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RESUMEN

INTRODUCCION: Actualmente no disponemos de marcadores predictivos de respuesta
al tratamiento antiangiogénico en pacientes con cancer, aunque el desarrollo de
hipertension arterial (HTA) secundaria se ha asociado con una evolucion mejor de la
enfermedad. Nuestro objetivo es explorar la relevancia clinica de polimorfismos
genéticos de diferentes componentes del Sistema Renina Angiotensina (SRA) asi como
de otros genes relacionados con la HTA y la via angiogénica en pacientes con cancer
colorrectal y cancer de mama avanzado.

PACIENTES, MATERIAL Y METODO: Se incluyeron 232 pacientes diagnosticados
de céncer colorrectal 0 mama avanzado tratados con bevacizumab. Se aislo6 ADN
gendmico a partir de sangre periférica y se realizo el genotipado mediante PCR en tiempo
real de los siguientes polimorfismos: polimorfismos del SRA[AGTR1 A1166C (rs5186),
AGT M235T (rs699), ECA 1/D (rs1799752 o0 rs4646994)]; polimorfismos de otros genes
relacionados con la HTA como es el caso de los receptores adrenérgicos [ADRB1
Gly389Arg (rs1801253), ADRB2 Argl6Gly (rs1042713), ADRB2 GIn27Glu
(rs1042714), ADRB3 Trp64Arg (rs4994)], manejo renal de sodio [GNB3 825 C>T
(rs5443)] y sintasa de 6xido nitrico endotelial [NOS3 -786T>C (rs2070744), NOS3
Glu298Asp (rs1799983)]; asi como polimorfismos relacionados con la via del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) [VEGF -2578C/A (rs699947), VEGF -1498 C/T
(rs833061), VEGFR-1 (0 FLT; rs9582036)]. Asimismo, se determinaron los niveles en
plasma de VEGF y de enzima convertidora de angiotensina (ECA) usando los
correspondientes kits de ELISA. La actividad antitumoral de bevacizumab se ensayo en
ratones xenoinjertados ortotopicamente con células de cancer de mama que
sobreexpresaron AGTRL1. Por ultimo, se test6 el crecimiento tumoral y la supervivencia
de ratones genéticamente modificados para desarrollar cancer de mama (ratones MMTV-
PyMT) tras la adicion de angiotensina Il (AT-I1) y un anti-VEGF murino (B20).
RESULTADOS: En cancer de mama avanzado (n=83): el genotipo IN/IN de ECA se
asocid con una tasa de progresion mayor en comparaciéon con IN/DEL y DEL/DEL (50
vs 11.8%; p=0.02) y con un tiempo al fallo de tratamiento (TFT) menor [mediana de 2.87
meses (IC 95% 0-6.56) vs 9.60 meses (IC 95% 6.88-12.32); p=0.003]. El genotipo CT
del AGT M235T se relacion6 con un TFT menor [mediana de 7.47 meses (IC 95% 5.45-
9.48) en CT vs 9.60 meses (IC 95% 6.17-13.03) en TT y 16.80 meses (IC 95% 15.26-
18.34) en CC; p=0.03] y supervivencia global (SG) menor [mediana de 20.63 meses (IC

13



95% 12.03-29.24) en CT vs 30.67 meses (IC 95% 18.35-42.99) en TT vs no alcanzada en
CC; p=0.04]. EIl genotipo CC de VEGFR-1 se vinculé con una SG menor [mediana de
13.67 meses (IC 95% 0.00-31.39) en CC vs 22.50 meses (IC 95% 7.05-37.95) en AA vs
48.57 meses (IC 95% 43.63-53.50) en CA; p=0.005]. El genotipo CT de NOS3 786T>C
se asocié con una SG menor [mediana de 19.47 meses (IC 95% 15.14-23.79) en CT vs
48.57 meses (IC 95% 0-97.71) en TT sin alcanzar la mediana en CC; p=0.034]. Niveles
plasmaticos de VEGF superiores se correlacionaron con una mayor tasa de respuestas
globales [TRG] (p=0.02) y con una disminucion del 20% del riesgo de fallar al
tratamiento (p=0.002). En céancer colorrectal avanzado (n=149): el genotipo AA de
AGTR1 A1166C se relacion6 con una tasa de progresién mayor en comparacion con AC
y CC (13.7 vs 4.3%; p=0.05). El genotipo AA de VEGF -2578 C/A se asocio con méas
progresiones en comparacion con CC y AC (24.2 vs 8.8 y 3.9 % respectivamente;
p=0.006), con un TFT menor [mediana de 8.30 meses (IC 95% 5.80-10.79) en AA vs
10.50 meses (IC 95% 8.35-12.65) en AC vs 17.50 meses (IC 95% 9.34-25.66) en CC;
p=0.003] y SG menor [mediana de 23.20 meses (IC 95% 18.02-28.37) en AA vs 33.70
meses (IC 95% 23.99-43.40) en AC vs 40.47 meses (IC 95% 26.59-54.34) en CC;
p=0.05]. El genotipo GT del polimorfismo NOS3 Glu298Asp se vinculd con una tasa de
progresién mayor en comparacion con los genotipos homocigéticos (15.6 vs 0%; p=0.05)
y con una SG menor [mediana de 25.97 meses (IC 95% 7.09-44.85) en GT vs 41.30 meses
(1C 95% 28.49-54.10) en GG, sin ser alcanzada en TT; p=0.01]. Considerando la muestra
en su totalidad, el genotipo DEL/DEL de ECA se asocid con niveles superiores de ECA
en plasma pero sin alcanzar la significacion estadistica (p>0.05). Ademas, niveles de ECA
altos se correlacionaron con mas TRG (p=0.05). Observamos que pacientes con niveles
de ECA > 135 ng/mL y genotipos DEL/DEL o IN/DEL presentaron un TFT mayor que
aquéllos con niveles de ECA < 135 ng/mL y genotipo IN/IN [mediana de 13.30 meses
(IC 95% 9.05-17.55) vs 7.77 meses (IC 95% 1.65-13.88); p=0.04]. In vivo, los
experimentos demostraron una actividad antitumoral de anti-VEGF significativamente
mayor en tumores de cancer de mama con sobreexpresion de AGTR1, asi como tras la
adicion de AT-I11.

CONCLUSIONES: Una mayor actividad del eje ECA-AT-II-AGTR1 se asocia con una
respuesta mejor a bevacizumab, lo que sugiere que el SRA, ademés de otros
polimorfismos relacionados con la HTA y con la via de VEGF, podria ser una fuente de
posibles marcadores predictivos de respuesta al tratamiento antiangiogénico. Se necesitan

mas estudios que confirmen estos hallazgos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Predictive biomarkers of benefit from angiogenesis inhibition in
cancer are lacking but response to anti-angiogenic drugs is associated with development
of hypertension secondary to treatment. Therefore, this study explored the clinical
relevance of genetic polymorphisms of the renin—angiotensin system (RAS), as well as
polymorphisms of other genes related to hypertension and angiogenic pathway in
advanced colorectal or breast cancer patients.

MATERIAL AND METHODS: Genomic DNA was isolated from peripheral blood
from 232 metastatic colorectal or breast cancer patients treated with bevacizumab. The
following genetic polymorphisms were genotyped using RT-PCR: genetic
polymorphisms of the RAS [A1166C (rs5186), AGT M235T (rs699), ACE I/D
(rs1799752 or rs4646994)]; genetic polymorphisms of other genes related to hypertension
such as adrenergic receptors [ADRB1 Gly389Arg (rs1801253), ADRB2 Argl6Gly
(rs1042713), ADRB2 GIn27Glu (rs1042714), ADRB3 Trp64Arg (rs4994)], renal sodium
management [GNB3 825 C>T (rs5443)] and endothelial nitric oxide synthase [NOS3 -
786T>C (rs2070744), NOS3 Glu298Asp (rs1799983)]; genetic polymorphisms related to
the vascular endothelial growth factor (VEGF) pathway [VEGF -2578 C/A (rs699947),
VEGF -1498 C/T (rs833061), VEGFR-1 (or FLT; rs9582036)]. Circulating VEGF and
angiotensin converting enzyme (ACE) levels were analysed using ELISA Kkits. The
antitumoral activity of bevacizumab was assayed in mice orthotopically xenografted with
AGTR1-overexpressing breast cancer cells. Finally, the tumor growth and the survival of
genetically engineered mice for breast cancer (MMTV-PyMT mice) after the addition of
angiotensin Il (AT-1l) and a murine anti-VEGF antibody (B20) were tested.

RESULTS: In advanced breast cancer patients (n=83): the ACE IN/IN genotype was
associated with a higher rate of disease progression compared with IN/DEL and
DEL/DEL (50 vs 11.8%; p=0.02) and with shorter time to treatment failure (TTF)
[median of 2.87 months (95% CI 0-6.56) vs 9.60 months (95% ClI 6.88-12.32); p=0.003].
The AGT M235T CT genotype was associated with shorter TTF [median of 7.47 months
(95% CI 5.45-9.48) in CT vs 9.60 months (95% CI 6.17-13.03) in TT and 16.80 months
(95% CI 15.26 -18.34) in CC; p=0.03] and overall survival (OS) [median of 20.63 months
(95% CI 12.03-29.24) in CT vs 30.67 months (95% CI 18.35-42.99) in TT vs not reached
in CC; p=0.04]. The VEGFR-1 CC genotype was associated with shorter OS [median of
13.67 months (95% CI 0.00-31.39) in CC vs 22.50 months (95% CI 7.05-37.95) in AA
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vs 48.57 months (95% CI 43.63-53.50) in CA; p=0.005]. The NOS3 786 CT genotype
(rs2070744) was associated with shorter OS [median of 19.47 months (95% CI 15.14-
23.79) in CT vs 48.57 months (95% CI1 0-97.71) in TT vs not reached in CC; p=0.034].
Higher plasma levels of VEGF were correlated with a higher overall response rate (ORR)
(p=0.02) and with a 20% decrease in the risk of failing treatment (p=0.002). In advanced
colorectal cancer patients (n=149): the AGTR1 1166 AA genotype was associated with a
higher progression rate compared to AC and CC (13.7 vs. 4.3%; p=0.05). The VEGF -
2578 AA genotype (rs699947) was associated with more progressions compared to CC
and AC (24.2 vs. 8.8 and 3.9% respectively; p=0.006), with shorter TTF [median of 8.30
months (95% CI 5.80 -10.79) in AA vs 10.50 months (95% CI 8.35-12.65) in AC vs.
17.50 months (95% CI 9.34-25.66) in CC; p=0.003] and OS [median of 23.20 months
(95% CI 18.02-28.37) in AA vs 33.70 months (95% CI 23.99-43.40) in AC vs 40.47
months (95% CI1 26.59-54.34) in CC; p=0.05]. The Glu298Asp NOS3 GT genotype was
associated with a higher progression rate compared to homozygous genotypes (15.6 vs
0%; p=0.05) and with shorter OS (median of 25.97 months (95% CI 7.09- 44.85) in GT
vs 41.30 months (95% CI 28.49-54.10) in GG vs not reached in TT; p=0.01]. Considering
all patients, the DEL/DEL genotype was associated with higher plasma ACE levels, but
the difference was not statistically significant (p>0.05). Besides, higher circulating ACE
levels were found to be associated with a higher ORR (p=0.05). We observed that patients
with ACE levels > 135 ng/mL and DEL/DEL or IN/DEL genotypes presented higher TTF
compared to patients with ACE levels <135 ng/mL and IN/IN genotype [median of 13.30
months (95% CI1 9.05-17.55) vs 7.77 months (95% CI 1.65-13.88); p=0.04]. Moreover,
in vivo experiments showed a significantly higher antitumoral activity of bevacizumab in
tumours derived from AGTR1-overexpressing breast cancer cells, as well as after
addition of AT-II.

CONCLUSIONS: A higher activity of ACE-AT-1I-AGTRL1 axis is associated with a
better response to bevacizumab, suggesting that the SRA, in addition to other
polymorphisms related to hypertension and VEGF pathway, could be an important source
of possible predictive markers of response to antiangiogenic treatment. More studies are

needed to confirm these findings.
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2.1 Generalidades del cancer colorrectal metastasico (CCRm):
Epidemiologia, diagndéstico y tratamiento

A nivel mundial, el cancer colorrectal representa la tercera neoplasia mas frecuente en
hombres y la segunda en mujeres, con méas de 1.4 millones de casos nuevos y un total de
693933 muertes estimadas por esta patologia en 20121, En Espafia, es la tercera neoplasia
mas frecuente pero constituye la segunda causa de muerte por cancer, con 32240 casos

nuevos al afio causando 14700 muertes?.

Aproximadamente, un 20% de los pacientes presentan metastasis al diagnéstico con
afectacion hepatica exclusivamente en un 50 % de los casos, aunque s6lo un 10-20% es
inicialmente resecable. En estadios localizados, cabe sefialar que un 25-50% de los

pacientes desarrollaran metastasis durante la evolucion de la enfermedad?®.

Con respecto al diagnostico debe realizarse: anamnesis y exploracion fisica completas,
puesto que el estado general (performance status) del paciente se considera factor
prondstico (aquél que informa de la evolucién clinica de la enfermedad) y factor
predictivo (aquél que informa de la probabilidad de respuesta tumoral a un tratamiento);
colonoscopia completa para detectar posibles lesiones sincrénicas colorrectales y
confirmar el diagnostico mediante toma de biopsia. Con el estudio anatomopatoldgico se
determinaré el tipo histoldgico, el grado de diferenciacion tumoral, asi como el estado
mutacional de los genes KRAS y NRAS (codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 de exones 2,
3y 4 de KRAS y de NRAS) en pacientes metastasicos candidatos a terapia dirigida contra
el receptor del factor epidérmico de crecimiento, epidermal growth factor receptor
(EGFR), puesto que la presencia de estas mutaciones han sido identificadas como
biomarcadores de resistencia intrinseca de las células tumorales a farmacos dirigidos
contra EGFR (cetuximab, panitumumab). Por ello, las agencias reguladoras restringen el
uso de estos farmacos a los pacientes con CCRm sin mutacion de KRAS ni NRAS, es
decir, RAS wild type (RAS WT). Se ha descrito que la mutacion en KRAS y NRAS
aparece aproximadamente en el 40% y en el 3-5% de los casos respectivamente®. Cabe
destacar a BRAF, que es el principal efector de KRAS formando parte de la via de
sefializacion MAPK/ERKs afectando a la division celular y a la diferenciacion. La
presencia de mutaciones del gen BRAF (presentes en el 8-12% de los casos de CCRm,

siendo la mas frecuente V600E) se considera un factor de mal prondstico y su realizacién
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se considera principalmente en los tumores RAS WT, al ser las mutaciones de RAS y
BRAF mutuamente excluyentes (cuando uno de estos genes presenta una mutacion el otro
excepcionalmente estd mutado)®. Existe evidencia de que la mutacion de BRAF reduce
la eficacia del tratamiento anti-EGFR*.

En el manejo del paciente con CCRm también es preciso realizar un analisis de sangre
(que incluya hematimetria, bioquimica con funcion hepatica y renal, fosfatasa alcalina,
lactato deshidrogenasa, antigeno carcinoembrionario (CEA)), asi como estudio de
extension con tomografia computarizada (TC) de térax, abdomen y pelvis. Actualmente,
la tomografia por emision de positrones (PET) no se incluye de forma sistematica en la
estadificacion inicial, pero si se emplea cuando se prevea que pueda modificar la actitud
terapéutica a seguir, es decir, si la enfermedad metastasica es o puede llegar a ser
resecable para objetivar asi una posible afectacion extrahepatica/pulmonar que excluya la
cirugia. La resonancia magnética (RM) hepatica con contraste puede considerarse en caso

de afectacion hepéatica potencialmente resecable®.

A la hora de decidir el esquema terapéutico en primera linea, la Sociedad Europea de
Oncologia Médica (ESMO) propuso clasificar al paciente dentro de uno de estos cuatro
grupos, siendo crucial que la estrategia de tratamiento médico y quirurgico, ya sea del
tumor primario como de las metastasis, se planifique dentro de un comité multidisciplinar

de tumores digestivos®:

- Grupo 0 (resecable): pacientes con metastasis hepaticas y/o pulmonares que
pueden resecarse con margenes libres (RO0).

- Grupo 1 (potencialmente resecable): pacientes con metéstasis hepaticas y/o
pulmonares limitadas que no son resecables RO de inicio, pero que pueden llegar
a serlo tras respuesta a quimioterapia (QT) de conversion. Los pacientes han de
ser capaces de tolerar la cirugia para pertenecer a los grupos 0 y 1.

- Grupo 2 (no resecable): pacientes con metastasis multiples que presentan
progresion rapida y/o sintomas relacionados con la enfermedad y/o riesgo de
deterioro répido. Los pacientes deben poder tolerar una QT intensiva para
pertenecer a los grupos 1y 2.

- Grupo 3 (no resecable): pacientes que nunca tendran opcion de reseccion, sin
sintomas mayores o riesgo de deterioro rapido o que tienen una comorbilidad

grave que impide una QT (fragiles).

20



En la Gltima actualizacion los pacientes se clasifican como “fit” o “unfit”. Dentro de los

pacientes “fit” se diferencian dos grupos:

- grupo 1: pacientes en los que el tratamiento intensivo esté indicado con el objetivo
de la citorreduccion y la conversion a enfermedad resecable o ante carga tumoral
alta que necesite una respuesta tumoral rapida para mejorar los sintomas del
paciente.

- grupo 2: pacientes asintomaticos con enfermedad irresecable en los que el

tratamiento intensivo no es necesario y el objetivo es el control de la enfermedad.

Los pacientes unfit serian candidatos a tratamiento de soporte para lograr un control

sintomatico adecuado.

El tratamiento de los pacientes con CCRm no resecable esté evolucionando rapidamente.
El objetivo es prolongar la supervivencia, mejorar los sintomas relacionados con el tumor,
detener la progresion de la enfermedad y/o mejorar la calidad de vida. Considerar el
tratamiento como continuo es un aspecto esencial, ya que la administracion secuencial de
distintos farmacos o sus combinaciones en distintas lineas de tratamiento aumentan la
supervivencia. Asi, en los tltimos afios ha mejorado la mediana de supervivencia global

(SG), alcanzando los 30 meses®.

Existen diversos farmacos activos en el tratamiento de la enfermedad avanzada: 5-
fluorouracilo  (5-FU),  capecitabina, raltitrexed, irinotecan,  oxaliplatino,
trifluridina/tipiracil hidrocloruro (conocido como TAS 102), farmacos bioldgicos
dirigidos al factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth
Factor, VEGF), como bevacizumab y aflibercept, anticuerpos dirigidos al ya mencionado
EGFR, como cetuximab o panitumumab o dirigidos a multiples quinasas (VEGFR,
PDGFR, FGFR, TIE2, KIT, RET, RAF) como regorafenib. Estos agentes pueden
utilizarse en diferentes combinaciones y secuencias, debiendo individualizarse en funcién
de la biologia tumoral (incluyendo estado mutacional de RAS y BRAF), sintomatologia,
objetivo del tratamiento (intencion paliativa o posibilidad de rescate quirargico; que el
paciente presente sintomas o complicaciones secundarias al tumor vs que la enfermedad
curse de manera asintomatica), perfil de toxicidad de los farmacos, estado general del

paciente, comorbilidad asociada asi como sus preferencias. Valorando también, a lo largo
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de la evolucion de la enfermedad, los esquemas previos recibidos (efectos secundarios

producidos asi como respuesta obtenida tras los mismos).

Teniendo en cuenta consideraciones previas, la primera linea de QT en los pacientes
candidatos a tratamiento intensivo incluye dos farmacos de QT y un agente bioldgico®®.
La eleccion del doblete de QT se hara sobre un esquema basado en combinacién de
fluoropirimidinas con oxaliplatino” o irinotecan®. Combinaciones con oxaliplatino
(FOLFOX/XELOX) e irinotecan (FOLFIRI/XELIRI) han mostrado una actividad similar
con un perfil de toxicidad diferente [mientras que irinotecan se asocia con neutropenia,
alopecia y toxicidad gastrointestinal (nauseas, vomitos, diarrea y mucositis), oxaliplatino
se asocia con neutropenia, trombocitopenia, diarrea y neuropatia sensorial, que es la

principal toxicidad limitante de dosis]® (ver tabla 1).

Nombre Farmacos

FOLFOX 5-fluorouracilo (5-FU), leucovorina (LV) y oxaliplatino

XELOX Capecitabina y oxaliplatino

FOLFIRI 5-fluorouracilo (5-FU), leucovorina (LV) e irinotecan

XELIRI Capecitabina e irinotecan

FOLFOXIRI 5-fluorouracilo (5-FU), leucovorina (LV), oxaliplatino e irinotecan

Tabla 1. Combinaciones de quimioterapia. Se indica el nombre del esquema asi como los componentes
de los que consta la terapia combinada.

La asociacion de anticuerpo monoclonal en primera linea (bevacizumab (anti-VEGF) y
cetuximab y panitumumab (anti-EGFR)) ha demostrado mejorar los resultados clinicos.

La eleccion de uno u otro depende fundamentalmente del estado mutacional de RAS.

En la poblacion RAS WT, la asociacién de cetuximab a FOLFIRI mejora la SG,
supervivencia libre de progresion (SLP) y tasa de respuestas (TR)®. Asimismo, la adicion
de cetuximab a FOLFOX mejora la SLP y TR, Se han observado resultados similares
con beneficio en SG y SLP con la combinacion panitumumab-FOLFOX!!, Los ensayos
clinicos aleatorizados también han demostrado que la asociacion de bevacizumab a QT
mejora la SLP y/o SG en este escenario. El estudio pivotal de Hurwitz en 2004 supuso la
primera evidencia en este contexto al demostrar que bevacizumab, en comparacién con
placebo, afiadido a un esquema de irinotecan, 5-FU en bolo y leucovorin, aumenta la SLP,

la TRy la SG*. Bevacizumab también ha demostrado beneficio en combinacion con QT
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basada en oxaliplatino en comparacion con placebo en primera linea prolongando la SLP,

aunque la TR fue similar y el beneficio en SG no alcanzo la significacion estadistica®®.

Se ha comparado directamente la asociacion de un doblete de QT con anti-EGFR vs
bevacizumab en primera linea de pacientes con CCRm RAS WT mediante un fase Il y
dos estudios fase Ill. El estudio fase Il compar6 FOLFOX-panitumumab vs FOLFOX-
bevacizumab (estudio PEAK), donde, a pesar de observarse una SLP (objetivo primario)
similar en ambos brazos, se encontraron diferencias en términos de SG en la poblacion
RAS WT a favor de la rama con panitumumab'*. El estudio FIRE-3 compar6é FOLFIRI-
cetuximab vs FOLFIRI-bevacizumab sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas en la tasa de respuestas objetivas (objetivo primario) ni en SLP, pero si en
términos de SG a favor del anti-EGFR™. Un analisis posterior que incluyd una revision
radiologica centralizada observo méas TR y mas reducciones rapidas del tamafio tumoral
en el brazo de cetuximab®®. Ante los resultados de estos dos estudios, se puso en marcha
un segundo estudio fase Il (estudio CALGB 80405) que compar6 el régimen de QT
elegido por el investigador (FOLFOX/FOLFIRI) asociado a cetuximab vs bevacizumab
sin evidenciar diferencias en SG (objetivo primario), SLP ni TRY". Un metaanalisis de los
tres estudios mostré un aumento en TR y SG a favor de la combinacion con anti-EGFR
en comparacion con bevacizumab®®. Por tanto, no disponemos de una evidencia clara de
superioridad de la combinacion con anti-EGFR en comparacién con anti-VEGF en
primera linea en CCRm RAS WT. Las guias clinicas sugieren elegir un anti-EGFR en
caso de presencia de sintomas debidos al tumor o enfermedad biol6gicamente agresiva
que precise una respuesta rapida, siendo preferible un anti-VEGF en el resto de casos por

su mejor tolerancia, lo que permite al paciente recibir mas lineas de tratamiento®.

Un aspecto que cada vez esta cobrando mayor relevancia, es que la localizacion del tumor
primario pueda comportarse como factor pronéstico y predictivo de respuesta a los anti-
EGFR. La mayor evidencia al respecto viene del estudio CALGB 80405 previamente
mencionado, donde se observé que los pacientes con tumores KRAS WT originados en
el lado derecho (es decir, en el trayecto del colon comprendido entre el ciego y el angulo
hepatico) presentaban una SG mayor si eran tratados con bevacizumab en lugar de con
cetuximab, mientras que aquéllos originados en el lado izquierdo (es decir, en la zona del
colon que discurre entre angulo esplénico y el recto) tenian una SG mayor si recibian

tratamiento con cetuximab en comparacion con bevacizumab®®.
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Los esquemas estandares de combinacion de QT basada en irinotecan o en oxaliplatino
mas bevacizumab se compararon en dos ensayos fase Il con el mismo tratamiento
asociado a un anticuerpo anti-EGFR (cetuximab®® o panitumumab®) de forma
concomitante, pero ninguno de los dos estudios evidencio beneficio al afiadir un anti-

EGFR a QT mas bevacizumab, por lo que no se recomienda su administracion conjunta.

En pacientes con CCRm RAS mutado candidatos a tratamiento intensivo se recomienda

doblete de QT con bevacizumab®.

El triplete citotoxico FOLFOXIRI con? o sin?® bevacizumab se reservaria para pacientes
seleccionados en los que el objetivo sea la citorreduccion tras haber demostrado aumentar
la TR y supervivencia en comparacion con FOLFIRI con o sin bevacizumab

respectivamente, a costa de una mayor toxicidad®®.

En pacientes fragiles puede considerarse la monoterapia con fluoropirimidinas valorando
la adicion de bevacizumab dado que asi aumentan la TR y la SLP??, En caso de
contraindicacion para fluoropirimidinas (enfermedad vascular o déficit de la enzima que
participa en el catabolismo de las fluoropirimidinas, la dihidropirimidina deshidrogenasa)
puede emplearse irinotecan o raltitrexed en monoterapia. Cetuximab y panitumumab

también han mostrado actividad en monoterapia en primera linea en estudios fase 112627,

Las segunda y sucesivas lineas dependeran de los tratamientos previos administrados: en
aquéllos que progresen a un esquema basado en oxaliplatino, se planteara un régimen

basado en irinotecan y viceversa (siempre que no exista contraindicacion)®®.

En cuanto al tratamiento dirigido, se ha observado que el mantenimiento de bevacizumab
(tras haber sido empleado en primera linea) junto con una QT de segunda linea mejora la
SG y la SLP en comparacion con la QT sola®. En caso de no haberse utilizado
inicialmente, se puede considerar su asociacion en segunda linea, al haber demostrado,
en combinacion con FOLFOX, aumento de TR y SG en comparacion con QT-placebo?.
Aflibercept es otro antiangiogénico que actia uniéndose a VEGF-A y B y al factor de
crecimiento placentario (Placental Growth Factor, PIGF) y ha demostrado aumentar la
SG, SLP y TR en segunda linea en combinacién con FOLFIRI en comparacion con

FOLFIRI-placebo tras fracaso a un régimen con oxaliplatino (pudiendo haber recibido
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también bevacizumab)®. Ademas, en este escenario, es decir, en combinacion con
FOLFIRI en segunda linea a la progresion de QT basada en oxaliplatino y bevacizumab,
se ha analizado la eficacia de un tercer antiangiogénico, ramucirumab, que bloguea a

VEGFR-2, mostrando beneficio en SG en comparacion con FOLFIRI-placebo®.

En los pacientes con CCRm RAS WT, cetuximab y panitumumab pueden afiadirse en
segunda linea en combinacion con QT si no se han usado en primera linea y, sobre todo,
si el objetivo del tratamiento es la respuesta tumoral®>33, También pueden usarse en
monoterapia en tercera linea o lineas posteriores en pacientes que no los hayan recibido
previamente puesto que han demostrado mejorar la SLP (panitumumab y cetuximab) y

SG (cetuximab) en comparacion con el tratamiento de soporte3+35,

En pacientes politratados que son candidatos a continuar con tratamiento y no tienen
factores de riesgo cardiovasculares, puede plantearse regorafenib, que ha mostrado
aumento de SG y de SLP en comparacion con tratamiento de soporte®. Otra alternativa
es el tratamiento con TAS 102 al haberse constatado que aumenta la SG en comparacién
con placebo®, teniendo en cuenta que si el estado general empeora, el tratamiento de

soporte con control sintomatico es la opcion mas adecuada.

Un mayor conocimiento de la célula tumoral y de la vigilancia inmune ha dado lugar a
grandes avances que se estan estudiando en muchos tipos de tumores actualmente. Cabe
destacar el papel de los “ckeckpoint inhibitors” o moléculas de punto de control inmune,
en concreto CTLA-4 (cytotoxic T cell lymphocyte associated protein 4) y PD-1
(programmed death receptor 1) que, en términos generales, pueden considerarse un
“freno fisioldgico” en la activacion de los linfocitos T. Se ha demostrado que su bloqueo
estimula la respuesta antitumoral y mejora la supervivencia en pacientes con cancer
avanzado®, En concreto en pacientes con CCRm que han fracasado a tratamiento previo,
pembrolizumab (un anti PD-1) ha demostrado en un estudio fase Il aumento en TRy SLP
en el subgrupo de pacientes que tenian tumores con déficit en los genes implicados en la
reparacion del ADN®. Dicha deficiencia provoca un gran nimero de mutaciones
somaticas, especialmente en regiones repetidas de ADN conocidas como microsatélites.
La acumulaciéon de mutaciones en estas regiones del genoma se denomina inestabilidad
de microsatélites (IMS), lo cual aparece en el 5-15% de los pacientes con CCRm, y parece

ser la responsable de la susceptibilidad al bloqueo de PD-1%. Asi, se abre la puerta a la
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inmunoterapia en el CCRm, apareciendo pembrolizumab como una alternativa en estos

pacientes.

2.2 Generalidades del cancer de mama metastasico (CMm):
Epidemiologia, diagnostico y tratamiento

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en la mujer representando el 29% del
conjunto de neoplasias, siendo el cuarto en frecuencia considerando ambos sexos?. En el
varon es raro, contribuyendo a menos del 1% de los casos*. A nivel mundial hay mas de
1.7 millones de casos al afio, habiendo fallecido 521907 mujeres en 2012%. En Espafia se
diagnostican 26000 casos nuevos al afio aproximadamente?, de los cuales un 5-6% son
metastasicos de inicio. Un 30% de las pacientes diagnosticadas en un estadio precoz
presentaran recaida a distancia durante el seguimiento®!. Con una superviviencia estimada
del 25% a los 5 afios y una mediana de 2-3 afios*?, en 2012, en nuestro pais, fallecieron

6075 mujeres por esta causa?.

Ante cualquier sospecha de diseminacion metastasica, han de realizarse las pruebas
necesarias para su confirmacion: historia clinica y exploracion fisica completas, analitica
de sangre (con hemograma, funcidn renal, perfil hepatico, fosfatasa alcalina, calcio, CA
15.3 y CEA), y pruebas de imagen en funcion de la sospecha clinica: TC, RM, ecografia
y/o ganmagrafia 6sea. Al igual que en cancer colorrectal, la PET sélo se considerara en
los casos de duda para completar el estudio de extension. Se recomienda biopsia de la

lesion metastasica para confirmar el diagndstico y conocer asi el fenotipo tumoral®,

En las células del cancer de mama se pueden encontrar receptores de estrgeno (RE) y
receptores de progesterona (RProg). En caso de estar presentes (lo cual ocurre en el 70%
de los casos aproximadamente), las células tumorales dependen, al menos parcialmente,
de los estrdgenos y las hormonas relacionadas para crecer. Se considera que la expresion
de RE y/o RProg es un factor pronéstico y predictivo de respuesta al tratamiento hormonal
por lo que su determinacion es crucial para ofrecer el tratamiento mas adecuado®!. Por
otro lado, HER2 (gen del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano, Human
Epidermal growth factor Receptor-type 2) es un receptor con actividad tirosin-quinasa,
producto de la sintesis del protooncogen ERBB2, que se encuentra en la superficie de las

células mamarias y que controla su crecimiento, por lo que su expresién anormal, que
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aparece en el 20% de los casos, se asocia a procesos tumorales y a un pronostico peor.
HER2 se ha convertido en una importante diana terapéutica para la que se han
desarrollado tratamientos especificos anti-HER2, por lo que su evaluacion también es

fundamental®*.

Desde el afio 2000, tras el trabajo de Perou y cols., el cancer de mama se considera una
enfermedad heterogénea, con diferentes subtipos que implican un pronéstico y
planteamiento terapéutico diferentes. Propusieron una clasificacién basada en perfiles de
expresion génica diferenciando 5 grupos: Luminal Ay B, HER2 positivo (HER2+), basal-
like y normal-breast**. Sin embargo, en la practica clinica, el acceso a las plataformas
genomicas es limitado y la estrategia terapéutica se basa en la determinacion de RE,
RProg, HER2 e indice de proliferacion como el Ki67 por técnicas de
inmunohistoquimica, estando todos ellos integrados en las guias de consenso ESMO*
(ver tabla 2).

Subtipo intrinseco Caracteristicas clinicopatoldgicas

Luminal A “Luminal A-like”

RE positivo

HERZ2 negativo

Ki67 bajo

RProg alto

Luminal B “Luminal B-like (HER2 negativo)”
RE positivo

HER2 negativo

Ki67 alto o RProg bajo

“Luminal B-like (HER2 positivo)”
RE positivo

HER?2 positivo

cualquier Ki67

cualquier Rprog

HER2 “HER2 positivo (no luminal)”
HER?2 positivo

RE y RProg negativos

Basal-like “Triple negativo”

RE y RProg negativos

HER2 negativo

Tabla 2: Definiciones subrogadas de los subtipos intrinsecos de cdncer de mama segun las guias de
practica clinica de ESMO®. RE: receptores de estrégenos; RProg: receptores de progesterona. *Si las
células expresan al menos un 1% de RE deben considerarse RE positivo*®

27



En casos de recaida, también existe consenso sobre recomendar repetir la biopsia ante un
posible cambio del fenotipo molecular de la metéstasis con respecto al tumor primario, lo

cual implicaria una estrategia terapéutica diferente*,

Aproximadamente el 60-65% de los casos son tumores RH positivos y HER2 negativo,

el 20-25% tumores HER2 positivos, y el 15-18% tumores triples negativos*®.

En lineas generales el tratamiento va a depender de la biologia tumoral, lineas de
tratamiento recibidas, intervalo libre de progresion asi como de las preferencias y

comorbilidad de la paciente.

En CMm hormonosensible HER2 negativo se recomienda hormonoterapia (HT) como
primera opcion, reservando la QT para los casos de enfermedad sintomatica/agresiva que
requieran una respuesta rapida. Hay que tener en cuenta que un tercio de los tumores
tendran resistencia primaria a la HT y casi todos ellos desarrollaran resistencia secundaria.
En casos de resistencia hormonal, también se plantearia tratamiento con QT. La eleccion
del tipo de HT se basa en el estado menstrual de la paciente, la comorbilidad asociada,
los farmacos de HT recibidos previamente (ya sea en la enfermedad precoz como durante
la fase avanzada) y el perfil de toxicidad, recomendandose emplear diferentes
tratamientos de forma secuencial hasta que se desarrolle dicha resistencia hormonal®.

Son diferentes los farmacos de los que se disponen (ver tabla 3).

Mecanismo de accion

Clase

Farmaco

Blogueo del RE

Modulador selectivo del RE

Tamoxifeno, toremifeno

Descenso del RE

Disminucion selectiva del RE

Fulvestrant

Deprivacion de estrogenos

Ablacion ovarica
Supresion ovarica con GnRH

Cirugia, radiacion
Goserelina, triptorelina, leuprolide

Inhibicién de aromatasa (1A)

IA no esteroideo (32 generacidon)
IA esteroideo (3%generacion)

Anastrozol, letrozol
Exemestano

Desconocido

Progestinas

Estrogenos a dosis altas

Acetato de megestrol, acetato de
medroxiprogesterona
Dietilestilbestrol (DES)

Tabla 3: Farmacos de hormonoterapia disponibles, clasificados atendiendo a su mecanismo de accién.
Adaptado de guias de practica clinica SEOM “®. IA: inhibidor de aromatasa; RE: receptor de estrdgenos.

Un mecanismo conocido de resistencia a la HT es la sefializacion aberrante a través de la
via fosfatidilinositol 3 quinasa (P13k)-AKT-mTOR (mammalian target of ramamycin). El
estudio BOLERO-2 demostr6é que everolimus (un inhibidor selectivo de mTOR) junto

con exemestano (un inhibidor de la aromatasa esteroideo) aument6 la SLP (objetivo

28



principal) y la TR en mujeres postmenopausicas que progresaron a tratamiento hormonal
previo con inhibidores de aromatasa no esteroideo en comparacién con exemestano solo,

constituyendo una alternativa en estas pacientes®’.

El mayor avance en este escenario ha venido con el desarrollo de los inhibidores de
quinasas dependientes de ciclinas (CDK), las cuales juegan un papel clave en la
regulacién del ciclo celular. La actividad de CDKSs se regula a través de mecanismos de
activacion e inhibicion, pero principalmente a través de la union a ciclinas. La inhibicion
de las quinasas dependientes de ciclinas 4 y 6, inhibiendo en consecuencia la fase del
ciclo celular G1/S, han demostrado ser una estrategia que disminuye la resistencia a la
HT. El primer inhibidor selectivo y reversible de CDK4 y CDKG6 aprobado es palbociclib
que ha demostrado aumentar la SLP en comparacién con el tratamiento endocrino en la
primera*® y siguientes* lineas de tratamiento del CMm con RH positivos y HER2
negativo. Posteriormente han aparecido ribociclib y abemaciclib, éste Gltimo pendiente

de aprobacidn por parte de las agencias reguladoras.

