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RESUMEN



El tratamiento estandar para el cancer de ovario seroso de alto grado (HGSOC)
avanzado es la cirugia citorreductora, y una quimioterapia basada en platino y
paclitaxel, con el objetivo de obtener respuesta completa de la enfermedad tras la
finalizacion del mismo. La persistencia de enfermedad tras la cirugia y la quimioterapia
indica un mal pronostico para las enfermas.

La angiogénesis es un proceso ampliamente estudiado en el cancer de ovario,
habiéndose descrito diversas moléculas relacionadas que se han asociado al prondstico,
asi como varios ensayos clinicos que han mostrado una actividad de los farmacos
antiangiogénicos en esta neoplasia.

Nuestro estudio tiene como objetivo principal identificar un modelo predictivo
de respuesta completa al tratamiento de primera linea del HGSOC, tras el analisis de
expresion de genes involucrados en el proceso angiogénico.

Se incluyeron 39 pacientes con HGSOC avanzado que habian sido tratadas con
cirugia citorreductora y quimioterapia con platino-paclitaxel. Se obtuvieron los RNAs
de las muestras fijadas formol e incluidas en parafina, y se analiz6 la expresion de 82
genes relacionados con la angiogénesis mediante qRT-PCR. El analisis multivariante
de las variables clinicas y de la expresion génica se realizé mediante regresion de Cox,
y se generaron curvas ROC de cada variable. El modelo génico predictivo de respuesta
se generd con la regresion penalizada de Lasso y fue validado mediante el método
Leave-One QOut Cross Validation (LOOCV). Posteriormente se analizd por
inmunohistoquimica la expresion de algunas de las proteinas cuyos genes habian
resultado significativos en el andlisis univariante y habian sido incluidos en el modelo.

El 74% de las pacientes presentaron una respuesta completa al tratamiento,

siendo la ausencia de tumor residual tras la cirugia la Unica variable clinica que se
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asocio a la respuesta. De los genes analizados, so6lo la expresion de ANGPTI, ARNT,
CD34, EGF y MMP3 se correlacionaron con la respuesta en el andlisis univariante. Se
generd un modelo multigénico integrado por 7 genes (AGT, CD34, EGF, EPOR, ILS,
MMP3 y MMP7), con un AUC de 0,67 (IC 95% 0,47-0,88), pero con el que no se llegd
a alcanzar la significacion estadistica (p=0.09).

También se analizd la posible relacion entre la expresion de los genes estudiados
con la supervivencia libre de progresion (SLP) y la supervivencia global (SG),
identificandose cuatro genes (ANGPT2, CD36, CD44 y EPHBZ2) asociados con la
primera, y cinco (CD44, ANGPTI, CD34, MMP7 y PDGFB) con la segunda, algunos
de los cuales coincidieron con los integrantes del modelo predictivo de respuesta.

Ninguna de las proteinas estudiadas por inmunohistoquimica se asoci6 de forma
estadisticamente significativa con la respuesta.

En conclusién, con la metodologia empleada se consiguié generar un modelo
génico predictivo de respuesta, aunque no se pudieron obtener diferencias
estadisticamente significativas, probablemente por el pequefio tamafio de nuestra serie.
Los resultados de nuestro estudio indican que algunos genes involucrados en el proceso
angiogénico podrian jugar un papel en la respuesta al tratamiento multimodal de
primera linea, algo que deberia confirmarse en otros estudios con mayor tamafio

muestral, y, a ser posible, prospectivos.
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1. Generalidades del cancer de ovario
1.1. Epidemiologia

El céncer de ovario es el segundo tumor ginecologico mas frecuente en los
paises desarrollados, con una incidencia de 9,4 por 100.000 habitantes y una mortalidad
de 5,1 por 100.000 [1]. En Espafia, esta neoplasia representa el cuarto tumor mas
frecuente en mujeres y la séptima causa de muerte por cancer de forma global para
ambos sexos [2]. El riesgo de desarrollar cancer de ovario durante la vida de una mujer
oscila entre el 1,4% y el 1,8%, aumentando progresivamente con la edad, y situdndose
la media de diagnostico en torno a los 60 afios [3, 4].

Se han descrito diversos factores de riesgo, muchos de ellos relacionados con un
mayor numero de ciclos ovulatorios, como la nuliparidad, la menarquia precoz, la
menopausia tardia o la infertilidad; sin embargo, la induccién de la ovulacidén no parece
aumentar el riesgo de cancer de ovario [5]. Por otro lado, la terapia hormonal sustitutiva
presenta datos controvertidos, aunque también parece incrementar minimamente el
riesgo de cancer de ovario [6, 7]. Otro factor de riesgo importante es la endometriosis,
que aumenta el riesgo de desarrollar esta neoplasia en un 2.5% [8]. Ademas, la
endometriosis parece asociarse con subtipos histologicos especificos, como el
carcinoma endometrioide, el de células claras y el seroso de bajo grado [9].

