ECMR-III, HCELL, 1.09 (0.96-1.25) 0.1967
HUTCH-I, IN, LHR, MC56, MDU2, MDU3,
MGC10468, MIC4, Pgpl
CcD47 IAP, MER6, OA3 0.95 (0.81-1.11) 0.5501
CD68 DKFZp686M18236, GP110, macrosialin, 0.96 (0.79-1.16) 0.6854
SCARD1
CDH11 CAD11, CDHOB, OB, OSF-4 1.28 (1.05-1.57) 0.0153*
CDH13 CDHH 1.03 (0.9-1.19) 0.6395
CDH5 7B4, CD144, FLI17376 1.07 (0.89-1.28) 0.4662
CLDN4 CPE-R, CPER, CPETR, CPETR1, hCPE-R, 1.05 (0.87-1.26) 0.6036
WBSCR8
CSF2 GM-CSF, GMCSF, MGC131935, 1.01 (0.9-1.13) 0.903
MGC138897

104



Anexo

CSK MGC117393 1.04 (0.86-1.25) 0.7178
CTNNB1 beta-catenin, CTNNB, DKFZp686D02253, 1.09 (0.92-1.29) 0.2934
FLJ25606, FLI37923
CTSL2 CATL2, CTSU, CTSV, MGC125957 1(0.88-1.13) 0.989
CXCL1 FSP, GRO1, GROa, MGSA, MGSA-a, NAP- 0.95 (0.85-1.06) 0.3417
3, SCYB1
CXCL12 IRH, PBSF, SCYB12, SDF-1a, SDF-1b, SDF1, 1.27 (0.95-1.7) 0.1008
SDF1A, SDF1B, TLSF, TLSF-a, TLSF-b,
TPAR1
CXCL2 CINC-2a, GRO2, GROb, MGSA-b, MIP-23a, 1.01 (0.9-1.13) 0.9044
MIP2, MIP2A, SCYB2
DDIT4 Dig2, FLJ20500, REDD-1, REDD1, RP11- 1.07 (0.93-1.22) 0.3471
442H21, RTP801
DLG1 dJ1061C18.1, DKFZp761P0818, 1.23 (0.96-1.58) 0.1168
DKFZp781B0426, DLGH1, hdlg, SAP-97,
SAP97
DLL4 hdelta2, MGC126344 1.03 (0.89-1.18) 0.7043
EDN1 ET1, HDLCQ7, PPET1 0.99 (0.87-1.13) 0.8645
EGFR ERBB, ERBB1, HER1, mENA, PIG61 0.98 (0.85-1.12) 0.7286
EGLN1 Clorfl2, DKFZp761F179, ECYT3, HIFPH2, 0.99 (0.89-1.11) 0.8845
HPH2, PHD2, SM-20, SM20, ZMYND6
EPAS1 bHLHe73, ECYT4, HIF2A, HLF, MOP2, 1(0.89-1.13) 0.9936
PASD2
EPCAM 17-1A, 323/A3, CD326, CO-17A, DIARS, 1.13 (0.95-1.34) 0.2028
EGP-2, EGP314, EGP34, EGP40, Ep-CAM,
ESA, GA733-2, HEA125, HNPCCS, KS1/4,
KSA, Ly74, M4S1, MH99, MIC18, MK-1,
MOC31, TACST-1, TACSTD1, TROP1
EPHA2 ARCC2, ECK 0.93 (0.82-1.05) 0.2606
ERBB2 CD340, HER-2, HER-2/neu, HER2, MLN 1.06 (0.9-1.26) 0.4515
19, NEU, NGL, TKR1
ESR1 DKFZp686N23123, ER, Era, ESR, ESRA, 1.12 (1.02-1.24) 0.0202*
NR3A1l
F11R CD321, JAM, JAM-1, JAM-A, JAM1, 1.17 (0.95-1.44) 0.1302*
JAMA, JCAM, KAT, PAM-1
FABP5 E-FABP, EFABP, PA-FABP, PAFABP 0.86 (0.75-0.98) 0.0245*
FGF1 AFGF, ECGF, ECGF-beta, ECGFA, ECGFB, 1.07 (0.93-1.23) 0.3455
FGF-alpha, FGFA, GLIO703, HBGF1
FGF2 BFGF, FGFB, HBGF-2 0.92 (0.84-1.02) 0.1259
FGFR1 BFGFR, CD331, CEK, FGFBR, FLG, 0.98 (0.83-1.17) 0.8368
FLJ99988, FLT2, H2, H3, H4, H5, HBGFR,
KAL2, N-SAM, OGD
FGFR4 CD334, JTK2, MGC20292, TKF 0.97 (0.86-1.09) 0.5846
FIGF VEGF-D, VEGFD 1.01 (0.91-1.13) 0.8144
FLT1 FLT, VEGFR1 1(0.86-1.17) 0.9826
FLT4 FLT41, LMPH1A, PCL, VEGFR3 1.03 (0.9-1.19) 0.6351
FLVCR2 C140rf58, CCT, EPV, FLJ20371, 1(0.89-1.11) 0.9546
FLVCRL14q, MFSD7C, PVHH