La QT es el tratamiento estandar para las pacientes con CMm triple negativo o con RH
positivos que no son candidatas a HT por criterios de resistencia o agresividad. En
general, se prefieren secuenciar esquemas en monoterapia, reservando la combinacion
para pacientes con tumores agresivos, sintomaticos o que amenacen la vida de la paciente.
En primera linea tanto las antraciclinas como los taxanos son los agentes mas activos y
son la mejor opcion aungue se hayan utilizado en neo/adyuvancia, siempre y cuando el
intervalo libre de enfermedad no sea corto. En caso contrario, capecitabina y vinorelbina
son opciones validas en primera linea, valorando los platinos (s6los 0 en combinacion)

en el subtipo triple negativo®®.

El dnico agente bioldgico aprobado en pacientes con CMm HER2 negativo es

bevacizumab.
Existen tres ensayos clinicos fase 1l que han analizado la eficacia y la seguridad de la

combinacidén de bevacizumab con taxanos o capecitabina en primera linea de cancer de

mama localmente avanzado o metastasico HER2 negativo:
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El estudio pivotal E2100 demostr6 que la adicion de bevacizumab (10 mg/kg cada 15
dias) a paclitaxel en comparacion con paclitaxel en monoterapia aument6 la SLP y la tasa
de respuestas objetivas sin mejora en la SG. Ademas, las pacientes del grupo con
bevacizumab presentaron un aumento estadisticamente significativo de hipertension
arterial (HTA) grado 3-4, proteinuria, dolor de cabeza, isquemia cerebrovascular,
infeccion, neuropatia y fatiga®.

El estudio AVADO analiz6 2 dosis diferentes de bevacizumab (7.5 y 15 mg/kg cada 3
semanas) en combinacion con docetaxel, mostrando que la dosis de 15 mg/kg aumento la
SLP y la TR en comparacion con placebo. Registraron mas efectos adversos G3-4 (HTA,
neutropenia) en los brazos con bevacizumab y docetaxel en comparacion a docetaxel con
placebo®.

La FDA (Food and Drug Adminsitration), basandose en estos dos estudios aprobo la
combinacion de paclitaxel y bevacizumab en primera linea de CMm HER2 negativo en
febrero de 2008 y ello fue lo que permitié el desarrollo de los siguientes estudios que se
llevaron a cabo:

El estudio RIBBON-1 aleatoriz6 a 1237 pacientes a recibir QT con capecitabina, taxano
(nab-paclitaxel o docetaxel) o combinaciones basadas en antraciclinas (con doxorrubicina
0 epirrubicina) en combinacidn con bevacizumab (15mg/kg cada 3 semanas) o placebo.
La mediana de SLP fue superior para los brazos con bevacizumab de forma
estadisticamente significativa sin diferencias en SG y sin registrar toxicidades no
esperables (mas casos de toxicidad grado 3-4 en los brazos con bevacizumab,
principalmente HTA y proteinuria)®? .

El estudio RIBBON-2 en segunda linea también mostr6 beneficio de la combinacion de
bevacizumab con QT estandar (capecitabina, taxano (paclitaxel, nab-paclitaxel, o
docetaxel), gemcitabina, vinorelbina en términos de SLP a favor de la asociacién de
bevacizumab al tratamiento, sin diferencias en SG.

Segun las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM), dado
que ha demostrado aumentar la SLP y TR y su perfil de toxicidad es manejable, en
ausencia de marcadores predictivos de respuesta, bevacizumab también podria

considerarse en pacientes con CMm HER2 negativo®.

En cuanto a la combinacion del tratamiento antiangiogénico y el tratamiento anti-HER2
en mujeres con CMm HER2 positivo, el estudio AVEREL puso de manifiesto que la

adicion de bevacizumab a docetaxel-trastuzumab en primera linea no mejoré la SLP
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(objetivo principal) ni la TR, y si aportd una mayor toxicidad® por lo que no se

recomienda el uso de bevacizumab en este contexto.

También se ha evaluado la asociacion de bevacizumab con HT en primera linea de CMm
hormonosensible HER2 negativo con la hipdtesis de que el antiangiogénico puede retrasar
la resistencia a HT. Por un lado, en el estudio LEA, no se observé beneficio
estadisticamente significativo en SLP (objetivo primario) ni en SG*. Sin embargo, en el
estudio CALGB 40503 (Alliance), la adicion de bevacizumab al tratamiento hormonal si
disminuy6 el riesgo de progresion (objetivo primario) de forma significativa, a costa de
un aumento de los efectos adversos ya conocidos (HTA, proteinuria), sin encontrar

diferencias en SG®6,

Las segundas y posteriores lineas dependeran del estado general y la sintomatologia de la
paciente, pudiéndose optar por un retratamiento con taxanos o antraciclinas, o farmacos
con diferente mecanismo de accion como vinorelbina, capecitabina, gemcitabina o
eribulina®, considerando siempre las preferencias de la paciente y tratamientos previos

recibidos, sin existir una secuencia establecida.

La sobreexpresion del gen HER2 es un mecanismo bien conocido de resistencia endocrina
y se asocia con un comportamiento tumoral mas agresivo, si bien es cierto que, dada la
incorporacion de terapias dirigidas anti-HER2 (trastuzumab, lapatinib, TDMI,
pertuzumab), el prondstico de este subgrupo de pacientes ha mejorado por lo que se
recomienda su administracion de forma precoz*. Su combinacion con QT se asocia a un
aumento de TR, SLP y SG tal y como demostré el estudio CLEOPATRA, por lo que en
ausencia de contraindicacion, la recomendacion en primera linea en pacientes con CMm
HER?2 positivo es doble bloqueo anti-HER2 (trastuzumab, pertuzumab) en combinacion

con taxano®’.

Existe evidencia de que continuar con tratamiento anti-HER2 en lineas sucesivas tras
progresion a primera linea aporta beneficio, siendo TDM-1 la opcion preferida en segunda

linea®®.

Aproximadamente el 50% de los tumores que expresan HER2, también expresan RH y se

ha observado que la asociacion de HT a tratamiento anti-HER2 mejora la SLP en
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comparacion con la HT sola, tal y como se vio en mujeres postmenopausicas con la
combinacion letrozol-lapatinib® o anastrozol-trastuzumab®® en primera linea, por lo que

debe plantearse esta opcidn en caso de que la paciente no sea candidata a QT.

2.3 Angiogénesis y factor de crecimiento endotelial vascular
(Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF)

La angiogénesis (del griego angeion que significa vaso y génesis que significa
nacimiento) se define como el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes (a diferencia de la vasculogénesis, que hace referencia a la creacion de vasos
durante el desarrollo embrionario a partir de las células endoteliales precursoras). Se
considera un aspecto esencial para el crecimiento tumoral mas alla de los 2-3 mm?3 para
proporcionar asi el aporte de nutrientes y oxigeno necesario, lo cual facilita la migracién

de las células tumorales y el desarrollo de metastasis®:52,

De manera fisiologica, este fendmeno sucede durante la menstruacion, la cicatrizacion de
las heridas, la reparacién 6sea y la adaptacion de los musculos al ejercicio, lo que indica

que VEGF es necesario para la homeostasis de la vasculatura en el adulto®,

En la angiogénesis participan diferentes vias moleculares, de entre las que destaca la

familia de VEGF y sus receptores®.

VEGF fue descubierto como un factor soluble derivado del tumor con efectos
pleiotrépicos sobre la célula endotelial que incluyen migracién e invasion de la membrana
basal, proliferacion y formacion de fenestraciones®, lo cual estimula el crecimiento de
los vasos sanguineos que nutren al tumor. Desde entonces, se han identificado 7 miembros
de la familia de VEGF. VEGF-A (generalmente denominado VEGF), -B, -C, -D, -E y
factor del crecimiento placentario (PIGF) 1y 2. VEGF media su accién a través de los
receptores de VEGF, de los cuales se conocen 3: VEGFR-1 (también llamado flt-1 [fms-
like tyrosine kinase]), VEGFR-2 (KDR [Kinase insert Domain Receptor] o flk-1[fetal
liver kinase 1]); expresados ambos en las células endoteliales vasculares participando en
la angiogénesis y VEGFR-3 (flt-4), que se expresa principalmente en las células

endoteliales linfaticas y regula la linfangiogénesis®%>%® (ver figura 1).
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Figura 1. Representacion de la familia de VEGF. Adaptado de Lankhorst y cols®’.

El mas estudiado ha sido VEGF-A que se une a VEGFR-1 (por el que tiene una afinidad
mayor) y VEGFR-2 (que media la mayoria de efectos bioldgicos siendo el principal

receptor implicado en las sefiales proangiogénicas de VEGF)®6:8,

La union de VEGF a VEGFR-2 estimula la actividad intrinseca de la tirosin quinasa de
VEGFR-2, lo que pone en marcha varias cascadas de sefializacion. De forma mas
Ilamativa, la activacion de VEGFR-2 recluta PI3-quinasa, que a su vez activa AKT que
fosforila directamente a la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) causando una mayor
produccion de 6xido nitrico (NO). Este, difunde de forma paracrina a las células
musculares lisas vasculares adyacentes, activando la guanilato ciclasa con aumento de la

produccion de GMPc y vasodilatacion®?,

El aumento de la expresion de VEGF es caracteristico de algunos tumores y se ha
vinculado a la expresion de otros factores de crecimiento como el factor de necrosis
tumoral (Tumor Necrosis Factor, TNFa), el factor de crecimiento epidérmico (Epidermal
Growth Factor, EGF), la insulina, el factor de crecimiento similar a la insulina (Insuline-
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like Growth Factor, IGF-1) y los estr6genos. Ademas, se ha observado que la secrecion
de VEGF in vitro aumenta en caso de pérdida del gen supresor de tumores p53 o si existe

amplificacion de algunos oncogenes como HER2,

Puesto que la angiogénesis y el aumento de la densidad vascular en el tumor primario se
correlacionan con un peor pronéstico y un aumento del indice de recaida, ya en 1971
Judah Folkman postuld que la inhibicion de la angiogénesis tumoral podria detener el
crecimiento tumoral en los seres humanos. Asi, la antiangiogénesis se ha convertido en

un tema clave de la investigacion actual®?.

Existen tres mecanismos principales para bloquear la sefial de este sistema: blogueando
la unién de VEGF a su receptor (como es el caso de bevacizumab), bloqueando la sefal
a través de los receptores de VEGF (como por ejemplo ramucirunab que se une a VEGFR-
2) o0 blogueando la actividad quinasa de VEGFR-1, -2 y -3 mediante el uso de inhibidores

tirosin quinasa (tales como sorafenib, sunitinib, pazopanib o axitinib)®2,

Hasta la fecha se han aprobado diferentes farmacos antiangiogénicos en varios tumores
solidos (ver tabla 4). Bevacizumab es el primer antiangiogénico que fue aprobado por la
FDA en 2004 tras demostrar ser eficaz en CCRm. Se trata de un anticuerpo monoclonal
humanizado dirigido predominantemente contra todas las isoformas de VEGF-A52-6569,
que es la isoforma responsable de la angiogénesis patoldgica®. Su eficacia, aparte de en
CCRm y CMm, como ya se ha comentado, ha sido probada en diferentes tipos de cancer
metastasico mostrando beneficio en términos de SG y SLP en cancer de pulmén no de
células pequefias no escamoso’ y cancer de cérvix’*; en SLP en céancer de prostata’?,
cancer de ovario’®, cancer renal’®, glioblastoma’™ y céancer gastrico’®; no habiendo
observado beneficio en melanoma’’ ni cancer de pancreas’®. Excepto en cancer de ovario
y en glioblastoma, donde bevacizumab ha mostrado actividad en monoterapia, los
antiangiogénicos sélo han mostrado actividad significativa cuando se combinan con QT.
Esto puede explicarse por el concepto de normalizacion vascular, partiendo de la base de
que los vasos del tumor son vasos débiles y disfuncionales y dificultan la llegada de la
QT. Estudios preclinicos han mostrado que la supresion de la sefial de VEGF puede
mejorar la funcién de los vasos del tumor (normalizacién vascular) y asi la QT alcanzar
el tumor mas facilmente. Sin embargo, la relevancia clinica de este fendémeno en los

pacientes no esta clara ain®?.
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Asi, la FDA aprobd el uso de bevacizumab en primera linea y en combinacion con QT en
cancer colorrectal, carcinoma de pulmoén de células grandes no escamoso, cancer de
ovario y cérvix. En segunda linea ha sido aprobado en monoterapia en glioblastoma, con
interferon alfa en carcinoma renal y con QT en CCRm. La Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) también ha aprobado bevacizumab en céncer de mama en

combinacién con QT, pero no en glioblastoma ni en cancer de cérvix.

A dia de hoy, no se sabe por qué bevacizumab es eficaz en unos tumores primarios si y
en otros no (se cree que influyen las diferencias en la biologia de estas neoplasias®?) y no
se disponen de biomarcadores predictivos de respuesta al tratamiento con
antiangiogénicos que identifiquen qué pacientes van a beneficiarse del mismo, evitando

asi efectos secundarios y costes innecesarios.
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Farmaco antiangiogénico

Mecanismo de accion

Indicacion clinica

Bevacizumab

Anticuerpo monoclonal
humanizado anti-VEGF-A

Cancer colorrectal,

y glioblastoma

cancer de
mama, cancer de pulmén de
células no pequefias, cancer renal,
cancer de ovario, cancer de cérvix

Aflibercept Proteina de fusién dirigida contra | Cancer colorrectal
VEGF-A, VEGF-B y PIGF

Sorafenib Inhibidor  multiquinasa  dirigido | Carcinoma hepatocelular,
contra B/C-RAF, BRAF (V600E) | carcinoma renal, carcinoma
KIT, FLT-3, VEGFR-2, VEGFR-3y | diferenciado de tiroides
PDGFR-

Sunitinib Inhibidor de mudltiples receptores | Carcinoma renal, tumor del
tirosina quinasa: PDGFRa y f, | estroma gastrointestinal (GIST),
VEGFR1-3, KIT, FLT3, CSF-1R, | tumores neuroendocrinos
RET pancreéticos

Axitinib Inhibidor  tirosin  quinasa  de | Cancer renal
VEGFR1-3

Nintedanib Inhibidor multiquinasa dirigido a: | Cancer de pulmén de células no
VEGFR-1-3, PDGFR o y B, FGFR | pequefias, Fibrosis pulmonar
1-3, Flt, Lck y Src idiopatica

Regorafenib Inhibidor tirosin quinasa dirigido a: | Cancer colorrectal, GIST,
VEGFR 1-3, TIE2, KIT, RET, RAF- | carcinoma hepatocelular
1, BRAF(V600E), PDGFR, FGFR,
CSF1R

Pazopanib Inhibidor tirosin quinasa dirigido a: | Carcinoma renal, sarcoma de

VEGFR 1-3, PDGFR ay B, ¢-KIT

partes blandas

Cabozantinib

Inhibidor de madltiples receptores
tirosin quinasa: MET, VEGF, AXL,
RET, ROS1, TYRO3, MER, KIT,
TRKB, FLT3y TIE-2

Carcinoma medular de tiroides,

carcinoma renal

Vandetanib Inhibidor tirosin quinasa dirigido a: | Carcinoma medular de tiroides
VEGFR 2-3, EGFR, RET
Lenvatinib Inhibidor de los receptores tirosin Cancer diferenciado de tiroides,

quinasa: VEGFR1-3, FGFR1-4,
PDGFRo, KITy RET

cancer renal

Ramucirumab

Anticuerpo humano dirigido a
VEGFR-2

Cancer colorrectal,

gastrico o de
gastroesofagica,

la
cancer

cancer
union
de

pulmdn de células no pequefias

Tabla 4. Farmacos antiangiogénicos aprobados. Datos recogidos de las fichas técnicas de cada uno de

los farmacos.
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2.4 Bevacizumab e hipertension arterial (HTA)

El tratamiento con bevacizumab se asocia con diferentes efectos adversos como
perforacion gastrointestinal, fistula, complicaciones postquirdrgicas (retraso en la
cicatrizacién de heridas, dehiscencia, equimosis, sangrado de la zona quirdrgica),
hemorragia, eventos tromboembdlicos venosos y arteriales, proteinuria o HTA, siendo las
dos ultimas las complicaciones mas frecuentes®’®. En concreto, la HTA, se ha constatado
en un 20-27% de los pacientes tratados con bevacizumab, siendo de grado 3-4 en el 6-
10% de los casos, habiendo observado un riesgo relativo de desarrollar HTA grado 3-4

en los pacientes que reciben bevacizumab de 5.28%.

En funcion de la severidad de la HTA, segun la ultima version publicada por el Instituto
Nacional del cancer sobre los Criterios Terminoldgicos Comunes para Eventos Adversos
(CTCAE, también denominados "criterios comunes de toxicidad™), se diferencian 4

grados tal y como se muestra a continuacion:

Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado 5
HTA | PAS>120-139 PAS>140-159 mmHg | PAS >160 mmHg | Con consecuencias | Muerte
mmHg o PAD> 0 PAD>90-99 mmHg); | o PAD >100 que amenazan la
80-89 mmHg indicada intervencion mmHg; indicada | vida
médica; recurrente o intervencion (por ejemplo HTA
persistente (>24 médica: mas de maligna, transitoria
horas); aumento un medicamento o | o déficit
sintomético por > 20 aumentar neurol6gico
mmHg (diastolica) o tratamiento permanente, crisis
para > 140/90 mmHg previo. hipertensiva);
si previamente indicada
normotenso; indicada intervencion
monoterapia urgente.

Tabla 5. Grados de hipertension arterial (HTA). Adaptado de CTCAE 4.03 versién 14 de junio de 2010
HTA: hipertension arterial; PAS: Presion Arterial Sistolica. PAD: Presion Arterial Diastélica

Parece que los pacientes con antecedente de HT A estan mas predispuestos a desarrollar
HTA durante el tratamiento con un anti-VEGF®. Aunque su fisiopatologia no se conoce

con exactitud, se han propuesto varios mecanismos:

-Inhibicidn de la via de sefializacion de NO: como ya se ha comentado, VEGF al unirse a

VEGFR-2 estimula la actividad intrinseca de tirosina quinasa que activa en ultima
instancia a laeNOS que aumenta la produccién de NO por parte de las células endoteliales
por lo que la disminucién de los niveles de VEGF puede suprimir la sefial de NO, lo que
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ocasionaria vasoconstriccion sistémica y aumento de la presion sanguinea. In vitro,
bevacizumab ha demostrado disminuir los niveles de NO8. En estudios preclinicos in
vivo, como el publicado por el grupo de Facemire, se observé que la administracion de
un anticuerpo anti-VEGFR-2 en ratones produjo un aumento de la tension arterial (TA)
de =10 mmHg y una disminucién de la expresion de las sintasa endotelial y neuronal de
Oxido nitrico en el rifion (eNOS y nNOS). Al ser tratados con un inhibidor de la
produccion de NO ya no hubo diferencias en las cifras de TA entre los ratones tratados
con un anti-VEGFR-2 y los no tratados, lo que sugiere que VEGF, actuando a través de
VEGFR-2, desempefia un papel critico en el control de la TA mediante la expresion
NOS®2,

El NO producido por la eNOs controla la TA a través de diferentes mecanismos:
inhibicion de la agregacion de plaquetas y leucocitos, inhibicion de la proliferacion de las
células musculares lisas del endotelio y reduccion de la resistencia vascular,
vasodilatacion por difusion a traves del endotelio al masculo liso vecino y aumento de la

excrecion urinaria de sodio®?,
La prostaciclina (PIG2), que es un vasodilatador, también podria participar en la HTA
inducida por la inhibicion de la angiogénesis dado que VEGF activa la produccién de

PIG2 en células endoteliales tras la heterodimerizacion de VEGFR-1 y -284,

-Vias vasoconstrictoras: hay datos que sugieren que un aumento del vasoconstrictor

endotelina 1 (ET-1) también participa en la patogénesis de la HTA inducida por
antiangiogénicos. Kappers y su grupo observaron elevaciones de los niveles circulantes
de ET-1 de forma paralela a los aumentos de las cifras de TA tras tratamiento con sunitinib
(en ratones y seres humanos)®. Se ha postulado que el aumento de ET-1 tras la inhibicion
de VEGF podria explicarse parcialmente por una disminucidn de la biodisponibilidad de
NO (teniendo en cuenta que el NO disminuye la sintesis de ET-1), pero los resultados son
contradictorios®’. En varios modelos preclinicos, la coadministracion de un antagonista
del receptor de endotelina evita en gran medida el aumento de la TA inducido por la

terapia antiangiogénica®.

-Rarefaccién capilar: consiste en una disminucion del niamero de arterias pequefias y

arteriolas en respuesta al tratamiento con inhibidor de VEGF®. Partiendo de la base de
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que la sefial de VEGF es necesaria para la supervivencia de las células endoteliales en
condiciones fisiologicas, es esperable que la inhibicion de la via VEGF provoque
apoptosis y rarefaccion vascular en tejidos no tumorales con posterior hipertension. La
primera evidencia de rarefaccion con un anti-VEGF en humanos se publico en 2008 por
Steeghs y colaboradores. Llevaron a cabo un estudio fase | en el que administraron
telatinib [un inhibidor tirosin quinasa de VEGFR-2 y -3, PDGF (Platelet Derived Growth
Factor, factor de crecimiento derivado de plaguetas) y c-KIT] a pacientes con tumores
solidos y vieron una disminucion en el nimero de capilares con aumento de la presion
sanguinea sistolica y diastdlica®’. A pesar de que no estd claro si la rarefaccion es
estructural (desaparicion de capilares), funcional (no perfusion de capilares) o una
combinacién de ambos, se cree que este fendmeno contribuye a la HT A que se desarrolla
con los inhibidores de VEGF®. Sin embargo, Belcik y su equipo no vieron disminucion
en el flujo sanguineo microvascular ni en el volumen sanguineo en el musculo
esquelético, miocardio o rifién en ratones tratados con anti-VEGF a pesar de haber
evidenciado aumento de las cifras de TA8, por lo que otros autores cuestionan que este

fendmeno participe en la fisiopatologia de la HTA.

-Familia de tirosin quinasas Src: es otra via que participa en la cascada de sefiales de

VEGF y que ha mostrado interactuar con receptores tirosin quinasa transmembrana de
diferentes factores de crecimiento [PDGF, EGF, bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor,
factor de crecimiento basico de fibroblastos) y CSF-1 (Colony Stimulating Factor 1,
estimulador de colonias)]. Su participaciéon fue demostrada en 1999 por el grupo de He,
al observar que la unién de VEGF a flk-1/KDR (actualmente conocido como VEGFR-2)
activaba c-Src y con ello la produccién de prostaciclina en células endoteliales de la aorta

bovina®®.

-El aumento de la rigidez de las arterias (ya sea en vasos proximales o distales) también

se ha asociado al desarrollo de hipertensién. Veronese y colaboradores observaron
aumento de la TA asi como aumento de la rigidez vascular (medida con el indice de
aumento de presion arterial aortica y la velocidad de onda de pulso adrtica) en 20

pacientes tratados con sorafenib®.

-Alteracidn en la relacion presidn-natriuresis: la capacidad del rifién de excretar sodio en

respuesta a un aumento crénico de la TA es un mecanismo de respuesta a la HTA. Hay
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dos posibles mecanismos que sugieren que la inhibicion de VEGF puede cambiar la curva
de presion-natriuresis. Por un lado, el NO actla directamente en la regulacion de presion-
natriuresis y feedback tubuloglomerular. El cese de la funcion de la eNOS a través de la
inhibicion de VEGF puede provocar la retencion de sodio y el aumento del volumen
extracelular, perpetuando la hipertension®®. Esto se apoya en estudios con modelos
animales como el que ya se ha comentado de Facemire, donde la inhibicién de VEGFR-
2 disminuye la expresion y la actividad de la NO sintasa, lo que provoca desplazamiento
a la derecha en la relacion de presion arterial-natriuresis®. Por otro lado, se ha observado
en modelos animales con ratas que, en respuesta a una dieta rica en sal, aumenta la
produccion de VEGF-C por parte de los macrdfagos, uniéndose a VEGFR-3 lo cual
estimula la linfangiogénesis y la expresion de la eNOS, amortiguando la sobrecarga de
volumen generada por el exceso de sal (se cree que este entramado linfatico forma un
compartimento que hace de tampdn del volumen extracelular)®®. EIl bloqueo de este
mecanismo podria contribuir por tanto al aumento de TA s6lo en los inhibidores tirosin
quinasa dirigidos al VEGFR-3.

-Alteraciones del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA): Aunque cabe esperar

que la disfuncion endotelial provoque isquemia glomerular que conlleve a una
estimulacion del SRAA, lo cierto es que no existe evidencia experimental que lo
soporte®®. Dos estudios clinicos en pacientes tratados con sorafenib® o sunitinib® no

observaron cambios en las concentraciones de aldosterona a pesar del aumento de TA.

-El estrés oxidativo podria estar involucrado en la patogénesis de la HTA inducida por el

bloqueo de la sefial de VEGF. En este sentido, se ha demostrado in vitro que la exposicién
de las células endoteliales a peroxido de hidrogeno (H202) aumenta los niveles de VEGF
y VEGFR-2%,
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Figura 2. Mecanismos de HTA inducida por la inhibicién de la via VEGF posiblemente implicados.
Adaptado de Robinson y cols .

Aunque en la préactica clinica no hay un algoritmo para el manejo de la HTA inducida por
bevacizumab, se recomienda monitorizacion de la TA durante el tratamiento y suspender
éste de forma permanente si la HTA es clinicamente significativa y no se puede controlar
adecuadamente con el tratamiento antihipertensivo, o si el paciente desarrolla crisis
hipertensivas o encefalopatia hipertensiva’®. Los pacientes deben tener la TA controlada
antes de comenzar con el antiangiogénico, porque cabe esperar una exacerbacion de la
HTA ya existente al inicio del mismo. Es aconsejable tomar una serie de medidas
dietéticas como disminuir la ingesta de alcohol o de la sal en la dieta. Como regla general,
el tratamiento antiHTA deberia instaurarse cuando la cifra de TA > 140/90 mmHg, pero
en grupos de riesgo (pacientes diabéticos o con insuficiencia renal cronica) ha de hacerse
con cifras > 130/80 mmHg. La eleccion del farmaco debe individualizarse, teniendo en
cuenta que los inhibidores del SRA o antagonistas del calcio son buenas opciones como
primera aproximacion®®2¢. Sin embargo, dado que la etiologia de la HT A es multifactorial

puede que sean necesarios combinar varios farmacos para su tratamiento.
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2.5 HTA como factor pronostico y predictivo de respuesta a
bevacizumab

Varios trabajos han observado una asociacion entre el desarrollo de HTA durante el
tratamiento con bevacizumab y la respuesta tumoral sugiriendo que la HTA podria
comportarse como un factor predictivo de respuesta, siendo necesarios estudios
prospectivos de confirmacion. Centrandonos en los pacientes con cancer colorrectal y de

mama.

Cancer colorrectal

Son varios los analisis retrospectivos que se han realizado en este sentido en CCRm:

El grupo de Scartozzi observd en 39 pacientes con CCRm en tratamiento de primera linea
con FOLFIRI-bevacizumab que la mediana de SLP fue superior en pacientes que
desarrollaron HTA grado 2-3 (20% de los casos) frente a los que no (14.5 vs 3.1 meses;
p=0.04). Ademas, vieron un 75% de respuestas parciales en el grupo de HTA frente al
32% del grupo sin HTA (p=0.04)%.

Posteriormente, se publico otro trabajo por Wu y cols., donde la existencia de cualquier
grado de HTA se relacion6 con un aumento de SG y SLP en 84 pacientes con cancer
colorrectal, alcanzando la significacion estadistica en aquellos con enfermedad

metastasica (p=0.03 y p=0.01 para SG y SLP respectivamente)®.

Burnette y cols, llevaron a cabo otro estudio en 36 pacientes con CCRm en tratamiento
de primera linea con FOLFOX-bevacizumab sugiriendo que aquéllos que presentaron
HTA (33% de los casos) tuvieron mejores resultados en términos de beneficio clinico
(considerando respuestas y estabilizaciones de la enfermedad, se observo un beneficio del
100% vs 58% en el grupo sin HTA) y SG (mediana de 31.8 vs 17.7 meses)®.

Osterlund y cols., contaron con un tamafio muestral mayor (101 pacientes) e incluyeron
a pacientes en tratamiento con QT y bevacizumab en cualquier linea de tratamiento. Al
igual que estudios previos, los pacientes con HTA grado > 1 (el 56% de la muestra)
mostraron un aumento de TRG (30 vs 20% p=0.025), de SLP (mediana de 10.5 vs 5.3
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meses, p=0.008) y de SG (25.8 vs 11.7 meses, p=0.001). Ademas, el desarrollo de HTA
en los 3 primeros meses fue factor prondstico independiente en el analisis multivariante
(p=0.007) junto con la linea de tratamiento y el nimero de 6rganos afectados por la

enfermedad oncoldgica®.

En la misma linea, el grupo italiano de De Stefano observé en 74 pacientes con CCRm
en tratamiento de primera linea con QT y bevacizumab una correlacion entre el hallazgo
de HTA grado > 2-4 (presente en el 17.6% de los pacientes) y aumento de la tasa de
respuestas objetivas (considerando la suma de respuestas completas y respuestas
parciales) (84.6% vs 42.6% p=0.006) y de la mediana de SLP (15.1 meses vs 8.3 meses

p=0.04) sin mejora en SG estadisicamente significativa®’.

De forma similar, Tahover y cols. constataron en 181 pacientes con CCRm, que aqueéllos
con HTA grado 2-3 durante el tratamiento antiangiogénico (en primera o segunda linea),
lo cual aparecia en el 44.75% de los casos, tuvieron medianas de SG y SLP superiores
(mediana de SG no alcanzada vs 36.8 meses p=0.029; mediana de SLP 29.9 vs 17.2 meses
p=0.024)%,

Khoja y cols., también publicaron un articulo donde, en pacientes con CCRm en
tratamiento con combinacion de QT y agente bioldgico (bevacizumab/inhibidor tirosina
guinasa), encontraron variacion en la TR en funcién de la HTA (86% en los pacientes que
presentaron HTA > grado 2 vs 42% en HTA grado 1 o no HTA p=0.043), asi como una
mejora de la mediana de SG pero sin alcanzar la significacion estadistica (25.2 vs 21.6
meses p=0.270), lo cual, sugieren los autores, puede deberse al tamafio muestral puesto

que solo 7 de los 50 pacientes incluidos desarrollaron HTA grado > 2%°.

Ademas, se ha llevado a cabo un metaanalisis publicado en 2013 por Cai y cols.,
encontrando que la HTA inducida por bevacizumab en pacientes con CCRm se asocié
con un aumento de la SLP (HR=0.57, IC 95% 0.46-0.72 p<0.001), de la SG (HR=0.50,
IC 95% 0.37-0.68 p<0.001) y de la TRG (RR=1.57, IC 95% 1.07-2.30 p<0.05) en
comparacion con los pacientes sin HTA, por lo que los autores concluyen que la HTA
favorecida por el bloqueo angiogénico podria representar un factor prondstico en

pacientes con CCRm*%,
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Hay datos disponibles también en pacientes de edad avanzada (>70 afos), publicados en
2015 por Feliu y cols., que muestran correlacion entre el desarrollo de HTA y SG tras
analizar a 127 pacientes retrospectivamente con una mediana de SG no alcanzada vs 16.9

meses (en el grupo con HTA vs no HTA respectivamente; p=0.012)%.

Mas recientemente, se ha publicado otro estudio por el grupo de Dionisio de Sousa en la
misma direccidn, apareciendo la HTA grado 2-3 como posible predictor de respuesta al

tratamiento con bevacizumab y de SLP (p<0.001)%%2,

Aparte, se ha estudiado si una disminucion temporal de la TA tras la administracion de
bevacizumab tiene relevancia clinica. Asi, el grupo japonés de Kanai observo que los
pacientes que tuvieron una bajada temporal de 25-30 mmHg a los 90 y 180 min tras iniciar
la administracion presentaron un tiempo al fallo de tratamiento (TFT) mas largo en
comparacién con los que mostraron una variacion de TA menor de forma
estadisticamente significativa, por lo que sugieren que esta reduccion de presion temporal

podria considerarse un factor predictivo de respuesta a bevacizumab'®,

Sin embargo, también disponemos de estudios negativos al respecto. En este sentido, el
estudio fase Il BOXER (que evalu6 XELOX-bevacizumab como tratamiento
perioperatorio en pacientes con cancer colorrectal con metastasis hepaticas
exclusivamente no candidatos a cirugia de inicio) no encontré asociacion entre el
desarrollo de HTA inducida por bevacizumab y la TR radioldgicas (p=0.642), la SLP
(p=0.664) ni la SG (p=0.480)%4,

Céncer de mama

Un analisis retrospectivo del estudio E2100 ya comentado, que compard paclitaxel vs
bevacizumab con paclitaxel en primera linea de CMm, evidencié relacion entre el
desarrollo de HTA grado 3-4 (14.8% de casos) con bevacizumab y el beneficio clinico en
términos de SG (38.7 vs 25.3 meses, p=0.002)%.

En la misma direccién, Gampenrieder y cols. exploraron el efecto de la aparicion de HTA
con bevacizumab en las pacientes con CMm tratadas en su centro. De las 147 pacientes

en las que se pudo evaluar la respuesta y la TA, el 38% presentaron HTA durante el
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tratamiento, observando mejores resultados en este subgrupo (SLP 13.7 vs 6.6 meses
HR=0.34, p<0.001; SG no alcanzada vs 18.4 meses HR=0.20, p<0.001). En el analisis
multivariante, la HTA resulté ser un factor predictivo independiente de SLP (HR=0.42,
p<0.001) y de SG (HR=0.24, p=0.001)%,

En otros tipos de tumores primarios, también se ha visto un efecto favorable del desarrollo
de HTA tras tratamiento antiangiogénico, como es el caso de pacientes con recaida de

107

glioblastoma multiforme!®’, céancer renal’® y cancer de pulmén no microcitico

metastasico®®,

Sin embargo, el andlisis final del estudio ATHENA, donde se evaluaron 2264 pacientes
con CMm o recaida local que recibieron tratamiento prolongado con bevacizumab junto
con QT en primera linea en la practica clinica, no se encontro relacion entre la aparicion
de HTA y SG0,

Del mismo modo, el equipo de Hurwitz analizo los resultados de siete ensayos clinicos
fase 11l de bevacizumab comparado con placebo obteniendo datos de un total de 6486
pacientes con CCRm, CMm, cancer de pulmén no microcitico metastasico, cancer de
pancreas y cancer renal metastésico. Los resultados fueron negativos en 6 de los trabajos
incluidos, mostrando que la HTA inducida por antiangiogénicos de forma precoz (en los
primeros 60 dias del tratamiento) no podia considerarse un factor prondéstico ni predictivo
en términos de SLP ni de SG. En el caso del CMm se incluyeron los estudios ya
comentados RIBBON-1 (combinacion de bevacizumab con capecitabina o
taxano/antraciclinas en primera linea) y AVADO (dos dosis diferentes de bevacizumab
con docetaxel en primera linea). Sélamente en el estudio AVF2107g (estudio pivotal de
bevacizumab en CCRm) se vio que la HTA predijo un aumento de superivencia
(p<0.0001)*,

Por lo tanto, ante la discordancia de los datos hasta la fecha, son necesarios ensayos

clinicos prospectivos que validen la HTA como un biomarcador predictivo de respuesta

al tratamiento antiangiogénico.
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2.6 VEGF circulante como factor prondstico y predictivo de
respuesta a bevacizumab

Varios estudios, tanto in vitro como in vivo, han demostrado que VEGF-A es la molécula
clave en la promocién de la angiogénesis y que participa activamente en el crecimiento
tumoral y en el desarrollo de metastasisi!2. En la blsqueda de biomarcadores, la
determinacidn de la concentracidn de proteinas circulantes en sangre se ha convertido en
una estrategia atractiva, en parte, por ser facilmente accesible, aunque, a dia de hoy, no
se ha validado para su uso en préactica clinica. En concreto, sobre los niveles plasmaticos
de VEGF hay datos contradictorios. Se ha visto que VEGF y sus receptores estan
sobreexpresados con frecuencia en tumores solidos, incluyendo el cancer de mama,

pulmoén de células no pequenas, colorrectal y prostatat®e,

Centrandonos en pacientes con CCRm, Bestas y cols., tras analizar a 70 pacientes,
observaron que niveles de VEGF elevados en suero se correlacionaron con un estadio
mas avanzado de la enfermedad asi como con la presencia de metastasis*'4. En la misma
linea, Divella y cols., en una cohorte de 103 pacientes, vieron que niveles circulantes
elevados de VEGF se asociaron con la existencia de metastasis hepaticas (p=0.004), asi
como con un prondstico peor en este subgrupo*®. Por su parte, Kwon y cols., examinaron
la expresion de niveles de VEGF en suero de pacientes con CCR (n=132) que iban a
someterse a cirugia curativa, encontrando, aparte de que los niveles de VEGF eran
superiores en los pacientes con cancer en comparacion con el grupo control [(n=50)
p<0.001], que valores altos de VEGF preoperatorio se relacionaron con el tamafio del
tumor (p=0.012) y con una SG menor (p=0.053), siendo propuesto tras el analisis

multivariante como un factor de mal pronostico para SG*°.

Un analisis retrospectivo de dos estudios fase 11l randomizados; el HORIZON Il (que
evaluo la eficacia de un inhibidor tirosina quinasa de VEGFR (cediranib) con QT estandar
frente a placebo con QT en primera linea) y el HORIZON 11 (que compar6 cediranib con
QT estandar frente a bevacizumab con QT en primera linea), exploro el valor de los
niveles basales de VEGF como biomarcador pronostico y predictivo de respuesta. Con
mas del 85% de disponibilidad de los datos de cada estudio, observaron que niveles

basales de VEGF elevados se asociaron con peores resultados en SLP en ambos estudios
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y con peor SG en el HORIZON 11, sin poder considerarse factor predictivo de respuesta

a cediranib?’.