Por otro lado, el riesgo de cancer de ovario también puede estar influenciado por
factores genéticos y familiares. Un antecedente personal de cancer de mama o un
antecedente familiar de cancer de ovario se asocia con un mayor riesgo de desarrollar
esta neoplasia. Se estima que aproximadamente un 15% de las neoplasias ovaricas
presentan un componente hereditario [3]. El sindrome mas frecuente es el asociado a las

mutaciones de BRCAI y BRCA2. Las portadoras de estas mutaciones tienen un
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importante incremento del riesgo de desarrollar cancer de ovario o de mama. El riesgo
de cancer de ovario es variable y depende de la mutacion; asi, las portadoras de BRCAI
presentan un riesgo entre el 35% y el 46%, mientras que las portadoras de BRCA?2 entre
el 13% y el 23% [10]. Recientemente, las mutaciones de los genes BRCA han cobrado
una especial relevancia en este tumor debido a su influencia en el prondstico y en la
prediccion de respuesta a platino y a inhibidores de la Poli ADP ribosa polimerasa
(PARP), como se describird posteriormente. El sindrome de Lynch tipo II o céncer
colorrectal hereditario no polipdsico, se caracteriza por la mutacion en los genes MMR
(mismatch repair), situdndose el riesgo de desarrollar cancer de ovario entre el 3% y el
14% [3].

Por el contrario, existen otros factores que parecen disminuir el riesgo de cancer
de ovario, como los anticonceptivos orales [11] o algunas intervenciones quirurgicas
ginecologicas, como la ligadura de trompas, la histerectomia simple o la salpingo-
oforectomia bilateral (procedimiento que se plantea de manera profilactica en

portadoras de una mutacién en los genes BRCA) [12, 13].

1.2. Etiopatogenia

Actualmente se considera que el cadncer de ovario es un conjunto de neoplasias
con una gran variabilidad bioldgica, histologica y clinica. A este hecho se suma que aun
hoy su etiopatogenia no esta del todo clara. Durante muchos afios, se ha mantenido la
teoria de que el origen del cancer de ovario se producia por la metaplasia y posterior
malignizacion del epitelio celomico que recubre la superficie ovarica. Posteriormente,
se establecido una hipotesis alternativa que contemplaba que el paso por el proceso

metaplasico podria no ser necesario, al haberse identificado la presencia de un
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remanente de epitelio miilleriano en la zona de transicion entre la trompa y el ovario
[14].

Sin embargo, en los ultimos afos, se ha planteado que quizas no exista un tinico
origen para todos los tumores de ovario, pudiendo derivar cada subtipo de diferentes
precursores (epitelio ovarico, trompa de Falopio o endometrio). Los ultimos avances al
respecto, realizados en base al estudio de las piezas quirurgicas de cirugias profilacticas
en pacientes portadoras de mutaciones de BRCA, orientan hacia la presencia de un nicho
de células precursoras (stem cells) en la zona de transicion trompa-ovario, que
originarian estos tumores. Este hecho explicaria por qué el cancer de ovario muestra una

histologia y un patron secretor similar al carcinoma de trompa o al de endometrio [15].

2. Subtipos, historia natural y estadificacion

2.1. Subtipos histologicos

La ultima actualizacion de la clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) tiene en cuenta la heterogeneidad de esta neoplasia y sugiere un posible
origen del carcinoma seroso de alto grado en la trompa de Falopio [16].

En los tltimos afios, con el objetivo de unir la patogénesis del cancer de ovario
con la histologia y las alteraciones moleculares, se ha propuesto el llamado modelo
dual, que diferencia dos subtipos (denominados I y II) dentro de esta neoplasia,
atendiendo a las caracteristicas clinicas, moleculares y a las diferentes vias de
carcinogénesis [17]:

» Tipo I: Incluye los tumores seroso y endometrioide de bajo grado, células

claras, y mucinoso. Para explicar su origen se ha postulado que derivan de

lesiones precursoras, de evolucion lenta, por lo que en el momento del
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diagnostico suelen estar confinados al ovario. Se consideran genéticamente
estables, caracterizdndose a nivel molecular por presentar una activacion
constitutiva en la via de MAPK y, por lo tanto, son frecuentes las
alteraciones en genes como KRAS o BRAF', entre otros.

* Tipo II: Incluye el carcinoma seroso y endometrioide de alto grado, asi
como el indiferenciado. Se caracterizan por ser tumores de novo, sin una
clara lesion precursora, y de répido crecimiento. Se relacionan con
alteraciones a nivel de T7P53 en mas de un 90% de los casos, inestabilidad
gendmica y, con cierta frecuencia, mutaciones en los genes BRCA.

A continuacidn, se detallan las caracteristicas mas importantes de los principales

subtipos histolégicos, y en la Tabla 1 se concretan las alteraciones moleculares de los
mismos.