FN1 CIG, DKFZp686F10164, DKFZp686H0342, 1.27 (1.1-1.47) 0.0026*
DKFZp68611370, DKFZp686013149, ED-
B, FINC, FN, FNZ, GFND, GFND2, LETS,
MSF
FOXC2 FKHL14, LD, MFH-1, MFH1 0.98 (0.9-1.07) 0.6776
FYN MGC45350, SLK, SYN 0.97 (0.83-1.14) 0.7353
GABPA EATF1-60, E4TF1A, NFT2, NRF2, NRF2A 0.96 (0.8-1.15) 0.6729
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GAL GALN, GLNN, GMAP, MGC40167 0.94 (0.84-1.05) 0.2743
GRB7 1.02 (0.91-1.16) 0.6933
GSTM1 GST1, GSTM1-1, GSTM1a-1a, GSTM1b- 0.98 (0.89-1.08) 0.6916
1b, GTH4, GTM1, H-B, MGC26563, MU,
MU-1
HBB beta-globin, CD113t-C 1.03 (0.9-1.17) 0.7073
HELT bHLHb44, HCM1228, HESL, Mgn 0.98 (0.9-1.06) 0.5646
HES1 bHLHb39, FLJ20408, HES-1, HHL, HRY 1.07 (0.96-1.21) 0.2635
HIF1A bHLHe78, HIF-1alpha, HIF1, HIF1-ALPHA, 1(0.89-1.13) 0.9873
MOP1, PASD8
HMBS PBG-D, PBGD, PORC, UPS 0.9 (0.8-1.02) 0.1014
HOXB13 PSGD 1.03 (0.92-1.16) 0.5867
ID1 bHLHb24, dJ857M17.1, ID 0.94 (0.79-1.1) 0.4344
ID2 bHLHb26, GIGS, ID2A, ID2H, MGC26389 1.18 (0.9-1.54) 0.2211
ID3 bHLHb25, HEIR-1 1.03 (0.89-1.18) 0.727
ID4 bHLHb27, IDB4 1(0.9-1.12) 0.9523
IGF1R CD221, IGFIR, IGFR, JTK13, MGC142170, 1.11(0.95-1.31) 0.1824
MGC142172, MGC18216
IGFBP2 IBP2, IGF-BP53 1.09 (0.96-1.23) 0.1999
IGFBP3 BP-53, IBP3 0.99 (0.88-1.11) 0.8571
IHH BDA1, HHG2 0.95 (0.87-1.04) 0.2676
IL13 ALRH, BHR1, IL-13, MGC116786, 1.01(0.9-1.13) 0.903
MGC116788, MGC116789, P600
IL17RB CRL4, EVI27, IL17BR, IL17RH1, MGC5245 1.04 (0.96-1.14) 0.3337
IL23A IL-23, IL-23A, 1L23P19, MGC79388, P19, 1(0.89-1.13) 0.9867
SGRF
IL6 BSF2, HGF, HSF, IFNB2, IL-6 0.98 (0.88-1.09) 0.7271
L8 3-10C, AMCF-I, b-ENAP, CXCL8, GCP-1, 0.92 (0.86-0.97) 0.0053*
GCP1, IL-8, K60, LECT, LUCT, LYNAP,
MDNCF, MONAP,
ITGB2 CD18, LAD, LCAMB, LFA-1, MAC-1, MF17, 0.92 (0.76-1.13) 0.4335
MFI7
JAG1 AGS, AHD, AWS, CD339, HJ1, JAGL1, 1(0.87-1.14) 0.9471
MGC104644
JAG2 HJ2, SER2 1.03 (0.91-1.16) 0.683
JAM2 C21orf43, CD322, JAM-B, JAMB, PRO245, 1.04 (0.89-1.22) 0.6098
VE-JAM, VEJAM
JAM3 FLI14529, JAM-C, JAMC 1.06 (0.88-1.27) 0.5503
KDR CD309, FLK1, VEGFR, VEGFR2 0.99 (0.84-1.15) 0.8554
KIT C-Kit, CD117, PBT, SCFR 1(0.88-1.13) 0.9616
KLF4 EZF, GKLF 1.01(0.9-1.13) 0.8911
LOX MGC105112 1.03 (0.88-1.21) 0.7105
LOXL2 LOR2, WS9-14 1.03 (0.89-1.19) 0.7061
MAML1 FLJ53540, KIAA0200, Mam-1, Mam1 1.14 (0.93-1.4) 0.2281
MAML2 DKFZp686N0150, hsa-mir-1260b, 0.92 (0.79-1.06) 0.2408
KIAA1819, MAM-3, MAM2, MAM3,
MGC176701, MIR1260B, MLL-MAML2
MAML3 CAGH3, ERDA3, GDN, KIAA1816, MAM-2, 1.05(0.91-1.23) 0.4866
MAM?2, TNRC3
MBTPS1 KIAA0O091, MGC138711, MGC138712, 1.01 (0.86-1.18) 0.9343