Se obtuvieron resultados similares en un analisis combinado de cuatro estudios fase IlI
con bevacizumab en pacientes con cancer colorrectal, pulmonar y renal metastasico
(AVF2107g, ECOG 4599, AVAIL y AVOREN). Con un total de 1816 pacientes
incluidos, cifras basales de VEGF circulante elevadas se vincularon con una SLP y SG
menor, pero tampoco pudo considerarse un factor predictivo de respuesta al

antiangiogénico®®,

En el congreso de ASCO (American Society of Clinical Oncology) 2017, Tabernero y
cols., comunicaron un analisis retrospectivo del estudio VELOUR (estudio fase 1l que
demostré que la adicion de otro antiangiogénico, aflibercept, a FOLFIRI mejoro la
supervivenciay las TR en pacientes con CCRm que habian fracasado a tratamiento previo
basado en oxaliplatino, incluidos los pacientes tratados previamente con bevacizumab)
con el objetivo de correlacionar la respuesta clinica del grupo pretratado con bevacizumab
y distintos biomarcadores potenciales relacionados con la angiogénesis (determinados en
plasma en el momento basal). Observaron una asociacion entre el aumento de la
concentracion de VEGF-A y la progresion de la enfermedad, sugiriendo que el
tratamiento con bevacizumab podria modular la expresion de biomarcadores asociados
con la resistencia adquirida al tratamiento con bevacizumab (VEGF-A), aungue en esos

casos seguia siendo activo aflibercept®®.

Considerando no solo los niveles basales, Keskin y cols. monitorizaron los niveles de
VEGF séricos antes y después del tratamiento con QT-bevacizumab en 33 pacientes con
CCRm, observando concentraciones de VEGF en suero superiores en los pacientes con
CCRm en comparacion con los controles sanos (p<0.001). Se vio correlacion entre los
niveles de VEGF vy la aparicién de respuesta parcial de la enfermedad al tratamiento
(r=0.82; p<0.01). Ademas, los pacientes con cancer de recto con valores menores de
VEGF (<147.79 pg/mL) antes del tratamiento tuvieron una SG mayor (27.93 frente a
23.27 meses, p=0.026). En el andlisis multivariante los niveles de VEGF fueron
considerados factor prondstico'®. Recientemente, Marisi y cols., han publicado un
analisis retrospectivo con un total de 129 pacientes procedentes del estudio fase 111 ITACa

(donde se incluyeron pacientes con CCRm tratados con QT con o sin bevacizumab) en el
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que han analizado los niveles de ARNm de VEGF circulante al inicio del estudio, en la
primera evaluacion clinica y en la progresion, observando que los pacientes tratados con
bevacizumab con una reduccion mayor o igual al 30% en los niveles de VEGF desde el
inicio hasta la primera evaluacion clinica mostraron una SG mayor en comparacion con
los que no presentaron esta disminucion de VEGF (p=0.008), sin encontrar diferencias en
aquéllos tratados sélo con QT, concluyendo que una disminucion en la expresion de
VEGF desde el inicio hasta la primera evaluacién clinica podria ser predictivo de

respuesta a bevacizumab®?!,

En cuanto al cancer de mama, se han detectado niveles de VEGF en suero mas altos en
pacientes con tumores metastasicos que en pacientes con estadio precoz??. Ademas,
niveles mas altos de VEGF se han relacionado con mal prondéstico, disminucion de SG y
resistencia a la terapia hormonal*'®, aunque Hodorowicz-Zaniewska y cols. no
encontraron relacion entre los niveles basales de VEGF en suero y factores prondsticos
clinico-patoldgicos (tamafio tumoral, afectacion ganglionar, estadio, tipo histolégico,
grado, multifocalidad, estado de los RE y RProg y sobreexpresion de HER2) en 87

pacientes con cancer de mama no metastéasico’?.

En relacion con el papel de VEGF como factor predictivo, disponemos también de
estudios en cancer de mama, como el de Burstein y cols., que en 49 mujeres con CMm
en tratamiento con vinorelbina y bevacizumab, vieron que niveles basales bajos de VEGF

en plasma se asociaron con un tiempo a la progresion mas largo (p=0.012)%,

Lissoni y cols., quisieron estudiar el efecto de la QT en la secrecion de VEGF en 14
pacientes con CMm vy ver la relacidn con la respuesta al tratamiento, observando que los
niveles de VEGF en suero disminuyeron significativamente en las pacientes con respuesta
parcial o enfermedad estable, mientras que no se constatd esta disminucion en aquéllas

que progresaron*?®,

De forma similar, Tang y cols. determinaron en 61 pacientes con CMm los niveles séricos
de VEGEF al inicio del tratamiento con QT (BO0), tras un ciclo (B1), tras 3 ciclos (B3) y
tras 5-6 ciclos (B5-6) y lo correlacionaron con la respuesta al tratamiento y con la
supervivencia. No encontraron asociacién entre la respuesta a la QT y los niveles basales

de VEGF o tras un ciclo, pero si entre los niveles de VEGF tras recibir 3 y 5-6 ciclos de
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tratamiento (p=0.012 y p<0.001 respectivamente), de tal manera que las pacientes que
obtuvieron control de la enfermedad presentaron una disminucion de los valores de
VEGF, mientras que aquéllas que progresaron una elevacion de los mismos, sugiriendo
que la determinacion seriada de VEGF en suero podria ser Util para evaluar la eficacia del
tratamiento y el pronostico. EI modelo de riesgo proporcional de Cox revelé que la
normalizacion del valor de VEGF tras tratamiento y el aumento de VEGF tras 5-6 ciclos
fueron predictores de supervivencia independientes (p=0.031 y p=0.045

respectivamente)%,

Sin embargo, también disponemos de estudios negativos. En este sentido, Kopetz y cols.,
en un estudio fase Il con pacientes con CCRm en tratamiento de primera linea con
FOLFIRI-bevacizumab, no hallaron relacién entre los niveles basales en plasma de VEGF

y SLP 0 SG en los 40 pacientes estudiados?’.

Al igual en cancer de mama, Colleoni y cols., observaron en 63 pacientes con CMm
pretratado en tratamiento con dosis metrondmicas de ciclofosfamida y metotrexato, que
tanto las pacientes con tumores que respondian al tratamiento como aquéllas en las que
habia progresion de la enfermedad presentaron una disminucion similar de los niveles de
VEGEF en suero tras el tratamiento (p=0.078)?%,

Im y cols, en un fase Il con pacientes con CMm en tratamiento de primera linea con
docetaxel y epirrubicina en el que determinaron prospectivamente los niveles de VEGF
circulantes en 38 pacientes, tampoco encontraron relacién entre éstos y la TR o la

supervivencia?®.

El efecto de bevacizumab sobre los niveles de VEGF en plasma no esté claro. Por un lado,
Willet y su equipo, dentro de un estudio fase 1l que estudi el papel de bevacizumab junto
con quimiorradioterapia preoperatoria en cancer de recto localmente avanzado, vieron
que bevacizumab aumento los niveles en plasma de VEGF en 31 pacientes incluidos®°,
Yang y cols., en un fase Il que demostré que bevacizumab podia mejorar el tiempo a la
progresion en comparacion con placebo en cancer renal metastasico, midieron la
concentracion de VEGF en 113 pacientes, aunque 76 de ellos presentaron un valor menor
al limite inferior de deteccion (40 pg/mL). No se observo asociacion entre el valor de

VEGF vy la respuesta a bevacizumab o el tiempo a la progresion aunque los autores
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destacaron la sensibilidad limitada del estudio. Ademas, constataron un aumento
progresivo de los niveles basales de VEGF tras tratamiento antiangiogénico®®!. Pero, la
medicion en plasma de VEGF no discriminaba entre VEGF libre y el VEGF unido a
bevacizumab. Por ello, Loupakis y cols. en 2007 analizaron la viabilidad de la
inmunodeplecion de muestras de plasma en 5 pacientes, eliminando todas las
inmunoglobulinas, separando asi el VEGF unido a bevacizumab del VEGF libre, para
valorar los cambios de VEGF libre tras tratamiento con bevacizumab en pacientes con
cancer metastasico. Vieron que los niveles de VEGF libre medidos después de la
inmunodeplecion de las muestras de plasma disminuyeron significativamente desde el dia
0 (pretratamiento) al dia 14 del tratamiento con bevacizumab, sugiriendo que el
anticuerpo anti-VEGF reduce los niveles plasmaticos del factor de crecimiento
bioldgicamente activo (p<0.02). Los niveles de VEGF de las muestras de plasma sin
depurar también disminuyeron tras el tratamiento con bevacizumab, aunque no de forma
significativa, lo que pone de manifiesto la necesidad de la inmunodepleccion para detectar
variaciones significativas entre muestras antes y después del tratamiento. No hubo
diferencias signifcativas entre los niveles de VEGF de las muestras deplecionadas y no
deplecionadas antes del tratamiento con bevacizumab, pero si se detectaron tras el
tratamiento antiangiogénico (p=0.02), lo que sugiere que el procedimiento de
inmunodepleccién no impacté sobre el VEGF plasmatico libre basal, demostrando la
validez de la medicion de los valores bioldgicos factor de crecimiento activo'®2. Brostjan
y cols. publicaron resultados parecidos en pacientes con cancer de recto tratados con
bevacizumab neoadyuvante, confirmando un aumento del VEGF total tras el tratamiento
(al analizar el plasma disponible de 6 pacientes), pero biol6gicamente inactivo en su
mayoria por estar unido a bevacizumab, es decir se veia una disminucion de los niveles
de VEGEF libre en plasma®®3. También Gordon y cols. mostraron en un estudio fase | de
25 pacientes con cancer (principalmente sarcoma, renal y mama) tratados con dosis cada
vez mayores de un anticuerpo anti-VEGF, una reduccion del VEGF sérico libre cuando

se comparaba con concentraciones séricas basales**,

En la misma direccion, otro trabajo del grupo de Loupakis en 2011, realizado en una
cohorte de 25 pacientes del estudio fase Il con triplete de QT (FOLFOXIRI) y
bevacizumab en primera linea de CCRm, evidencié una disminucion prolongada de los
niveles plasmaticos de VEGF libre tras 15 dias de tratamiento (p=0.016), 57 dias

(p=0.002) y 155 dias (p=0.001) en comparacion con los niveles basales, continuando
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bajos también en el momento de la progresion radioldgica de la enfermedad
(p<0.0001)%,

Un analisis del estudio japonés fase Il AVASIRI, que investigd FOLFIRI-bevacizumab
en segunda linea en 25 pacientes con CCRm, observo que la concentracion de VEGF-A
en suero (medida de forma basal y al 1, 2, 4 y 6 meses tras el inicio de tratamiento)
disminuyo tras el inicio del tratamiento (p<0.0001). Varios pacientes mostraron un
aumento del nivel serico de VEGF-A en el momento de la progresion. Cabe destacar que
cuatro pacientes de los nueve no respondedores mostraron un aumento precoz de la
concentracion sérica de VEGF-A. La SLP de estos cuatro pacientes fue
significativamente menor que la de los otros 21 pacientes (200 frente a 373 dias,
respectivamente, p=0.009), sugiriendo que una elevacion precoz del nivel sérico de
VEGF-A posterior a una disminucion inicial es predictivo de resistencia precoz a

bevacizumab®.

Azzaritti y cols., también evaluaron de forma prospectiva el papel de los niveles de
bevacizumab, VEGF total y VEGF no unido a bevacizumab en plasma de 20 pacientes
con CCRm en tratamiento con QT-bevacizumab. Las mediciones se realizaron en 3
momentos: basal, antes del 2° y antes del 5° ciclo. Constataron que la concentracion de
bevacizumab aumenté con el tiempo en los pacientes con respuesta parcial en
comparacion con aquéllos con enfermedad estable o progresion de la enfermedad,
sugiriendo que podria explicarse por el metabolismo de bevacizumab influido en parte
por polimorfismos de VEGF que pueden ocasionar resistencia al antiangiogénico (lo cual
se abordara en el siguiente capitulo). Los niveles basales de VEGF total no se
correlacionaron con la respuesta al tratamiento. La ratio de VEGF no unido a
bevacizumab / VEGF total disminuyo significativamente antes del 5° ciclo en pacientes
con respuesta parcial y enfermedad estable (p<0.05) y aumenté en aquéllos con

progresion de la enfermedad (p<0.05)*’.

No obstante, para poder sacar conclusiones, todas estas observaciones deberian analizarse
en ensayos clinicos con mayor numero de pacientes y de forma prospectiva. En este
sentido, en CCRm, un fase Il que compar6 XELIRI-bevacizumab vs FOLFIRI-
bevacizumab en primera linea en 285 pacientes, incluyo la determinacion de VEGF-A en

plasma de forma basal y durante el tratamiento, observando que los niveles disminuyeron
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significativamente durante el tratamiento (p<0.001) sin verse correlacion con la respuesta.

El nivel basal de VEGF-A tampoco fue predictor de respuesta*®.

Recientemente en cancer de mama, el ensayo MERIDIAN, un fase 11l de pacientes con
CMm HER2 negativo en primera linea con paclitaxel-bevacizumab vs paclitaxel-placebo,
se disefid para investigar prospectivamente la determinacion de VEGF-A basal en plasma
como biomarcador predictivo de respuesta a bevacizumab en términos de SLP. Se vio
mejora significativa en SLP con la adicion de bevacizumab a paclitaxel de forma
consistente con estudios previos publicados, tanto en la poblacion por intencién de tratar
como en el subgrupo con altos niveles de VEGF en plasma, pero al analizar la SLP en
funcién de los niveles de VEGF-A en 481 pacientes, no se observo un efecto predictivo
del mismo (p=0.46)%.

Se han analizado otros factores angiogénicos/citoquinas en plasma, como se refleja por
ejemplo en el trabajo previamente mencionado de Kopetz!#’, en el que se observd un
aumento de los niveles de varios de ellos antes de la progresion radiologica, alcanzando
la significacion estadistica en el caso del factor de crecimiento basico de fibroblatos
(basic Fibroblast Growth Factor, bFGF), factor de crecimiento hepéatico (Hepatocyte
Growth Factor, HGF), factor de crecimiento placentario (Placental Growth Factor,
PIGF), factor derivado del estroma (Stromal-Derived Factor-1, SDF-1), y proteina
quimiotactica de monocitos 3 (Monocyte Chemotactic Protein-3, MCP-3); todo lo cual
podria contribuir a identificar marcadores moleculares que nos ayuden a elegir los

tratamientos sucesivos de forma personalizada.

2.7 Polimorfismos de VEGF y sus receptores en linea germinal
y respuesta a bevacizumab

Los polimorfismos genéticos hacen referencia a una variacién en la secuencia de un lugar
determinado del ADN entre los individuos de una poblacién. Los tipos mas frecuentes
son los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que afectan a un so6lo par de bases
(adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)) con una frecuencia de al menos el
1% en la poblacion, indels (polimorfismos de insercion / delecion) o cambios
estructurales mayores como variantes de nimero de copias. Polimorfismos en la region

promotora o en los exones pueden afectar a la expresion génica o a las funciones de las
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proteinas, influyendo en diferentes caracteristicas entre los individuos. En general, el
polimorfismo genético se refiere al SNP? y ocurren aproximadamente una vez cada
1000 pares de bases. Diversos estudios los han asociado con la susceptibilidad y

agresividad del cancer*,

El gen VEGF esta localizado en la posicion 6p21.1 del cromosoma 6. Su region de
codificacion se extiende 14 kilobases y consta de 8 exones. Existen numerosos SNPs en
el promotor y en las regiones 5 'y 3' no traducidas (UTR), tal y como se muestra en la

siguiente figura, donde estan representados los mas frecuentes'*:

-2578C>A -2489C>T -1498C>T -1154G>A -634G>C 26T 936C>T 1612G>A
(rs699947) (rs1005230) -460C>T (rs1570360) 4056>C | Ol (rs3025039) (rs10434)
N (rs833061) (rs2010963) "7 |

™, /
™,
., /
., /
promotor SHEFIED Sel:l:Jenu:a’de Region
S5'UTR codificacién 3'UTR

Figura 3. Estructura del gen VEGF y localizacion de sus polimorfismos. Adaptado de Jain y cols*.

Las regiones UTR 5' y 3' contienen elementos reguladores claves que son sensibles a la
hipoxia y contribuyen a la gran variabilidad que hay en la produccion de VEGF por los
tejidos. Tal es el caso del polimorfismo -634G> C, que afecta a la eficiencia de la
traduccion de proteinas o el -936C> T, que influye en las concentraciones plasmaticas

circulantes y en la expresion en tejido tumoral de VEGF3,

En este sentido, diferentes estudios han demostrado que SNPs de genes involucrados en
las vias de angiogénesis dependientes de VEGF pueden afectar a la transcripcion de genes
facilitando la produccion de factores angiogénicos (por ejemplo, VEGF) o formas
solubles de sus receptores (por ejemplo, SVEGFR-2), causando asi diferencias
interindividuales en la capacidad angiogénica y en la resistencia a la terapia

antiangiogénica®*.

Ademas, diferentes SNPs de VEGF se han relacionado con el riesgo de cancer y con el
prondstico de los pacientes con cancer. Por ejemplo, en cancer colorrectal, el alelo T del

-936 C>T se ha asociado, por un lado, con un riesgo mayor de cancer, con un estadio
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avanzado de la enfermedad y con una supervivencia peor y, por otro lado, con un tiempo
mayor a la recaida, aunque otros estudios no han encontrado relacion ni con factores
prondsticos como el tamafio, el grado o el estadio ni con la supervivencia. VEGF -2578
C> A no se ha vinculado ni con el riesgo de cancer, ni con la supervivencia, ni tampoco
con el tamafio tumoral o el estadio®. En cancer de mama, los resultados para VEGF -
2578 C>A 'y 936 C>T son inconsistentes, existiendo estudios que los han asociado con el

riesgo de cancer de mama y otros que no han encontrado diferencias significativas'®.

El papel de estos polimorfismos determinados en linea germinal como predictores de

respuesta a bevacizumab también es discutido.

Loupakis y cols., analizaron cuatro SNPs de VEGF en muestras de sangre periférica de
111 pacientes italianos con CCRm que habian recibido en primera linea FOLFIRI-
bevacizumab y en 107 pacientes que habian recibido s6lo FOLFIRI (grupo control),
destacando al SNP VEGF -1498 C/T, puesto que el genotipo T/T se asocié con una
disminucion significativa de la SLP (p=0.011) en el grupo de pacientes con bevacizumab,
sin encontrar correlacion en el grupo control*2, Ante estos hallazgos, realizaron un
estudio prospectivo en una poblacion similar (n=424) para valorar si el SNP VEGF -1498
CIT podia considerarse un factor predictivo de respuesta a bevacizumab sin encontrar
diferencias entre los diferentes genotipos de dicho polimorfismo y SLP (p=0.38) ni SG
(p=0.95)143,

En poblacion asidtica, Sohn y cols., evaluaron 12 SNPs en sangre periférica en 125
pacientes coreanos provenientes de dos estudios fase Il con CCRm en tratamiento de
primera y segunda linea con QT-bevacizumab, observando que el genotipo T/T del
polimorfismo 1498 VEGF se vinculd a una TR superior respecto a C/T y C/C (75.9 vs
50.8%; p=0.008). De los deméas SNPs analizados también sobresalié el rs9513070 de
VEGFR-1, dado que el A/A mostré un aumento en SLP y SG en comparacion con
G/A+G/G con medianas de 8.7 vs. 6.6 meses respectivamente para SLP (HR=0.50;
p=0.001) y de 26.4 vs. 16.1 meses respectivamente para SG (HR=0.64; p=0.038)*,

Formica y cols., determinaron 8 polimorfismos de VEGF en 40 pacientes dentro de un
ensayo prospectivo con CCRm en primera linea con FOLFIRI-bevacizumab (el 95%

fueron de raza caucasica), hallando que el genotipo G/G de VEGF 1154 (realizado en
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sangre periférica) confirio6 un aumento de riesgo de progresion (G/G vs G/A+A/A
HR=4.43; IC 95% 1.28-15.36, p=0.02), siendo el genotipo A/A el que presentd una SLP
mayor. También constataron que el genotipo G/G de VEGF -634 present6 mas TR frente
al G/C y C/C (64% vs 14% respectivamente, p=0.03)*. En la misma linea, un estudio
del equipo griego de Koutras, analizé 5 polimorfismos de VEGF en muestras de sangre
de 173 pacientes de un ensayo de fase Il que comparé FOLFIRI- bevacizumab frente a
XELIRI-bevacizumab en primera linea, observando que el genotipo G/G de VEGF-1154
fue el que se encontré con mas frecuencia en los pacientes no respondedores (65.5 frente
a 39.8%, p=0.032), asocidndose a una mediana de SG menor en comparacion con G/A 'y
AJ/A (HR=1.62; IC 95% 1.09-2.40; p=0.017)4,

En cancer de mama, Etienne-Grimaldi y cols., realizaron un andlisis de 5 SNP de VEGF
tras extraer sangre de 137 pacientes francesas pertenecientes al estudio MO19391 que
explord la combinacion de bevacizumab +/- taxano en primera linea de CMm o
localmente avanzado HER2 negativo en la préctica asistencial, observando que aquéllas
con el genotipo C/C de -936 C>T presentaron un tiempo a la progresion menor (mediana
9.7 meses IC 95% 7.8-12) en comparacion con los genotipos C/T y T/T (mediana de 11.5
meses, 1C 95% 10-25.8; p=0.022)'.

Sin embargo, en cancer colorrectal, el grupo francés de Sibertin-Blanc y cols., observo
resultados contradictorios tras analizar retrospectivamente a 89 pacientes con CCRm en
tratamiento con QT-bevacizumab, al encontrar que el genotipo C/C de -936 VEGF
(determinado en sangre o tejido sano) se asocié con un TFT mayor en comparacion con
los genotipos C/T y T/T (mediana de 14.2 vs 6 meses (p=0.022 en el analisis
multivariante; HR=0.57; IC 95% 0.35-0.92). Los pacientes con al menos un alelo T
tuvieron peor SG y SLP en comparacion con los pacientes homocigotos C/C en el analisis

univariante (p=0.016 y p=0.044 respectivamente)'*S,

Hay otros estudios que han analizado polimorfismos del receptor de VEGF, como en el
estudio fase Il ACT, que puso de manifiesto tras analizar a 218 pacientes procedentes de
Suecia o Dinamarca con CCRm en tratamiento de primera linea con QT-bevacizumab de
forma prospectiva, que el polimorfismo VEGFR-1 319 C/A (rs9582036) en sangre
periférica se correlaciond con la respuesta, de tal manera que se evidencid respuesta

objetiva en el 36% de los pacientes con genotipo C/C, en el 40% con C/A 'y en el 56%
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con A/A (p=0.048). La TR también difirié significativamente entre los pacientes con
genotipo que contuvo el alelo C (CC+CA) (39%) y los pacientes homocigotos para el
alelo A (AA) (56%) p=0.015°,

En el congreso de ASCO 2012, Cremolini y cols., comunicaron en forma de pdster, un
analisis prospectivo con 424 pacientes donde concluyeron que, entre los SNP analizados
en sangre periférica, sélo las variantes C de VEGFR-2 rs12505758 (n=118) se asociaron
a una SLP menor en comparacion con T/T (n=306) (HR=1.40; IC 95% 1.07-1.84;
p=0.015). En el modelo multivariante, esta asociacion conservé la significancia
(HR=1.402, IC 95% 1.079-1.822; p=0.012), pero se perdio tras la aplicacion de multiples

pruebas de correccion®®,

El estudio prospectivo de Loupakis comentado previamente que fallé en confirmar el
papel del SNP VEGF -1498 C/T, también analiz6 otros polimorfismos, mostrando unos
resultados similares en relacion al SNP rs12505758 de VEGFR-2, donde los genotipos
con alelo C se asociaron a una SLP menor en comparacién con el genotipo T/T (HR=1.36;
IC 95% 1.05-1.75, p=0.015)*4.

Se han publicado otros estudios negativos al respecto. El primero de ellos, publicado por
Loupakis en 2011, ya mencionado con anterioridad, que ademas de evaluar los niveles de
VEGF, también estudié el impacto de 5 SNP de VEGF y 3 SNP de VEGFR-2 en 54
pacientes con CCRm en tratamiento de primera linea con FOLFOXIRI-bevacizumab sin
encontrar resultados relevantes!®. Murphy y cols., presentaron unos datos parecidos en
otro péster en ASCO 2012 tras un analisis retrospectivo con 403 pacientes con CCRm
tratados con bevacizumab sin encontrar relacion entre los 5 SNP de VEGF analizados y
SGlsl.

Ante los resultados discordantes, Lambrechts y cols., realizaron un analisis combinado
de los datos de 5 estudios; un total de 628 pacientes tratados con bevacizumab con CCRm
(NO16966), cancer de pancreas (AVITA), cancer de pulmon no microcitico (AVAIL),
cancer renal (AVOREN) y cancer de mama (AVADO), haciendo el genotipado en ADN
germinal (sangre periférica) de un total de 158 SNPs localizados en VEGF-A, receptores
de VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2) y factores inducibles de hipoxia (HIF-1a y EPAS1). El

SNP rs699946 de VEGF-A se asocio con mejora de la SLP en los pacientes tratados con
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antiangiogénico (HR alélica=1.27 (IC 95% 1.08-1.49, p=0.003), sin encontrar ningun
efecto en los tratados con placebo. En términos de SG, el SNP rs12505758 de VEGFR-2
se relacion6 con aumento de SG en los pacientes tratados con bevacizumab (HR
alélica=1.50, IC 95% 1.21-1.85, p=0.0002) sin ver tampoco efecto en los pacientes con
placebo, por lo que los autores sugieren que ambos polimorfismos podrian comportarse

como factores predictivos de respuesta a bevacizumab®®2.

Hay que tener en cuenta que en la respuesta a los farmacos participan diferentes proteinas,
como dianas terapéuticas, moléculas en la via de sefializacion, enzimas metabolicas o
transportadores de farmacos, lo cual puede hacer probable que el impacto de los
polimorfismos en los genes correspondientes ejerza su influencia s6lo en la presencia de
otros polimorfismos. Asi que, estudiar la interaccion entre los polimorfismos podria
proporcionar una informacion mas fiable en comparacién con un analisis por separado de
asociaciones entre polimorfismos individuales y respuesta a tratamiento. En este sentido,
Pander y cols., utilizando como metodologia la reduccion de dimensionalidad
multifactorial estudiaron las interacciones entre 17 SNPs en 279 pacientes con CCRm en
tratamiento de primera linea con XELOX-bevacizumab. Ninguno de los siete
polimorfismos en VEGF (-1154G>A, -405G>C, -936C>T, -2578C>A, -460C>T) y su
receptor (VEGFR-2 1719 A> T, -604T> C) se asociaron de forma individual con la SLP
en el andlisis multivariante. Sin embargo, un perfil de interaccion genética entre los
polimorfimos del potenciador de la region timidilato sintasa TYMS (TSER) y VEGF +
405G> C si se asocio significativamente con la SLP con medianas de 13.3 (IC 95% 11.4—
153) y 9.7 (IC 95% 7.6-11.8) meses para los perfiles genéticos favorables y
desfavorables respectivamente (p<0.001)™3.

2.8 Sistema renina-angiotensina (SRA)

2.8.1 Generalidades

El SRA es una cascada de péptidos que juega un papel crucial en la regulacién de la
presion arterial y la homeostasis del sodio, regulando el equilibrio de fluidos y electrolitos
a través de una coordinacion entre corazdn, vasos sanguineos Yy rifiones'®*. La via clasica
del SRA comienza con la renina, que es una proteasa sintetizada en las granulaciones de
las células yuxtaglomerulares que rodean las arteriolas aferentes de los glomérulos renales

y que se comportan como sensores de la presion de perfusion renal regulando la presién
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arterial. La renina actla sobre su unico sustrato conocido, el angiotensinégeno (AGT),
una globulina o> circulante formada en el higado predominantemente (también se ha
observado en tejido adiposo, cerebro, médula espinal, corazén, rifién, pulmoén, glandula
adrenal, intestino grueso, estomago, bazo, ovario y vasos sanguineos)'*®, dando lugar a la
angiotensina | (AT-1), un decapéptido inactivo. La enzima convertidora de angiotensina
(ECA), que se encuentra predominantemente en el endotelio de los vasos pulmonares
(pudiendo estar también en el epitelio del tibulo proximal del rifion, en las células ciliadas
del epitelio intestinal, en la placenta y en las células germinales del varon)*®®, convierte a
AT-I en el octapéptido activo, la angiotensina Il (AT-II). AT-Il es un potente vasopresor
que actua directamente sobre la musculatura de la fibra lisa arteriolar y ademas estimula
la produccién de aldosterona por la zona glomerular de la corteza suprarrenal, que
aumenta la reabsorcion de sodio y agua, lo que expande el volumen extracelular
aumentando asi la presion arterial®>’. Se cree que ECA es responsable de al menos el

90% de la conversion de AT-1en AT-11 en sangre, rifion, corazon, pulmén y cerebro®®®,

La liberacion de renina depende de cuatro factores independientes. Por un lado, como se
comentaba previamente, las células yuxtaglomerulares detectan la presion de las
arteriolas aferentes, de tal manera que si disminuye el volumen sanguineo circulante,
disminuye la presion de perfusion renal y por tanto en las arteriolas aferentes, liberandose,
en respuesta, mas renina a la circulacion renal. Asi se forma en Gltima instancia mas AT -
Il que influye en la homeostasis del sodio por dos mecanismos: modifica el flujo
sanguineo renal para mantener constante la filtracion glomerular, cambiando por tanto la
fraccién de filtracion de sodio y estimula la produccion de aldosterona que aumenta la
retencion de sodio produciendo una expansion del volumen del liquido extracelular, lo
cual a su vez amortigiia la sefial para que se inicie la liberacién de renina. Un segundo
factor que influye en la produccion de renina lo constituyen las células de la macula densa
(grupo de células epiteliales del tubulo contorneado distal situadas frente a las células
yuxtaglomerulares) que actlan como quimiorreceptores y, cuando la carga de sodio (o
cloruro) presentada al tObulo distal es elevada, envian una sefial a las células
yuxtaglomerulares para que disminuyan la liberacion de renina. También el sistema
nervioso simpatico regula la liberacion de renina en respuesta a la bipedestacion a traves
de un efecto directo sobre las células yuxtaglomerulares para que aumenten la actividad
de la adenilciclasa o un efecto indirecto sobre estas células o las de la mécula densa a

través de la vasoconstriccion de la arteriola aferente. Por Gltimo, hay factores circulantes
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que participan, como AT-Il que inhibe la liberacion de renina por retroalimentacion
negativa, al igual que los péptidos natriuréticos o la ingesta de potasio que también pueden

bloquear la secrecion de renina®®’.

En relaciéon a ECA, aunque su principal accion es convertir AT-1 en AT-I1 regulando el
control de la presion sanguinea, en funcion del substrato al que se una y su producto,
posee funciones diferentes. Uno de los substratos mas importantes es la bradiquinina
(vasodilatadora y natriurética), que ECA degrada y convierte en péptido inactivo®®®. Asi,
los inhibidores de ECA (iECAs) contribuyen al control de la tension arterial, ademas de
disminuyendo AT-II, aumentando la concentracion de bradiquinina. Otras funciones
incluyen la hematopoyesis, la reproduccién, el desarrollo renal, la funcion renal y la
respuesta inmune®® (participando en el procesamiento de los péptidos que se presentan
al complejo mayor de histocompatibilidad clase I que se encarga de mostrar los peptidos
antigénicos intracelulares a los linfocitos T citotoxicos (CD8) y en diferentes fases de la
respuesta inmune que son dependientes de AT-II: quimiotaxis, adhesion estromal y

activacion de LT).

Se han identificado homologos de ECA, como ECA 2 que se expresa en la superficie de
ciertas poblaciones de células endoteliales, principalmente en rifidén, seguido de corazén
y testiculo, aunque hay trabajos que comentan su presencia en otros tejidos como el
cerebro, tejido adiposo y pancreas. Al igual que ECA, ECA 2 hidroliza AT-I, pero con
mucha menos actividad, actlando también sobre AT-Il, generando AT (1-7), una
molécula con siete aminodcidos biol6gicamente activa (Asp-Arg-Val-Tyr-1le-His-Pro).
AT (1-7) actla posteriormente sobre el receptor MAS Yy tiene varias acciones opuestas a
AT-II, tales como la liberacion de vasodilatadores como NO, PGE2 y bradiquinina, lo
que indica que este péptido produce vasodilatacion, natriuresis, y puede disminuir la
presidn sanguinea. También puede generarse directamente a partir de AT-1 via AT (1-9),
una via que es utilizada tanto por ECA 2 como ECA™. También, de forma contraria a
AT-Il, AT (1-7) disminuye la inflamacion, aumenta la apoptosis, es antiangiogénica y
antiproliferativa®. Se ha sugerido que AT (1-7) actiia como un regulador negativo de la
produccion de AT-II. Por tanto, el equilibrio entre ECA y ECA 2 es importante en la

regulacion de los niveles de AT-111%4,
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La mayoria de los efectos de AT-1l estan mediados por el receptor de AT-II tipo 1
(AGTR-1), que se expresa en diferentes tejidos en el adulto, incluyendo vasos sanguineos,
corteza adrenal, higado, rifion y cerebro®®8. Dado que se expresa de forma abundante en
el tejido cardiovascular, es el responsable de la mayoria de las acciones cardiovasculares
de AT-II. Induce la migracion de las células del masculo liso y monocitos y promueve la
la proliferacion de las células endoteliales®™®. Al activarse, induce la angiogénesis,
proliferacion celular y respuesta inflamatoria. Existe otro tipo de receptor denominado
receptor de AT-II tipo 2 (AGTR-2), que es codificado por un gen diferente y que se
expresa predominantemente en la etapa fetal, aunque también aparece en algunos tejidos
en el adulto como la médula adrenal, Utero y foliculos ovaricos, pero en concentraciones
bajas. Antagoniza alguna de las acciones del AGTR-1, aunque existen datos que sugieren

que la via AGTR-2 también puede ser proangiogénica y proinflamatoria®® (ver figura 4).
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Figura 4: Componentes del sistema renina angiotenisna (SRA). AGT: angiotensindgeno; AGTR-1:
receptor de angiotensina Il tipo 1; AGTR-2: receptor de angiotensina Il tipo 2; AT-1: angiotensina I; AT-
I1: angiotensina Il; ECA: enzima convertidora de angiotensinégeno.

2.8.2 SRA 'y cancer

Cada vez hay mas evidencia de que, ademas del SRA circulante, existe un SRA local o
tisular en la mayoria de los drganos (incluido cerebro, corazén, vasos sanguineos,
glandulas adrenales y rifién) que genera AT-Il que produce sefiales paracrinas y/o

autocrinas dentro de los tejidos™®* y que puede influir en la angiogénesis, proliferacion
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celular e inflamacion. En los seres humanos, el SRA circulante y local representan el 70-
85% y el 15-30% de la funcion del SRA, respectivamente!®’,

Se ha observado sobreexpresion de los componentes del SRA en tejido tumoral [(cerebro,
pulmén, pancreas, mama, prostata, colon, piel, ovario y cérvix)®® y estomago!®?)] en
comparacion con su correspondiente tejido normal. De hecho, en el paso de un fenotipo
celular normal a uno maligno suele verse sobreexpresion del SRA y en particular de
AGTR, lo cual sugiere una relacion entre el SRA y la progresion tumoral®®. Se han
estudiado ambos AGTR (1 y 2). En este sentido, Paepe y cols., observaron tras analizar
49 pacientes, un aumento de los niveles de AGTR-2 en la hiperplasia de mama, cuya
expresion aumento en la forma invasiva en comparacion con el tejido de mama normal*6?.
También en cancer de mama, Tahmasebi y cols., encontraron un aumento de los niveles
de AGTR-1 en relacion con el tejido normal. No detectaron AGTR-2 en el tejido normal,
estando claramente presente en el tumor. Confirmaron la presencia de otros componentes
del SRA como AGT (en menor cantidad que en higado sano), renina (en menor cantidad
que en rifion sano) y ECA (en menor medida que en pulmén sano; lo cual podria ser
debido a que constituyen las principales fuentes de produccion de estos componentes)*2.
En cancer de ovario, Suganuma y cols., constataron que la sobreexpresién de AGTR-1 se
correlaciond con la agresividad del tumor tras examinar a 99 pacientes'®®. En 133
pacientes intervenidos de astrocitoma, Arrieta y cols., hallaron un aumento de expresién
de AGTR-1 y AGTR-2 en los tumores de alto grado en comparacion con los de bajo
grado. Ademas, los tumores con expresion de AGTR-1 mostraron mayor proliferacion
celular y densidad vascular con una tasa de supervivencia menor, sugiriendo que estos
receptores podrian ser una diana terapéutica atractiva®®*. En un modelo animal con ratones
con metastasis hepaticas de cancer colorrectal, Neo y cols, observaron diferencias entre
el SRA local tumoral y el SRA local del tejido hepético circundante, con una disminucién
de la expresion de AGTR-1 y un aumento de AT (1-7) y el receptor MAS en el tumor. La
induccién del tumor condujo a un aumento inicial en la expresion de AGTR-1 y ECA,
mientras que el blogueo del SRA mediante un iIECA (captopril), ademas de reducir el
volumen tumoral de forma significativa, disminuyo la expresién de ECA inicialmente en
el periodo de rapido crecimiento, aunque la aumentd en las fases finales del crecimiento
tumoral, observando ademés una reduccion en la expresion de AGTR-1 y AGT. Los
autores concluyen que parece existir un SRA local tumoral que podria ser bloqueado de

forma independiente por inhibidores del SRA®®.
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AT-Il estimula la expresion de varios factores proangiogénicos, asi como factores de
crecimiento como VEGF, angiopoetina 2 y b-FGF. El blogueo de SRA se asocia con
frecuencia con una disminucion de la produccion de VEGF. En modelos de angiogénesis
inducida por hipoxia, AT-11 promueve la revascularizacion aumentando VEGF, asi como
los niveles de la enzima eNOS por activacion de AGTR-1. En cambio, AGTR-2 parece

antagonizar estas acciones®®.