Carcinoma seroso

Tradicionalmente era clasificado en tres grados, pero segin la ultima
clasificacion de la OMS se ha simplificado en carcinoma seroso de alto grado (High
Grade Serous Ovarian Carcinoma, HGSOC) y carcinoma seroso de bajo grado (Low
Grade Serous Ovarian Carcinoma, LGSOC), considerandose que ambas entidades son
dos neoplasias diferentes, con una base molecular distinta, y, por tanto, con claras
implicaciones en el desarrollo actual de las terapias dirigidas para cada una de ellas
[18].

= Carcinoma seroso de alto grado: Es la entidad mas frecuente, representando del

70% al 80% de los casos de cancer de ovario. La clave para su diagndstico es la

identificacion de atipia celular y el alto indice mitdtico de las células que lo

componen. Desde el punto de vista inmunohistoquimico (IHQ) destaca la
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Otros

expresion aberrante de p53, y la sobre-expresion de WT-1 y del receptor de
estrogenos (RE) [19-21].

Carcinoma seroso de bajo grado: Esta entidad representa menos del 5% de los
carcinomas de ovario [22]. Comparte con el HGSOC la sobre-expresion de WT-

1, pero no la expresion aberrante de p53 [23, 24].

Carcinoma endometrioide: Es la segunda entidad mas frecuente, representando
en torno a un 10% de los casos [25]. Se puede asociar con endometriosis y hasta
en un 15-20% de las pacientes puede presentarse de forma sincrénica con un
carcinoma de endometrio de subtipo endometriode. Mientras que el carcinoma
endometrioide de alto grado presenta un perfil inmunohistoquimico similar al
HGSOC, el de bajo grado no suele sobre-expresar WT-1, pero si RE y receptor
de progesterona (RP) con frecuencia [26].

Carcinoma de células claras: Representa menos del 10% de los casos de cancer
de ovario, y se correlaciona con un peor prondstico debido a su menor
sensibilidad al platino. Desde el punto de vista IHQ se diferencia de los demas
por la expresion de Napsina A [27].

Carcinoma mucinoso: Entidad poco frecuente (menos del 5% del total) que se
caracteriza por permanecer mas tiempo confinado en el ovario que el resto de los
subtipos, siendo diagnosticados la gran mayoria en estadio I [28]. Estos tumores
suelen ser negativos para RE, RP y WT-1, y en cambio expresan proteinas

tipicas de patologia gastrointestinal como CK20 y CDX2 [29].
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Tabla 1. Subtipos histolégicos de cancer de ovario, con las alteraciones moleculares

correspondientes.

Cancer de ovario tipo I Alteracion molecular

Carcinoma seroso de bajo grado Mutaciones en KRAS, BRAF o ambos (>60%)
Mutacion en PTEN (20%)
Mutacion en CTNNBI (16-55%)

Carcinoma endometrioide de bajo grado Mutacién en PI3KA (20%)

Inestabilidad de microsatélites (>20%)

Mutacion en KRAS y BRAF (<7%)

Mutacion en KRAS (5-16%)

. ) Mutacion en PTEN (30%)

Carcinoma de células claras
Inestabilidad de microsatélites (13-50%)

Mutacion en PIK3CA (33%)

Carcinoma mucinoso Mutacion en KRAS (>60%)

Cancer de ovario tipo 11 Alteracion molecular

Mutacion en TP53 (>95%)

. Alteraciones en BRCA (>20%)

Carcinoma seroso de alto grado
Mutaciéon en PI3KA 'y PTEN (<10%)

Inactivacion de p16 (15%)

Carcinoma endometrioide alto grado Mutacion en TP53 (>90%)

Carcinoma indiferenciado Mutaciéon de TP53 (90%)

2.2. Historia natural, diagnostico y estadificacion

Tras el periodo de crecimiento intraovarico, el cdncer de ovario se puede
diseminar por tres vias diferentes: mediante extension directa a través de una siembra
peritoneal, por via linfatica y/o por via hematogena. La siembra peritoneal es la mas

frecuente, y ocurre debido a que las células neoplasicas con frecuencia se desprenden
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del tumor primario y se implantan en el peritoneo, epiplon y superficies serosas
viscerales. La via linfatica es la segunda en frecuencia, con un drenaje principal a los
ganglios pélvicos y retroperitoneales. Por tltimo, a diferencia de otros tumores sélidos,
la diseminacion hematdgena ocurre sélo excepcionalmente, observandose en algunos
casos metastasis hepaticas, pulmonares, Oseas e incluso cerebrales [3].

En las fases iniciales de su desarrollo, el cancer de ovario puede no ocasionar
ninguna sintomatologia, o bien puede ser muy vaga e inespecifica, como anorexia,
astenia o molestias abdominales intermitentes. Por ello, la mayoria de las pacientes se
diagnostican con el tumor en fases avanzadas, una vez diseminado por via linfatica o
peritoneal, siendo en estos casos muy frecuente la existencia de ascitis o derrame
pleural.