PCSK8, S1P, SKI-1
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MET AUTS9, c-Met, HGFR, RCCP2 1.01 (0.89-1.15) 0.8956
MKI67 KIA 1.06 (0.91-1.23) 0.4517
MMP11 SL-3, ST3, STMY3 1.1(0.99-1.23) 0.0653
Muc1 CD227, EMA, H23AG, KL-6, MAMS6, PEM,  1.11(0.97-1.26) 0.132
PEMT, PUM
MYBL2 B-MYB, BMYB, MGC15600 1.01(0.9-1.13) 0.8986
NCAM1 CD56, MSK39, NCAM 1(0.89-1.12) 0.9654
NDRG1 CAP43, CMT4D, DRG1, GC4, HMSNL, 0.84 (0.67-1.05) 0.1231
NDR1, NMSL, PROXY1, RIT42, RTP,
TARG1, TDD5
NODAL MGC138230 1.01(0.9-1.13) 0.903
NOTCH1 hN1, TAN1 1.02 (0.88-1.18) 0.81
NOTCH2 AGS2, hN2 1.01 (0.82-1.24) 0.9325
NOTCH3 CADASIL, CASIL 1.4 (1.03-1.89) 0.0293*
NOTCH4 FLJ16302, INT3, MGC74442, NOTCH3 0.98 (0.87-1.11) 0.7451
NRP1 BDCA4, CD304, DKFZp686A03134, 0.89 (0.64-1.22) 0.4678
DKFZp781F1414, NP1, NRP, VEGF165R
NRP2 MGC126574, NP2, NPN2, PRO2714, 0.97 (0.85-1.11) 0.6846
VEGF165R2
OCLN 1.09 (0.97-1.24) 0.1622
PARK7 DJ-1, DJ1, FLI27376, FLI34360, FLU92274  1.04 (0.75-1.45) 0.8115
PAXS 1.01(0.9-1.13) 0.903
PDGFRA CD140a, MGC74795, PDGFR2, 0.95 (0.84-1.09) 0.505
RHEPDGFRA
PDGFRB CD140b, JTK12, PDGFR, PDGFR1 1.19 (0.97-1.46) 0.0948
PDK1 0.96 (0.85-1.08) 0.4904
PGR NR3C3, PR 1.13 (1.03-1.25) 0.0118*
PLAU ATF, u-PA, UPA, URK 1.24 (1.07-1.44) 0.0052*
PLOD1 FLI42041, LH, LH1, LLH, PLOD 0.94 (0.71-1.25) 0.6791
PPBP b-TG1, Beta-TG, CTAP-IIl, CTAP3, CTAPIll,  1.03(0.92-1.15) 0.6461
CXCL7, LA-PF4, LDGF, MDGF, NAP-2,
NAP-2-L1, PBP, SCYB7, TC1, TC2, TGB,
TGB1, THBGB, THBGB1
PTGS2 COX-2, COX2, GRIPGHS, hCox-2, PGG/HS,  0.95 (0.84-1.08) 0.4505
PGHS-2, PHS-2
PTK2B CADTK, CAKB, FADK2, FAK2, PKB, PTK, 1.12 (0.96-1.3) 0.1341
PYK2, RAFTK
PTK6 BRK, FLJ42088 0.98 (0.86-1.11) 0.7709
PTPRC B220, CD45, CD45R, GP180, LCA, LY5, 1(0.91-1.1) 0.9745
7200
REL c-Rel, I-Rel 0.88 (0.77-1) 0.0619
ROBO1 DUTT, FLJ21882, MGC131599, 0.99 (0.88-1.11) 0.8945
MGC133277, SAX3
ROBO4 ECSM4, FLI20798, MGC133352, 1.02 (0.9-1.15) 0.7727
MGC133353, MRB
RRAGD bA11D8.2, DKFZP761H171, FLI44176, 0.97 (0.84-1.12) 0.6378
RAGD
RUNX1 AML1, AML1-EVI-1, AMLCR1, CBFA2, EVI-  0.95 (0.82-1.1) 0.4997
1, PEBP2A2, PEBP2aB
S1PR1 CHEDG1, D153362, ECGF1, edg-1, EDG1,  0.96 (0.87-1.06) 0.4322
FLI58121, S1P1
SERPINB2 HsT1201, PAI, PAI-2, PAI2, PLANH2 1(0.89-1.12) 0.9814
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SERPINE1 PAI, PAI-1, PAI1, PLANH1 1.02 (0.86-1.21) 0.8334
SHH HHG1, HLP3, HPE3, MCOPCB5, SMMCI, 1.01(0.9-1.13) 0.903
TPT, TPTPS
SLC16A1 FLJ36745, HHF7, MCT, MCT1, MGC44475 0.92 (0.77-1.11) 0.3945
SLC16A3 MCT3, MCT4, MGC138472, MGC138474 1(0.86-1.16) 0.9933
SLC16A4 MCT4, MCT5 1.06 (0.92-1.23) 0.3903
SLC2A1 DYT17, DYT18, GLUT, GLUT1, GLUT1DS, 1(0.83-1.19) 0.9732
MGC141895, MGC141896, PED