Por otro lado, AT-11 promueve la expresion de factores de permeabilidad vascular como
las prostaglandinas, NO, factor nuclear- kB (NF-kB) y endotelina. EI SRA y el sistema
de endotelina comparten méas caracteristicas aparte de sus propiedades vasoactivas,
pudiendo causar hipertrofia, proliferacion e inflamacion en condiciones fisioldgicas y
patoldgicas. Se ha sugerido que el SRA puede contrarrestar los efectos del sistema

endotelina y el balance de ambos es lo que determina el resultado®®.

AT 1-7 parece inhibir la angiogénesis y asi se vio en un trabajo publicado por Machado
y cols., donde en un modelo con ratones, AT 1-7 inhibié tanto la angiogénesis como la
proliferacion del tejido fibrovascular a través de una liberacion de NO. Ademas, la
administracion de un antagonista del receptor de AT (1-7) o de inhibidores de la NOS

previnieron dicha inhibicion angiogénica'®® .

Con respecto a ECA, aparte de generando péptidos de AT, también puede actuar de
manera independiente a la cascada SRA-AGTR-1, como miembro de un conjunto de
proteasas transmembrana involucrada en la degradacion de la matriz extracelular, paso
fundamental de la fase inicial de la angiogénesis'®’. Como se comentaba previamente,
cuenta con otros substratos como la bradiquinina, cuya acumulacién estimula los
receptores de bradiquinina (BR-1 y BR-2) sobre las células dentro del microambiente
tumoral. La activacion de BR-1 conduce a la regulacion positiva de FGF y VEGF, que
apoyan la angiogénesis y por lo tanto impulsan el crecimiento del tumor. Otro substrato
de ECA es la sustancia P (neuroquinina liberada por neuronas sensoriales que media el
dolor y la inflamacion). La sustancia P activa el receptor de neuroquinina-1 (que se
expresa en diferentes tumores), lo cual facilita la proliferacion celular, angiogénesis,
supervivencia celular y migracion de las células tumorales para ser capaces de invadir y

metastatizar. Cabe destacar a un tercer substrato, la Acetyl SDKP (N-acetyl-seryl-
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aspartyl-lysyl-proline), que esta aumentada en pacientes con cancer y, aunque su papel

en este sentido atn no se conoce, se cree que participa en la angiogénesis'®’.

En definitiva, el SRA puede producir diferentes respuestas debido a la cantidad de
péptidos y receptores y a las diferentes vias de sefializacién que puede inducir. Del
balance de esas sefiales va a depender el fenotipo celular proliferativo y angiogénico que
dependa del SRAE,

Hay que tener en cuenta que las células tumorales no crecen aisladas, sino que precisan
de un microambiente tumoral que facilite la proliferacion tumoral, el escape del sistema
inmune, el remodelado de la matriz asi como el desarrollo de metéstasis a distancia. Este
microambiente lo componen monocitos, macrofagos, células dendriticas, células T,
fibroblastos, células del estroma y células endoteliales y se ha observado que en todas
ellas se expresan tanto ECA como otros componentes del SRA. Cabe destacar a los
linfocitos T reguladores, puesto que se ha observado un aumento de los mismos
infiltrando diferentes tumores, lo cual se ha asociado a un mal prondstico. Estos linfocitos
acttan suprimiendo la activacion del sistema inmunitario, manteniendo asi la homeostasis
de este sistema y favoreciendo la tolerancia periférica. Ademas de ser capaces de suprimir
el sistema inmune, facilitan la angiogénesis a través de la produccion de citoquinas y

VEGEF interviniendo asi en la progresion del cancer®’.

El impacto del bloqueo del SRA en la incidencia y mortalidad por cancer ain esta sujeto
a debate. Puesto que SRA puede participar en la tumorogénesis tal y como se ha
mencionado, su inhibicion se ha propuesto como una alternativa en el tratamiento de
tumores solidos. Por ello, se han llevado a cabo estudios con iECAs y antagonistas del
receptor de AT-Il1 (ARA-II), que son utilizados en la préactica clinica en el manejo de la
HTA, insuficiencia cardiaca o prevencién del riesgo cardiovascular. Por ejemplo, Menter
y cols., en un analisis retrospectivo de pacientes con cancer de pulmon de células grandes
localmente avanzado o metastasico que recibieron QT en primera linea [carboplatino-
paclitaxel (n=1465) o carboplatino-paclitaxel-bevacizumab (n=348)] estudiaron las
diferencias en supervivencia entre aquéllos que recibieron de forma concomitante
inhibidores del SRA (20% aproximadamente de cada grupo) frente a los que no,
observando un aumento de supervivencia en los que recibian el tratamiento, aunque la

asociacion fue estadisticamente significativa solo en el grupo de QT sin bevacizumab
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(mediana de SG de 12 vs 8.4 meses HR=0.72; IC 95% 0.63-0.84)!%. En la misma linea,
se han desarrollado estudios retrospectivos en pacientes con cancer de pancreas®®,
gastrico'’ o renal'™* avanzado que sugieren resultados clinicos mejores en los pacientes
que reciben inhibidores del SRA. Recientemente, Sun y cols., han publicado un
metaanalisis que muestra una mejora de SG (HR=0.82; IC 95% 0.77-0.88; p<0.001), SLP
(HR=0.74; IC 95% 0.66-0.84; p<0.001) y SLE (HR=0.80; IC 95% 0.67-0.95; p=0.01) a
favor de los pacientes en tratamiento con inhibidores de SRA". Sin duda, se necesitan

estudios prospectivos y a gran escala para confirmar estos resultados.

También se ha evaluado la relacién entre el blogueo del SRA y la incidencia de cancer.
En 1998 Lever y cols., llevaron a cabo un estudio retrospectivo con 5207 pacientes
observando que la incidencia de cancer se redujo en pacientes tratados con iECA durante
mas de tres afios'’®. Desde entonces, se han publicado méas estudios explorando este
campo con resultados discordantes que pueden atribuirse a los diferentes grupos de
poblacion incluidos, diferentes tipos de cancer, asi como los farmacos y sus dosis
empleadas. En 2008, Coleman y cols., realizaron un metaanaalisis con estudios
randomizados aleatorizados controlados (placebo, control activo o control sin
tratamiento) con farmacos antihipertensivos concluyendo que los farmacos antiHTA no
se asociaron con una probabilidad mayor de desarrollar cAncer en comparacién con el
grupo placebo/no tratado como comparacion de referencia con unos valores de HR para
IECA 0.99 IC 95% 0.80-1.24 y de HR para ARA-II 1.12 IC 95% 0.87-1.47*"*. Sin
embargo, en 2010, Sipahi y cols., hicieron otro metaanalisis que incluyé ensayos
controlados aleatorizados con ARA-II administrados en al menos un grupo, con un
seguimiento de al menos un afio con un minimo de 100 pacientes incluidos, observando
que los que recibieron ARA-II presentaron un aumento de riesgo de padecer cancer,
modesto pero significativo (7.2% vs 6%, razén de riesgo [RR] 1.08, IC 95% 1.01-1.15;
p=0.016). Si bien es cierto que la variacion en la magnitud del efecto con la duracion de
la exposicion al farmaco, asi como la importancia de estos hallazgos a nivel de la
poblacion, son desconocidas®™. Por Gltimo, cabe resefiar un tercer metaanalisis publicado
en 2016 por Shen y cols., con ensayos controlados aleatorizados y observacionales
(estudios de casos y controles y estudios de cohortes) con iIECAs y ARA-II con un
seguimiento minimo de un afio, que mostré una incidencia menor de cancer en los
estudios observacionales (RR=0.82; IC 95%: 0.73-0.93), pero no en los ensayos
controlados aleatorios (RR=1.00; IC 95%: 0.92-1.08)7°.
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2.8.3 Polimorfismos del SRA

- Polimorfismo de insercion/delecion (1/D) del gen de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) (rs1799752 o rs4646994)

Las concentraciones plasmaticas y tisulares de ECA, y por lo tanto los niveles de AT-II,
estan determinadas en parte por el gen ECA, que se encuentra en el cromosoma 17923.
En 1990, Rigat y cols., identificaron un polimorfismo consistente en la presencia o
ausencia de un fragmento de ADN de 287 pares de bases en el intron 16 del gen de la
ECA,; un polimorfismo de insercion (1) o delecion (D) y por lo tanto tres genotipos (DD,
Il e ID). La frecuencia alélica fue de 0,4 para la insercion (I) y de 0,6 para la delecién (D).
Estos genotipos se correlacionaron con las concentraciones séricas de ECA, de tal manera
que el genotipo DD se asocié a niveles séricos mayores (promedio de 494.1 +/- 88.3 pg/l),
que ID (392.6 +/- 66.8 ug/l) y que I, el cual presento los valores mas bajos (299.3 +/- 49
ug/l). Se concluyd que el polimorfismo I/D era responsable del 47% del total de la
varianza de ECA en suero, mostrando que el locus del gen ECA es el locus principal que

determina la concentracion de ECA sérical’"178,

Como paso adicional para probar la hipétesis de que niveles menores de ECA protegen
del cancer, el grupo de Koh fue el primero en observar en una cohorte prospectiva de
mujeres chinas en Singapur que las portadoras de genotipos que predisponen a
concentraciones menores de ECA en suero (genotipos ID, Il del polimorfismo 1/D y
genotipos AA y AT del polimorfismo A240 T) tuvieron un riesgo significativamente
reducido de cancer de mama (OR=0.46 1C 95% 0.27-0.81)*"°.

Por su parte, el grupo de Alves Corréa mostré que las portadoras del genotipo ID tuvieron
3.1 veces menos probabilidades de desarrollar cdncer de mama que aquéllas con
genotipos 11/DD en poblacion brasilefia (p=0.0179 y 0.0005 respectivamente, en

comparacion con DD y 11)*€°,

Considerando otros tumores primarios, en estadios precoces de cancer gastrico (88
pacientes con cancer y 145 controles), Ebert y cols., también documentaron que el
genotipo Il se asocid a un riesgo menor de padecer cancer gastrico en comparacion con

el genotipo DD en poblacion europea (OR para el genotipo 11 0.20; IC 95% 0.08-0.54;
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p=0.009; OR 0.55 para el genotipo ID/II; IC 95%, 0.31-0.96; p=0.044) utilizando el

genotipo DD como la categoria de referencia®®’.

Otro estudio con mayor nimero de pacientes realizado en una cohorte prospectiva basada
en la poblacidon del estudio epidemioldgico de Rotterdam, publicado por van der Knaap
y cols. en 2008, exploré la relacion entre los genotipos de ECA vy el riesgo de cancer
colorrectal, pulmén, mama y préstata (6670 participantes durante una media de
seguimiento de 9.6 afos), encontrando que ser portador del genotipo DD se correlacion6
con un riesgo mayor de cancer de mama en comparacion con los genotipos 11/ID
(HR=1.47 IC 95% 1.05-2.04), sin encontrar asociacion en el resto de tumores. Aquéllos
con genotipo DD (que se asocia a niveles altos de ECA) que recibieron inhibidores del
SRA a dosis altas (superior a la dosis media diaria definida por la OMS) y durante un
periodo prolongado (mas de dos afios) presentaron un riesgo menor de cancer (HR=0.28
IC 95% 0.10-0.79) sugiriendo que los inhbidores de SRA podrian proteger a los pacientes
con genotipo DD de desarrollar cancer. Sin embargo, los portadores de genotipos 11/ID
que recibieron inhibidores del SRA a dosis altas tuvieron un riesgo mayor de progresién

de cancer colorrectal a corto plazo®®?.

De forma similar, Fishchuk y cols., observaron que el alelo D se relaciond con un aumento
de riesgo de desarrollar cancer de mama, pero en el grupo de edad entre 36-54 afios
(OR=3.44 IC 95% 1.60-7.37) tras analizar a 131 mujeres con cancer de mama precoz y

102 controles en poblacién ucranianal®,

Sin embargo, en un estudio de cohortes multiétnico que incluyé afroamericanos,
japoneses, latinos y blancos con un total de 1263 casos con cancer de mama invasivo y
2269 controles, se encontrd que las mujeres con genotipo Il tuvieron un aumento
marginalmente significativo de riesgo de cancer de mama (Il vs DD: OR=1.30 IC 95%
1.05-1.61), aungue las asociaciones no fueron totalmente consistentes entre los grupos
étnicos, observandose una vinculacion mas fuerte entre las afroamericanas (Il vs DD:
OR=1.76 IC 95% 1.15-2.68) y sin encontrar relacion en el grupo japonés (Il vs DD:
OR=1.04 1C 95% 0.62-1.75)84.

En poblacion caucasica, Freitas-Silva y cols., constataron que la presencia del alelo | en

mujeres normotensas (TA<140/90) se asocio a un riesgo mayor de cancer de endometrio
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a una edad mas temprana (antes de los 63 afios) [OR=3.60, IC 95% 1.03-12.56; p=0.037]

tras analizar a 171 mujeres (70 casos y 101 controles)*®®,

Pero también se disponen de estudios negativos, como el de Hibi y cols., que no encontrd
relacion entre el polimorfismo I/D de ECA vy el riesgo de cancer gastrico en poblacion

japonesa (583 pacientes y 1742 controles)*.

Ante estos resultados discordantes, Xi y cols., realizaron un metaanalisis en 2011 sin ver

asociacion entre el polimorfismo I/D y el riesgo de cancer de mama®®’,

Sin embargo, el mismo afio se publicé otro metaanalisis por Ruiter y cols., que incluyd
otros tumores primarios (gastrico, colorrectal, préstata, pulmén y mama) y si hallé
asociacion significativa entre el alelo D del polimorfismo I/D de ECA y un aumento del
riesgo de cancer de mama en mujeres postmenopausicas (basado en 2 estudios) [OR=0.65
IC 95% 0.53-0.79 p=0.006] y en cancer de préstata [OR=0.77 IC 95% 0.64-0.92

p=0.035], aunque no fue asi cuando se analizaron todas las poblaciones combinadas®,

Posteriormente, Yang y cols., llevaron a cabo un metaanalisis centrado en el cancer
digestivo sin encontrar diferencias significativas en el analisis global. En el grupo de los
controles, el alelo I parecié ser un factor protector de cancer gastrico (OR=0.87, IC 95%
0.75-1.00, p=0.055)%,

- Polimorfismo A1166C del gen del receptor de angiotensina Il tipo 1
(AGTR-1) (rs5186)

El gen de AGTR consta de cinco exones y se expande mas de 55 kb en el cromosoma

3021-25. Hasta la fecha, se han identificado un gran nimero de polimorfismos*®.

Bonnardeaux y cols. detectaron en 1994 la presencia de una sustitucion de la base adenina
por citosina en la posicién 1166 (A1166C) en la regién 3’"UTR que se asoci6 con un
aumento de la frecuencia de HTA esencial'® Estudios posteriores han mostrado
resultados contradictorios, por lo que Niu y cols., en 2010 desarrollaron un metaanalisis
concluyendo que dicho polimorfismo conferia un riesgo mayor de HTA (OR=1.14 IC
95% 1.00-1.30; p=0.05)'%. Aparte, se ha relacionado con el cancer, habiéndose realizado

la mayoria de los estudios en cancer de mama.
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Algunos de los trabajos comentados previamente, ademas de explorar el polimorfismo
I/D de ECA, también analizaron el polimorfismo A1166C de AGTR-1. Fishchuk y cols.,
mostraron que la presencia del genotipo AC elevd el riesgo de desarrollo de cancer de
mama en el grupo de mujeres mayores de 54 afios (OR=3.09 IC 95% 1.09-8.75)!%, En
cambio, Alves Correa y cols., no encontraron asociacion con el riesgo de cdncer de mama
(p=0.114).

El metaanalisis de Xi, también mencionado, que incluyo dos estudios con el polimorfismo
A1166C de AGTR-1 en el analisis, mostr6 que el genotipo homocigoto CC podria ser un
factor protector del desarrollo del cancer de mama en poblacion caucasica (CC vs AA:
OR=0.31 IC 95% 0.10-0.99)¢".

En 2015 se publicaron dos metaanalisis mas al respecto en cancer de mama. El primero
de ellos, de Chen y cols., mostr6 que el alelo C se relaciond con una disminucion del
riesgo de cancer de mama en poblacion caucasica (C vs A: OR=0.77, IC 95% 0.62-0.96,
p=0.02). Sin embargo, no encontraron asociacion entre ningun genotipo y el riesgo de
cancer de mama (AC+CC vs. AA: OR=0.78, IC 95%: 0.50-1.22, p=0.28; CC vs. AA+AC:
OR=1.64, IC 95%: 0.94-2.85, p=0.08)'*2. El segundo metaanalisis por Li y cols., no
mostro asociacion significativa entre el polimorfismo del gen AGTR1 A1166C y el riesgo

de cancer de mamal®,

Sin embargo, en cancer renal, Deckers y cols., en parte de una cohorte prospectiva de
poblacion caucésica (3583 participantes cin 503 casos de cancer), observaron que el
genotipo CC vs AA aumento el riesgo de cancer (HR=1.49 1C 95% 1.08-2.05)%4.

- Polimorfismo M235T del gen del angiotensindgeno (AGT) (rs699)

El gen AGT se localiza en el cromosoma 1g42-g43. El polimorfismo mas estudiado es el
M235T (en el exdn 2), que consiste en la sustitucion de una metionina por una treonina
en la posicion 235 de la secuencia del aminoacido. Esta variante se relaciona con una

mayor concentracion de AGT en plasma'®

y ademas el alelo T se ha asociado con un
aumento del riesgo de HTA®, Por otra parte, se ha sugerido que juega un papel

importante en la etiologia y progresion del cancer.
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Gonzélez-Zuloeta y cols., en una cohorte de 3527 mujeres postmenopausicas del estudio
de Rotterdam, observaron un aumento del riesgo de cancer de mama en las portadoras del
genotipo MM versus las portadoras del alelo T (OR=1.4 IC 95% 1.1-1.9). Ademas, la
supervivencia libre de cancer de mama fue significativamente menor en las portadoras

del genotipo MM en comparacion con las no portadoras (HR=1.5 IC 95% 1.1-2.2)%",

En cambio, Mendizabal-Ruiz y cols., que observaron una disminucién de cancer de mama
en las pacientes herocigotas (p=0.048), no encontraron asociacion significativa entre el
genotipo MM frente a MT+TT (determinados en tejido) y el riesgo de cancer al comparar

pacientes con cancer de mama con la poblacion general (OR=1.97 IC 95% 0.87-4.42)%,

El metaanalisis de Xi, que incluyé ambos estudios, mostrd una asociacion significativa
entre el polimorfismo AGT M235T y el riesgo de cancer de mama en poblacion caucéasica
(OR=1.45, IC 95% 1.12-1.88)%'

Posteriormente, Fishchuk y cols., mostraron que el genotipo TT se asocid con un aumento
del riesgo de cancer de mama en pacientes mayores de 54 afios (OR=4.09 IC 95% 1.33-
12.51)183,

Ante la inconsistencia de los resultados, otro metaanalisis en 2015 por Lin y cols., que
incluyé otros primarios, concluyd que la variante AGT M235T no se relaciond con el
riesgo de cancer dado que se observo un aumento marginal del riesgo (OR=1.12, IC 95%
1.02-1.24) que desaparecio tras un andlisis de sensibilidad. En un andlisis adicional de
subgrupos por tipo de cancer, tampoco se observo ninguna asociacién con AGT M235T
(todos p>0.05)%.

En el estudio de Deckers y cols. mencionado, también se analizo el polimorfismo AGT

M235T sin observar asociacion entre ningln genotipo y el riesgo de cancer renal®,
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2.9 Otros polimorfismos relacionados con la HTA

2.9.1 Polimorfismos de los receptores B-adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos son miembros de la familia de receptores acoplados a la
proteina G que miden las respuestas fisiologicas a la norepinefrina y adrenalina. Se
dividen en tres familias principales (a1, a2 y B) en funcién de su estructura y mecanismos
de sefializacion. En concreto, los receptores B [que se dividen en 1 (ADRB1), B2
(ADRB2), B3 (ADRB3)] se expresan en el corazéon (Bl y algunos B2 mediando la
contraccion), en el musculo liso (f2, induciendo la relajacion) y en el musculo esquelético
o estriado (B2, induciendo la hipertrofia). Los receptores 32 se expresan generalmente en
todas las células del tejido normal. Los receptores B3 se expresan principalmente en el
tejido adiposo, controlando la lipolisis y en el musculo esquelético, donde contribuyen a

la termogénesis®®.

Se cree que la influencia del sistema b-adrenérgico sobre el metabolismo y el sistema
inmune regula la capacidad de metastatizar del cancer®. Diferentes estudios han
sugerido que los pacientes que reciben antagonistas de estos receptores (prescritos para
enfermedades cardiovasculares o ansiedad) presentan tasas mas bajas de varios tipos de
cancer y su empleo en pacientes con cancer se ha asociado con un aumento de SG y
SLE?%2, Se ha documentado que los receptores B, son mas prevalentes en la patogénesis
del céncer que los receptores a. De hecho, los tres subtipos del receptor b-adrenérgico
estan presentes en muchos tumores, incluido el cerebro, pulmon, higado, rifién, glandula
suprarrenal, mama, ovario, prostata, tejidos linfoides, médula 6sea y vasculatura®® y se
asocian con multiples vias de transduccion de sefiales intracelulares implicadas en la
replicacidn celular, inflamacion, angiogénesis, apoptosis, motilidad celular, activacion de
tumores asociados a virus, reparacion de dafios en el ADN, respuesta inmune y en la

transicion epitelial-mesenquimal®®,

ADRBL juega un papel importante en la mediacion de la transduccion de sefiales del
sistema simpatico-adrenal. Uno de sus polimorfismos méas importantes es el del codén
389, denominado rs1801253 (Gly389Arg) que estad causado por el cambio de C a G
(1165C>G) que sustituye a una arginina por una glicina en la region C-terminal del

receptor. Se ha relacionado con HTA e insuficiencia cardiaca®®.
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Se han encontrado dos polimorfismos del gen de ADRB2; uno en el el codén 16,
sustituyendo arginina por glicina (Arg16Gly) denominado rs1042713, y otro en el codon
27, sustituyendo el &cido glutamico por glutamina (GIn27Glu) denominado rs1042714.
Ambos se han relacionado con la obesidad y en consecuencia con un aumento del riesgo

de cancer.

También se ha identificado otro polimorfismo del gen de ADRB3: una mutacion en el
coddn 64, con reemplazo de triptofano por arginina (Trp64Arg) denominado rs4994. Se
ha vinculado con un aumento del indice de masa corporal, con una edad temprana de
inicio de diabetes mellitus no insulinodependiente, asi como con caracteristicas clinicas
del sindrome de resistencia a la insulina y aumento de riesgo de cancer?®®. En este sentido,
Takezaki y cols., observaron que el SNP Trp64Arg se asocié con un aumento del riesgo
de céancer de colon en pacientes japoneses obesos (OR=2.63; IC 95% 1.13-6.11) tras
analizar 131 casos y 239 controles, sin encontrar asociacion con el polimorfismo
GIn27Glu?®, Pero, en cancer de mama, también en poblacion japonesa (200 casos y 182
controles), Huang y cols., exploraron los genotipos de ADRB2 y ADRB3 observando que
ser portadora del alelo Glu ADRB2 confirié una disminucién del riesgo de cancer de
mama en el subgrupo de mujeres con el primer hijo a una edad menor de 25 afios
(OR=0.35; IC 95% 0.13-0.99)*®. Sin embargo, Feigelson y cols., no encontraron
asociacion entre los genotipos ADRB2 y 3 y el riesgo de cancer de mama en poblacion
caucéasica?®. Tampoco, Wang y cols., observaron relacion entre los diferentes genotipos
del polimorfismo Argl6Gly de ADRB2 vy el riesgo de cancer de pulmén en poblacion
china (313 casos y 321 controles)?”’. En cambio, en cancer de pancreas (173 casos y 476
controles), Zhang y cols, constataron un aumento de riesgo en los portadores del genotipo
de glicina/arginina o arginina/arginina del polimorfismo rs1042713 de ADRB2 en
comparacion con el genotipo glicina/glicina (OR=1.52; IC 95% 1.01- 2.31) en poblacion

estadounidense?®,

2.9.2 Polimorfismos de genes relacionados con el manejo renal de sodio

Las proteinas G son hetero-trimeros compuestos por subunidades a, B y v, que actiian
como interruptores para la transduccion de sefiales desde el espacio extracelular al interior
de la célula a través de su interaccion con receptores acoplados a proteina G. La subunidad
B juega un papel importante en la regulacion de la subunidad o y de varios receptores y

efectores de la sefial de transduccion. EI gen GNB3 es uno de los cinco genes identificados
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en el genoma humano que codifican una subunidad beta de proteina G2%. Los genes que
codifican las subunidades de la proteina G pueden estar involucrados en la patogénesis
de la HTA dado que sus productos son efectores intracelulares de muchas hormonas
vasoconstrictoras, como la AT-Il y la endotelina. Uno de los polimorfismos mas
estudiados del gen GNB3 es el C825T (rs5443), que consiste en una sustitucion de una
citosina por una timina en la posicion 825 en el exén 10, que condiciona un aumento de
la actividad del transportador sodio/protron lo que contribuiria al desarrollo de HTA.
Ademas de con la HTA (se ha descrito una asociacion entre el alelo Ty la HTA), se ha

asociado con hipertrofia ventricular izquierda, obesidad y resistencia a la insulina?°.

2.9.3 Polimorfismos del gen de la sintasa de oxido nitrico endotelial
(eNOS)

Como ya se ha comentado, el NO es un vasodilatador importante que juega un papel bien
establecido en la homeostasis del sistema cardiovascular gracias a su produccion en
mayor medida por la eNOS (también denominada NOS3), codificada por el gen NOS3.
Se han identificado varios polimorfismos del gen NOS3 (ubicado en el cromosoma 7¢36)
que pueden influir en la expresion o actividad de la NOS3, y por tanto en la formacion de
NO. De ellos, cabe destacar dos SNPs. El primero de ellos, rs2070744 (786T>C) que
consiste en la sustitucion de timina por citosina en la posicion 786 del promotor de NOS3
que conlleva a una disminucion de la actividad transcripcional de la actividad de la NOS3.
El segundo SNP, rs1799983 (Glu298Asp) se encuentra en el exdn 7 y aparece tras el
cambio de una guanina por una timina en la posicion 894 del gen NOS3, dando como
resultado una sustitucion de glutamina por aspartato en la posicion 298 de la proteina. El
alelo Asp reduce la unién de NOS3 a la caveolina-1, lo que resulta en una disminucién
de la disponibilidad de NOS3 en su fraccion caveolar en las células endoteliales y por lo
tanto una reduccion de la produccion de NO?. Parece que el NO es critico para la
actividad antitumoral del sistema inmunoldgico asi como en el estrés oxidativo,
angiogénesis y desarrollo de metastasis. La influencia de los SNPs previamente
mencionados en el riesgo de desarrollo de cancer esta sujeta a debate. Hefler y su equipo
en 2006 observaron, tras analizar 269 pacientes con cancer de mama y 244 controles en
poblacion caucasica, que el polimorfismo Glu298Asp (rs1799983) se asocio con el riesgo
de cancer de mama (OR=1.9; IC 95% 1.1-3.6), p=0.03)?'2. Posteriormente, el grupo de
Royo genotipo dicho polimorfismo en 440 pacientes con cancer de mamay 321 controles

en poblacion espafiola, aunque sin encontrar relacion con el riesgo de cancer de mama?2,
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En cancer colorrectal, Arikan y cols., pusieron de manifiesto, despues de realizar el
genotipado en 84 pacientes con cancer y 99 controles en poblacion turca, que los
portadores del alelo G del polimorfismo Glu298Asp tuvieron un riesgo mayor de cancer
en comparacion con el alelo T (p=0.006)?%*. En poblacion coreana, Jang y cols., hallaron
que los genotipos TC y CC del polimorfismo -786T>C (en comparacion con el genotipo
TT), asi como los genotipos GT y TT del polimorfismo 894G>T (en comparacion con el
genotipo GG), se vincularon con un aumento de riesgo de cancer colorrectal (p=0.008 y
p=0.014 respectivamente) tras haber analizado 528 pacientes con cancer y 509 controles
sanos?%®. Sin embargo, Conde y cols., que estudiaron los dos polimorfismos mencionados
de NOS3, no encontraron asociacion entre éstos y la susceptibilidad al cancer colorrectal
en poblacion espafiola con 360 pacientes con cancer y 550 controles?'. Todo ello motivo
al grupo de Zhang a llevar a cabo un metaanalisis en 2014, sin encontrar relacion entre el
polimorfismo GIlu298Asp y el riesgo de cancer, aunque el analisis por subgrupos en
funcién de la localizacion del primario, sugirié que el genotipo TT aumento la
susceptibilidad de riesgo de cancer de mama (TT vs GT+GG, OR=1.31; IC 95% 1.07-
1.62). Por otra parte, el genotipo CC del T786C, si se correlacion6 con un riesgo mayor
de cancer (CC vs. TC+TT: OR=1.31; IC 95% 1.09-1.57). En el andlisis de subgrupos por
origen étnico, la asociacion significativa sélo se observé en caucésicos y, en el analisis
por tipos de cancer, la significancia aparecié en el cancer de mama. No obstante, los
autores destacan como limitaciones del estudio un posible sesgo de publicacion (pudiendo
faltar trabajos con resultados negativos no publicados) asi como la ausencia de datos en
algunas publicaciones como el control de calidad de los métodos de genotipado,
recomendando asi interpretar con cautela las conclusiones, especialmente las derivadas
del andlisis por subgrupos debido a contar con menos estudios y por tanto con menos
datos?’.

Teniendo en cuenta la importancia del SRA, asi como de otros polimorfismos de genes

relacionados con la HTA y con la angiogénesis, quisimos explorar su relevancia clinica

en los pacientes con cancer colorrectal y de mama avanzado.
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3.HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS: Modificaciones constitutivas en el SRA determinan la respuesta y evolucion

a la terapia antiangiogeénica.

OBJETIVOS:

Objetivo primario:

Analizar la relacion entre polimorfismos del SRA y otros genes vinculados con la HTA
y con la angiogénesis y la respuesta al tratamiento antiangiogénico (bevacizumab) en

pacientes con cancer colorrectal y cAncer de mama avanzado.

Obijetivos secundarios:

Explorar si los niveles circulantes de ECA y VEGF-A se relacionan con la respuesta al
tratamiento con bevacizumab.
Explorar si el desarrollo de HTA se asocia a unos resultados mejores en esta poblacion

de pacientes.
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4.PACIENTES, MATERIAL Y
METODO
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4.1 Pacientes

En este estudio longitudinal retrospectivo-prospectivo se incluyeron 232 pacientes
diagnosticados de cancer colorrectal o de mama avanzado que fueron valorados y tratados
por el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario Reina Sofia (HURS) de

Cdrdoba entre mayo de 2010 y mayo de 2015.

Los criterios de inclusion fueron los siguientes: edad superior a 18 afios, haber recibido o
encontrarse en tratamiento con bevacizumab, que se dispusiera de material bioldgico para
llevar a cabo el analisis de polimorfismos asociados a hipertension arterial (HTA),

disponibilidad de informacion clinica, asi como disponibilidad para el seguimiento.

El Comité Etico de Investigacion Clinica de Cordoba y la Subcomision de Investigacion
Sanitaria del HURS aprobaron este estudio en la reunion celebrada el 11 de Mayo 2010

(acta nimero 6) (ver anexo 1).

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado de forma previa a la inclusién
en el estudio y a la extraccion de las muestras (ver anexo 2: consentimiento informado;

anexo 3: documento de solicitud de extraccion de muestra).

4.2 Material

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes incluyendo en la hoja individual de
recogida de datos los correspondientes a datos de filiacion, caracteristicas del paciente,
caracteristicas del tumor y caracteristicas del tratamiento recibido (ver tabla 6). El
tratamiento de los datos se realizd de acuerdo a la normativa vigente del RD 223/2004 de
6 de Febrero y la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre sobre la proteccion de datos
de caracter personal.

Para evaluar la respuesta a los tratamientos, nos basamos en los criterios RECIST 1.1
(Response Evaluation Criteria In Solid Tumors): respuesta completa (RC), respuesta
parcial (RP), progresion (PE), enfermedad estable (EE) (ver anexo 4)?!8, A partir de los
datos obtenidos se elaboraron nuevas variables a las que hemos denominado: tasa de

respuestas globales (TRG) que hace referencia a la suma de RC, RP y EE; supervivencia
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global (SG), que abarca desde la fecha del inicio de tratamiento con bevacizumab hasta
la fecha de la ultima visita en los pacientes no fallecidos y la fecha de exitus para los
fallecidos; tiempo al fallo de tratamiento (TFT), que comprende desde el inicio de
tratamiento con bevacizumab hasta el final del mismo, considerando fallo al tratamiento
cuando fue suspendido por progresién o toxicidad. Para explorar el desarrollo de HTA en
nuestra muestra, se cre6 una nueva variable “HTA 2” dividiendo a los pacientes en: no
HTA, presencia de HTA previa al inicio del tratamiento, no HTA previa y si durante el
tratamiento antiangiogénico, considerando como HTA cifras de TAS>150 y/o TAD>90

mmHg.

4.3 Método

4.3.1 Experimentacion clinica

4.3.1.1. Genotipado

Para el genotipado de los distintos polimorfismos, el ADN gendmico fue purificado a
partir de sangre periférica con el MagNA Pure LC 2.0 Instrument (Roche Diagnostics,
Barcelona, Spain) utilizando el MagNA Pure LC DNA Isolation Kit I (Roche
Diagnostics).

Posteriormente, se realizd el genotipado de los siguientes polimorfismos utilizando
sondas SimpleProbe en Light-Cycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Diagnostics):
VEGF -2578 C/A (rs699947), VEGF -1498 C/T (rs833061), VEGFR-1 (o FLT;
rs9582036), AGTR1 A1166C (rs5186), AGT M235T (rs699), ECA I/D (rs1799752 o
rs4646994), ADRB1 Gly389Arg (rs1801253), ADRB2 Argl6Gly (rs1042713), ADRB2
GIn27Glu (rs1042714), ADRB3 Trp64Arg (rs4994), GNB3 825 C>T (rs5443), NOS3 -
786T>C (rs2070744), NOS3 Glu298Asp (rs1799983).

4.3.1.2. ELISA

Los niveles circulantes de VEGF y ECA en las muestras de plasma se analizaron usando
los correspondientes kits humanos de ELISA de VEGF-A (Human VEGF-A, Platinum
ELISA, eBioscience, San Diego, CA, USA) y de ECA (ACE Human ELISA kit, Abcam,
Cambridge, UK).
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Considerando que los niveles de ECA se correlacionan con los de angiotensina?'®, hemos

realizado la medicion de ECA por ser ésta mas estable en sangre.

4.3.1.3. Analisis estadistico

La base de datos se elabor6 utilizando el sistema informatico de analisis estadistico SSPS

Statistics version 19.0.

En el analisis descriptivo se tuvieron en cuenta valores de media, mediana, cuartiles (Q25-
Q75) y rango para variables cuantitativas y valores de frecuencias absolutas y porcentajes

para variables cualitativas.

Para el estudio del equilibrio de Hardy—Weinberg de los polimorfismos incluidos se

utilizé el test estandar X2 con 1 grado de libertad.

La comparacion entre los diferentes polimorfismos con la TRG de bevacizumab; con los
niveles de ECA (< 6 2135 ng/mL) y con el desarrollo de HTA durante el tratamiento
antiangiogénico, asi como ésta con la TRG o con los niveles ECA (< 6 >135 ng/mL) se
llevd a cabo a través de tablas de contingencia con analisis de significacion estadistica

mediante chi-cuadrado o test de Fisher (en casos de menor tamafio muestral).

Para asociar los niveles de VEGF-A con los distintos polimorfismos o con el desarrollo
de HTA durante el tratamiento con bevacizumab se emple el test no paramétrico Kruskal
Wallis.

Para relacionar los niveles de VEGF-A en sangre con la TRG se utilizd el test no

paramétrico Mann-Whitney.

El analisis entre los diferentes polimorfismos, el desarrollo de HTA durante el tratamiento
con bevacizumab o los niveles circulantes de VEGF-A y ECA en plasmayel TFT y la
SG se realizé mediante el método de Kaplan—Meier y el test de log-rank, empleandose la

regresion de Cox para afiadir la razon de riesgo o hazard ratio (HR).

Se consideraron diferencias estadisticamente significativas con valores de p<0.052%°,
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Se han elaborado graficos y tablas que facilitan la interpretacion de los resultados

obtenidos.