En el estudio diagnostico de un cancer de ovario la primera prueba de imagen
que suele realizarse es una ecografia transvaginal, y ante los hallazgos ecograficos de
sospecha, se completa el estudio radioldgico con una tomografia computerizada (TC)
toraco-abdomino-pélvica. Desde el punto de vista analitico, se observa hasta en un 80%
de los casos una elevacion de los niveles séricos de la proteina Cal25, que si bien no es
un marcador tumoral especifico, ya que se puede elevar en otras patologias y procesos
fisiologicos, si se relaciona con el subtipo histoldégico (mas elevado en serosos y menos
en mucinosos), con el estadio, y con la evolucion tumoral. La confirmacion histologica
se realiza mediante biopsia intraoperatoria (habitualmente anexectomia), tras la que se
completa la cirugia de estadificacion o citorreduccion.

El sistema de estadificacion mas utilizado es el de la Fédération Internationale

de Gynecologie et d Obstrétrique (FIGO) (Tabla 2) [30].
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Tabla 2. Estadificacion FIGO del carcinoma de ovario.

Estadio I: Limitado al ovario.

- TA: Tumor limitado a un ovario; capsula intacta, ausencia de tumor en la superficie
ovarica; ausencia de células malignas en la ascitis o en los lavados peritoneales.
- IB: Tumor limitado a ambos ovarios; capsulas intactas, ausencia de tumor en la superficie
ovarica; ausencia de células malignas en la ascitis o en los lavados peritoneales.
- IC: Tumor limitado a uno o ambos ovarios con una de las siguientes afectaciones:
o IClI : capsula rota.
o IC2: tumor en la superficie ovarica
o IC3: presencia de células malignas en la ascitis o en los lavados peritoneales.

Estadio II: Afectacion de uno o ambos ovarios o de las trompas de Falopio con extension pélvica.

- ITA: Extension y/o implantes en los ovarios, y/o ttero y/o trompas de Falopio.
- IIB: Extension a otros tejidos pélvicos.

Estadio III: Afectacion de uno o ambos ovarios con metastasis peritoneales confirmadas
microscopicamente fuera de la pelvis y/o metéstasis ganglionares regionales.

- IITA: Ganglios retroperitoneales positivos y/o metéstasis microscopica peritoneal fuera de
la pelvis (no tumor macroscopico).
o IITA1l: Ganglios retroperitoneales positivos (comprobado por citologia o por
biopsia positiva).
= [ITA1(i): Metastasis igual o menor de 10 mm en su didmetro mayor.
= [ITA1(ii): Metastasis mayor de 10 mm en su didmetro mayor
o IIIA2: Metastasis microscopica extrapélvica con o sin afectacion de los ganglios
retroperitoneales .
- ITIB: Metastasis macroscopica peritoneal fuera de la pelvis de un tamafo igual o menor a 2
cm, con o sin afectacion de los retroperitoneales.
- IIIC: Metastasis macroscopica peritoneal fuera de la pelvis de un tamafio mayor de 2 cm
(incluye la afectacion de la capsula hepatica o del bazo, sin afectacion del parénquima), con
o sin afectacion de los ganglios retroperitoneales

Estadio IV: Afecta a uno o ambos ovarios con metastasis a distancia (excluidas las metastasis
peritoneales). Si hay derrame pleural, se considerara estadio IV si hay citologia positiva para células
malignas.

- IVA: Derrame pleural con citologia positiva.
- IVB: Extension a otros O6rganos (higado, bazo,...), adenopatias inguinales o
supradiafragmaticas
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3. Tratamiento del cancer de ovario avanzado

Desde hace anos, el tratamiento inicial del cancer de ovario avanzado se basa en
dos pilares fundamentales: tratamiento quirurgico citorreductor y tratamiento sistémico
basado en sales de platino. En este apartado, se analizan los principales conceptos
relacionados con la cirugia citorreductora, asi como las diversas modalidades de
tratamiento sistémico inicial. También se comentaran brevemente los aspectos mas

importantes del tratamiento de la recaida.

3.1. Cirugia

La cirugia del cancer de ovario avanzado debe tener como objetivo conseguir la
citorreduccion completa del tumor, sindnimo actual de citorreduccion Optima.
Clasicamente, la citorreduccion Optima habia sido definida como la cirugia que
conseguia eliminar todo el tumor o dejar enfermedad residual (ER) menor de 1 cm,
mientras que se consideraba cirugia subdptima a aquella en la que persistia enfermedad
residual mayor de 1 cm. Este concepto ha variado en los ultimos afios, desde que en la
Conferencia de Consenso del Gynecologic Cancer InterGroup (GCIG) de 2010 se
redefiniera la citorreducciéon Optima y subOptima como la ausencia o presencia,
respectivamente, de ER macroscopica, independientemente del tamafio de la misma.

Como se explicard mas adelante, la ER postquirargica tiene implicaciones
pronosticas importantes para las pacientes. Debido a la complejidad de la cirugia del
cancer de ovario y a la importancia de conseguir una citorreduccion completa, este tipo
de procedimientos deberian ser siempre realizados por equipos expertos. De hecho,
existen estudios que demuestran como la especializacion del cirujano influye

significativamente en la supervivencia de las enfermas [31].
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Segtn el momento en el que se realiza la cirugia, el procedimiento quirtrgico se
denomina citorreduccion primaria, cuando se plantea como tratamiento inicial de la
enfermedad, o cirugia de intervalo, cuando se realiza tras una quimioterapia
neoadyuvante.

