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Introduccién: El cdncer epitelial de ovario tiene ma-
yor mortalidad que ninguna otra neoplasia ginecolé-
gica.! Una de las razones de esta mortalidad es que la
mayoria de las pacientes son diagnosticadas en esta-
dio avanzado de la enfermedad. Pero también puede
ser debido a que una tercera parte de las pacientes no
responden bien al tratamiento inicial y mueren a causa
de la enfermedad poco tiempo después del diagndsti-
co.r? A pesar de numerosos esfuerzos para entender la
biologia del cancer de ovario, todavia no se sabe con
precision por qué unas pacientes responden al tra-
tamiento y otras no. Estudios publicados con este fin
estan limitados por el numero de pacientes incluidos,
o la mezcla de tipos histoldgicos y estadios, o por la fal-
ta de estudios independientes apropiados para validar
los hallazgos.>* En otros cénceres, como el cancer de
mama, se han determinado marcadores y firmas mole-
culares que son capaces de predecir pacientes con ries-
go a recidivas de la enfermedad® o capaces de predecir
pacientes que responderan mejor a la quimioterapia.®’
En la actualidad no existe ningun tipo de marcador o
test diagndstico que pueda identificar estas pacientes
gue no responden al tratamiento inicial del cdncer se-
roso de ovario.®

Objetivos: Nuestro objetivo es crear un modelo es-
tadistico que pueda predecir con cierta precisidon quien
responderd al tratamiento de este cancer de ovario.
Para alcanzar este objetivo disefiamos un estudio con
los siguientes pasos: 1) analizar la asociacion entre la
respuesta a quimioterapia en el cdncer seroso de ovario
y supervivencia de la enfermedad; 2) identificar varia-
bles, clinicas o moleculares, asociadas con la respuesta
al tratamiento; 3) determinar si este grupo de variables
asociadas con la respuesta al tratamiento son capaces
de predecir esta respuesta.

Pacientes y Métodos: a) Pacientes: Con este propo-
sito, bajamos toda la informacidn clinica y molecular

del cancer seroso de ovario contenida en The Cancer
Genome Atlas (o TCGA).? Definimos respuesta a qui-
mioterapia a la no evidencia de enfermedad después
de 6 meses de finalizado el tratamiento. Pacientes que
no responden a la quimioterapia son aquellas en que:
1) a pesar del tratamiento la enfermedad permanece
estable o progresa (o refractarias al tratamiento); 2) la
enfermedad reaparece antes de 6 meses de haber fina-
lizado el tratamiento (o resistentes al tratamiento). Las
pacientes que no responden al tratamiento también
han sido clasificadas como ‘resistentes al platino’.*® Ba-
sados en esta clasificacién en la TCGA habria 294 pa-
cientes que respondieron a tratamiento y 158 que no
respondieron.

b) Métodos: Para el andlisis de supervivencia utili-
zamos el modelo de riesgo proporcional de Cox. Para
identificar variables clinicas asociadas con la respuesta
a la quimioterapia utilizamos modelos de regresion lo-
gistica. Para la identificacion de la asociacién de varia-
bles bioldgicas con la respuesta al tratamiento utiliza-
mos multiples t-test, con correcciones para compensar
por comparaciones multiples. Para construir modelos
de prediccion de respuesta al tratamiento utilizamos
el método /asso de regresion (least absolute shrinkage
and selection operator), que impone una penalizacidn
a aquellas variables que no contribuyen al modelo.! La
ventaja de este método con respecto a otros es que el
lasso selecciona las variables mas informativas para el
proceso de seleccién a la vez que calcula los modelos
mas éptimos para estas variables. Para evaluar el ren-
dimiento de los distintos modelos de prediccion utiliza-
mos el drea bajo la curva (AUC) y su intervalo de con-
fianza del 95%.

Resultados: En el andlisis de supervivencia, la res-
puesta a la quimioterapia es el factor mas significativo
estadisticamente, con un valor p de 2x10°. Pacientes
gue no responden inicialmente a la quimioterapia tie-
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nen un riesgo elevado (4 veces mas) de morir debido
a la enfermedad que las que responden. Pacientes que
responden al tratamiento viven, como media, 2 afios
mas que las que no responden. Estas diferencias se
confirmaron en un estudio clinico realizado en la Uni-
versidad de lowa, y es uno de los motivos principales
por los que estamos interesados en esta respuesta al
tratamiento en el cdncer seroso de ovario.

Para entender mejor cuales son los factores que
afectan esta respuesta al tratamiento, realizamos estu-
dios de asociacidn entre la respuesta a quimioterapia
y variables clinicas y bioldgicas contenidas en la TCGA.
En cuanto a las variables clinicas, el estadio de la enfer-
medad, definido por la FIGO (Federacion Internacional
de Ginecologia y Obstetricia), y tratamiento dptimo son
las Unicas variables significativas en el estudio multiva-
riante. Pacientes con tratamiento éptimo son aquellas
que han recibido citoreduccién optima (enfermedad
residual de menos de 1 cm después de la cirugia inicial)
y 6 ciclos de quimioterapia basada en el platino. Estos
dos factores clinicos se tuvieron en cuenta a la hora de
construir el modelo de prediccion.