*Calculo de tamafio muestral: La hipotesis de muestro estudio es que la presencia de

polimorfismos relacionados con HTA es un factor predictivo de respuesta a tratamiento
con antiangiogénicos. Por tanto, el TFT esperado en nuestra muestra de pacientes
seleccionados en tratamiento con antiangiogénico en la indicacion aprobada seria similar
a la obtenida en los estudios publicados. La mediana de TFT publicado en otras series
para diferentes neoplasias oscila entre 6 y 11 meses. Para detectar diferencias en la
mediana de TFT >30% (2-3 meses) en funcion de la presencia o no del polimorfismo
(variable principal) con un poder estadistico del 80% y un error alfa < 5%, se necesitarian
40 pacientes con el polimorfismo. Teniendo en cuenta las frecuencias alélicas menores
conocidas para los polimorfismos a estudiar se necesitaran un total de 200 pacientes.
Asumiendo un 15% de pérdidas, bien porque haya una pérdida de seguimiento o porque
la muestra no sea evaluable para el estudio del polimorfismo, necesitariamos 230

pacientes (calculado segln Pita Fernandez S)?2.
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Datos de filiacion:

Nombre?
Numero de historia clinica general
NUmero de historia clinica oncolégica

Caracteristicas del paciente:

Fecha de nacimiento
Sexo: mujer/hombre
Peso (kg)
Talla (cm)
Sindrome metabdlico previo al diagndstico: si/no
Patologia previa:
0 Diabetes Mellitus
0 HTA
o Otras
0 No patologia
Tratamientos cronicos
Tratamiento antihipertensivo previo al tratamiento con bevacizumab
o control sin tratamiento farmacologico
o 1 farmaco antihipertensivo
0 2 farmacos antihipertensivos
o 3 farmacos antihipertensivos
0 4 farmacos antihipertensivos
Fecha del diagndstico del tumor primario
Edad al diagndstico del tumor primario
Fecha del diagndstico de enfermedad metastasica
Edad al diagndstico de enfermedad metastasica
Estado hormonal al diagnéstico inicial?
0 Premenopausica
0 Perimenopausica
0 Postmenopéusica
Edad al inicio de tratamiento con bevacizumab
Estado hormonal al inicio del tratamiento con bevacizumab?
0 Premenopéusica
0 Perimenopausica
0 Postmenopéusica

Caracteristicas del tumor

NUmero de biopsia
Localizacion del primario: mama, colon, recto
Tipo histolégico
0 Carcinoma ductal infiltrante (CDI) de mama
o Carcinoma lobulillar infiltrante (CLI) de mama
o Otros tipos histoldgicos de cancer de mama
0 Adenocarcinoma colorrectal mucinoso
0 Adenocarcinoma colorrectal no mucinoso.
Grado histol6gico
0 Gx: grado histoldgico desconocido
0 Grado 1: bien diferenciado
0 Grado 2: moderadamente diferenciado
0 Grado 3: pobremente diferenciado
RE2: positivos/negativos
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RProg?: positivos/negativos

Ki6722 bajo (<12%)/alto (>12 %)
HER22: positivo/negativo

Mutacion de KRAS*: mutado/wild type
Estadio tumoral (segin TNM): I-1V
Tamario tumoral: TO-T4

Afectacion ganglionar: NO-N3
Localizacion de afectacién metastasica

Caracteristicas del tratamiento recibido

Fecha de cirugia
Tipo de cirugia realizada: conservadora/radical/no realizada
QT neoadyuvante®: si/no
Esquema de QT neoadyuvante
QT adyuvante’: si/no
Esquema de QT adyuvante
HT adyuvante?’: si/no
Esquema de HT adyuvante?
Radioterapia adyuvante’: si/no
Esquema de la linea inmediatamente anterior al tratamiento con bevacizumab
Tratamiento previo con antraciclinas?; si/no
Tratamiento previo con taxanos?: si/no
Duracion de la linea anterior recibida
Mejor respuesta obtenida a la linea anterior®
0 Respuesta completa (RC)
0 Respuesta parcial (RP)
0 Enfermedad estable (EE)
0 Progresion de enfermedad (PE)
0 No valorable (NV)
Linea de tratamiento en la que se administra bevacizumab: neoadyuvancia, adyuvancia,

primera-quinta o sucesiva

Fecha de inicio de tratamiento con bevacizumab
Fecha de fin de tratamiento con bevacizumab
Dosis de bevacizumab administrada: 5, 7.5, 10 6 15 mg/kg
Dosis de bevacizumab total®
Frecuencia de administracion de bevacizumab: quincenal/trisemanal
NUmeros de ciclos de bevacizumab recibidos
Mejor respuesta obtenida con el tratamiento con bevacizumab?®
0o RC
o RP
o EE
o PE
o NV
Fracaso al tratamiento con bevacizumab: si/no
Motivo de la suspension del tratamiento con bevacizumab
0 Progresion
Toxicidad (tipo de toxicidad)
Intervencidn quirirgica
Complicaciones clinicas (deterioro clinico, progresion clinica, infeccion
grave)
Rechazo del paciente
Finalizacion del tratamiento/respuesta mantenida
No se suspende

o O O o

o O
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- Mantenimiento de bevacizumab a la progresion: si/no

- Desarrollo de HTA con bevacizumab: si/no/no recogido
- Realizacion de rescate quirdrgico: si/no

- Fecha de rescate quirdrgico

Fin del seguimiento

- Fecha de la Gltima visita'®

- Fecha de exitus

- Causa del exitus: progresion/toxicidad/desconocido

Muestras extraidas y polimorfismos analizados
- Muestra de ADN: extraida/no extraida
- Polimorfismo: realizado/ no realizado
- VEGF -2578 C/A (rs699947)
- VEGF -1498 C/T (rs833061)
- VEGFR-1 0 FLT (rs9582036)
- ECA I/D (rs1799752 o rs4646994)
- AGTR1 A1166C (rs5186)
- AGT M235T (rs699)
- ADRB1 Gly389Arg (rs1801253)
- ADRB2 Argl6Gly (rs1042713)
- ADRB?2 GIn27Glu (rs1042714)
- ADRBS3 Trp64Arg (rs4994)
- GNB3 825 C>T (rs5443)
- NOS3 -786T>C (rs2070744)
- NOS3 Glu298Asp (rs1799983)
- Niveles de VEGF-A en sangre (ng/mL)
- Niveles de ECA en sangre (ng/mL)
0 <135ng/mL
0 >135ng/mL

Tabla 6. Variables recogidas de los pacientes.

1. Recogidas solo las iniciales. 2. Refiriéndose al grupo de pacientes con cancer de mama. 3. Ki67: indice
de proliferacién celular. 4. Refiriéndose al grupo de pacientes con cancer colorrectal. 5. Segln
clasificacion TNM segun la clasificacién empleada en el momento de la recogida de datos: 72 edicion de
la AJCC (American Joint Committee on Cancer) 2010 (ver anexo 5 y 6 para cancer colorrectal y mama
respectivamente). 6. Tratamiento neoadyuvante es el que se administra de forma previa a la cirugia. 7.
Tratamiento adyuvante es el que se administra de forma complementaria a la cirugia. 8. Segun los criterios
RECIST 1.1 (ver anexo 4). 9. Suma de las dosis recibidas en cada ciclo; muestra la cantidad de
bevacizumab que ha recibido el paciente a lo largo de todo el tratamiento. 10. Se ha recogido la ultima vez
en que el paciente fue valorado en el Servicio de Oncologia Médica (consulta o ingreso) o bien, la Gltima
consulta en otro Servicio de la que ha quedado constancia.

EE: enfermedad estable; HT: hormonoterapia; HTA: hipertension arterial; PE: progresion de la
enfermedad; QT: quimioterapia; RC: respuesta completa; RE: receptores de estrogenos; RP: respuesta
parcial; RProg: receptores de progesterona.

87



4.3.2 Experimentacion preclinica

4.3.2.1 Sobreexpresion del gen AGTRL1 en celulas MCF-7

Las células de cancer de mama MCF7 (hormonodependientes) se obtuvieron de la
coleccion europea de cultivos celulares (The European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECACC)) a través de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia), y se cultivaron en
medio minimo esencial (Minimum Essential Medium MEM) (Sigma-Aldrich)
suplementado con 15% de suero bovino fetal (FBS), 2 mM de L-glutamina, 1% de
aminoacidos no esenciales y antibiéticos. Para generar células que sobreexpresaran
AGTR-1, las celulas MCF7 fueron transfectadas con plasmidos pCR3.1 (control) y
pCR3.1 hATRL1, proporcionado por el Dr. Terry S. Elton. En resumen, la transfeccion con
plasmidos que albergan el cassette KanR/NEO se realizd mediante el método de
lipofeccion usando Lipofectamine 2000 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU)
siguiendo las instrucciones del fabricante y, las células resistentes a neomicina se
seleccionaron mediante la adicion al medio de 500 pg/mL de G418 (Life Technologies).
El cultivo se lavo cada 2 6 3 dias hasta que las colonias aparecieron, y posteriormente, las
células se transfirieron a otro matraz para amplificar la poblacion de células resistentes.
La sobreexpresion en clones se confirmd por Western blot usando una dilucion 1:500 del
anticuerpo anti-AGTR1 (sc-1173, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE. UU).

4.3.2.2 Modelo de xenoinjerto murino

Para los xenoinjertos ortotopicos de cancer de mama, a ratones hembra de 6 semanas de
edad inmunocomprometidos (cepa NOD.SCID) se les implantaron pellets de 17b-
estradiol en el lateral del cuello. Tras 48 horas, las células MCF7 presentaron un
crecimiento exponencial (los clones que sobreexpresaron AGTR-1 y los que no), se
tripsinizaron, individualizaron y resuspendieron en BD Matrigel ™ a una concentracion
final de 2 X 107 células/mL, y 108 células se inyectaron (aguja 25G) en la almohadilla
grasa mamaria de la cuarta mama para generar tumores. Cuatro dias después de la
inoculaciéon de las células, a los animales se les inyecté cada 3-4 dias de forma
intraperitoneal 10 mg/kg de bevacizumab o vehiculo (solucion salina fisiologica) como
control. Al final del experimento, los ratones fueron sacrificados, los tumores fueron
extirpados y sus volimenes se estimaron midiendo a lo largo sus tres ejes, usando la

formula 7/6 (alto x ancho x largo).
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4.3.2.3 Modelo transgénico murino MMTV-PyMT

En colaboracién con el Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO), se
emplearon ratones genéticamente modificados mediante la insercion del oncogén PyMT
bajo el control del virus de tumor mamario de raton (MMTYV) lo cual resulta en la
aparicion espontanea de tumores de la glandula mamaria y en el desarrollo de metastasis
(ratones MMTV-PyMT)??2, Se cruzaron ratones hembra wild type (necesarios para la
lactancia de la cria) con ratones macho heterocigotos. Posteriormente se realizd el
genotipado mediante PCR para confirmar la presencia de PyMT.

Tras varias semanas de acondicionamiento en el animalario, comenzd el desarrollo del
tumor primario, no siendo palpable hasta la semana 7. A partir de ahi, se iniciaron las
mediciones del mismo. Al momento en el que el tumor alcanz6 los 600mm?3
aproximadamente (octava-novena semana de vida del raton), se le considerd tiempo 0
[t0]). Los ratones se dividieron en 4 grupos en funcion del tratamiento recibido y fueron
seguidos hasta su sacrificio (cuando el tumor alcanzo los 1500 mma3 aproximadamente)

(ver figura 5).

- Grupo 1: recibieron vehiculo (salino)

- Grupo 2: recibieron un anti-VEGF murino (B20)
- Grupo 3: recibieron AT-II

- Grupo 4: recibieron B20 y AT-II.

Vehiculo hasta sacrificio

/ B20 hasta sacrificio ‘ N=8

8-9 semanas (600 mm3 aprox) /
1 \
\ AT-Il hasta sacrificio N=5

=
N
i)

B20 hasta sacrifico

AT-1l hasta sacrificio

Figura 5: esquema de grupos de tratamiento.



El tratamiento fue administrado mediante mini bombas osméticas (Micro-osmotic pump
Model 1004 Alzet) que fueron colocadas mediante una incision de 0.5 cm en el lomo del
raton de forma subcutanea, previa anestesia con isoflurano inhalado, rasurado y limpieza
de la zona con etanol. Posteriormente se cerr6 la incision mediante grapa y se
administraron 200 pL de hidrocloruro de buprenorfina al dia durante los 3 dias siguientes
para control del dolor. Las bombas se prepararon con la medicacion el dia previo a su
colocacion y se dejaron a temperatura ambiente para hidratacion de la misma. La dosis
de AT-Il administrada fue de 18ug/dia. La capacidad de liberacion de AT-I1 por parte de
la mini bomba osmdtica fue de 0.11pl/h durante 28 dias (por lo que las mini bombas se
recambiaron cada 28 dias). B20 se administro a dosis de 5 mg/kg disuelto en buffer fostato
salino (PBS: phosphate buffered saline) 2 veces por semana. Se analizé la curva de

crecimiento tumoral, asi como la supervivencia de los ratones.

Figura 6: mini-pump colocada en el ratén.
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5. RESULTADOS
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5.1 Caracteristicas de los pacientes

En el presente estudio se incluyeron un total de 232 pacientes, 98 de ellos (42.2%) con
cancer de colon, 51 (22%) con cancer de recto y 83 (35.8%) con cancer de mama. La
mediana de edad al diagndstico del tumor primario fue de 57 afios (rango 24-83 afios), de
59 afios al diagnostico de enfermedad metastasica (rango 27-83) y de 60 afios al inicio de
tratamiento con bevacizumab (rango 30-83). En cuanto a la comorbilidad, 79 de ellos
(34.1%) no presentaba ninguna patologia previa, 18 (7.7%) estaban diagnosticados de
diabetes mellitus, 90 (38.8%) de HTA y en su mayoria (213, 91.8%) no padecian
sindrome metabolico. Centrandonos en el manejo de dicha HTA, en 14 de los 90 pacientes
(15.5%) se hacia sin tratamiento médico, en 53 (58.9%) se controlaba con 1 farmaco, en
15 (16.7 %) con dos farmacos, en 7 (7.8%) con 3 farmacos y s6lo en 1 caso (1.1%)
precisaba 4 farmacos antihipertensivos. En el caso de las pacientes con cancer de mama,
al diagnostico inicial, 41 (49.4%) fueron premenopausicas, 38 (45.8%) postmenopausicas
y 4 (4.8%) perimenopausicas, mientras que al inicio del tratamiento con bevazicumab, la
mayoria 60 (72.3%) fueron postmenopausicas.

Con respecto a las caracteristicas del tumor, el tipo histologico méas frecuente fue el
carcinoma ductal infiltrante en las pacientes con cancer de mama (73, 88%) y no
mucinoso en los pacientes con cancer colorrectal (129, 86.6%), siendo moderadamente
diferenciado en su mayoria, considerando ambas localizaciones de tumor primario (146,
62.9%). Atendiendo al perfil inmunohistoquimico de los tumores de mama,
principalmente fueron luminales con expresion de RE en 61 casos (73.5%), de RProg en
56 (67.5%), con un Ki 67 elevado en la mitad de los casos aproximadamente (46, 55.4%)
y con sobreexpresion de HER2 en 13 casos (15.7%). En cuanto a la determinacion del
estado mutacional de KRAS en cancer colorrectal, cabe destacar que fue mutado en 76
casos (51%). Valorando la poblacion en su conjunto, en 120 (52%) la enfermedad al

diagnostico se presento en un estadio avanzado.

En relacion al tratamiento recibido, se realiz6 una cirugia conservadora en 68 pacientes
(29.3%) y radical en 122 (52.6%). Recibieron tratamiento adyuvante con QT
neoadyuvante 35 pacientes (15%), con QT adyuvante 83 pacientes (35.8%), con

radioterapia adyuvante 72 pacientes (31%) y en el caso de las pacientes con cancer de
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mama, recibieron HT adyuvante 42 de ellas (50.6%). A lo largo de la evolucion de la

enfermedad, se realiz6 un rescate quirurgico en 65 pacientes (28%).

Considerando el tratamiento antiangiogénico, la TRG (RC+RP+EE) a la linea previa fue
de 60.5%, habiendo recibido en el caso de las pacientes con cancer de mama antraciclinas
y taxanos previamente en la mayoria de los casos (84.3 y 76% respectivamente).
Bevacizumab se administrd principalmente en primera y en segunda linea (132 (56.9%)
y 42 (18.1%) pacientes respectivamente), obteniéndose como mejor respuesta RC en 20
pacientes (8.6%), RP en 106 pacientes (45.7%) y EE en 74 (31.9%), pudiéndose rescatar
quirdrgicamente 34 pacientes (14.7%). La mediana de ciclos recibidos fue de 12 ciclos
(rango 1-63) con una mediana de duracion de tratamiento de 34 semanas. El tratamiento
se suspendio en 132 casos (56.9%) por progresion de la enfermedad, por toxicidad en 39
casos (16.8%) en forma de: tromboembolismo venoso en 10 pacientes (25.6%), sangrado
en 9 pacientes (23%), fistulas en 6 pacientes (15.4%), tromboembolismo arterial en 7
pacientes (17.9%) [2 accidentes cerebrovasculares agudos isquémicos y 5 accidentes
isquémicos transitorios], complicacion de la cicatrizacion en 1 paciente (2.6%), HTA mal
controlada en 1 paciente (2.6%), proteinuria en 1 paciente (2.6%) y bradicardia en 1
paciente (2.6%). En 2 casos se suspendid el antiangiogénico por toxicidad a la QT
acompafante (5.1%) y en otro no estaba documentado el tipo de toxicidad (2.6%). Otros
motivos de interrupcién de tratamiento fueron: intervencién quirdrgica en 21 pacientes
(9.1%), rechazo del paciente en 5 pacientes (2.2%), finalizacion del tratamiento (en casos
de administrarse en adyuvancia) o respuesta mantenida en 16 pacientes (6.9%) o
complicaciones clinicas en 9 pacientes (3.9%) [4 casos de infeccidn grave, 2 casos de
deterioro clinico sin evidencia radiol6gica de progresion, 2 casos de suboclusion intestinal
y 1 caso sin especificar el tipo de deterioro]. Cabe destacar que 49 pacientes (21.1%)
desarrollaron HTA durante el tratamiento con bevacizumab, la cual se manejo
adecuadamente con tratamiento antihipertensivo, suspendiéndose sélo en el caso

previamente mencionado.

En el momento del analisis, 10 pacientes (4.3%) continuaban con tratamiento.
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Frecuencia | Porcentaje

N 232 100%
Localizacion del tumor primario

- Mama 83 35.8%

- Colon 98 42.2%

- Recto 51 22%
Sexo

- Mujeres 134 57.8%

- Hombres 98 42.2%
Sindrome metabdlico previo

- Si 19 8.2%

- No 213 91.8%
Estado hormonal al diagnéstico®

- Premenopausica 41 49.4%

- Perimenopéusica 4 4.8%

- Postmenopausica 38 45.8%
Estado hormonal al inicio de tratamiento con bevacizumab?

- Premenopausica 11 13.3%

- Perimenopausica 4 4.8%

- Postmenopausica 60 72.3%

- Desconocido 8 9.6%
Patologia previa

= DM 18 7.7%

- HTA 90 38.8%

- Otras 45 19.4%

- No patologia 79 34.1%
Tratamiento antihipertensivo previo a bevacizumab

- control sin tratamiento farmacol6gico 14 15.5%

- 1 farmaco antiHTA 53 58.9%

- 2 farmacos antiHTA 15 16.7%

- 3 famacos antiHTA 7 7.8%
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- 4 farmacos antiHTA 1 1.1%
Tipo histologico

- CDI 73 88%

- CLI* 10 12%

- Mucinoso? 20 13.4%

- No mucinoso? 129 86.6%
Grado histoldgico

- G1 (bien diferenciado) 20 8.6%

- G2 (moderadamente diferenciado) 146 62.9%

- G3 (pobremente diferenciado) 57 24.6%

- Gx (desconocido) 9 3.9%
RE!

- Positivos 61 73.5%

- Negativos 22 26.5%
RProg*

- Positivos 56 67.5%

Negativos 25 30.1%
No valorable 2 2.4%

Valor de Ki67*

- Alto (>12%) 46 55.4%

. Bajo (<12%) 16 19.3%

- Desconocido 21 25.3%
Sobreexpresion de HER2!

- Si 13 15.7%

- no 70 84.3%
Estado mutacional de KRAS?

- mutado 76 51%

- wild type 66 44.3%

- no realizado 7 4.7%
Estadio al diagnostico (TNM)

- estadio | 5 2.2%
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- estadio 1A 25 10.8%

- estadio 1B 21 9.1%

- estadio 1IC 1 0.4%

- estadio I11A 19 8.2%

- estadio 111B 28 12.1%

- estadio 111C 12 5.2%

- estadio IV 120 52%
Tipo de cirugia

- conservadora 68 29.3%

- radical 122 52.6%

- no cirugia 42 18.1%
QT neoadyuvante

- si 35 15%

- no 197 85%
QT adyuvante

- si 83 35.8%

- no 149 64.2%
Radioterapia adyuvante

- si 72 31%

- no 160 69%
HT adyuvante!

- si 42 50.6%

- no 41 49.4%
Antraciclinas previas a bevacizumab?!

- si 70 84.3%

- no 11 13.3%

- desconocido 2 2.4%
Taxanos previos a bevacizumab*

- si 63 76%

= no 10 12%

- taxanos con bevacizumab 10 12%
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Respuesta a linea anterior a bevacizumab

- RC 2 2.2%
- RP 26 28.6%
- EE 27 29.7%
- PE 32 35.1%
- NV 4 4.4%
Linea de tratamiento con bevacizumab
- neoadyuvancia/adyuvancia 9 3.9%
- primera 132 56.9%
- segunda 42 18.1%
= tercera 18 7.7%
- cuarta 16 6.9%
- quinta o sucesiva 15 6.5%
Maéxima respuesta a bevacizumab
- RC 20 8.6%
- RP 106 45.7%
- EE 74 31.9%
- PE 27 11.6%
- NV 5 2.2%
Motivo de suspension de bevacizumab
- progresion 132 56.9%
- toxicidad 39 16.8%
- intervencion quirargica 21 9.1%
- complicaciones clinicas 9 3.9%
- rechazo del paciente 5 2.2%
- finalizacion del tratamiento/respuesta 16 6.9%
mantenida
- no se suspende 10 4.3%
Mantenimiento de bevacizumab a la progresion
- si 82 35.3%
- no 124 53.4%
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- no progresion 26 11.2%

HTA durante el tratamiento con bevacizumab

- si 49 21.1%
- no 177 76.3%
- desconocido 6 2.6%

Recate quirdrgico
- si 65 28%
- no 167 2%

Tabla 7. Caracteristicas de la poblacién.

1.Referido a pacientes con cancer de mama; 2. Referido a pacientes con cancer colorrectal.

CDI: carcinoma ductal infiltrante; CLI: carcinoma lobulillar infiltrante; DM: Diabetes mellitus; EE:
enfermedad estable; HTA: Hipertension arterial; HT: hormonoterapia; NV: no valorable; PE: progresién
de enfermedad; QT: quimioterapia; RC: respuesta completa; RE: receptores de estrogenos; RP: respuesta
parcial; RProg: receptores de progesterona.

Las frecuencias genotipicas de los diferentes polimorfismos relacionados con la HTA

analizados se detallan en la tabla 8.

Al comparar las frecuencias alélicas de nuestra muestra con las de la poblacion caucéasica
europea segun la base de datos de dbSNP y Alfred, se vio que los polimorfismos VEGF
-2578 C/A (rs699947), VEGF -1498 C/T (rs833061), VEGFR-1 0 FLT (rs9582036), ECA
I/D (rs1799752 o rs4646994) y ADRB3 Trp64Arg (rs4994) estaban en equilibrio de
Hardy-Weinberg. Sin embargo, los polimorfismos AGTR1 A1166C (rs5186), AGT
M235T (rs699), ADRB1 Gly389Arg (rs1801253), ADRB2 Argl6Gly (rs1042713),
ADRB2 GIn27Glu (rs1042714), GNB3 825 C>T (rs5443), NOS3 -786T>C (rs2070744)
y NOS3 Glu298Asp (rs1799983) estaban en desequilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05).
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Genotipos Frecuencia | porcentaje | Control Poblacién Chi
Observada espafola/europea | cuadrado?!
(Esperado)

VEGF-2578 C/A A 0.48 2.005

Polimorfismos de VEGF | (rs699947) C0.52
Yy Su receptor

AA 50 21.6% 52 23%

AC 123 53% 113 50%

CcC 53 22.8% 61 27%

ND 6 2.6%

VEGF -1498 C/T T0.53 0.672

(rs833061) c047

TT 57 24.6% 61 28%

TC 115 49.6% 109 50%

cc 46 19.8% 48 22%

ND 14 6%

VEGFR-10FLT A 0.69 2.16

(rs9582036) Cco0.31

AA 109 47% 109 47.6%

CA 92 39.7% 98 42.8%

CC 26 11.2% 20 9.6%

ND 5 2.2%

ECA I/D (rs1799752 IN 0.37 0.91
Polimorfismos del SRA | 0 rs4646994) DEL 0.63

IN/IN 34 14.7% 31 13.7%

IN/DEL 98 42.2% 105 46.6%

DEL/DEL 92 39.7% 88 39.7%

ND 8 3.4%

AGTR1 A1166C A 0.69 *6.57

(rs5186) Cc0.31

AA 124 53.4% 106 47.6%

AC 84 36.2% 95 42.8%

cC 14 6% 21 9.6%

ND 10 4.3%

AGT M235T T 0.57 *6.16

(rs699) C0.43

TT 90 38.8% 74 32.5%

CT 105 45.3% 111 49%

CcC 32 13.8% 42 18.5%

ND 5 2.2%
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ADRB1 Gly389Arg G 0.32 *5.23
Polimorfismos de los (rs1801253) C0.68
receptores adrenérgicos
GG 13 5.6% 22 10%
CG 110 47.4% 98 44%
CcC 99 42.7% 102 46%
ND 10 4.3%
ADRB2 Argl6Gly A 0.36 *155.99
(rs1042713) G 0.64
AA 90 38.8% 29 13%
AG 51 22% 104 46%
GG 84 36.2% 92 41%
ND 7 3%
ADRB2 GIn27Glu G043 *6.48
(rs1042714) C0.57
GG 37 15.9% 42 18.5%
CG 98 42.2% 111 49%
cC 92 39.7% 74 32.5%
ND 5 2.2%
ADRB3 Trp64Arg T0.94 0
(rs4994) C0.06
TT 97 41.8% 97  88,4%
TC 12 5.2% 12 11,2%
CcC 1 0.4% 1 0.4%
ND 122 52.6%
GNB3825 C>T T0.30 *5.01
Polimorfismos de genes | (rs5443) C0.70
relacionados con el
manejo renal de sodio TT 30 12.9% 20 9%
TC 96 41.4% 95 42%
cC 100 43.1% 111 49%
ND 6 2.6%
NOS3 -786T>C C0.50 *12.12
Polimorfismos del gen de | (rs2070744) T0.50
la sintasa de 6xido nitrico
endotelial CcC 17 7.3% 30 25%
CT 59 25.4% 60 50%
TT 44 19% 30 25%
ND 112 48.3%
NOS3 Glu298Asp G 0.62 *5.29
(rs1799983) T0.38
GG 38 16.4% 47 38.4%
GT 58 25% 57 47.1%
TT 26 11.2% 18 14.5%
ND 110 47.4%
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Niveles de VEGF-A en 3.94 +/-
plasma (ng/ml)? 2.52
Niveles de ECA en 140.22 +/-
plasma (ng/mL)? 109.33

Tabla 8. Frecuencias genotipicas de los diferentes polimorfismos relacionados con la HTA analizados.
1.Para considerar diferencias significativas (p<0.05 con 1 Grado de Libertad) el valor de chi cuadrado
ha de ser superior a 3.84. 2. resultado expresado como valor de la media +/- desviacidn tipica. ND: no
determinado.

5.2 Analisis temporal

En el momento del analisis habian fracasado al tratamiento 171 pacientes (73.7%), ya
fuera por progresion (132,77.2%) o por toxicidad (39, 22.8%).

La mediana de TFT con bevacizumab fue de 8.8 meses (IC 95% 6.11-11.48) en pacientes
con cancer de mama avanzado y de 10.16 meses (IC 95% 8.55-11.78) en pacientes con

cancer colorrectal avanzado (ver figuras 7 y 8).

En relacion a la SG, considerando la fecha de Gltima visita en los pacientes vivos, en las
pacientes con cancer de mama avanzado, con 57 eventos en el momento del analisis, la
mediana fue de 32.20 meses (IC 95% 20.87-43.53). En pacientes con cancer colorrectal
avanzado, con 100 eventos en el momento del andlisis, fue de 33.23 meses (IC 95% 25.17-
41.29) (ver figuras 9 y 10).
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Figura 7. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) en pacientes con cancer de mama avanzado.
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Figura 8. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) en pacientes con cancer colorrectal avanzado.
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Figura 9. Supervivencia global (SG) en pacientes con cancer de mama avanzado.
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Figura 10. Supervivencia global (SG) en pacientes con cancer colorrectal avanzado.
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5.3 Estudio de los polimorfismos del SRA

5.3.1 Relacién entre los diferentes polimorfismos y la respuesta al
tratamiento antiangiogeénico

Todos los polimorfismos se compararon con la TRG, el TFT y la SG.

Considerando nuestra muestra en su totalidad, pudimos ver que el genotipo AA vs CC y
AC del polimorfismo VEGF -2578 C/A (rs699947) se asocid a una tasa de progresién
mayor: 22.4 vs 11.5 y 7.5% respectivamente (p=0.02). Como cabia esperar, los del
genotipo AA presentaron un TFT menor [mediana de TFT de 7.37 meses (IC 95% 5.88-
8.85) en AA vs 10.60 meses (IC 95% 9.25-11.96) en AC y 12.90 meses (IC 95% 5.12-
20.68) en CC; p=0.004] y una SG menor [mediana de SG de 24.57 meses (IC 95% 17.29-
31.84) en AA vs 30.90 meses (IC 95% 22.91-38.89) en AC y 35.97 meses (IC 95% 24.71-
47.23) en CC; p=0.25].

También se encontraron mas progresiones en los pacientes con genotipo IN/IN vs
IN/DEL y DEL/DEL del polimorfismo ECA I/D (rs1799752 o rs4646994): 23.5 vs 9.7%
respectivamente (p=0.04). De forma coherente, en aquéllos con genotipo IN/IN se
observé un TFT y una SG menores, pero sin diferencias estadisticamente significativas
[mediana de TFT de 8.07 meses (IC 95% 2.46-13.67) en IN/IN vs 9.93 meses (IC 95%
8.56-11.31) en IN/DEL y DEL/DEL; p=0.22; mediana de SG de 28.10 meses (IC 95%
18.96-37.24) en IN/IN vs 33.23 meses (IC 95% 25.80-40.67) en IN/DEL y DEL/DEL,;
p=0.56].

Las diferencias encontradas con el polimorfismo AGTR1 A1166C (rs5186) no fueron
estadisticamente significativas. Sin embargo, en consonancia, con nuestros resultados
previos, constatamos mas progresiones en los pacientes con el genotipo AA vs AC/CC
del polimorfismo AGTR1 A1166C (rs5186): 13.9 vs 8.4% respectivamente (p=0.21), lo
cual se correlacion6 con un TFT menor [mediana de 9.80 meses (IC 95% 7.96-11.64) en
AA vs 10.03 meses (IC 95% 7.25-12.82) en AC/CC; p=0.27] y una SG menor [mediana
de 29.67 meses (IC 95% 22.74-36.59) en AA vs 33.23 meses (IC 95% 22.42-44.04) en
AC/CC; p=0.18].

No encontramos diferencias en el resto de polimorfismos.
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Analizamos los resultados en funcién de la localizacion del tumor primario (ver tablas 9
y 10).

En cancer de mama, se observaron més progresiones en aquéllas con genotipo IN/IN vs
IN/DEL y DEL/DEL del polimorfismo ECA 1/D (rs1799752 o rs4646994): 50 vs 11.8%
respectivamente (p=0.02). De forma concordante, aquéllas con el genotipo IN/IN
fracasaron al tratamiento antes [mediana de TFT de 2.87 meses (IC 95% 0-6.56)] en
comparacion con las del genotipo IN/DEL y DEL/DEL [mediana de 9.60 meses (IC 95%
6.88-12.32); p=0.003]. Esta peor evolucion de las pacientes con genotipo IN/IN también
se reflejo en la supervivencia, constatando una mediana menor de SG en comparacion
con los otros genotipos pero sin alcanzar la significacion estadistica [mediana de 18.23
meses (IC 95% 14.03-22.44) en IN/IN vs 32.20 meses (IC 95% 20.97-43.43) en IN/DEL
y DEL/DEL; p=0.06] (ver figuras 11y 12).

Ademas se identificaron diferencias con el polimorfismo AGT M235T (rs699), de tal
manera que en aquéllas con el genotipo CT se vieron mas progresiones en comparacion
con TTy CC: 25 vs 9.1 y 0% respectivamente (p=0.07), asi como una mediana de TFT
menor [7.47 meses (IC 95% 5.45-9.48) en CT vs 9.60 meses (IC 95% 6.17-13.03) en
TT y 16.80 meses (IC 95% 15.26-18.34) en CC; p=0.03] y de SG menor [20.63 meses
(1C 95% 12.03-29.24) en CT vs 30.67 meses (IC 95% 18.35-42.99) en TT y no alcanzada
en CC; p=0.04] (ver figuras 13 y 14).

Aungue no se hallaron diferencias entre los genotipos del polimorfismo VEGFR-1 0 FLT
(rs9582036) con la TRG ni el TFT, no fue asi en SG, observando que las que tenian el
genotipo CC vivian menos en comparacion con el resto de grupos [mediana de SG de
13.67 meses (IC 95% 0.00-31.39) en CC vs 22.50 meses (IC 95% 7.05-37.95) en AA 'y
48.57 meses (IC 95% 43.63-53.50) en CA; p=0.005] (ver figura 15).

De forma similar, pudimos constatar que las pacientes con el genotipo CT de NOS3
786T>C (rs2070744) tuvieron una SG menor [mediana de 19.47 meses (IC 95% 15.14-
23.79) en CT vs 48.57 meses (IC 95% 0-97.71) en TT sin alcanzar la mediana en CC;
p=0.034] (ver figura 16).
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Figuras 11y 12. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) y supervivencia global (SG) en funcion del
polimorfismo ECA 1/D en cancer de mama avanzado.
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Figuras 13 y 14. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) y supervivencia global (SG) en funcion del
polimorfismo AGT M235T (rs699) en cancer de mama avanzado.
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Figura 15. Supervivencia global (SG) en funcion del polimorfismo VEGFR-1 o FLT (rs9582036) en
cancer de mama avanzado.
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Figura 16. Supervivencia global (SG) en funcion del polimorfismo NOS3 786T>C (rs2070744) en
cancer de mama avanzado.

En cancer colorrectal, se observaron mas progresiones en aquéllos con el genotipo AA
vs CC y AC del polimorfismo VEGF -2578 C/A (rs699947): 24.2 vs 88 y 3.9 %
respectivamente (p=0.006). Analogamente, los del genotipo AA fracasaron antes al
tratamiento [mediana de TFT de 8.30 meses (IC 95% 5.80-10.79) en AA vs 10.50 meses
(IC 95% 8.35-12.65) en AC y 17.50 meses (IC 95% 9.34-25.66) en CC; p=0.003] y
vivieron menos [mediana de SG de 23.20 meses (IC 95% 18.02-28.37) en AA vs 33.70
meses (IC 95% 23.99-43.40) en AC y 40.47 meses (IC 95% 26.59-54.34) en CC; p=0.05]
(ver figuras 17 y 18).
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Ademas, vimos una tasa de progresion mayor en los portadores del genotipo AA vs
AC/CC del polimorfismo AGTR1 A1166C (rs5186): 13.7 vs 4.3% respectivamente que
rozo la significacion estadistica (p=0.05), sin encontrar diferencias relevantes en TFT ni
SG [mediana de TFT de 10.13 meses (IC 95% 7.79-12.47) en AA vs 11.03 meses (IC
95% 7.91-14.15) en AC/CC; p=0.58; mediana de SG de 29.67 meses (IC 95% 19.94-
39.39) en AA vs 33.43 meses (IC 95% 19.68-47.19) en AC/CC; p=0.69].