Citorreduccion primaria

Es el procedimiento quirtirgico de eleccion recomendado por los principales
expertos, salvo que la extension de la enfermedad haga prever que la citorreduccion
completa no seré posible, o que el mal estado general de la enferma contraindique una
cirugia agresiva. En diversos ensayos clinicos soélo se incluyeron enfermas con
citorreduccion primaria, por lo que las opciones de tratamiento sistémico tras la misma
estan mejor estudiadas que cuando se realiza una quimioterapia neoadyuvante y
posterior cirugia de intervalo.

Cirugia de intervalo

En las situaciones clinicas que contraindican una cirugia de inicio, se opta por
iniciar un tratamiento sistémico con intencidon neoadyuvante y plantear el procedimiento
quirtrgico tras tres ciclos, nuevamente con el objetivo de conseguir una citorreduccion
completa. Actualmente sigue siendo controvertido si los resultados a largo plazo de una
cirugia de intervalo pueden considerarse similares a los de una cirugia de inicio. A pesar
de que hay ensayos randomizados que han mostrado que la supervivencia libre de
progresion (SLP) y supervivencia global (SG) de ambos procedimientos quirtrgicos
podrian ser similares, diversas criticas a estos ensayos y los resultados de otros estudios
ponen en duda esta cuestion e indican que la citorreduccion completa tras una cirugia de
inicio podria asociarse a una mejor SG que cuando se consigue tras una cirugia de

intervalo [32]. Por ello, en la mayoria de centros expertos en cancer de ovario solo se
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plantea una quimioterapia neoadyuvante en las siguientes circunstancias: metastasis
viscerales extensas en higado y pulmoén, masas tumorales voluminosas en raiz de
mesenterio, que afectan a la arteria mesentérica superior, gran afectacion intestinal (que
obligaria a una extensa reseccion, provocando un sindrome de intestino corto), la
presencia de conglomerados adenopaticos retroperitoneales voluminosos por encima de
los vasos renales, nodulos diafragmaticos voluminosos, con penetracion en el torax y

por ultimo, pacientes con mal estado general y/o con patologia asociada severa.

3.2. Tratamiento sistémico de primera linea

Quimioterapia

Desde hace casi dos décadas, el tratamiento sistémico estandar de primera linea
en el cancer de ovario avanzado debe incluir una combinacion de sales de platino y
taxano. Inicialmente, se utilizd el esquema cisplatino-paclitaxel intravenoso, tras
demostrarse su superioridad frente a la combinacidén cisplatino-ciclofosfamida [33].
Posteriormente, se observd que el esquema carboplatino-paclitaxel tenia una eficacia
similar a cisplatino-paclitaxel, pero con una menor toxicidad, por lo que pasé a
considerarse el tratamiento estandar [34]. Més recientemente, un estudio del grupo
japonés de céancer ginecologico mostrdé que la administracion de paclitaxel en pauta
semanal mejoraba la SLP y SG frente a la clasica administracion trisemanal [35]. Sin
embargo, otros estudios posteriores realizados en poblacion caucasica no han podido
confirmarlo, por lo que la administracion trisemanal sigue siendo la mas utilizada [36,
37].

Otra modalidad de tratamiento ampliamente estudiada ha sido la administracion
de quimioterapia por via intraperitoneal, con la justificaciéon de que el cisplatino y el

paclitaxel difunden desde la cavidad peritoneal hasta el tumor, con una capacidad de
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penetracion baja (1-3 mm), pero consiguiéndose concentraciones del farmaco a nivel
peritoneal muy superiores que tras una administracion intravenosa. Los resultados de
tres ensayos fase Il y un meta-analisis han demostrado un claro beneficio en SLP y SG
(Tabla 3), aunque a expensas de una mayor toxicidad. Por ello, podria ser una opciéon
para pacientes seleccionadas, con buen estado general, sin comorbilidad importante, y

con enfermedad en estadio III sin ER mayor de 1 cm [38-40].

Tabla 3. Ensayos clinicos con quimioterapia intraperitoneal en primera linea en cancer de ovario

estadio III con ausencia de ER > de 1 cm.

Estudio Comparacion N Mediana de SLP | Mediana de SG
(meses) (meses)
Cé()olv - CiS]o() v 331 41
INT-0051 ND
NT-005 CG()() 1V - CiS]o() 1P 323 49*
GOG-114 P35 IV - Cisys IV C 227 22,2 52,2
CbAch X 2—>P]35 IV-C]S[()() 1P 235 27,9 * 63,2*
GOG-172 p135 IV- CiS75 v 215 18.3 49.7
P135 v -ClS]Q() 1P -Pé() 1P 214 23,8 * 65,6*

C: ciclofosfamida. Cis: cisplatino. Cissg, 75, 100: cisplatino 50, 75 o 100 mg/mz'P: paclitaxel. Cb:
carboplatino. IP: intraperitoneal. ND (no disponible). * : p < 0,05.