SLC39A6 LIV-1 1.31(1.13-1.52) 4.00E-04*
SPARC ON 1.16 (0.88-1.53) 0.3021
SPP1 BNSP, BSPI, ETA-1, MGC110940, OPN 1.01 (0.89-1.15) 0.8859
STAT3 APRF, FLJ20882, HIES, MGC16063 1.06 (0.87-1.28) 0.5594
TCF3 bHLHb21, E2A, ITF1, MGC129647, 0.94 (0.77-1.14) 0.5341

MGC129648, VDIR
TEK CD202b, TIE-2, TIE2, VMCM, VMCM1 1(0.88-1.14) 0.9731
TGFB1 CED, DPD1, LAP, TGFB, TGFbeta 1.21(0.99-1.49) 0.0861
TGFB2 MGC116892, TGF-beta2 1.07 (0.93-1.22) 0.3488
TGFB3 ARVD, FLJ16571, TGF-beta3 1.17 (0.99-1.37) 0.0652
TGFBR1 AAT5, ACVRLK4, ALK-5, ALK5, LDS1A, 0.97 (0.77-1.23) 0.8179
LDS2A, SKR4, TGFR-1
TGFBR2 AAT3, FAA3, LDS1B, LDS2B, MFS2, RIIC, 0.98 (0.81-1.17) 0.7959
TAAD2, TGFbeta-RIl, TGFR-2
THBS1 THBS, THBS-1, TSP, TSP-1, TSP1 1.09 (0.91-1.31) 0.3683
TIE1 JTK14, TIE 1.04 (0.91-1.18) 0.5923
TIMP1 CLGI, EPA, EPO, FLIS90373, HCI, TIMP 1.15(0.92-1.45) 0.2398
TIP1 DKFZp686M05161, MGC133289, Z0-1 1.24 (0.93-1.64) 0.1326
TNFRSF11A CD265, FEO, LOH18CR1, ODFR, OFE, 0.96 (0.84-1.09) 0.5328
OPTB7, OSTS, PDB2, RANK, TRANCER
TNFSF11 CD254, hRANKL2, ODF, OPGL, OPTB2, 0.98 (0.88-1.08) 0.6631
RANKL, sOdf, TRANCE
TP63 AIS, B(p51A), B(p51B), EEC3, KET, LMS, 1(0.89-1.12) 0.969
NBP, OFC8, p40, p51, p53CP, p63, p73H,
p73L, RHS, SHFM4, TP53CP, TP53L, TP73L
TWIST1 ACS3, bHLHa38, BPES2, BPES3, CRS1, H- 0.96 (0.87-1.04) 0.3157
twist, SCS, TWIST
TWIST2 bHLHa39, Dermo-1, DERMO1 0.95 (0.84-1.08) 0.4581
UCHL1 PARKS5, PGP 9.5, PGP9, PGP95, Uch-L1 1.01 (0.9-1.13) 0.903
VEGFA MGC70609, MVCD1, VEGF, VEGF-A, VPF 0.91 (0.75-1.12) 0.3619
VEGFC Flt4-L, VRP 1.09 (0.94-1.27) 0.2352
VHL HRCA1, RCA1, VHL1 1.04 (0.8-1.36) 0.77
ViM FLI36605 1.06 (0.78-1.44) 0.7067
ZEB1 AREBG6, BZP, DELTAEF1, FECDS, 0.96 (0.83-1.11) 0.6036
MGC133261, NIL-2-A, NIL2A, TCF8, ZEB,
Zfhep, Zfhx1la

ZEB2 FLJ42816, HSPC082, KIAA0569, SIP-1, 0.93(0.79-1.1) 0.3926

SIP1, SMADIP1, ZFHX1B
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