El genotipo GT del polimorfismo NOS3 Glu298Asp (rs1799983) también se asocio con
mas progresiones en comparacion con los genotipos homocigoticos: 15.6 vs 0% (p=0.05).
Aunque no se hallaron diferencias significativas en el TFT, si se encontraron en SG,
siendo menor en GT (mediana de SG de 25.97 meses (IC 95% 7.09-44.85) en GT vs 41.30
meses (28.49-54.10) en GG, sin ser alcanzada en TT; p=0.01) (ver figura 19).
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Figura 17. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) en funcién del polimorfismo VEGF -2578C/A
(rs699947) en cancer colorrectal avanzado.
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Figura 18. Supervivencia global (SG) en funcion del polimorfismo VEGF -2578C/A (rs699947) en

cancer colorrectal avanzado.
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Figura 19. Supervivencia global (SG) en funcion del polimorfismo NOS3 Glu298Asp (rs1799983) en
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111




genotipo
VEGF -2578C/A (rs699947)
AL
AC
cc

WVEGF -1498 C/T (rs833061)
T
TC
cC

FLT VEGFR-1 o FLT (rs%582036)
AA
CA
cc

ECA I'D (rs1799752 o 154646994)
IN/IN
IN/DEL
DEL/DEL

AGTR1 A1166C (rs5186)
An
AC
cC

AGT M235T (rs699)
TT
CT
cc

ADRBI Gly389Arg (rs1801253)
GG
G
cC

ADRB2 Argl6Gly (rs1042713)
AA
AG
GG

ADRB2 GIn27Gh (rs1042714)
GG
cG
cc

ADRB3 TrpG4Arg (rs4994)
TT
TC
cc

GNB3 825 C>T (rs5443)
T
TC
cC

NOS3 786T>C (rs2070744)
cC
CT
T

NOS3 Gh298Asp (rs1799983)
GG
GT
TT

n (%)

16 (20.5)
44 (56.4)
18 (23.1)

20 (26.3)
44 (57.9)
12 (15.8)

34 (43)
34 (43)
11 (14)

8(10.6)
34 (44.7)
34 (44.7)

49 (65.3)
21 (28)
5(6.7)

33 (41.8)
36 (45.6)
10 (12.6)

4(52)
41(532)
32 (41.6)

33 (42.3)
16 (20.5)
29 (37.2)

140177
29 (36.7)
36 (45.6)

38 (82.6)
8(17.4)
0(0)

9 (11.4)
32 (40.5)
38 (48.1)

5(14.7)
14 (41.2)
15 (44.1)

11 (31.4)
12 (34.3)
12 (34.3)

respuestas (RG vs PRO) %

813wvs18.8
86.4wvs 13.6
833ws16.7

85vs 15
86.4 vs 136
75vs25

824wvs17.6
853vs 147
909 vs 9.1

50 wvs 50
88.2wvs11.8
88.2wvs11.8

85.7vs 143
8lwvs 19
80vs 20

90.9vs 9.1
75vs25
100 vs 0

T5vs 25
85.4vs 14.6
844wvs 156

81.8vs 18.2
938 vs63
82.8wvs 1722

85.7vs 143
828vs 172
86.1vs13.9

132 vs 86.8
0wvs 100
Owvs0

66.7 vs 33.3
81.3wvs 18.8
92.1vs 79

100 vs 0
78.6vs21.4
73.3vs 26.7

727 vs273
75 vs25
91.7wvs 83

p=0.76

p=0.61

p=0.78

*p=0.02

p=0.68

p=0.07

p=0.77

p=0.61

p=0.92

p=057

p=0.09

p=0.63

p=0.58

mediana TFT (IC 95%; en meses) 'mediana SG (IC 95%) en meses

6.83 (3.77-9.89)
10.60 (9.24-11.95)
7.73 (4.74-10.72)

7.73 (2.68-12.78)
10.63 (7.84-13.43)
6.83 (0.06-13.61)

12.10 (7.79-16.40)
7.47 (5.45-9-48)
8.30 (3.39-13-20)

2.87 (0.00-6.56)
12.37 (6.99-17.74)
7.73 (4.79-10.67)

$.80 (6.34-11.26)
6.83 (3.13-10.53)
NA

9.60 (6.17-13.03)
7.47 (5.45-9.48)
16.80 (15.26-18.34)

1027 (0.00-22.94)
7.73 (6.39-2.07)
10.60 (7.59-13.60)

9.80 (5.89-13.71)
$.30 (1.68-14.92)
$.80 (5.86-11.74)

$.80 (6.69-10.90)
7.30 (6.02-8.58)
10.63 (4.85-16.41)

10.77 (7.04-14 49)
1027 (7.08-13.45)

8.30 (0.84-15.76)
7.73 (5.54-9.92)
9.80 (6.47-13.13)

7.47 (0.01-14.93)
5.87 (2.17-9.56)
7.00 (4.03-9.97)

4.53(1.15-7.81)
7.00 (5.07-8.93)
7.47 (0.00-19.69)

p=0.07

p=0.10

=083

*p=0.002

p=0.65

*p=0.03

p=0.79

p=0.94

p=0.50

p=0.60

p=046

p=075

p=0.65

37.87 (7.33-68.39)
29,87 (16.21-43.52)
32.20 (10.34-54.06)

32.50 (24.40-40.59)
23.30 (11.69-34.91)
18.77 (11.47-26.07)

22.50 (7.05-37.95)
48.57 (43.63-53.50)
13.67 (0.00-31.39)

18.23 (14.03-22.44)
32.50 (22.54-42.46)
23.30 (9.94-36.66)

50(7.13-37.87)
77 (16.29-35.24)
NA

30.67 (18.35-42.99)
20.63 (12.03-29.24)
NA

15.30 (4.23-26.37)
2330 (10.99-35.61)
37.87 (13.61-62.12)

2577 (9.72-41.81)
21.43 (0.00-54.28)
30.67 (17.13-44.20)

37.70 (19.48-55.92)
23.30 (0.38-46.22)
24.73 (14.89-34.57)

32.20 (13.42-50.98)
16.97 (13.13-20.80)

19.47 (16.19-22.74)
21.43 (6.82-36.05)
37.70 (10.05-65.35)

NA
19.47 (15.14-23.79)
48.57 (00.00-97.71)

2330 (2.41-44.18)
48.57 (16.27-80.86)
NA

p=086

p=0.69

*p=0.005

p=0.16

p=0.15

p=042

p=0.87

p=0.88

p=045

*p=0.034

p=034

Tabla 9. Relacion entre los polimorfismos y la tasa de respuestas globales (TRG), tiempo al fallo de
tratamento (TFT) y supervivencia global (SG) en pacientes com cancer de mama avanzado. RG:
respuestas globales; PRO: progresion.



genotipo
WVEGF -2578C/A (rs699947)
AA
AC
cC

WVEGF -1498 C/T (rs833061)
T
TC
cC

FLT VEGFR-1 o FLT (rs9582036)
AA
CA
ccC

ECA ID (rs1799752 o rs4646994)
ININ
IN/DEL
DEL/DEL

AGTR1 A1166C (rs5186)
AA
AC
cC

AGT M235T (1s699)
T
cT
cc

ADRBI Gly389Arg (rs1801253)
GG
cG
cc

ADRB2 Argl6Gly (rs1042713)
A4
AG
GG

ADRB? Gn27Ghs (rs1042714)
GG
cG
cc

ADRB3 Trp64Arg (rs4994)
T
TC
cc

GNB3 825 C>T (rs3443)
TT
TC
cc

NOS3 786T>C (rs2070744)
cC
CT
T

NOS3 Glu298Asp (rs1799983)
GG
GT
T

n (%)

34(23)
79 (53.4)
35 (23.6)

37 (26.1)
71(30)
34(23.9)

75 (50.7)
58(39.2)
15 (10.1)

26 (17.6)
64(43.2)
58(39.2)

75 (31)
63 (42.9)
9(6.1)

57(38.5)
69 (46.6)
22 (14.9)

9(6.2)
69 (47.6)
67 (46.2)

57(38.8)
35(23.8)
55.(37.4)

23 (15.5)
69 (46.6)
56 (37.8)

59(92.2)
4(6.3)
1(1.6)

21(143)
64 (43.5)
62 (42.2)

12 (14)
45 (52.3)
29 (33.7)

27 (31)
46 (52.9)
14 (16.1)

respuestas (RG vs PRO) % mediana TFT (IC 95%) en meses mediana SG (IC 95%) en meses

75.8vs 242
96.1vs 3.9
912vs B8

86.1vs 139
94.1vs 59
848vs 152

904 vs96
90.9 vs9.1
86.7vs 133

846vs154
90 vs 10
9Fvs7T

86.3vs 137
100vs 0
62.5vs 373

89.3vs 10.7
93.9vs6.1
81vs 19

100vs 0
848vs152
93.8vs 0.2

89.1vs 109
91.2vs 8.8
90.6vs 94

90.9vs 9.1
89,4 vs 10.6
90.9vs 9.1

87.7vs 123
100 vs 0
100vs 0

95 vsd
839vs16.1
95wvs 3

100ws 0
88.4vs1l6
96.6vs 3.4

100 vs 0
844vs 156
100vs 0

*p=0.006

p=0.88

p=0.49

*p=0.0001

p=0.13

p=0.94

p=0.95

p=1.00

p=0.09

p=0.40

p=0.05

£.30 (5.80-10.79)
10.50 (8.35-12.65)
17.50 (9.34-25.66)

17.20 (6.66-27.74)
9.93 (7.74-12.12)
9.33 (6.92-11.74)

11.03 (7.43-14.63)
9.10 (6.52-11.68)
13.40 (7.66-19.14)

11.67 (0.82-22.51)
11.27 (8.75-13.78)
§.40 (6.73-10.07)

10.13 (7.79-12.47)
1167 (8.99-14.34)
7.63 (0.00-16.42)

11.27 (8.70-13.83)
9.57 (7.55-11.58)
10.03 (4.94-15.12)

28.97 (7.99-49.93)
10.30 (5.87-14.73)
9.33 (7.44-11-22)

11.27 (9.13-13.39)
9.33 (7.86-10.80)
11.27 (4.92-17.61)

§.07 (3.48-12.65)
9.73 (7.47-12.00)
10.50 (8.19-12.81)

11.03 (7.96-14.11)
10.13 (3.93-16-34)
32.60

17.20 (1.76-32.64)
833 (5.66-11.01)
11.67 (8.81-14.53)

21.63
8.37 (6.05-10.68)
11.67 (0.00-26.18)

11.67 (3.59-19.74)
7.70 (6.21-9.19)
12.43 (4.36-20.30)

*p=0.003

p=0.19

p=0.82

p=0.12

p=0.19

p=0.48

p=0.07

p=0.11

23.20 (18.02-28.37)
33.70 (23.99-43.40)
40.47 (26.59-54.34)

40.37 (28.06-52.67)
33.70 (22.64-44.76)
25.83 (20.61-31.06)

28.10 (18.25-37.95)
30.90 (18.57-43.23)
41.17 (30.29-52.03)

28.50 (20.75-36.25)
35.97 (23.16-48.77)
29.80 (19.59-40.01)

29.67 (19.94-39.39)
3343 (24.15-42.71)
22.70 (0.90-44.49)

30.90 (14.73-47.07)
33.70 (25.01-42.39)
25.97 (20.39-31.53)

51.63 (45.46-57.80)
25.33 (17.79-32.87)
3323 (20.26-46.20)

33.43 (15.88-47.99)
33.23 (12.21-54.25)
30.90 (19.11-42.69)

47.93 (21.92-73.95)
30.90 (22.01-39.79)
28.50 (16.19-40.81)

25.27 (18.42-32.11)
3343 (11.35-55.52)
53.97

36.20 (26.02-46.38)
28.10 (19.26-36.93)
33.23 (21.81-44.66)

27.97 (11.65-44.77)
58.50 (35.31-81.69)
47.93 (28.40-67.46)

41.30 (28.49-54.10)
25.97 (7.09-44.85)
NA

p=0.05

p=0.81

p=0.45

p=0.89

p=0.68

p=0.59

p=0.62

p=0.84

=086

p=0.05

*p=0.011

Tabla 10. Relacion entre los polimorfismos y la tasa de respuestas globales (TRG), tiempo al fallo de
tratamento (TFT) y supervivencia global (SG) en pacientes com cancer colorrectal avanzado. RG:
respuestas globales; PRO: progresion.
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5.3.2 Relacion entre los diferentes polimorfismos y los niveles
plasmaticos de VEGF-Ay ECA

Los niveles plasmaticos de VEGF-A se determinaron en 52 pacientes (62.6%) con cancer
de mamay 82 pacientes (55%) con cancer colorrectal. En cuanto a los niveles de ECA en
plasma, fueron analizados en 50 pacientes (60.2%) con cancer de mama y 66 pacientes
(44.3%) con céncer colorrectal.

Con respecto a VEGF-A, en cancer colorrectal, se observo que los genotipos AC del
polimorfismo VEGF -2578 C/A (rs699947) y TC del polimorfismo VEGF -1498 C/T
(rs833061) se asociaron con niveles menores de VEGF-A en plasma (p=0.03).

No se encontraron diferencias en las pacientes con cancer de mama ni al considerar la

muestra en su totalidad.

Tampoco se vieron diferencias entre los polimorfismos y los valores de ECA
independientemente de la localizacion del tumor primario (ver tablas 11 y 12). Sin
embargo, considerando todos los pacientes, pudimos evidenciar que el genotipo
DEL/DEL se asocid con niveles circulantes de ECA mas elevados en comparacion con el
resto de genotipos pero sin alcanzar la significacion estadistica. De tal manera que la
media de los niveles de ECA fue de 168.81 +/- 136.41 ng/mL en DEL/DEL (n=39),
133.02 +/- 98.26 ng/mL en IN/DEL (n=62) y 95.88 +/- 32.43 ng/mL en IN/IN (n=14);
p=0.11. Este hallazgo se mantuvo al analizar por separado los pacientes con cancer de

mama Y colorrectal, sin llegar en ningln caso a ser estadisticamente significativo.
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niveles de VEGF niveles de ECA

n media p <135 n (%) z 135n(%) p
genotipo
VEGF -2578C/A (rs699947) 0.52 0.60
AA 10 4.80 4(s0) 4(s0)
AC 29 4.79 18 (60) 12 (40)
cc 12 3.65 8(72.7) 3(27.3)
VEGF -1498 C/T (rs833061) 0.15 0.16
TT 13 3.28 9 (81.8) 2(18.2)
TC 31 491 19 (59.4) 13 (40.6)
cc 7 5.11 2(33.3) 4(66.7)
FLT VEGFR-1 o FLT (rs9582036) 0.26 0.53
AA 23 4.89 14 (60.9) 9(39.1)
CA 20 3.74 10 (55.6) 8 (44.4)
cc 9 5.13 7(77.8) 2(22.2)
ECA ID (rs1799752 o rs4646994) 0.09 0.72
IN/IN 3 2.69 2(66.7) 1(33.3)
IN/DEL 27 5.46 18 (66.7) 9(33.3)
DEL/DEL 20 3.63 10 (52.6) 9 (47.4)
AGTR.1 A1166C (rs5186) 0.69 0.66
AA 32 4.54 18 (58.1) 13 (41.9)
AC 14 3.96 7(53.8) 6 (46.2)
cc 2 6.79 2(100) 0 (o)
AGT M235T (rs699) 0.26 0.93
TT 22 4.32 13 (65) 7(35)
CcT 22 4.25 13 (59.1) 9 (40.9)
cc 8 5.61 5(62.5) 3(37.5)
ADRBI1 Gly389Arg (rs1801253) 0.67 0.72
GG 3 3.45 1(33.3) 2(66.7)
CG 28 4.77 16 (61.5) 10(38.5)
cc 19 4.55 12 (63.2) 7(36.8)
ADRB?2 Argl6Gly (rs1042713) 0.06 0.83
AA 19 5.44 10 (58.8) 7(a1.2)
AG 13 451 8(57.1) 6 (42.9)
GG 19 3.62 12 (66.7) 6(33.3)
ADRB2 GIn27Glu (rs1042714) 0.13 0.06
GG 10 3.32 9 (90) 1(10)
CG 15 5.17 6 (42.9) 8(57.1)
cc 27 4.55 16 (61.5) 10 (38.5)
ADRB3 Trp64Arg (rs4994) 0.07 1.00
TT 37 4.50 22(57.9) 16 (42.1)
TC 8 5.94 5(62.5) -3(37.5)
ccC 0 - - -
GNB3 825 C>T (rs3443) 0.77 0.46
TT 6 4.47 5(83.3) 1(16.7)
TC 20 4.15 10 (52.6) 9 (47.4)
cc 26 4.75 16 (64) 9 (36)
NOS3 786T>C (rs2070744) " 0.35
cc 1 4.49 1(100) 0 (o)
CcT 3 4.61 2(100) 0 (o)
TT a 1.86 2(100) 0 (o)
NOS3 Glu298Asp (rs1799983) 0.57 0.5
GG 3 5.48 3 (100) 0 (o)
GT 2 0.97 1(50) 1(50)
TT a 1.96 1(100) 0 (o)

Tabla 11: Relacion entre los polimorfismos y los niveles circulantes de VEGF-A y ECA en pacientes
con cancer de mama avanzado.
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niveles de VEGF niveles de ECA

n media o <135(n %) =135 (n %) p
genotipo
WVEGF -2578C/A (rs699947) *0.03 0.13
AA 18 4.19 12 (80) 3 (20)
AC 42 2.93 27(79.4)  7(20.6)
cc 2 4.39 9(52.9) 8 (47.1)
VEGF -1498 C/T (rs833061) *0.03 0.47
T 20 4.01 11(64.7)  6(35.3)
TC a2 2.93 27(79.4)  7(20.6)
cc 18 4.44 10(66.7)  5(33.3)
FLT VEGFR-1 o FLT (rs9382036) 0.55 0.86
AA a2 3.86 23(69.7)  10(30.3)
CA 32 3.40 19 (76) 6(24)
cc 8 3.02 6 (75) 2(25)
ECA ID (rs1799752 o rs4646994) 0.94 0.33
IN/IN 17 3.74 10(90.9)  1(9.1)
IN/DEL a1 3.60 24(68.6)  11(314)
DEL/DEL 24 3.50 14 (70) 6(30)
AGTR1 A1166C (rs5186) 0.40 1.00
AA 42 3.26 23(71.9)  9(28.1)
AC 35 3.97 23(74.2)  8(25.8)
cc a 2.95 2 (66.7) 1(33.3)
AGT M235T (rs699) 0.94 0.38
TT 34 3.50 17(65.4)  9(34.6)
CT 37 3.68 23(74.2)  8(25.8)
cc 11 3.65 8 (88.9) 1(11.1)
ADRBI Gly389Arg (rs1801253) 0.30 0.83
GG 5 3.39 3 (60) 2 (40)
CG a0 3.26 25(73.5)  9(26.5)
cc 35 411 19(73.1)  7(26.9)
ADRB? Argl6Gly (rs1042713) 0.61 0.88
AA 30 3.23 16(76.2)  5(23.8)
AG 26 3.80 16(69.6)  7(20.4)
GG 25 3.82 15(71.4)  6(28.6)
ADRB2 GIn27GMh (rs1042714) 0.35 0.28
GG 12 4.49 6 (60) 4 (40)
CG a0 3.47 25(69.4)  11(30.6)
lole 30 3.42 17(85) 3(15)
ADRB3 Trp64Arg (rs4994) 0.77 0.32
TT 56 3.46 41(73.2)  15(26.8)
TC 4 2.57 3 (75) 1(25)
cc 1 3.57 0(0) 1(100)
GNB3 825 C>T (rs5443) 0.07 0.52
TT 12 5.00 7(87.5) 1(12.5)
TC 36 3.26 21(67.7)  10(32.3)
cc EE] 3.56 20(74.1)  7(25.9)
NOS3 786T=C (rs2070744) 0.36 0.04
cc 5 3.31 0(0) 0(0)
CcT 13 3.74 6 (100) 0(0)
T 5 5.51 0(0) 2(100)
NOS3 Gu298Asp (rs1799983) r 0.61 0.46
GG 6 3.35 0(0) 0(0)
GT 11 212 3 (60) 2 (40)
TT 7 4.92 3 (100) 0(0)

Tabla 12: Relacion entre los polimorfismos y los niveles circulantes de VEGF-A y ECA en pacientes
con cancer colorrectal avanzado.
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5.3.3 Relacion entre los diferentes polimorfismos y el desarrollo de
HTA durante el tratamiento antiangiogénico

No se encontro relacion entre los diferentes polimorfismos y el desarrollo de HTA
durante el tratamiento con bevacizumab ni en pacientes con cancer de mama ni

colorrectal.

5.4 Relacion entre los niveles plasmaticos de ECA 'y la
respuesta al tratamiento antiangiogénico

Los niveles plasmaticos de ECA se relacionaron con la TRG, el TFT y la SG.

En general, se observé que niveles circulantes superiores de ECA se asociaron con la
TRG pero sin alcanzar la significacion estadistica (p=0.05) con una media de ECA de
146.78 +/- 114.46 ng/mL en los pacientes con RG y de 91.78 +/- 35.45 ng/mL en los
pacientes con progresion. Al dividir en funcion de la localizacion del tumor primario,
vimos resultados similares en cancer colorrectal (p=0.05), sin encontrar diferencias en las
pacientes con cancer de mama (p=0.64).

No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de ECA y el

TFT considerando la muestra en su conjunto.

En pacientes con cancer de mama se observé una mediana de TFT de 10.76 meses (IC
95% 7.42-14.11) en pacientes con niveles de ECA < 135 ng/mL y de 10.60 meses (IC
95% 6.27-14.93) en pacientes con niveles de ECA > 135 ng/mL; p=0.46; HR=1.27. Sin
embargo, en pacientes con cancer colorrectal se observo que niveles de ECA> 135 ng/mL
se asociaron con un TFT mayor pero sin alcanzar la significacion estadistica, con una
mediana de 13.70 meses (IC 95% 7.11-20.21) vs 9.93 meses (IC 95% 7.89-11.98) en
aquéllos con cifras de ECA < 135 ng/mL,; p=0.41; HR=1.29 (ver figura 20).

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los niveles de ECA y la SG

considerando la muestra total.

En pacientes con cancer de mama se observo una mediana de SG de 32.20 meses (IC 95%
17.68-46.72) en pacientes con niveles de ECA < 135 ng/mL y de 22.50 meses (IC 95%
0-45.49) en pacientes con niveles de ECA > 135 ng/mL; p=0.87; HR=1.05. Como era de
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esperar, en pacientes con cancer colorrectal, niveles de ECA > 135 ng/mL se asociaron
con una SG mayor pero sin alcanzar la significacion estadistica, con una mediana de 38.50
meses (IC 95% 4.20-75.80) vs 26.10 meses (IC 95% 18.14-34.06) en aquéllos con cifras
de ECA < 135 ng/mL; p=0.22; HR=1.43 (ver figura 21).
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Figuras 20 y 21. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) y supervivencia global (SG) en funcién de los
niveles plasmaticos de ECA en cancer colorrectal avanzado.
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Con la idea de mejorar el posible papel de ECA como valor predictivo de respuesta a
bevacizumab, realizamos un andlisis combinado de los genotipos del polimorfismo de
ECA I/D y los niveles de ECA. Asi, se establecieron dos grupos: el grupo A (aquéllos
pacientes que presentaron niveles de ECA > 135 ng/mL y genotipos DEL/DEL o IN/DEL
[n=35]) y grupo B (aquéllos pacientes con niveles de ECA < 135 ng/mL y genotipo IN/IN
[n=12]), viendo que el grupo A tuvo un TFT mayor con una mediana de 13.30 meses (IC
95% 9.05-17.55) vs el grupo B con una mediana de 7.77 meses (IC 95% 1.65-13.88);
p=0.04 (ver figura 22). No se encontraron diferencias significativas entre estos grupos y
la SG.
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Figura 22. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) en funcidn del grupo A (ECA > 135 ng/mL y genotipos
DEL/DEL o IN/DEL) y grupo B (ECA < 135 ng/mL y genotipo IN/IN) considerando todos los pacientes.

5.5 Relacion entre los niveles plasmaticos de VEGF-A y la
respuesta al tratamiento antiangiogénico

Los niveles de VEGF-A en plasma también se relacionaron con la TRG, el TFT y la SG.

No se encontraron diferencias entre los niveles de VEGF-A en plasmay la TRG, el TFT
o0 la SG considerando todos los pacientes. Pero, en las pacientes con cancer de mama,
niveles mayores de VEGF-A se asociaron con mayor tasa de respuestas de forma
estadisticamente significativa (p=0.02), asi como con una disminucién del 20% del riesgo
de fallar al tratamiento (p=0.002, HR=0.80) sin encontrar diferencias en SG (p=0.60,
HR=1.03).
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En cambio, en pacientes con cancer colorrectal, no se encontraron diferencias en TRG
(p=0.74), TFT (p=0.75; HR=1.02) ni SG (p=0.54, HR=1.03).

5.6 Relacién entre el desarrollo de HTA y la respuesta al
tratamiento antiangiogénico

Para conocer el impacto del desarrollo de HTA durante el tratamiento con bevacizumab
en nuestra muestra, se correlaciond éste con la TRG, el TFT y la SG.

No vimos diferencias entre la aparicion de HTA y la TRG ni considerando todos los
pacientes, ni al analizar por separado los pacientes con cancer colorrectal y cancer de
mama. Comprobamos de forma global, que los pacientes que experimentaron HTA
durante el tratamiento antiangiogénico (n=28) presentaron un TFT mas largo con una
mediana de 20.17 meses (IC 95% 11.55-28.78) vs 10.27 meses (IC 95% 9.13-11.40) en
aquéllos que tenian HTA previa y 8.30 meses (IC 95% 6.85-9.75) en el grupo sin HTA,
sin alcanzar la significacion estadistica (p=0.07). Ademas, los pacientes que presentaron
HTA tuvieron una SG mayor, con una mediana de 56.17 meses (IC 95% 24.13-88.20) vs
29.87 meses (IC 95% 22.20-37.54) en los que tenian HTA previa y 28.10 meses (IC 95%
18.42-37.78) en aquéllos sin HTA; p=0.04 (ver figuras 23 y 24).
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Figura 23. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) en funcién del desarrollo de hipertensién arterial
(HTA) con el tratamiento con bevacizumab (muestra total).
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Figura 24. Supervivencia global (SG) en funcion del desarrollo de hipertension arterial (HTA) con el
tratamiento con bevacizumab (muestra total).

Las pacientes con cancer de mama que desarrollaron HTA durante el tratamiento con
bevacizumab (n=13) tardaron mas en fracasar al tratamiento de forma estadisticamente
significativa con una mediana de TFT de 20.30 meses (IC 95% 11.73-28.87) vs 10.27
meses (IC 95% 8.48-12.05) en el grupo de HTA previa vs 5.97 meses (IC 95% 2.92-9.02)
en el grupo de pacientes sin HTA (p=0.009). En la misma linea, las pacientes que
desarrollaron HTA durante el tratamiento presentaron una mediana de SG mayor: 38.20
meses (IC 95% 21.70-54.70) vs 30.67 meses (IC 95% 15.49-45.84) en las pacientes con
HTA previa vs 19.47 meses (IC 95% 0-39.76) en las pacientes sin HTA en ningin

momento, pero sin alcanzar la significacion estadistica (p=0.47) (ver figuras 25y 26).
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Figuras 25 y 26. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) y supervivencia global (SG) en funcion del
desarrollo de hipertension arterial (HTA) en pacientes con cancer de mama avanzado.

En pacientes con cancer colorrectal, aunque no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el desarrollo de HTA durante el tratamiento antiangiogénico (n=15) y
el TFT, si se encontraron en la SG. Vimos una mediana de TFT de 12.43 meses (IC 95%
0-32.61) vs 10.03 meses (IC 95% 7.88-12.18) en los pacientes con HTA previa vs 10.17
meses (IC 95% 6.93-13.40) en los pacientes sin HTA (p=0.47). En relacién a la SG,
hallamos una mediana de 79.67 meses (IC 95% 29.23-22.37) en los pacientes con HTA
durante el tratamiento con bevacizumab vs 29.80 meses (IC 95% 21.41-38.19) en los
pacientes con HTA previa vs 29.67 meses (IC 95% 20.04-39.29) en los pacientes sin HTA
(p=0.04) (ver figuras 27 y 28).
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Figuras 27 y 28. Tiempo al fallo de tratamiento (TFT) y supervivencia global (SG) en funcion del
desarrollo de hipertensién arterial (HTA) en pacientes con cancer colorrectal avanzado.

5.7 Relacion entre desarrollo de HTA y niveles de VEGF-A 'y
ECA en plasma

No se encontrd relacion entre el desarrollo de HTA y los niveles circulantes de ECA
independientemente de considerar la muestra en su totalidad o en funcion de la
localizacion del tumor primario (p= 0.53, p=0.78 y p=0.53 para la muestra total, cancer
de mama y colorrectal respectivamente). Lo mismo sucedid con los niveles plasmaticos
de VEGF-A (p=0.69, p=0.55 y p=0.81 para la muestra en su conjunto, cancer de mamay

colorrectal respectivamente).
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5.8 Modelo experimental

En nuestro analisis, el genotipo AA del polimorfismo A1166C (rs5186) de AGTR-1, que
se ha asociado con una disminucion de los niveles de ARNm de AGTR-1 y de la accion
de la AT-11?%3, se asoci6 a un aumento de la tasa de progresion de la enfermedad. Quisimos
confirmar si un eje ECA-AT II-AGTR1 activado se asociaba a una respuesta mejor al
tratamiento con bevacizumab. Para ello, se analizd la actividad antitumoral de
bevacizumab en los tumores originados de células MCF7 de xenoinjertos ortotdpicos de
cancer de mama con sobreexpresion o no de AGTR-1 [figura 29 (a)]. El volumen tumoral
de los xenoinjertos derivados de céluas MCF7 que sobreexpresaban AGTR-1 fue menor
de forma significativa en los ratones tratados con bevacizumab. En cambio, los tumores
de los xenoinjertos de las células de control no se vieron afectados por el tratamiento con

bevacizumab [figura 29 (b)].
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Figura 29. Efecto del tratamiento con bevacizumab en los niveles de expresion de AGTR-1. (a): expresion
de AGTR-1 en células control (1) y en células que sobrexpresan AGTR-1 (2). (b): volumen tumoral de los
xenoinjertos (escala log2) generados con células MCF7 (control, barras blancas) y con células MCF7 que
sobreexpresan AGTR-1 (barras grises). Los ratones fueron tratados con salino (S) o con bevacizumab (B).
Se representa la media (altura de la barra) con el error estdndar. * p<0.05.
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Ademas, en colaboracion con el Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas
(CNIO), se llevo a cabo otro experimento donde vimos el efecto de la adicién de AT-11y
un anti-VEGF murino (B20).

Un total de 35 ratones modificados genéticamente para desarrollar cancer de mama fueron
divididos en 4 grupos en funcion del tratamiento recibido (vehiculo, antiangiogénico B20,
AT-11 0 AT-Il y B20).

Se analizé la curva de crecimiento tumoral, observando que los tumores del grupo que
recibio AT-1I fueron los que mayor crecimiento experimentaron (ver figura 30). Ademas,
al explorar la carga tumoral en las diferentes semanas vimos, en concordancia con los
resultados previos, que el volumen tumoral de los ratones que recibieron AT-I1'y B20 fue

menor en comparacion con el resto de grupos (ver figura 31).
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Figura 30. Crecimiento tumoral de ratones tratados. TO hace referencia al momento de inicio de
tratamiento.
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Figura 31. Evolucién de la carga tumoral de los ratones tratados.

La mediana de supervivencia fue de 14 dias (IC 95% 11.39-16.60) para el grupo 1 (con
vehiculo), de 21 dias (IC 95% 14.76-27.24) para el grupo 2 (con B20), de 21 dias (IC
95% 14.07-27.93) para el grupo 3 (con AT-11) y de 28 dias (IC 95% 7.54-48.45) para el
grupo 4 (con AT-lIl y B20). Al comparar entre grupos observamos difirencias

significativas entre el grupo 1 y los grupos 3 (p=0.04) y 4 (p=0.006); asi como entre el

grupo 3y el grupo 4 (p=0.04) (ver figura 32).

126




Funciones de supervivencia
tratamiento
104
-]
2
3
e
1-censurado
0.5 2-consurado
I-censurado
T 4 -CenSUraco
E
F
L
T 06
-
H 1- =alino weh
E: 2- z3ling B20
>
€ o4 3- ANGII veh
® 4- ANGII B20
3
. |
0.2
0,0 |
T T T T T T T
] 10 20 0 40 50 &0
Tiempo (dias)

Figura 32. Supervivencia global (SG) de ratones desde el inicio de tratamiento hasta el sacrificio.
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6.DISCUSION
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La determinacién de biomarcadores predictivos de respuesta a tratamientos especificos
se ha convertido en un pilar basico de la oncologia, lo cual permite seleccionar a los
pacientes que pueden beneficiarse de una terapia concreta, evitando de esta manera

efectos secundarios y costes innecesarios.

Una de las razones por la que es tan dificil encontrar marcadores predictivos clinicos
relevantes para bevacizumab es la complejidad bioldgica de la angiogénesis tumoral, que
constituye una de las caracteristicas principales de las células neoplasicas?®*. En los
altimos afios, los datos destacan el papel de multiples vias implicadas en el crecimiento
de nuevos vasos tumorales, vias de “escape angiogénico” que emergen de forma
independiente a VEGF-A o que se activan debido al estrés hipdxico sufrido por el tumor,
lo que sugiere que se deberia investigar la inhibicion simultanea de maltiples objetivos
angiogénicos como estrategia potencialmente eficaz??®, complicando asi el
descubrimiento de un biomarcador Unico efectivo. Otro factor que dificulta la
investigacion de biomarcadores de bevacizumab es que como agente Unico tiene un efecto
antitumoral muy limitado, por lo que el efecto de confusion de la QT eclipsa el efecto del

mismo™*3,

Sabemos, que la capacidad de VEGF para estimular la angiogénesis varia entre
individuos, y se ha realizado mucho esfuerzo en la identificacion de variantes genéticas
de la via VEGF como posibles biomarcadores de respuesta a terapias antiangiogénicas??®.
Sin embargo, no se han descubierto biomarcadores validados en estudios prospectivos
hasta la fecha. Nuestro estudio representa el primer analisis de variantes genéticas del
SRA vy de otros polimorfismos relacionados con la HTA como marcadores predictivos
del tratamiento con bevacizumab, habiéndose explorado también polimorfismos de la via

VEGF.

Dado que el tratamiento antiangiogénico no se dirige al tumor, sino al endotelio del
huésped, estaria mas influenciado por la variabilidad genética del huésped (ADN
germinal) que por los cambios somaticos. Ademas, la determinacion de un polimorfismo
genético en el ADN germinal representa una prueba "reproducible” y més facil de realizar,
al ser un parametro estable, en comparacion con la medicion de mediadores solubles??’.
En nuestro estudio, se utilizd linea germinal de ADN (sangre periférica) para la

evaluacion de los diferentes genotipos. Estudios previos han demostrado que existe
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concordancia entre los genotipos de polimorfismos de genes implicados en la
angiogénesis determinados en linea germinal y los realizados en linea somatica, es decir,
en la muestra tumoral. En este sentido, Schneider y cols., observaron que el genotipado
de diferentes polimorfismos de los genes VEGF y NOS3 no variaba si se realizaba en
linea somatica, ya fuera en el tumor primario (mama; n=17) o en la localizacion
metastasica (ganglio; n=17) o en linea germinal (ganglio no afecto; n=19) con una
concordancia del 100%, lo que implica que el genotipo angiogénico del huésped marca
el genotipo del tumor??. Si bien es cierto que Coltelli y cols., notificaron un caso de
discordancia entre los genotipos de VEGF determinados en el tumor (en la metéstasis) y
en sangre periférica en una paciente con cancer de mama metastasico tratado con

paclitaxel y bevacizumab??.

En nuestro estudio contamos con un porcentaje no desdefiable de genotipos no realizados
de los polimorfismos NOS3 -786T>C (rs2070744) [48.3%] y NOS3 GIlu298Asp
(rs1799983) [47.4%], dado que fueron incluidos posteriormente, tras la publicacion de
trabajos que destacaban su papel en carcinogénesis?’. El polimorfismo ADRB3
Trp64Arg (rs4994) dejo de hacerse por encontrarse en una frecuencia menor de la que se
esperaba, por lo que aparece como no determinado en un 52.6% de los casos. Los casos
no realizados del resto de polimorfismos, cuyo resultado varia entre el 2.2 y el 6%, se
justifican porque no se obtuvo un resultado claro debido a una calidad deficiente de la

muestra.

En relacion a la distribucion de las frecuencias genotipicas de los diferentes
polimorfismos analizados en nuestra muestra, vemos que algunas de ellas estan en
desequilibrio de Hardy-Weimberg, lo cual podria explicarse por el tamafio muestral y por
el sesgo de seleccion, dado que la seleccién realizada de la poblacion hace que las
proporciones no sean las reales de la poblacién general, puesto que tienen mas
caracteristicas en comun entre sus miembros que con el resto de la poblacién (todos tienen

cancer).

Existen varios estudios que han explorado la relacion entre diferentes polimorfismos del
SRA vy el riesgo de desarrollar cancer®’, si bien es cierto que con resultados
contradictorios, lo cual podria deberse a la eleccion de la poblacion estudiada, a las

diferencias étnicas®®!, a las técnicas de genotipado (que han mejorado con el paso del

132



tiempo), a otras funciones (desconocidas) del SRA o a su modificacion por el empleo de
diferentes farmacos?*?. Por lo que la discordancia en los resultados en los estudios
realizados hasta ahora no deben interpretarse como que no hay asociacién entre el SRA

y cancer.

En nuestro andlisis, hemos visto que en pacientes con cancer de mama avanzado, el
genotipo IN/IN del polimorfismo ECA I/D (rs1799752 o rs4646994) se asocia con mayor
tasa de progresion de la enfermedad a bevacizumab de forma estadisticamente
significativa en comparacion con IN/DEL y DEL/DEL (50 vs 11.8% respectivamente,
p=0.02) y con un TFT menor (p=0.003). En definitiva, las pacientes con cancer de mama
avanzado portadoras del alelo D podrian beneficiarse de un tratamiento con bevacizumab,
pudiendo ser limitada su eficacia en las portadoras de la doble insercion. Sin embargo, no
hemos encontrado diferencias significativas en los pacientes con cancer colorrectal.