Tratamiento antiangiogénico

En los tultimos afios se han desarrollado diferentes farmacos dirigidos a la
inhibicién de la angiogénesis, proceso que tiene un papel fundamental en el desarrollo
del céncer de ovario, como veremos en detalle en un apartado posterior [41, 42]. De
todas las terapias estudiadas, la tinica aprobada en la actualidad es bevacizumab,
anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), que impide la union a su receptor y con ello el inicio de la cascada

pro-angiogénica.
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La eficacia de bevacizumab como tratamiento en primera linea en combinacion
con la quimioterapia estandar fue analizada en dos estudios fase III, GOG 218 e ICON
7, que se resumen en la Tabla 4 [43-45]. El ensayo GOG 218 es un estudio de tres
brazos que evaluo6 la adicion de bevacizumab al régimen de quimioterapia estdndar y su
posterior mantenimiento en pacientes con cancer de ovario avanzado con enfermedad
residual tras la cirugia. Los resultados mostraron una mejoria en la SLP de forma
estadisticamente significativa a favor del brazo que incorporaba bevacizumab en
combinacion con quimioterapia y como mantenimiento posterior. Sin embargo, no hubo
diferencias en SG [45].

El ensayo ICON 7 presentd un disefio similar al anterior al evaluar el efecto de
anadir bevacizumab a la quimioterapia con carboplatino mas paclitaxel, incluyéndose en
este caso pacientes tanto con estadios avanzados (III y IV) como iniciales (I y II). De
nuevo, se observd un incremento de la SLP en la rama de combinacion con
bevacizumab, sin diferencias en la SG. En el subgrupo de pacientes de mal pronostico
(con estadio IV 0 ER > 1 cm) el beneficio en la SLP fue mas importante y si se observo
un impacto estadisticamente significativo en la SG [44]. En base a estos dos estudios
bevacizumab fue aprobado por la agencia europea del medicamento (EMA) para el
tratamiento del cancer de ovario avanzado, en combinacién con la quimioterapia
estandar de primera linea, y como mantenimiento posterior durante un total de 15
meses.

En esta misma linea, otro fArmaco antiangiogénico estudiado ha sido pazopanib,
un inhibidor de tirosina quinasas de los distintos isotipos del VEGFR-1,2,3, PDGFR A
y B, y ¢c-KIT. Se llevo a cabo un ensayo fase III, AGO-OVAR 16, que se centro

unicamente en evaluar la estrategia de mantenimiento tras el tratamiento estandar,
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observandose de nuevo un beneficio en la SLP. Sin embargo, debido a la ausencia de
beneficio en SG y a que la toxicidad fue mayor que en los estudios de bevacizumab, el
laboratorio promotor rechazo intentar registrar el farmaco [46].

Nintedanib es un triple inhibidor que bloquea VEGFR-1,2,3, PDGFR a y B, y
FGFR-1,2,3. Ha sido también estudiado como terapia de mantenimiento tras el
tratamiento estandar de primera linea, con una muy discreta mejoria de la SLP y sin

diferencias en la SG [47].

Tabla 4. Resumen de los resultados de los ensayos fase IIl realizados con antiangiogénicos

en primera linea.

Estudio Comparaciéon | Mediana de SLP Mediana de SG
(meses) (meses)

Cb-P 13,1 39,3
GOG 128 Cb-P-Beva 13,2 38,7
Cb-P— Beva 19,1 39,7
ICON-7 Cb-P 17,4 49,7
Cb-P— Beva 19,8 48.4
AGOVAR 16 Placebo 12 ND
Pazopanib 18%* ND
AGOVAR 12 Placebo 16,6 ND
Nintedanib 17,2 ND

Cb : Carboplatino. P: Paclitaxel. Beva : Bevacizumab. ND : No disponible. *p<0,05

3.3. Tratamiento de la recaida

A pesar del tratamiento quirurgico y sistémico, el 75% de las pacientes con
tumores en estadio III y el 95% de las pacientes con tumores en estadio IV sufrirdn una
recaida, en la que habitualmente no serd posible la curacion. En esta situacion, el

principal factor prondstico y predictivo de respuesta es el intervalo de tiempo
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transcurrido desde la ultima dosis de platino hasta la recaida (intervalo libre de platino,
ILP), y en funcion del mismo durante mucho tiempo se ha clasificado la recaida de la

siguiente manera:

- ILP menor de 6 meses, tradicionalmente llamada recaida “platino-resistente”.
- ILP mayor de 6 meses, llamada recaida “platino-sensible”, dentro de la cual se
ha considerado otro subgrupo con un ILP entre 6 y 12 meses (que ha sido

llamado “parcialmente sensible a platino”).