La asociacidn con variables bioldgicas se realizé utili-
zando todo el espectro de informacién bioldgica alma-
cenada en el TCGA: expresion genética, expresion de
micro ARN, metilacion del ADN, alteracion de copias
genéticas y mutaciones somaticas. Cuando se integra
toda la informacién bioldgica asociada con la respues-
ta al tratamiento se obtiene una firma genética mas
robusta que creemos pueden ser mejor validada en
experimentos independientes. Asi que, primero, iden-
tificamos las variables que eran diferentes entre las pa-
cientes con o sin respuesta a tratamiento para cada una
de estas dimensiones de informacién bioldgica: expre-
sién genética, expresién de micro RNA, metilaciéon del
ADN, mutaciones somaticas, alteracién de copia de ge-
nética. Seguidamente, correlacionamos estas variables
con la base de datos de expresidn genética para validar
nuestros resultados en otras bases de datos publicas e
independientes. Como resultado de estos andlisis obtu-
vimos una firma genética de 422 genes con asociacion
a la respuesta a quimioterapia.

Completamos el estudio de esta firma genética rea-
lizando un analisis de clusteres. En concreto, utilizamos
el analisis de clusteres de consenso. Parece ser que este
tipo de andlisis de clusteres permite una clasificacion
mas funcional de estos grupos. El resultado de este
anadlisis fue un modelo con 2 clusteres. Cada uno de
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estos clusteres presentaba un perfil funcional distinto:
uno de ellos con elementos de procesos inmunolégi-
cos y de sefiales intracelulares, y el otro con elementos
del ciclo celular y reparacién del ADN. Para validar la
firma genética asociada con la respuesta a quimiote-
rapia, repetimos este analisis de clusteres de consenso
en 5 experimentos independientes de cancer seroso de
ovario. Estas 5 bases de datos fueron bajadas del Gene
Expression Omnibus (o GEQO) e incluian mas de 1.200
pacientes con cancer de ovario. En todos estos estu-
dios, el modelo con 2 clusteres resultd ser el mejor. Es-
tos resultados corroboran la solidez y consistencia de la
asociacién entre esta firma genética con 422 genes y la
respuesta a quimioterapia.’?

El ultimo objetivo de nuestro estudio fue el crear un
modelo de prediccién de respuesta a quimioterapia
con esta firma genética. Utilizamos un software espe-
cializado en construir modelos de prediccidn con expe-
rimentos de expresién genética, CMA (o Classification
of Micrarrays).® Esta herramienta informatica permite
seleccionar variables con mas influencia en el proceso
de prediccidn a la vez que construye modelos con una
diversidad de métodos estadisticos. Empleando este
software, inicialmente realizamos analisis de predic-
cién con 9 métodos diferentes y utilizando toda la firma
genética incluyendo los 422 genes. El rendimiento de
estos modelos de prediccién, basados en el AUC, varia-
ba entre el 53 y el 73%. Este rendimiento era superior
a modelos construidos con variables clinicas asociadas
con la respuesta al tratamiento (estadio FIGO y trata-
miento dptimo, mencionados anteriormente), con un
AUC del 58%. Posteriormente, y utilizando los mismos
9 métodos de prediccion, utilizamos sélo las 34 varia-
bles genéticas mds informativas, seleccionadas con el
mismo software, CMA. El rendimiento de estos nuevos
modelos de prediccidn con los 34 genes seleccionados
fue superior al modelo completo con un incremento del
AUC entre el 6 y el 10% para los diversos métodos.**
Las dos estrategias fueron validadas en bases de datos
independientes con expresidn genética.’>®

Conclusiones: La respuesta a la quimioterapia esta
significativamente asociada con supervivencia por el
cancer seroso de ovario. En nuestros analisis con da-
tos de la TCGA, hemos identificando variables clinicas
(estadio FIGO y tratamiento éptimo) y moleculares, en
forma de firma genética, que estdn consistentemente
asociados con esta respuesta a quimioterapia. Esta aso-
ciacién se validd en varias bases de datos independien-
tes. La firma asociada con la respuesta al tratamiento
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puede ser utilizada para predecir qué pacientes respon-
deran a este tratamiento. Un grupo de 34 genes inclui-
dos en esta firma genética, y seleccionados por ser los
mas informativos en el proceso de prediccidon, demos-
tré incluso mejor prediccion de respuesta con una AUC
cercana al 80%.

Perspectivas: En la actualidad estamos en el proceso
de validar estos resultados en las pacientes con cancer
seroso de ovario en la Universidad de lowa. Hasta el
momento hemos recogido informacién clinica de cer-
ca de 360 pacientes y hemos identificado 9 variables
asociadas con la respuesta a quimioterapia. La intro-
duccidn de estas variables clinicas en un analisis de pre-
diccién ha demostrado una AUC de 72%, mejorando la
prediccidon de variables similares realizadas en el TCGA
en mas de 15 puntos. Seguimos en el proceso de de-
terminar variables moleculares en nuestras pacientes:
expresion genética, expresion de micro ARN, metilacién
de ADN, mutaciones genéticas y alteracion de nimero
de copia genética. Creemos que un mejor seguimiento
de la enfermedad, mejor informacidn clinica en estas
pacientes, y mejor definicion de respuesta al tratamien-
to resultardn en modelos de prediccion superiores, con
AUC cercanas al 85-90%. Esto puede facilitar la creacion
de un test diagndstico que determine qué pacientes
responderdn a la quimioterapia del cancer de ovario,
incluso antes de empezar el tratamiento.
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