Namazi y cols., tras analizar 70 mujeres con cancer de mama no metastasico y 70
controles (poblacion irani), observaron que, cuando se usaba el genotipo DD como
referencia, los genotipos 1I/ID (determinados en tejido de zona no tumoral para evitar
posibles mutaciones que pudieran haberse dado en el tumor en el caso de los pacientes, y
en sangre periférica en el caso de los controles) se asociaron con un aumento de expresion
HER2 en las pacientes con cancer de mama [p=0.020; OR=4.58 IC 95% 1.26-16.60], lo
que sabemos que confiere un peor prondstico?®®. Los autores postulan que, debido a la
localizacion del polimorfismo I/D de ECA en la region intrénica del gen, podria ocurrir

un desequilibrio de ligamiento con otros polimorfismos?*

y darse una asociacion entre el
polimorfismo ECA 1/D con HER?2 al estar ambos genes ubicados en el mismo cromosoma
(cromosoma 17), cerca de uno otro. Tres afios mas tarde, publicaron los resultados tras
estudiar un total de 110 muestras de tejido tumoral, observando que el genotipo DD se
asocid con un aumento de la SLE a 3 afios en comparacion con I/D e I/l (HR=4.75; IC
95% 1.39-16.24, p=0.013)%%. Alves Correa y cols., dentro de su estudio en poblacion
brasilefia con 101 casos con cancer de mama y 307 controles, también relacionaron el
SRA con factores prondésticos, observando que el genotipo Il del polimorfismo I/D de
ECA (ADN extraido de células de mucosa oral) era 2.5 veces mas frecuente que el resto
de genotipos en estadios avanzados de la enfermedad®. Igualmente, otros autores han
evaluado la relacién entre el polimorfismo 1/D de ECA y factores clinico-patologicos,
pero encontrando que el genotipo DD es el que se asocia a factores de mal prondstico. En

este sentido Yaren y cols., observaron en 57 pacientes turcas con cancer de mamay 52
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controles, que el genotipo DD (determinado en sangre periférica) se relacion6 con la
presencia de RH negativos (p=0.003), el tamafio tumoral (p=0.054) y la afectacion
ganglionar (p=0.07)%®. En otro estudio con 113 pacientes intervenidos de cancer gastrico,
aunque no hubo diferencias en la distribucion de los genotipos (determinados en sangre
periférica o en tejido) entre los pacientes con o sin cancer, el genotipo DD, se asocid con
un namero mayor de ganglios linfaticos afectados en comparacién con el genotipo Il
(p<0.001; OR=7.9; IC 95% 1.97-32.01), asi como con estadios mas avanzados (el 58%
de pacientes con el genotipo Il fueron estadios I-11, mientras que el 78% de los pacientes
con el genotipo DD fueron estadios 111-1V; p=0.01; OR=5 IC 95% 1.56-16.06)%",
Ademas, en cancer de préstata y en poblacion china, Wang y cols, constataron en otro
estudio de casos (n= 189) y controles (n= 290), que el genotipo DD se vincul6 con un
estadio mas avanzado (OR=2.21 IC 95% 1.17- 4.19, p=0.014) y con una edad menor al
diagnostico (< 71 afios) (OR=0.51 IC 95% 0.27-0.96, p=0.037). Por otra parte, el genotipo
I1 (OR=0.30 IC 95% 0.18-0.51, p<0.001) y alelo I (OR=0.55 IC 95% 0.42-0.71, p<0.001)
se correlacionaron con un riesgo menor de cancer de prostata en comparacion con el

genotipo DD y el alelo D3,

El polimorfismo I/D de ECA se ha relacionado con los niveles séricos de ECA, de tal
forma que el genotipo DD predispone a concentraciones mayores de ECA en suero®’’.
Ademas, in vitro, se ha visto una conexién directa entre dicho polimorfismo y los niveles
de AT-II en las células endoteliales vasculares con genotipo DD, con niveles més altos
de AT-Il en comparacion con las células con genotipo 112°. En nuestro estudio se
determind la concentracion de ECA en plasma en 116 pacientes, hallando cifras
superiores en aquéllos pacientes con genotipo DD e inferiores en aquéllos con genotipo
IN/IN, pero sin encontrar diferencias significativas, lo cual podria justificarse por el

tamafo muestral.

Se ha postulado que niveles superiores de ECA predisponen al desarrollo de cancer y que
el empleo de iIECAS bloquea la proliferacion celular y el potencial metastasico del tumor,
parece que debido a la inhibicion de las actividades pro-angiogénicas del SRA aungue los
resultados al respecto son discordantes?4. Nuestro estudio es el primero que relaciona los
niveles séricos de ECA con la TR, el TFT y la SG en pacientes con tratamiento

antiangiogénico.
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Respecto a los niveles de ECA considerados, al carecer de cifras preestablecidas, se
analizaron diversos puntos de corte, encontrando que 135 ng/mL fue el valor mas
discriminativo. Posteriormente, Bar y cols., analizaron de forma retrospectiva los niveles
de ECA en suero en pacientes con cancer de pulmoén de células grandes avanzado
pertenecientes a un estudio fase I1-111 que evaluo la eficacia de cediranib junto con QT vs
placebo-QT en primera linea. Concluyeron gue niveles bajos de ECA se relacionaron con
una SG menor en el grupo que recibié placebo (HR=0.49 IC 95% 0.31-0.78; p=0.002).
Ademas, sblo los pacientes con niveles menores de ECA mostraron beneficio en SG tras
tratamiento con cediranib (p=0.05), comportandose por tanto como factor prondstico y
predictivo de respuesta a cediranib, utilizando como punto de corte 115 ng/mL24,
Nosotros hemos visto que niveles de ECA superiores se asocian con un aumento en la
TRG (p=0.05) en pacientes con cancer colorrectal, sin encontrar diferencias en las
pacientes con cancer de mama (p=0.64), si bien es cierto que en este subgrupo se

analizaron menos pacientes.

Con el proposito de mejorar el posible papel de ECA como valor predictivo de respuesta
a bevacizumab, llevamos a cabo un analisis combinado de los genotipos del polimorfismo
de ECA 1/D vy los niveles de ECA, observando que aquéllos pacientes que presentaron
niveles de ECA > 135 ng/mL y genotipos DEL/DEL o IN/DEL tuvieron un TFT mayor
que aquéllos con niveles de ECA < 135 ng/mL y genotipo IN/IN (p=0.04). Este hallazgo
ha dado pie a trabajos posteriores como el andlisis del estudio LEA (ensayo clinico
aleatorizado que compar( tratamiento hormonal con o sin bevacizumab en mujeres
postmenopdusicas con cancer de mama avanzado con RH positivos y HER2 negativo con
indicacion de HT en primera linea) donde se evalu6 el papel de ECA como biomarcador
prondstico y/o predictivo del beneficio de bevacizumab. Sus resultados se publicaron en
el congreso de ESMO de 2016, constatando que niveles de ECA<135 ng/mL se asociaron
a una SLP mejor en la poblacion global (p=0.048) y en el brazo de bevacizumab con HT
(p=0.041), sin encontrar diferencias cuando emplearon como punto de corte un valor de
ECA de 115 ng/mL?%,

Dentro del SRA, también cabe destacar el polimorfismo AGT M235T (rs699), habiendo
observado que las pacientes con cancer de mama con el genotipo CT presentaron un TFT
menor (p=0.03) y una SG menor (p=0.04) en comparacion con TT y CC, asi como una
mayor tasa de progresion aunque sin diferencias estadisticamente significativas (p=0.07).
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Podriamos sugerir que las pacientes con cancer de mama portadoras del genotipo en

homocigosis se benefician en mayor medida de bevacizumab.

Varios estudios han demostrado que el polimorfismo AGTR1 A1166C se asocia con una
mayor predisposicion a la HTA y al dafio de 6rganos diana®*. En nuestro analisis, el
genotipo AA se asocid con una tasa de progresion de la enfermedad superior en
comparacion con los genotipos AC y CC (p=0.05) en los pacientes con cancer colorrectal.
Curiosamente, la expresion de AGTR-1, que se correlaciona positivamente con la presion
sanguinea sistdlica y diastélica, es superior en las personas con genotipo CC2?*3. Ademas,
el genotipo CC se ha asociado con una forma de hipertensién esencial caracterizada por
niveles plasmaticos altos de aldosterona y bajos de renina, posiblemente debido al
aumento de los niveles de ARNm de AGTR1 y un aumento de la accion de la AT-112%,
Por lo tanto, el alelo A, cuando esté presente en forma homocigota puede estar relacionado
con un eje AT 1I-AGTR1 menos activado y con una mayor tasa de progresion de la
enfermedad en pacientes tratados con bevacizumab. Aparte este polimorfismo se ha
relacionado con factores pronostico conocidos como lo es la clasificacion TNM. Namazi
y cols., ademéas de explorar el polimorfismo I/D de ECA comentado previamente,
observaron que el genotipo AC se asoci6é con un TNM mas avanzado (OR=4.66; IC 95%
1.18-18.35; p=0.024)*3. En su publicacion posterior concluyeron que no habia asociacion
significativa entre el polimorfismo AGTR1 A1166C y la SLE a 3 afios (HR=1.76; IC 95%
0.69-4.44; p=0.233)%%,

Las funciones precisas del SRA y la via del receptor AT 11-AGTRL1 en la angiogénesis no
estan claras. En modelos in vivo con melanoma en ratones genéticamente modificados
para carecer de AGTR-1 se ha visto que la angiogénesis disminuye en ausencia de AGTR-
1 y consecuentemente lo hace el crecimiento tumoral constatando asimismo una
supervivencia mayor en este supuesto. Tras administrar un antiangiogénico el tamafo del
tumor disminuye tanto en los ratones wild type como en los deficientes de AGTR-1 en
comparacion con los wild type y los deficientes de AGTR-1 que no reciben tratamiento,
pero de forma mas marcada en los wild type?*. Nuestros experimentos en vivo han
mostrado que la actividad antitumoral de bevacizumab es significativamente mayor en

las células tumorales de cancer de mama con sobreexpresion de AGTR-1.
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Sabemos que AT-II, que es la efectora del SRA, estimula la produccion de VEGF por
parte de la vasculatura de las células del muasculo liso y de las células endoteliales,
promoviendo la angiogénesis a través de la activacion de AGTR-1, lo que conduce a una
transactivacion de VEGFR independientemente de VEGF. Ademas, la activacion de
AGTR-1 también inicia la sefializacién de vias que dan lugar a una mayor expresion de
genes que participan en la respuesta temprana como c-fos, c-jun y c-myc, que estan
involucrados en la remodelacion de la matriz extracelular y la proliferacion celular 24,
En nuestro modelo experimental observamos que tras la administracion de AT-II a
ratones genéticamente modificados para desarrollar cancer de mama, aumento el volumen
tumoral y ademas se constatd una respuesta mayor al tratamiento antiangiogénico en el

grupo que recibié ademas AT-II.

Tomados en conjunto, nuestros resultados indican que una mayor actividad del eje ECA-
AT II-AGTR1 se asocia a una respuesta mejor al tratamiento antiangiogénico con

bevacizumab.

Se han estudiado otros polimorfismos relacionados con la HTA, de los que resaltamos los
polimorfismos del gen de NOS3. El polimorfismo Glu298Asp (rs1799983) no se
encuentra en ninguna secuencia funcional conocida del gen. Sin embargo, el
polimorfismo 786T>C (rs2070744) se localiza en la regién flanqueante del lado 5 y ha
demostrado suprimir la transcripcion del gen NOS3, postulandose que mutaciones del
mismo podrian ser responsables de una disminucion de la produccion de NO endotelial*®.
Se ha analizado la relacion entre estos polimorfismos y el riesgo de cancer con resultados
inconsistentes, lo que ha motivado la realizacion de diversos metaanalisis, si bien es cierto
que éstos son dificiles de interpretar debido a la heterogeneidad de los trabajos incluidos,
con diferencias en el tamafio muestral, en la edad de los pacientes, en la etnia o incluso
en la definicion de caso y control. Salvatore y cols., evaluaron la relacion entre ambos
polimorfismos y la respuesta al tratamiento con bevacizumab en primera linea (junto con
paclitaxel con o sin carboplatino) en un estudio retrospectivo con 31 pacientes italianas
con cancer de mama metastasico HER2 negativo. Constataron que las portadoras del
genotipo TT del polimorfismo Glu298Asp (rs1799983) tuvieron una SLP menor que las
del genotipo GG (11.5 vs 26.5 meses, p=0.04) sin diferencias en SG ni en la TR y sin
encontrar tampoco diferencias con el polimorfismo 786T>C (rs2070744) y la respuesta
al tratamiento®*®, Recordando que nuestra muestra no es homogénea y que bevacizumab

se administré en primera linea en el 56.9% de los casos, en nuestro analisis no observamos
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diferencias significativas entre los diferentes genotipos de Glu298Asp (rs1799983) y la
eficacia de bevacizumab en las pacientes con cancer de mama. Sin embargo, vimos que
aquéllas con genotipo CT del 786 T>C (rs2070744) tuvieron una SG menor (p=0.034). En
los pacientes con cancer colorrectal, si observamos que el genotipo GT del polimorfismo
Glu298Asp (rs1799983) se asocio con mas progresiones (15.6%) en comparacion con los
genotipos homocigo6ticos (0%) (p=0.05) y una SG menor (p=0.01), sin diferencias en
TFT.

No hemos encontrado otras referencias en la literatura sobre estudios que traten de asociar
estos polimorfismos con la evolucion de la enfermedad durante el tratamiento con

bevacizumab.

Se han desarrollado diferentes trabajos que evaltan la relacion entre estos polimorfismos
y determinados factores prondstico. En este sentido, en cancer de mama, Ghilardi y cols.,
sugirieron que una diminucion de la presencia de alelo T del polimorfismo 786T>C
(rs2070744) de NOSS3, con la consecuente actividad transcripcional inferior del gen
NOS3, se asocio a una disminucion de la probabilidad de invasion linfovascular (factor
pronostico independiente desfavorable para recaida y supervivencia bien conocido?*’) en
una cohorte de mujeres italianas con cancer de mama precoz (71 pacientes con cancer y
91 controles), y en el seguimiento, se correlaciond con una disminucién de la probabilidad
de presentar enfermedad metastasica futura, proponiéndolo como un posible factor
pronostico favorable. Asimismo, estudiaron el polimorfismo GIlu298Asp (rs1799983),
pero sin encontrar diferencias significativas?®. Nosotros observamos que las pacientes
con cancer de mama con genotipo CC del polimorfismo NOS3 786T>C presentaron un
TFT mayor y no llegaron a alcanzar la mediana de SG, si bien es cierto que el nimero de
pacientes en este subgrupo era muy limitado (n=5), lo que dificulta sacar conclusiones.
Por otro lado, en cancer colorrectal, Arikan y cols., observaron, después de realizar el
genotipado en 84 pacientes con cancer y 99 controles en poblacion turca, que ser
homocigoto (TT o0 GG) para el polimorfismo NOS3 GIlu298Asp (rs1799983) se relaciono
con un estadio mas avanzando (p=0.042)2*2,

La via de VEGF ha sido méas explorada en este sentido. Conocemos que los polimorfismos
en linea germinal de VEGF influyen en la expresion de VEGF por parte de las células
normales por lo que podrian participar en la tumorogénesis, la progresién tumoral y la
respuesta a agentes anti-VEGF. Varios estudios han investigado la funcion de

diferentes polimorfismos de VEGF en linea germinal como predictores de respuesta a
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bevacizumab. Nosotros hemos explorado los polimorfismos VEGF -1498 C/T
(rs833061), VEGF -2578 C/A (rs699947) (dos polimorfismos de la zona del promotor de
VEGF que constituye un punto de regulacion crucial) y VEGFR-1 o FLT (rs9582036).

Algunos estudios han encontrado relacion entre el polimorfismo VEGF -1498 C/T
(rs833061) y la evolucién de los pacientes con bevacizumab, si bien es cierto que los
resultados son discordantes***'4. En nuestro andlisis, no encontramos diferencias
significativas entre dicho polimorfismo y la TRG, TFT o0 SG. En la misma linea, Loupakis
y cols., tampoco observaron de forma prospectiva en pacientes italianos con CCRm en
primera linea con FOLFIRI-bevacizumab (controlado con pacientes que recibian sélo
FOLFIRI) (n=424) diferencias significativas entre los genotipos del SNP VEGF -1498
C/T y SLP ni SG'*3. Resultados parecidos concluyeron Sibertin-Blanc y cols., en un
analisis retrospectivo en el que no vieron relacion entre dicho polimorfismoy el TFT, SG
y TR al tratamiento con QT-bevacizumab en 89 pacientes con CCRm**, De forma
similar, en cancer de mama y de forma prospectiva, Etienne-Grimaldi y cols., constataron
que VEGF -1498 C/T no influy6 en la respuesta al tratamiento, ni en el tiempo a la
progresion ni en la SG en 137 pacientes en primera linea con QT-bevacizumab*’. Otro
estudio negativo, publicado por Loupakis y cols., mostr6 que VEGF -1498 C/T no se
asocio con los resultados clinicos (en términos de SLP) en 54 pacientes con CCRm en
tratamiento de primera linea con FOLFOXIRI-bevacizumab®. En la misma direccion,
en el estudio ACT, fase Il que analizd a 218 pacientes con CCRm en tratamiento de
primera linea con QT-bevacizumab de forma prospectiva, no se pudo proponer a este
polimorfismo como un biomarcador potencial al no asociarse con la TR, Asimismo,
Koutras y cols., publicaron que no habia asociacion entre el SNP VEGF 1498 y la TR,
SLP y SG en 173 pacientes en tratamiento con QT-bevacizumab en primera linea*. En
cambio, Sohn y cols., en 125 pacientes coreanos provenientes de dos estudios fase Il con
CCRm en tratamiento de primera y segunda linea con QT-bevacizumab, observaron que
el genotipo TT se asoci6 con una TR superior en comparacion con CT y CC (75.9 vs
50.8%; p=0.008)*.

En relacion a factores prondsticos conocidos, cabe destacar el trabajo de Yamamori y
cols., quienes demostraron en 36 pacientes japoneses con cancer colorrectal, que el alelo
C del polimorfismo VEGF -1498 en linea germinal fue predictivo de tumores poco
diferenciados y, por lo tanto, de mal pronéstico (p=0.064 para el genotipo, p=0.037 para

el alelo)?*. En céancer de mama, Zheng y su grupo evaluaron los datos del Shanghai
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Breast Cancer Study, un estudio de casos controles que fue disefiado para reclutar a todas
las mujeres recién diagnosticadas en Shanghai de cancer de mama con edad entre 25y 64
afios entre agosto de 1996 y marzo de 1998 (con informacion del genotipado en 1119
pacientes), donde el genotipo CC del polimorfismo VEGF -1498C> T se asoci6 con una
SGy SLE menores (HR=1.5 para ambas)?>, sin encontrar relacion con el riesgo de cancer

de mama®?!,

En el caso del polimorfismo VEGFR-1 o FLT (rs9582036), si encontramos diferencias
en las pacientes con cancer de mama avanzado, de tal manera, que aquéllas con genotipo
CC presentaron una SG menor en comparacion con el resto de grupos (p=0.005). En
concordancia con ello, en los pacientes con CCRm del fase 111 ACT, ya mencionado, se
observo de manera prospectiva que los portadores del genotipo CC presentaron una TR
menor a primera linea de QT-bevacizumab en comparacién con el resto de genotipos
(p=0.048)*. Sin embargo, en nuestro analisis no encontramos diferencias en el grupo de
pacientes con CCR. Tampoco, Cremolini y cols., encontraron diferencias en un analisis
prospectivo con 424 pacientes entre el polimorfismo VEGFR-1 o FLT (rs9582036) v el
beneficio clinico en términos de SLP con FOLFIRI-bevacizumab en primea linea'™.
Lambrechts y cols., relacionaron de manera retrospectiva 138 SNP de la via de VEGF
con la SLP y la SG en una poblacion de 154 pacientes de raza blanca del estudio AVITA
(fase 11l que comparé gemcitabina-erlotinib con o sin bevacizumab en pacientes con
cancer de pancreas metastasico), de los que 77 recibieron bevacizumab observando que
solo el VEGFR-1 o FLT (rs9582036) se asocio con SG (p=0.00014) y SLP (p=0.00081)
en el grupo que recibid bevacizumab. Al igual que en nuestros resultados, observaron que

aquéllos con genotipo CC presentaron una SG menor??®,

En cuanto al polimorfismo VEGF -2578 C/A (rs699947) constatamos diferencias
significativas en los pacientes con cancer colorrectal, hallando mas progresiones en
aquéllos con el genotipo AAvs CCy AC: 24.2 vs 8.8 y 3.9 % respectivamente (p=0.006).
Anélogamente, los del genotipo AA tuvieron un TFT y SG menores (p=0.003 y p=0.05
respectivamente).

En cambio, Loupakis y cols., no encontraron relacion entre dicho polimorfismo y la SLP
en 54 pacientes con CCRm en tratamiento de primera linea con FOLFOXIRI-
bevacizumab'®. En la misma direccion, el estudio ACT, ya comentado, tampoco pudo
proponer a este polimorfismo como un biomarcador potencial al no asociarse con la

TR, De la misma manera, Koutras y cols., publicaron que no habia asociacion entre el
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polimorfismo VEGF- 2578 y la TR, la SLP o la SG en pacientes con CCR en tratamiento
con QT-bevacizumab en primera linea'*s. Asimismo, en una gran cohorte retrospectiva
con 403 pacientes con CCR tratados con bevacizumab no se encontraron diferencias entre
dicho polimorfismo y la SG L.

En nuestro trabajo no hemos encontrado diferencias entre el polimorfismo VEGF -
2578C/A (rs699947) y el beneficio con bevacizumab en las pacientes con cancer de
mama. De forma similar, Etienne-Grimaldi y cols., que también analizaron este
polimorfismo en el estudio prospectivo nombrado previamente, concluyeron que VEGF
-2578 no intervino en la respuesta al tratamiento, ni en el tiempo a la progresion ni en la
SG en pacientes tratadas en primera linea con QT-bevacizumab¥’. Sin embargo,
Schneider y cols., observaron que en las pacientes del estudio ECOG2100 (estudio fase
I11 que compard paclitaxel versus paclitaxel mas bevacizumab en primera linea de cancer
de mama mestastasico), el genotipo AA (realizado en tejido tumoral de 180 casos del
brazo experimental y de 183 casos del brazo de control) predijo una mediana de SG mayor
en las pacientes del brazo de la combinacion, lo cual no ocurri6 en el brazo control,
apoyando el hecho de que pueda considerarse un marcador predictivo (no prondstico)
(HR=0.58; IC 95% 0.36-0.93; p=0.023)%. Por otro lado, Jin y cols., observaron en un
estudio casos-controles con 571 casos de cadncer de mama familiar y 974 casos de cancer
de mama no seleccionados en poblacion caucasica, que el genotipo AA se asocio a
tumores de bajo grado histoldgico (p=0.04)2>2. En cambio, no se ha encontrado
correlacion entre este polimorfismo y diferentes variables pronosticas como son el tamafio
tumoral, el grado histoldgico, la presencia de metastasis ganglionares regionales o el

estadio tumoral en pacientes con CCR?3,

Estos resultados contradictorios podrian deberse a factores étnicos y ambientales que
contribuyen a la variabilidad de los polimorfismos. Son necesarios estudios prospectivos
con un nimero mayor de pacientes que permitan aclarar las conclusiones al respecto. En
este sentido, dentro del estudio E5103 (NCT00433511), un estudio fase Il que compara
QT estandar adyuvante con o sin bevacizumab en pacientes con cancer de mama de alto
riesgo de recaida, se plantedé explorar de forma prospectiva SNPs de VEGF. El
reclutamiento de pacientes ya ha finalizado, pero sus resultados aun no han sido

publicados.
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Ademas, pudimos ver que los niveles de VEGF-A podian ser influenciados por la
presencia de determinados genotipos, de tal manera que, en cancer colorrectal, se observé
que los genotipos AC del polimorfismo VEGF -2578 (rs699947) y TC del polimorfismo
VEGF -1498 (rs833061) se asociaron con niveles menores de VEGF-A en plasma
(p=0.03), sin encontrar diferencias en las pacientes con cancer de mama. In vitro, se ha
visto que las células mononucleadas extraidas de sangre periférica de personas portadoras
del genotipo CC del polimorfismo VEGF -2578 producen una cantidad mayor de
VEGF?**, En pacientes con cancer, en concreto de mama, tenemos datos provenientes del
analisis del estudio ECOG2100 ya comentado, de que el genotipo AA del polimorfismo
VEGF-2578 tiende a asociarse con una expresion menor de VEGF (recordando que éste
era el grupo que presentdé una SG mayor tras tratamiento con bevacizumab), siendo
superior en el genotipo CC (p=0.08)%. Yamamori y cols., observaron en tejido tumoral
y tejido sano circundante de 18 pacientes japoneses con cancer colorrectal que los
genotipos TC y CC del polimorfismo -1498 de VEGF se asociaron con niveles méas
elevados de VEGF en el tejido tumoral, pero no en el sano®®. En cancer de pulmén no
microcitico, un pequefio estudio con muestras de ADN extraidas de tumores y tejidos
pulmonares sanos de 36 pacientes griegos resecados quirurgicamente, constatdé que el
genotipo CC del SNP VEGF -2578 se correlacion6 con una expresion de VEGF menor y
con una densidad vascular menor, siendo ambos parametros superiores en el caso del
genotipo AC?%. Sin embargo, Balasubramanian y cols., en un estudio de casos y controles
en cancer de mama en poblacion caucésica, no observaron vinculacién entre los cuatro
polimorfismos que analizaron (-1498C>T, -634G>C, 7,C>T, 936C>T) y los niveles de
VEGF en plasma o0 en suero en una cohorte de 62 mujeres sanas postmenopausicas®’.

Se determinaron los niveles de VEGF-A en plasma y se relacionaron con la respuesta a
bevacizumab. Una limitacion de este estudio es que los niveles de VEGF-A fueron
determinados en 52 pacientes (62.6% de los casos) con cancer de mama y 82 pacientes
(55% de los casos) con cancer colorrectal. Ademas, se hizo en cualquier momento del
estudio, independientemente de que el paciente estuviera en tratamiento con bevacizumab
0 no. Sin embargo, las concentraciones de VEGF son dinamicas y pueden variar a lo largo
de la enfermedad y durante el tratamiento'*!. Hay datos de que un aumento de la
produccion de VEGF puede correlacionarse con un aumento del riesgo y una peor
evolucion de la enfermedad??’, pero puede que cambios relacionados con el tratamiento

tengan un valor predictivo mayor que los valores de VEGF pretratamiento’*!. De hecho,
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Hedge y cols., midieron los niveles séricos de VEGF antes de iniciar el tratamiento en
una gran cohorte de pacientes con cancer (cancer colorrectal, cancer renal y cancer de
pulmon) procedentes de cuatro estudios aleatorizados fase 111 con regimenes de QT con
bevacizumab (n=1816) concluyendo que niveles mas altos de VEGF pretratamiento
influyeron en el pronostico (aquéllos con niveles de VEGF mayores en el grupo tratado
sin bevacizumab tuvieron una supervivencia menor), pero no fueron predictivos de
respuesta al tratamiento con bevacizumab!®. Por otro lado, Hayashi y cols., determinaron
los niveles de VEGF en suero antes y durante el tratamiento con QT-bevacizumab en
segunda linea en 25 pacientes con CCRm, sugirieron que un aumento precoz de VEGF
tras un descenso previo, podria ser un marcador predictivo de resistencia a
bevacizumab®*®.

En nuestro trabajo, en las pacientes con cancer de mama, niveles de VEGF-A mayores se
asociaron con una TRG mayor de forma estadisticamente significativa (p=0.02), asi como
con una disminucion del 20% del riesgo de fallar al tratamiento (p=0.002, HR=0.80, sin
encontrar diferencias en SG (p=0.60, HR=1.03). En la misma linea, Ramaswamy y cols.,
de forma prospectiva en un fase Il con pacientes con cancer de mama avanzado que
recibieron tratamiento con docetaxel y bevacizumab, determinaron los niveles en suero
basales de VEGF (dentro de los primeros 14 dias antes del tratamiento) (n=21) y tras el
primer ciclo (previo al segundo ciclo, dia 1) (n=18), observando que niveles basales altos
de VEGF se asociaron a una mayor probabilidad de respuesta tumoral (p=0.03), aunque
al eliminar los valores extremos desaparecio la significacion estadistica (p=0.11), sin
hacer referencia al efecto en tiempo a la progresion®®®. En cambio, Burstein y cols.
constataron, en otro fase Il, que niveles basales bajos de VEGF en plasma se vincularon
con un tiempo a la progresién mas largo (p=0.012) en 49 mujeres con CMm en
tratamiento con vinorelbina y bevacizumab?*,

Trabajos previos en cancer colorrectal han mostrado que niveles basales de VEGF
elevados se relacionan con una supervivencia menor de los pacientes en tratamiento
antiangiogénico!?, aunque el equipo de Keskin observd que pacientes con cancer de recto
en tratamiento con QT-bevacizumab con valores menores de VEGF antes del tratamiento,
tuvieron una SG mayor (p=0.026)'?°. Ademas, considerando que el valor de VEGF es
dinamico y puede variar durante la evolucion de la enfermedad y con el tratamiento,
Marisi y cols., encontraron que aquéllos pacientes con CCRm tratados con bevacizumab
que presentaron una reduccion mayor o igual al 30% en los niveles de ARNm de VEGF

desde el inicio hasta la primera evaluacion clinica mostraron una SG mayor (p=0.008)*2!,
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Nosotros no hemos encontrado diferencias entre los niveles séricos de VEGF-Ay la TRG
(p=0.74), el TFT (p=0.75; HR=1.02) o la SG (p=0.54, HR=1.03) en los pacientes con
CCRm. De forma similar, Kopetz y cols., en un estudio fase 11 con pacientes con CCRm
en tratamiento de primera linea con FOLFIRI-bevacizumab no encontraron relacion entre

los niveles basales en plasma de VEGF y SLP 0 SG en los 40 pacientes estudiados?’.

Dado que se ha observado una asociacion entre el desarrollo de HTA durante el
tratamiento con bevacizumab y la respuesta tumoral sugiriendo que la HTA podria
comportarse como un factor predictivo de respuesta, como analisis exploratorio
evaluamos la aparicion de la misma en nuestra muestra. Una limitacion de nuestro estudio
es que su medicion no se hizo de manera sistematica. No se especifico el momento en el
que se desarrollé la HTA ni el grado de la misma. Para el analisis solo se consideraron a
aquéllos que no tenian HTA de forma previa al tratamiento y si durante el tratamiento
antiangiogénico. Con un nimero limitado de pacientes (un total de 28 pacientes, 12.3%
de la muestra), no vimos diferencias entre la aparicion de HTA y la TRG, pero, en los
pacientes con cancer colorrectal, observamos un aumento de SG en los 15 pacientes que
presentaron HT A durante el tratamiento con bevacizumab (p=0.04). Por otro lado, las 13
pacientes con cancer de mama que desarrollaron HTA durante el tratamiento con
bevacizumab, tardaron mas en fracasar al tratamiento de forma estadisticamente
significativa (p=0.009), sin encontrar diferencias significativas en SG (p=0.46). La
literatura al respecto es controvertida, lo cual podria deberse a una recogida deficiente del
evento HTA. Ello es lo que ha motivado la realizacion del estudio BRECOL; un estudio
observacional y prospectivo que evalta la HT A (diagnosticada de forma 6ptima mediante
monitorizacion por Holter durante 24 horas de forma basal, dentro de los 14 dias antes
del inicio del tratamiento asi como el primer dia de los ciclos 1, 2 y 3) como predictor de
eficacia de bevacizumab en términos de SLP en pacientes con cancer de mama y
colorrectal avanzado en tratamiento de primera linea con QT y bevacizumab, pendiente

de resultados®®,

Aunque se ha descrito que diferentes polimorfismos de VEGF podrian asociarse con la
HTA desarrollada durante el tratamiento antiangiogénico'®2%° nosotros no hemos

encontrado diferencias.
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Reconocemos que el tamafio de la muestra del estudio es relativamente pequefio. Sin
embargo, hemos visto que determinados polimorfismos genéticos del SRA, NOS3 y de
la via de VEGF se asocian con el beneficio a bevacizumab en pacientes con cancer de
mama Yy colorrectal avanzado, lo que sugiere la hipotesis de que el efecto de las
variaciones genéticas del SRA, del gen NOS3 y de la via VEGF pueden ser de gran
magnitud puesto que un numero limitado de pacientes ha sido suficiente para encontrar
diferencias estadisticamente significativas, si bien es cierto que nuestros resultados son
generadores de hipotesis, siendo necesarios mas estudios que determinen su papel exacto

en la respuesta tumoral a la terapia antiangiogénica.
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Nuestro trabajo es un estudio piloto que prentendia explorar si existe vinculacién entre el
SRA-HTA 'y céncer.

En cancer de mama avanzado:

El genotipo IN/IN del polimorfismo ECA I/D (rs1799752 o rs4646994) se asocio
con una tasa de progresién mayor y con un TFT menor en comparacion con
IN/DEL y DEL/DEL.

El genotipo CT del polimorfismo AGT M235T (rs699) se relacioné con un TFT
y SG menores en comparacion con TT y CC.

El genotipo CC de VEGFR-1 0 FLT se vinculé con una SG menor en comparacion
con AAy CA.

El genotipo CT de NOS3 786T>C (rs2070744) se asoci6 con una SG menor en
comparaciéon con TT y CC.

Niveles plasmaticos de VEGF-A superiores se correlacionaron con una TRG

mayor y con una disminucion del riesgo de fallar al tratamiento.

En cancer colorrectal avanzado:

El genotipo AA del polimorfismo VEGF -2578 C/A (rs699947) se asocié con mas
progresiones, asi como con un TFT y una SG menores en comparacion con CCy
AC.

El genotipo GT del polimorfismo NOS3 Glu298Asp (rs1799983) se vinculé con
una tasa de progresion mayor y con una SG menor en comparacion con GGy TT.
El genotipo AA del polimorfismo AGTR1 A1166C (rs5186) se relaciond con una

tasa de progresién mayor en comparacion con AC y CC.

Considerando la muestra en su totalidad:

El genotipo DEL/DEL se asoci6 con niveles superiores de ECA en plasma pero
sin alcanzar la significacién estadistica. Ademas niveles altos de ECA se
correlacionaron con més TRG.

Pacientes con niveles de ECA > 135 ng/mL y genotipos DEL/DEL o IN/DEL
presentaron un TFT mayor que aquéllos con niveles de ECA < 135 ng/mL y
genotipo IN/IN.
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8. ABREVIATURAS
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AGT: angiotensindgeno

AGTR-1: receptor de angiotensina Il tipo 1

AGTR-2: receptor de angiotensina Il tipo 2

ASCO: American Society of Clinical Oncology (Sociedad Americana de Oncologia
Clinica)

AT: angiotensina

AT-I: angiotensina |

AT-II: angiotensina Il

CCRm: céncer colorrectal metastasico

CEA: antigeno carcinoembrionario

CMm: cancer de mama metastasico

CSF: Colony Stimulating Factor (factor estimulante de colonias)

ECA: enzima convertidora de angiotensina

EE: enfermedad estable

EGF: Epidermal Growth Factor (factor de crecimiento epidérmico)

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor (receptor del factor epidérmico de
crecimiento)

eNOS o NOS3: endothelial Nitric Oxide Synthase (6xido nitrico sintasa endotelial)
EMA: European Medicines Agency (Agencia Europea de Medicamentos)

ESMO: European Society for Medical Oncology (Sociedad Europea de Oncologia
Médica)

ET-1: endotelina 1

FGF Fibroblast Growth Factor (factor de crecimiento de fibroblastos)

FGFR: Fibroblast Growth Factor Receptor (receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos)

FGFb: basic Fibroblast Growth Factor (factor de crecimiento de fibroblastos basico)
FDA: Food and Drug Adminstration (Administracion de Alimentos y Medicamentos)
HER2: Human Epidermal growth factor receptor 2 (receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano)

HT: hormonoterapia

IGF-1: Insuline-like Growth Factor (factor de crecimiento similar a la insulina)
HTA: hipertension arterial

NO: oxido nitrico

NV: no valorable
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PDGFR: Platelet Derived Growth Factor Receptors (factor de crecimiento derivado de
plaquetas)

PET: tomografia por emision de positrones

PE: progresion de enfermedad

PIGF: Placental Growth Factor (factor de crecimiento plaquetario)

QT: quimioterapia

RAS WT: RAS wild type

RC: respuesta completa

RE: receptor de estrogenos

RG: respuestas globales

RH: receptor hormonal

RM: resonancia magnética

RP: Respuesta parcial

RProg: receptor de progesterona

SG: supervivencia global

SLE: supervivencia libre de enfermedad

SLP: supervivencia libre de progresion

TA: tension arterial

TC: tomografia computarizada

TNF: Tumor Necrosis Factor (factor de necrosis tumoral).

TFT: tiempo al fallo de tratamiento

TR: tasa de respuestas

TRG: tasa de respuestas globales

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (factor de crecimiento endotelial vascular)
VEGFR: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (receptor del factor de

crecimiento endotelial vascular)
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ABSTRACT

Background Currently, there are no predictive biomarkers for anti-angiogenic strategies in cancer, but
response 10 antrangiogenic drugs is associated with development of hyperension secondary 1o treatment.
Therefore, this study explored the clinical relevance of genetic polymorphisms in some components of the
renin-angiotensin system (RAS).

Material and methods Genomic DMNA was isolated from peripheral blood from 95 metastatic breast or col-
orectal cancer patients treated with bevacizumab, and AGTR1-41166C (rs5186), AGT-M235T (rs699) SMNPs and
ACE /D irs4B46934) polymorphisms were genotyped using RT-PCR. Circulating vascular endothelial grow factor
and angiotensin converting enzyme (ACE) levels were analysed using ELISA kits. The antitumoral activity of
bevacizumab was assayed in mice orthotopically xenografted with AGTR1-overexpressing breast cancer cells.

Results The ACE IN/IN genotype was associated with a higher rate of disease progression compared to DEL/IN
and DEL/DEL genotypes (36% wvs. 11-1% £ < 0-05). Similarly, AGTR1-1166A/A genotype was also associated
with a higher rate of disease progression compared to AGTR1-1166A/C and AGTR1-1166C/C genotypes (24-4%
vs. 2-7% P < 001). ACE INAN genotype was also found to be associated with shorter time to treatment failure
compared to ACE IN/DEL and ACE DEL/DEL genotypes (14 weeks vs. 41-71, P = 0033}, whereas circulating
ACE levels were found to be associated with a better response to bevacizumab treatment. Besides, in vivo
experiments showed a significantly higher antitumoral activity of bevacizumab in tumours derived from AGTR1-
overexpressing breast cancer cells.

Conclusions A higher activity of ACE-angiotensin-l-AGTR1 axis is associated with a better response to beva-
cizumab, supporting that the RAS can be an important source of potential predictive markers of response to anti-
angiegenic drugs.

Keywords Angiogenesis, angiotensin, angiotensin |l receptor 1, breast cancer, colorectal cancer, polymor-
phisms.