En la actualidad, estas definiciones estdn siendo cuestionadas y, de hecho, en la
reciente Conferencia de Consenso del GCIG de 2015 ya no se contemplan, aunque ain
siguen vigentes en diversos ensayos clinicos y publicaciones recientes [48].

En la recaida del cancer de ovario el tratamiento estandar es la administracion de
quimioterapia, selecciondndose el esquema de tratamiento en funcién del ILP, asi como
de las caracteristicas de la enferma, del tumor y de los tratamientos previos recibidos.
En la recaida “platino-resistente” no se suele contemplar la opcioén quirurgica, pero en la
recaida “platino-sensible” si se valora la citorreduccion secundaria en pacientes
seleccionadas, habiendo demostrado en una reciente comunicacion un incremento
significativo de la SLP [49].

En la recaida “platino-sensible” la recomendacion general es reutilizar esquemas
basados en platino, aunque cuando el ILP se situa entre 6 y 12 meses se pueden
contemplar opciones sin platino, como la combinacion de trabectedina y doxorrubicina
liposomal pegilada (DLP) [50, 51]. En este escenario, la poliquimioterapia con platino
(combinado con paclitaxel, gemcitabina o DLP) es mas eficaz que el platino en

monoterapia [52-54].
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La recaida que ocurre en menos de 6 meses desde el fin del tratamiento de
primera linea, se asocia a un prondstico considerablemente peor. En este contexto, la
enfermedad suele ser resistente al platino, y todas las opciones de quimioterapia
estudiadas (DLP, topotecan, paclitaxel semanal, gemcitabina, etc) se han asociado a una
tasa de respuestas inferior a un 20%, a una mediana de tiempo hasta la progresion
inferior a los 4 meses, y a una mediana de SG de aproximadamente 9 meses.

En la recaida del céncer de ovario también han sido estudiados los farmacos
antiangiogénicos. Hay tres ensayos fase III que evaltan el efecto de anadir bevacizumab
a la quimioterapia y su posterior mantenimiento, dos en la recaida “platino-sensible” y
el otro en la recaida “platino-resistente”. Los resultados fueron positivos en los tres, de
manera que la adicién de bevacizumab consiguié aumentar la SLP, pero al igual que en
los estudios en primera linea, sin beneficio estadisticamente significativo en la SG [45,
55, 56].

En cuanto a otros agentes antiangiogénicos, se han realizado ensayos fase III con
trebananib y cediranib, el primero en recaidas con ILP menor de 12 meses y el segundo
en recaidas “platino-sensibles”. Trebananib mostré resultados positivos para SLP, pero
poco relevantes clinicamente, mientras que el estudio de cediranib impacto6 tanto en SLP
como en SG [57-59]. A modo resumen, en la Tabla 5 se muestran los ensayos
randomizados realizados con fdrmacos antiangiogénicos en la recaida del cancer de
ovario.

Actualmente, existe un nuevo grupo de farmacos que ha suscitado un gran
interés, los inhibidores de PARP, puesto que son especialmente eficaces en pacientes
con cancer de ovario asociados a mutaciones en los genes BRCA. Olaparib es el primer

inhibidor de PARP aprobado para HGSOC, como terapia de mantenimiento en
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pacientes con recaida “platino-sensible” y con mutacién somdtica o germinal de BRCA,
tras demostrar un aumento muy significativo de la SLP en dos estudios randomizados
[60-62]. Mas recientemente, se han comunicado los resultados de otros dos estudios
fase III, en el que la terapia de mantenimiento en la recaida “platino-sensible” del
HGSOC con otros inhibidores de PARP, niraparib y rucaparib, consigue también
incrementar la SLP, con datos muy relevantes no so6lo en pacientes con mutacion en
genes BRCA, sino también en aquellos con tumores asociados a una deficiencia de
recombinacion homologa (Homologous Recombination Deficiency: HRD), e incluso en

pacientes con tumores sin HRD, aunque con diferencias de menor magnitud [63, 64].

Tabla 5. Estudios randomizados realizados con antiangiogénicos en la recaida del cancer de ovario.

Mediana de SLP HR
(meses) (IC 95%)

Platino sensible

OCEANS (Cb -G +/- Beva) 8,4vs 12,4 0,48*
GOG213 (Cb —P+/- Beva) 10,4 vs 13,8 0,61*
ICON 6 (QT basada en platino +/- Cediranib) 8,7vs 11,1 0,57*

Platino resistente o parcialmente sensible

TRINOVA-1 (P semanal +/- Trebananib) 7,2 vs 5,4 0,66*

Platino resistente

AURELIA (P semanal/ Topotecan / PLD +/- Beva)
3,4vs 6,7 0,48%*

MITO-11 (P semanal +/- Pazopanib) 3,5vs 6,4 0,42%*
Cb: Carboplatino, G: Gemcitabina, P: Paclitaxel, Beva: Bevacizumab. *p<0,05.
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4. Factores pronosticos y predictivos de respuesta en la enfermedad
avanzada

En primer lugar, es preciso diferenciar los conceptos de factor prondstico y
factor predictivo de respuesta. El primero de ellos se define como aquella caracteristica
clinica o bioldgica que se correlaciona con la SG, proporcionando informacion sobre la
evolucion de la enfermedad. Sin embargo, el factor predictivo de respuesta se define
como aquel que se correlaciona con la respuesta o el beneficio que se obtiene con un

tratamiento determinado, proporcionando informacién sobre su eficacia.