Eur J Clin Invest 2015; 45 (12): 1325-1332

patient survival. However, tumour progression to advanced
metastatic disease (mCRC or mBC) still involves a survival rate
of only 10% (mCRC) or 21% (mBC) at 5 years [3,4]. In addition

Introduction

Colorectal cancer (CRC) and breast cancer (BC) are leading

causes of cancer mortality, with two million new cases diag-
nosed and one million deaths annually worldwide [1,2]. During
the last decade, screening for early diagnosis, and different
advances in surgery and therapy have led to an inoease in

*These authors share first authorship.
*These authors share senior authorship.
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to different gene mutations or alterations of signalling path-
ways, the process of angiogenesis plays a critical role in the
progression of CRC and BC [5,6]. Several moleaular proangio-
genic factors, including most notably the vascaular endothelial
grow factor (VEGF), are involved in angiogenesis. Therefore,
the FDA approved in 2004 bevacizumab (Avastin, Genentech
Inc., San Frandsco, CA, USA), a monoclonal antibody against
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VEGEF [7] as the first anti-angiogenic drug for the combined
treatment with chemotherapy in patients with CRC [8], and BC
[9], later being also approved for the treatment of other solid
tumours. However, one of the main challenges in clinic is the
lack of validated predictive biomarkers to selecta population of
patients responding to anti-angiogenic therapy.

Significantly, clinical data suggest that anti-angiogenic
therapies have a better antitumor effect, including progres-
sion-free survival (PFS) and overall survival (0S), in those
patients developing hypertension during treatment [10-19].
Of note, the association between response to treatment and
development of secondary hypertension is observed regard-
less of the type of tumour or antangiogenic drug. However,
the exact mechanisms responsible for the development of
hypertension secondary to anti-angiogenic therapy are not
well understood. The lower nitric oxide production and the
subsequent vasoconstriction accompanied by vascular
rarefaction, or reduction of the density of capillary beds, have
been proposed as mechanisms leading to VEGF signalling
pathway inhibitor-induced hypertension [20]. Therefore, there
may be several certain inherent characteristics in patient vas-
culature that not only help the anti-angiogenic efficacy, but

also influence the development of vascular complications that
are clinically relevant. Indeed, signalling through VEGF
receptor (VEGFR) also regulates the normal vascular perme-
ability and endothelial cell survival. In the case of VEGF a
specific genotype (VEGF-2578C/A) has been described in
breast cancer to be associated with increased therapeutic
benefit of bevacizumab [21,22]. It has also been suggested that
VEGF-1498 C/T polymorphism is a possible predictor of the
efficacy of adding bevacizumab to FOLFIRI treatment in first-
line in mCCR patients [23]. Finally, it is interesting to note that
a single nucleotide polymorphism in VEGFR-1 (rs9582036-A)
was shown to be a possible predictor of response to beva-
cizumab in patients with metastatic pancreatic cancer [24].
However, more data are needed to confirm the potential role
of VEGF and VEGFR-1 polymorphisms as predictors of
response to anti-angiogenic therapy in mCCR.

The renin-angiotensin system (RAS), which regulates sys-
temic blood pressure, also exerts local effects on cell prolifer-
ation, apoptosis, inflammation and angiogenesis in different
tissues. In addition, there is evidence linking the RAS with
tumorigenesis and tumour angiogenesis [25]. An important
component of the RAS is angiotensin II receptor 1 (AGTR1),
which both locally and systemically activates cellular pro-
cesses involved in proliferation and migration. AGTR1 is also
involved in tumour angiogenesis by stimulating VEGF syn-
thesis [25]. In this regard, studies in our group indicate that
expression of AGTR1 in tumour tissue can be a predictor of
response to bevacizumab neoadjuvant chemotherapy in breast
cancer [26]. Gene polymorphisms exist in the various compo-

nents of the RAS that may possess clinical relevance. The
genetic variants in AGTR1 gene may affect RAS activity, and
specifically, AGTR1 1166A/C polymorphism appears with an
allelic frequency of 04 and 0-29 in hypertensive and nor-
motensive subjects, respectively [27]. Significantly, AGTR1
1166A /C has been related to mammary carcinogenesis [28]. In
the case of AGT, other single nucleotide polymorphism,
causing methionine to threonine substitution in 235 amino
acid (M235T), has been associated with hypertension in
caucasian populations [29], and several studies have linked TT
genotype with a higher risk of breast cancer [28]. The most
common polymorphism in the gene encoding angiotensin
converting enzyme (ACE) is the insertion (I) or deletion (D) of
a 287-bp fragment in intron 16 and is responsible for the
interindividual variation in the ACE levels in blood and
tissues [30]. It has been shown a correlation between ACE [/D
and tumour size and survival in patients with renal carcinoma
[31]. Also, RAS inhibitor drugs appear to provide protection
against cancer in individuals with ACE genotype D/ D, which
is associated with high levels of expression and activity of
ACE [32].

Each of these RAS-related polymorphisms, alone or in com-

bination, can be related to an increased or decreased activity of
the RAS, and therefore with the physiological processes
controlled by RAS. Therefore, this study was aimed to explore
the clinical relevance of AGTR1 Al1166C (rs5184), AGT M235T
(rsb99), and ACE I/D 287 bp intron 16 (rs4646994) polymor-
phisms in patients with breast and colorectal cancer undergo-
ing anti-angiogenic treatment. Our results suggest that ACE[/
D polymorphism is associated with the activity of bevacizumab
in combination with chemotherapy in patients with colorectal
and breast cancer.

Materials and methods

Study design

Retrospective—prospective study of metastatic breast or col-
orectal cancer patients treated with bevacizumab and
chemotherapy in the Oncology Department of the Hospital
Reina Sofia, Cérdoba, Spain. Ethics committee approval was
obtained from our institution for the study, and all patients
provided written informed consent. All patients met the fol-
lowing inclusion criteria: aged 18 or older, eligibility for
receiving anti-angiogenic treatment with bevacizumab for the
treatment of advanced disease and availability of clinic-patho-
logical data. The characteristics of the 95 patients included in
this study are listed in Table 1.

Genotyping
Genomic DN A was isolated from peripheral blood in a MagNA
Pure LC 2.0 Instrument (Roche Diagnostics, Barcelona, Spain)
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Table 1 Patient characteristics

N (%]
N 95 (100)
Age: Median (Range) 59 (27-83)
Tumour Type
Colorectal 46 (48-4)
Breast 49 (51.6)
TNM Stage
Y 95 (100)
Histological Grade
G1 13(137)
G2 51 (537)
G3 20 (21.0)
Gx 11 (11.6)
Genotypes
ACE rs1799752
INAN 13138
IN/DEL 52 (553)
DEL/DEL 29 (30.9)
ND 1
AGTR1 rs5186
Al 49 (633
AC 39 (42.4)
cc 4(4.3)
nd 3
AGT rs699
TT 38 (27.3)
CcT 44 (31.7)
cc 13 (9:4)
nd 0
Serum-level sVEGF-A (ng/mL) 4.005 + 2.03

Serum-level sACE (ng/mL) 14708 + 11712

ND, not determined, ACE, angiotensin converting enzyme; VEGF, vascular
endothelial grow factor.

using the MagNA Pure LC DNA Isolation Kit [ (Roche
Diagnostics). The SNPs AGTR1 A1166C (rs5186) and AGT
M235T (rs699), and the 287-bp intron 16 ACE I/D polymaor-
phism (rs4646994) were genotyped on the Ligth)'clerm' 480
Real-Time PCR System (Roche Diagnostics) using the corre-
sponding SimpleProbe Probes.
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Table 2 Association between polymorphisms in some com-
ponents of the renin-angiotensin system, VEGF-A and ACE
circulating levels and response to treatment with bevacizumab

c¢VEGF-A*  cACE! Response % (GR TTF'
Genotype (ng/mlL) {ng/mL) vs. PRO) (weeks)
ACE rs1799752
INAN 386 97.34 636vs. 364 14.00
IN/DEL 4.27 137.73 888vs. 114 347
DEL/ 385 16740 889vs. 111 42.57
DEL
AGTR1 rs5186
Al 40 14319  756vs. 244 39.70
AC 414 145.69 100 vs. 0 56.72
[ 325 99.48 T5vs. 25 1614
AGT rs699
TT 4.06 155.03 833vs. 167 411
CcT 396 13313 854vs. 146 37.00
cC 4.43 12847 91.7vs. 83 28.00

GR, Global response; PRO, Progression.

*Circulating vascular endothelial grow factor-A (VEGF-A) levels.
"Circulating angiotensin convarting enzyme (ACE) levels.

Time to treatment failure.

Determination of plasma VEGF and ACE levels
Circulating VEGF and ACE levels were analysed in plasma
samples using the corresponding human VEGFA (Human
VEGF-A, Platinum ELISA, eBioscience, San Diego, CA, USA)
and human ACE ELISA kits (ACE Human ELISA kit, Abcam,
Cambridge, UK).

Over-expression of AGTR1 gene in MCF-7 cells
MCF7 cells were obtained from The European Collection of Cell
Cultures (ECACC) through Sigma-Aldrich (Madrid, Spain),
and cultured in MEM medium (Sigma-Aldrich) supplemented
with 15% FBS, 2 mM L-glutamine, 1% of nonessentials amino
acids and supplemented with antibiotics. To generate cells
overex pressing AGTR1, MCF7 cells were stably transfected
with plasmids pCR3-1 (control) and pCR31 hATR]1, kindly
provided by Dr. Terry 5. Elton. In brief, cells were transfected
with plasmids harbouring the KanR/NEQ cassette using
Lipofectamine 2000 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) as
transfection reagent following the manufacturer’s instructions,
and neomycin-resistant cells were selected using complete
medium supplemented with 500 ug/mL G418 (Life Technolo-
gies). Culture was refreshed every 2 or 3 days until colonies
appeared, and then, cells were transferred to another flask for
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Figure 1

Time to treatment failure and angiotensin converting enzyme (ACE) genotype: Kaplan-Meier analysis. ACE IN/IN

genotype was associated with shorter time to treatment failure (TTF) compared to ACE IN/DEL and ACE DEL/DEL genotypes.

amplifying the resistant cell population. Overexpression in
clones was confirmed by Western blot using a dilution 1 : 500
of anti-AGTR1 antibody (sc-1173, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA).

Murine xenograft model

For orthotopic breast cancer xenografts, 6-week-old female
immunocompromised mice (NOD.SCID strain) were previ-
ously implanted with 17B-estradiol pellets on the lateral side of
the neck. After 48 h, exponentially growing MCF7 cells (over-
expressing and nonoverexpressing AGTRI1 clones) were tryp-
sinized, individualized and resuspended in BD Mah’igelm at a
final concentration of 2 x 107 cells/mL, and 10° cells were
irljﬂ:lﬂi (25G needle) in the fourth mammary fat pad to gen-
erate tumours. Four days after cells inoculation, animals were
intraperitoneally injected every 34 days with 10 mg/kg of
bevacizumab or vehicle (physiological saline) as a control. At
the end of experiment mice were euthanized, tumours were
excised and their volumes were estimated by measuring along
their three axes and using the formula n/6 (L x W x H).

Statistical analyses

spss (IBM, Armonk, NY, USA) for Windows version 8.0 for data
analysis was used. Statistically different if P < 0-05 were con-
sidered. Hardy-Weinberg equilibrium for the polymorphisms

included in this study was assessed using a standard i~ test
with one degree of freedom. All continuous variables are
expressed as mean and median. The continuous variable sACE
(serum angiotensin converting Erlzyrnt') was categnrized into
<135 0r =135 rlg/ mL. The Student’s f-test for independent
samples to compare means between two groups and the ¥
analysis to compare differences in the distribution of genotypes
and the maximum response obtained with bevacizumab or
categorized sACE levels was applied. To establish relationship
between time to treatment failure (TTF), overall survival (0S)
and different genotypes has used Kaplan—Meier and log-rank
test. The statistical significance of differences in tumour volume
was analysed using two-sided Student’s i-test.

Results

At the time of data analysis, 84-6% of patients had discon-
tinued treatment, 53-8% due to disease progression, 231%
because of toxicity and 7-7% for salvage surgery of advanced
disease. The median duration of bevacizumab treatment was
41-7 weeks (95% CI 33-63-49-79), and maximum responses
obtained in our series were 10-7% complete response (CR),
32-1% partial response (PR), 40-5% stable disease (SD), 14-3%
progression (PRO) and was not evaluated (NE) in 2-4% of
patients.

1328 © 2015 Stichting European Society for Clinical Investigation Journal Foundation
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Figure 2 Time to treatment failure and circulating angiotensin converting enzyme (cACE) levels: Kaplan-Meier analysis. Higher
(= 135 ng/mL} levels of circulating ACE were associated with shorter time to treatment failure (TTF) compared to lower (< 135

ng/mL) levels.

The observed genotype frequencies of the analysed poly-
morphisms in ACE, AGRT1 and AGT genes are listed in
Table 1. The genotype distributions of all three polymorphisms
were in Hardy-Weinberg equilibrium (P = (-05). The corre-
sponding minor allele frequencies (MAF) for each polymor-
phism were consistent with those given for European
Caucasian populations in HapMap and dbSNP databases.

All genotypes studied were compared with the response
obtained (Table 2). The ACE IN/IN genotype was associated
with a higher rate of disease progression compared to DEL/IN
and DEL/DEL genotypes (36% vs. 11-1% P < (:05). Similarly,
AGTR1 1166A /A genotype was also associated with a higher
rate of disease progression compared to AGTR1 1166A/C and
AGTR1 1166C/C genotypes (244% vs. 27% P < 0-01). No sig-
nificant association was found between the different AGT
M235T genotypes and disease progression. ACE IN/IN geno-
type was also found to be associated with shorter time to
treatment failure (TTF) compared to ACE IN/DEL and ACE
DEL/DEL genotypes (14 weeks vs. 41.71, P = (-033; Fig. 1). No
significant associations were found between the different
AGTR1 and AGT genotypes and TTF.

MNo correlation was found between plasma circulating
levels of VEGF-A and the different genotypes or the response
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to treatment (Table 2). However, and as expected, signifi-
cantly higher circulating ACE (cACE) levels were found in
patients homozygous for the deletion in ACE gene locus
(IN/IN, 97-34 + 34-16 vs. DEL/DEL 167-40 + 13300 ng/mL,
P < 0-005). Besides, higher circulating ACE levels were found
to be associated with a better response to bevacizumab
treatment (CR: 17394 ng/mL, PR: 179-31 ng/mlL, EE: 123-16
ng/mL, PRO 12748 ng/mL; CR + PR + vs. EE PRO

P < 0-05).

When a cut-off value of 135 ng/mL sACE was selected, the
median TTF in the group of patients with > 135 ng/mL cACE
was significantly higher than in the group with <135 ng/mL
cACE (32 vs. 24 weeks. P < (1036, Fig. 2).

In order to improve the predictive value, an analysis com-
bining ACE genotype and cACE levels was performed
establishing two groups: Group A patients with cACE
=135 ng/mL and gACE DEL/DEL or IN/DEL (N: 19); and
Group B, patients with ¢cACE = 135 ng/mL and gACE IN/IN
(N: 46). As expected, median TTF for group A was significantly
higher than that of group B (46-86 vs. 28 weeks, P = (M4,

Fig. 3). While this joint analysis confirmed the predictive value
of ACE genotyping and cACE values, it did not improve the
predictive value of the model. New studies should confirm
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Figure 3 Time to treatment failure and circulating angiotensin converting enzyme (cACE) levels combined with ACE genotypes:
Kaplan-Meier analysis. Higher (> 135 ng/mL) levels of circulating ACE and IN/DEL or DEL/DEL ACE genotype were associated
with shorter time to treatment failure (TTF) compared to lower (< 135 ng/mL) levels and IN/IN ACE genotype.

these results and determine whether it is possible to improve
the predictive value with others analyses.

In our analysis, the AGTR1 1166 A allele, which has been
related to lower AGTR1 mRNA and reduced angiotensin [I
action [33], was associated with a higher rate of disease pro-
gression. Therefore, we next wanted to confirm whether an
active ACE-Angll-AGTR1 is associated with a better response
to the treatment with bevacizumab. To this end, the antitumoral
activity of bevacizumab was assayed in tumours originated
from orthotopically xenografted breast cancer MCF-7 cells
overexpressing or not AGTR1 protein (Fig. 4a). As shown in
Fig. 4b, the tumour volume of xenografts derived from a MCF7
cells stably overexpressing AGTR1 (Fig. 4a) was significantly
reduced in mice treated with bevacizumab. On the contrary,
xenografted tumours from control cells were not affected by
bevacizumab treatment.

Discussion

The ability of VEGF to stimulate angiogenesis varies between
individuals, and much effort has been made in the identifi-
cation of VEGF pathway genetic variants as biomarkers of
response to anti-angiogenic therapies (Lambrechts et al., 24).
However, no validated biomarkers have been discovered to
date. Qur study represents the first genetic analysis of RAS

genetic variants as markers predictive of bevacizumab treat-
ment outcome. Several studies have shown that the AGTR1
A1166C genetic varlant is associated with increased predis-
position to hypertension and target organ damage [33-35]. In

(a) 12
AGTRI —> "

Ponceau-5 S S8

-

(B)256 4 — control

| EAAGTRI

54 -

Volume (mm*
|
.,l%_dq

\

.

2 @ > @

Figure 4 Effect of AGTR1 expression levels on the response to
bewvacizumab treatment. (a) AGTR1 protein expression in cell
lysates from control (1) and AGTR1 overexpressing (2) cells. (b)
Volume of tumour xenografts (log2 scale) generated from MCF-
7 control cells {white bars) and MCFT-AGTR1 overexpressing
cells (stripped bars). Mice were treated with saline (U) or
bewvacizumab (B). All data (symbols), mean (bars high) and SD
{error bars) are represented (*, F < 0-05).

our analysis, AGTR1 1166 A/A genotype was associated
with a higher rate of disease progression compared to A/C
and C/C genotypes. Interestingly, AGTR1 protein expression,
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which positively correlates with systolic and diastolic blood
pressure, has been reported to be higher in subjects with C/C
genotype [35]. Besides, AGTR1 1166C/C genotype is associ-
ated with a form of essential hypertension characterized by
high plasma aldosterone and low plasma renin levels, possi-
bly due to increased AGTR1 mRNA levels and augmented
angiotensin Il action [33]. Therefore, the AGTR1 1166A allele,
when present in homozygous form may be related to a less
active Angll-AGTR1 axis and to a higher rate of disease pro-
gression in patients treated with bevacizumab. Accordingly,
our data support that the ACE IN/IN genotype is associated
with a higher rate of disease progression, shorter TTF and
lower circulating levels of the enzyme that catalyses the con-
version of Angl to Angll. Besides, our experiments in vive
showed that the antitumoral activity of bevacizumab was
significantly higher in tumours derived from AGTRI-overex-
pressing breast cancer cells. Taken together, our results indi-
cate that a higher activity of the ACE-Angll-AGTR1 axis is
associated with a better response to anti-angiogenic treatment
with bevacizumab. Further studies are warranted to elucidate
the exact role of the different components of RAS system in

the response of tumour cells to anti-angiogenic therapy. In
summary, our study support that the RAS system can be an
important source of potential predictive markers of response
to anti-angiogenic drugs.
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ANALISIS DE LOS POLIMORFIMOS DE HIPERTENSION ARTERIAL EN
PACIENTES DIAGNOSTICADOS DE CARCINOMA DE COLON Y
CARCINOMA DE MAMA AVANZADO TRATADOS CON BEVACIZUMAB

Juan De La Haba-Rodriguez, Antonio Martinez, Maria Jose Ortiz, Cristina Morales, Gema Pulido,
Auxiliadora Gomez, Diana Moreno, Beatriz Rodriguez, Antonio Rodriguez, Enrique Aranda.
Servicio De Oncologia Medica Hospital Universitario Reina Sofia. Instituto Maimonides De
Investigacion. Universidad De Cordoba.

Introduccion: La hipertension arterial (HTA) es un efecto secundario comun al uso de
esta estrategia terapéutica. En la actualidad no disponemos de biomarcadores utiles para
identificar aquellos pacientes con una mayor probabilidad de respuesta a terapia
antiangiogénica. Algunos trabajos han relacionado la aparicion de HTA con la respuesta
y mejor evolucion. Existen polimorfismos genéticos que se correlacionan en la poblacién
general con una mayor predisposicion HTA. El objetivo del presente estudio es analizar
la relacion existente entre diferentes polimorfismos de HTA y la respuesta y evolucién de
pacientes diagnosticados de carcinoma colorrectal (CCR) y de mama (CM) tratados con
bevacizumab.

Materiales y Métodos: Hemos estudiado en 102 pacientes (63 CCR y 39 CM) los
siguientes polimorfismos geneticos relacionados con HTA: VEGF -2578 C/A, VEGF -
1498 C/T VEGFR-1, Intrén 29, ECA INS/ DEL Intron 16, AGTR1 1166 A / C, AGT
M235T, ADRB1 Gly389Arg, ADRB2 GIn27Glu, ADRB2 Glyl6Arg, ADRB3
Trp64Arg, GNAS 393 T>C y GNB3 825 C>T. El estudio de los polimorfismos se ha
realizado mediante RT-PCR utilizando el sistema de genotipado SimpleProbe probes de
Roche Applied Science en un Light-Cycler® 480 Real-Time PCR System.

Resultados: Hasta el momento hemos encontrado una relacion con la respuesta en los
siguientes SNPs VEGF -2578 C/A, ECA INS/DEL Intron 16 y AGTR1 1166 A/ C (Tabla
1).

Conclusiones: Polimorfismos de predisposicion a HTA, pueden ser biomarcadores utiles
para identificar pacientes con una mayor probabilidad de beneficio a tratamiento con

bevacizumab. Se precisan de estudios prospectivos que conforme esta observacion.

Tabla 1: Aspectos tumorales que influyen en el deseo de conocer el diagndstico
SNPS Pro EE RP RC Chi-Cuadrado/ p
SNP AGTR1 1166 A/C
AA 11[25%) 16{36,0%] 3(6.8%)
AC 0[0%) 11(36,7%) 4(13,3%| P
cC 1(25%) 0{0%) 2{50%| 0
SNP VEGF -2578 C/A
AA 7141,2%) 6135.0%) 1(5.9%)
AC 4(9.5%) 12(78,6%) 4(8,5%) "
oC 1{5%) 9/45,0%) 4{20%)
ECA IN/DEL Intron 16 AA*
ININ 3(42.9%] {0,0%) 3(42.9%) 1114,3%]
N/DEL 2(6.9%) 1344.8%) 9(31.0%) 4{13,8%]
DEL/DEL 0[0%] Bl61.5%) 0{0%) 16,887/0,031
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11.1 ANEXO 1: Acta de la Comisién de Etica e Investigacion
sanitaria

Servicia Andanuz de Salud

al Lini anio Heina
CONSEJERIA DE SALUD Hospital Universitario Feina Sofia

Oscar Degallén Rojo, Secretario de la Comisién de Elica e Investigacién Sanitaria del
Hoszpital Universitario Reina Sofia de Cardoba,

GERTIFICA

Que en |a reunion de la Subcomision Permanente de Investigacidn Sanitaria celebrada
el dia 9 de abril de 2010 se ha estudiade y evaluado el Proyecto de Investigacién
titulade "Polimorfismos genéticos de VEGF, WEGFR-1 y del sistema renina-
angiotensina come posibles predictores de respuesta a terapia antiangiogénica en
cancer de colon y mamal” en el que figura como Investigador Principal el Dr. Enrigue
Aranda Aguilar adscrito (Servicio de Oncologia médica) habiendo considerads los
integrantes de dicha Subcomisién gue el citado proyecto respeta los principios
fundamentales establecidos en la Declaracién de Helsinki de 19684, de |a Asociacion
Médica Mundial, y enmiendas posteriores, v en el Convenio del Consejo de Europa de
1988, relativo a los Derechos Humanos y a la Biomedicina, Yy se adecua a las
condiciones de la convocatoria, demestrando sus autores conocer suficientemente los
antecedentes y el estado actual del tema gue proponen investigar, estando bien
definidos sus objetivos y siendo adecuada su metodologia, por lo due hacen constar la
viabilidad en todos sus términos del proyecio de investigacion, estimando que los
resultados pueden ser de gran interés

Se hace constar, de acuerdo con el art. 27 5 de la Ley 30/1982, de 26 de noviembre.
de Régimen Juridico de las Administraciones Publicas y del Procedimiento
Administrativo Comin, que la presente certificacion se emite con anterioridad a la
aprobacién del Acta correspondiente.

En Cérdoba, a nueve de abril de dos mil d_lg:;._ o

——

"
/ EL SEEHETAR?__ \\
1'1"

. ~ /_ |
\@-Eﬁw ﬂ@ﬂaar;jﬂﬂn-/ 'l
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11.2 ANEXO 2: Consentimiento informado

MODELD DE CONSEMTIMIENTO INFORMADD

CONSENTIMIENTQ INFORMADQ - INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la infarmacidn que a
continuacidn se | facilita v realice las preguntas que considers oportunas.

Maturaleza:

Su médico le ha pedido su consentimiento para que paricipe en el estudio titulade “ANALISIS DE
LOS POLIMORFISMOS RELACIONADOS CON HIPERTENSION ARTERIAL COMO
FACTOR PREDICTIVD DE RESPUESTA A TRATAMIENTO CON
ANTIANGIOGENICO EN CANCER." Le pedimos gue colabore en la realizacidn del estudio
muolecular gue se llevara a cabo. Para ello, le solicitamos gue nos ceda una muestra de sangre, para
gue podamos investigar la expresion de .algunos genes relacionados con la hipertension arterial,

Importancia:

El andlisis del matarial bioldgico que ustad done para esle estudio serd de fundamental importancia
para saber mas sobre su enfermedad v la mejor manera de tratarla.

Implicaciones para el donanle/paciente:

+ La donacidn'participacidn es totalmeante voluntaria.

« El donante/pacienta puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar explicaciones v sin
qua eslo raparcuta en sus cuidados médicos.

« Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales v se Irataran
conformea a fa Ley Organica de Prolecoidn de Datos de Caracter Personal 1599,

+ La donacionfinformacion obtenida se utilizara exclusivamentie para los fines especillicos de este
estudio.

Riesgos de la investigacién para el donante/paclente:

Minguno. Mo sard nacesario que se someta a pruebas adicionales por haber concedido su permisa ni
maodificara en modo alguno su tratamiento.

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con nuestro personal del Servicio de

Oncologia Médica del Hospital Reina Sofia de Cdrdoba en el teléfono: 957 011 638 o en el comreo
electrinico: juahaba & gmail.com
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RMODELD DE COMNSEMTIMIENTO INFORMADD

COMSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

“AMALISIS DE LOS POLIMORFISMOS RELACIONADDS COM HIFERTENSION ARTERIAL COMO FACTOR PREDICTIVO
DE RESPUESTA A TRATAMIENTO COMN ANTIANGIOGEMICT EN CANCER. "

Yo [Mambrs ¥

«  Ha lyido el documento informativo gue acompata a este consantimiento {Informacion al Paciente)

«  Ho podido hacer preguntas sobre el astudlo “ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS RELACIONADOS COM
HIFERTENSION ARTERIAL COMO FACTOR PREDICTIVO DE RESPUESTA A TRATAMIENTO CON
AHTIANGIOGENICO EN CANCER..

+  He recibido suficients informacion sobre el estedio “ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS RELACIONADDS
CON HIPERTENSION ARTERIAL COMO FACTOR PREDICTIVO DE RESPUESTA A& TRATAMIENTO COM
ANTIANGIOGENICD EN CAMCER.® He hablado con e profesional saniario  informador:

o Comprendo gue mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no an ol estudio,

«  Be me ha informado gue lodos koo dalos oblanicdos an este estudo sardn confidencialas v se
tratardn cormlome establece la Ley Organica de Proteccicn de Datos de Cardeler Personal 1529,

+  Seme ha Informado de que la donacidninformaciin obtenida sdlo se utllizard para kos fines
especificos dal estudio.

« Deseo ser informadofa da mes datos gendticos y olros ds cardctar parsonal qus sa obtsngan an el
cursa de la investigacidn, incluidos los descubrimisntos inesperados gue s& puadan producs,
siAMpra Nue Asta informacidn ARA NACAESANA para Avitar un grava parfuicin paA mi saled 0 1/ de mis
familiares bioldgicos.

i Mo

Cormprands que pueds relirarme del estudio:

o Cuando quiera

«  Sin tenar que dar explicaciones

«  Sin gque esto repercuta en mis cuidados médicos

Presta libremente mi conformidad para participar en el propecfo  ffelado “AMALISIS CE LOS

FOLIMORFISMOS RELACIONADOS CON HIPERTENSION ARTERIAL COMO FACTOR FREDICTIVO DE RESPUESTA A
TRATAMIENTD CON ANTIANGIOGEMICD EN CANCER..”

Firma el pacianis Firma dal profesional
{o representante legal en su casa) sanitaric informador
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11.3 ANEXO 3: Documento de solicitud extraccion de
muestra de ADN
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11.4 ANEXO 4: Criterios RECIST 1.1#8

Parametros de evaluacion

Enfermedad medible

Cémo medir

Tamano minimo

Ndmero total de lesiones

Ganglios linfaticos

Medida unidimensional: didametro maximo

> 10 mm con TC helicoidal o RM (no
menor que el doble del espesor de corte)
> 20 mm en radiografia de torax bien
definida y rodeada de aire

Maximo 5 lesiones y hasta 2 por 6rgano

Ganglios con eje corto > 15 mm pueden ser
lesion diana

Enfermedad no medible

Lesiones inferiores a 10 mm

Adenopatias con eje corto > 10 y < 15 mm
Lesiones blasticas

Quistes simples, indeterminados o
complejos

Lesiones previamente tratadas o irradiadas
salvo que progresen

Criterios de respuesta

Tipo

Respuesta completa (RC)

Desaparicion de todas las lesiones y ausencia
de ganglios patologicos

Respuesta parcial (RP)

Disminucion > 30% de la suma de los
didmetros maximos

Enfermedad estable (EE)

No cumple criterios de respuesta parcial ni
de progresion

Progresion

Aumento >20% de la suma de los diametros
y aumento absoluto > 5 mm en la suma de
didmetros

195




11.5 ANEX

O 5: Sistema de estadiaje del Cancer colorrectal

AJCC TNM (2010, 72 edicion)?

Tumor Primario (T)

TX El tumor primario no se puede evaluar

TO No evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial o invasién de ldamina propia

T1 El tumor invade la submucosa

T2 El tumor invade la muscular propia

T3 El tumor invade a través de la muscular propia los tejidos pericolorrectales
T4a El tumor penetra el peritoneo visceral

T4b El tumor invade directamente otros 6rganos o estructuras

Ganglios Linfat

icos Regionales (N)

NXx No es posible evaluar el estado ganglionar

NO No metastasis en los ganglios linfaticos regionales

N1 Metéstasis en 1 a 3 ganglios linfaticos regionales

Nla Metastasis en 1 ganglio linfatico regional

N1b Metastasis en 2 a 3 ganglios linfaticos regionales

N1c Deposito tumoral en subserosa, mesenterio o tejidos sin afetacion regional linfatica
N2 Metéstasis en 4 0 mas ganglios linfaticos regionales

N2a Metastasis en 4 a 6 ganglios linfaticos regionales

N2b Metastasis en 7 0 mas ganglios linfaticos regionales

Metéstasis a distancia (M)

Mx No se pueden evaluar

MO No metéstasis a distancia

M1 Metéstasis a distancia

Mla Metéstasis confinada a un 6rgano o localizacién

M1b Metéstasis en mas de un 6rgano o peritoneo

Estadio T N M

0 Tis NO MO

| T1-T2 NO MO

A T3 NO MO

11B T4a NO MO

lC T4b NO MO

A T1-T2 N1-Nlc MO
T1 N2a MO
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1B T3-T4a N1-Nlc MO
T2-T3 N2a MO
T1-T2 N2b MO
lnic T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO
T4b N1-N2 MO
IVA Cualquier T Cualquier N Mla
VB Cualquier T Cualquier N M1b
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11.6 ANEXO 6: Sistema de estadiaje del Cancer de Mama
AJCC TNM (2010, 72 edicion)*

Tumor Primario (T)

TX El tumor primario no se puede evaluar

TO No evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Tis (DCIS) Carcinoma ductal “in situ”

Tis (LCIS) Carcinoma lobulillar “in situ”

Tis (Paget) Enfermedad de Paget del pezdn sin tumor

Tl Tumor < 2 cm en su mayor dimension

T1lmi Microinvasién <0.1 cm en su mayor dimensién

Tla Tumor > 0.1 cm pero no > 0.5 cm en su mayor dimension

Tlb Tumor > 0.5 cm pero no > 1 cm en su mayor dimension

Tlc Tumor > 1 cm pero no > 2 cm en su mayor dimension

T2 Tumor > 2 cm pero no > 5 cm en su mayor dimension

T3 Tumor >5 cm en su mayor dimension

T4 Tumor de cualquier tamafio con extensidn directa a pared torécica y/o piel

T4a Extension a pared torécica sin incluir el masculo pectoral mayor

Tab Edema (incluyendo piel de naranja) o ulceracion de la piel de la mama, o nédulos
cutaneos satélites confinados a la misma mama que no cumple criterios de
carcinoma inflamatorio

T4c Ambos T4ay T4b

T4d Carcinoma inflamatorio

Ganglios Linfat

icos Regionales (N)

NXx No es posible evaluar el estado ganglionar

NO No metastasis en los ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis en ganglios ipsilaterales méviles en niveles I,11 axilar

N2 Metéstasis en ganglios axilares ipsilaterales niveles I,11 axilar, fijos o agrupados, o
en ganglios de la cadena mamaria interna clinicamente aparentes en ausencia de
afectacion clinica axilar

N2a Metastasis en ganglios axilares ipsilaterales en niveles I,11 axilar fijos entre si o a
otras estructuras

N2b Metéstasis solo en ganglios ipsilaterales de la cadena mamaria interna clinicamente
aparentes y en ausencia de afectacion clinica evidente axilar

N3 Metastasis en ganglios infraclaviculares ipsilaterales (nivel 11 axilar), o en cadena
mamaria interna ipsilateral clinicamente aparentes en presencia de afectacion
axilar clinicamente evidente; o metastasis en ganglios supraclaviculares
ipsilaterales con o sin afectacion axilar o de la mamaria interna

N3a Metastasis en ganglios infraclaviculares

N3b Metéstasis en cadena mamaria interna y axilar ipsilateral
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N3c

Metéstasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales

Ganglios Linfat

icos Regionales (pN)

pNX No es posible evaluar el estado ganglionar

pNO No afectacion histoldgica, sin estudios adicionales para células tumorales aisladas

pNO(i-) No afectacion ganglionar histoldgica, H&E y IHQ negativas

pNO(i+) Presencia de células tumorales aisladas por H&E o IHQ, ninguna agrupacion
> 0.2 mm

pNO(mol-) No afectacion ganglionar histologica, estudio molecular negativo (RT-PCR)

pNO(mol+) No afectacion ganglionar histoldgica, estudio molecular positivo (RT-PCR)

pN1mi Micrometastasis (> 0.2 mm, ninguna > 2.0 mm o > 200 células)

pN1 Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares linfaticos y/o en la mamaria interna con
afectacion microscopica detectada por biopsia de ganglio centinela pero no
clinicamente aparente

pN1la Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares linfaticos, al menos una metéstasis >2mm

pN1b Metastasis en la mamaria interna con afectacion microscépica detectada por
biopsia de ganglio centinela pero no clinicamente aparente

pN1lc Metéstasis en 1 a 3 ganglios axilares linfaticos y en la mamaria interna con
afectacién microscopica detectada por biopsia de ganglio centinela pero no
clinicamente aparente

pN2 Metéstasis en 4 a 9 ganglios axilares linfaticos, o afectacion clinicamente aparente
de la mamaria interna en ausencia de afectacion axilar

pN2a Metéstasis en 4 a 9 ganglios axilares linfaticos (al menos un depdsito tumoral > 2.0
mm)

pN2b Metastasis clinicamente aparente en ganglios de la mamaria interna en ausencia de
afectacion axilar

pN3 Metéastasis en > 10 ganglios axilares, o en ganglios infraclaviculares, o en ganglios
de la mamaria interna ipsilaterales clinicamente aparentes en presencia de 1 0 mas
ganglios axilares positivos; o en mas de 3 ganglios axilares con metéstasis
microscépicas clinicamente negativas de la mamaria interna; o en ganglios
supraclaviculares ipsilaterales

pN3a Metéstasis en > 10 ganglios axilares (al menos un depésito tumoral > 2.0 mm), o
metastasis en ganglios linfaticos infraclaviculares

pN3b Metéstasis en ganglios de la mamaria interna ipsilaterales clinicamente aparentes
en presencia de 1 0 mas ganglios axilares positivos; o0 en méas de 3 ganglios
axilares con metéstasis microscopicas de la mamaria interna detectadas por
biopsia de ganglio centinela pero no clinicamente aparentes

pN3c Metastasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales

Metéstasis a distancia (M)

Mx No se pueden evaluar

MO No metéstasis a distancia

cMO(i+) No evidencia clinica ni radiolégica de metastasis pero presencia de depoésitos de
células tumorales detectadas en sangre circulante, médula ésea u otro tejido
ganglionar no regional que es < 0.2 mm en un paciente sin signos ni sintomas de
metéstasis

M1 Metéstasis a distancia
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Estadio T N M
0 Tis NO MO
1A Tlb NO MO
IB TO N1mi MO
Tlb N1mi MO
A TO Nilc MO
T1lb Nlc MO
T2 NO MO
11B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
Tlb N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
1B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
1nc Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1

H&E: hematoxilina y eosina. IHQ: inmunochistoquimica
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