4.1. Factores clinico-patolégicos y biomarcadores consolidados

Se han descrito diversos factores clinico-patoldgicos con valor prondstico en el
carcinoma de ovario, relacionados con el tipo de tumor (el subtipo histolégico, el grado
de diferenciacion, etc), con la situacion oncoldgica (el estadio tumoral, el tamafio de la
ER después de una cirugia citorreductora o el valor de Cal25), o con las caracteristicas
del paciente (presencia o no de determinadas mutaciones germinales como BRCA, edad,
estado general, comorbilidad...) [65]. De todos ellos, el factor pronostico mas
importante en el global de las enfermas es el estadio tumoral, con una clara influencia
sobre la SG a 5 afos, que desciende desde el 89% en el estadio I hasta el 18% en el
estadio IV [66].

A continuacidén nos centraremos en los factores pronosticos y predictivos de
respuesta descritos en la enfermedad avanzada.

Enfermedad residual post-cirugia

Como se comento previamente, en los estadios avanzados el principal factor pronostico

es la presencia o no de ER tras la cirugia citorreductora. En las pacientes diagnosticadas
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con un estadio III, la SG a los 4 afios desciende desde un 60% para las pacientes sin ER
macroscopica, a un 35% cuando la ER macroscopica es menor de 1 cm, y hasta menos
de un 20% cuando es mayor de 1 cm, como se muestra en la Figura 1 [67, 68]. En el
estadio IV, el volumen de ER tras la cirugia también influye de forma significativa e
independiente en el pronostico. De esta manera, en distintos estudios se ha observado
que si no hay ER se alcanzan medianas de SG de 64 meses, mientras que disminuye a
30 meses cuando hay ER menor de 5 cm, y a 19 meses cuando la ER es mayor de 5 cm
(Figura 1) [69]. Debido a estos hallazgos, la cirugia también se plantea con frecuencia
en el estadio IV, cuando existe una buena respuesta a la quimioterapia neoadyuvante y
si se considera posible la citorreduccion completa.
Edad

La edad es otro factor pronodstico clinico, aunque de menor importancia que la
ER. Las mujeres jovenes presentan un mejor prondstico, en posible relacion a que en
pacientes de mayor edad existe una menor probabilidad de recibir un tratamiento
optimo por la mayor fragilidad, posible comorbilidad y peor estado general [70].

Factores histologicos

Como se ha comentado anteriormente, cada subtipo de cancer de ovario presenta
unas caracteristicas patologicas, clinicas y moleculares determinadas, lo que condiciona
una distinta respuesta al tratamiento. De forma general, se considera que el carcinoma
de ovario de células claras y el carcinoma mucinoso se asocian a un peor pronostico,
relacionandose con un mayor riesgo de muerte (HR 4.14 en el caso de células claras y
de 1.74 en el caso de estirpe mucinosa) en comparacion con el HGSOC y en

endometrioide [67, 71].
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Otro factor ampliamente estudiado es el grado de diferenciacion. En estadios

avanzados el grado parece presentar un papel como predictor de respuesta al

tratamiento, de manera que los tumores de bajo grado, ain teniendo mejor pronostico

por su lenta evolucidn, presentan una peor respuesta al tratamiento quimioterapico [72].
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Figura 1. Curvas de SLP (A) y SG (B) en funcion de la enfermedad residual post-cirugia, en
estadios III (derecha) y estadios IV (izquierda). Adaptado de Winter WE y cols [69].

Cal25

La determinacion de Cal25 se utiliza para el diagnostico y seguimiento del

cancer de ovario. En el momento del diagnostico, se encuentra elevado en el 50% de los

pacientes con estadio I y en mas del 90% de los pacientes con enfermedad avanzada

[73]. Sus niveles prequirurgicos parecen relacionarse con la existencia de tumores
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pobremente diferenciados, subtipo histologico seroso y la presencia de ascitis, aunque
su valor prondstico en esta situacion no ha podido ser confirmado.

Ademas, la determinacion de Cal25 tiene un gran valor para monitorizar la
respuesta al tratamiento y determinar el riesgo de recaida. La normalizacion de los
niveles de Ca 125 después de tres ciclos de quimioterapia indica una alta probabilidad
de alcanzar una remisién completa al finalizar el tratamiento. Por otro lado, la
normalizacién de los niveles de Cal25 tras finalizar la quimioterapia se relaciona con
un mejor pronostico, mientras que si permanece elevado suele indicar persistencia de
enfermedad tumoral [74, 75].

Mutaciones en BRCA

Aproximadamente el 20% de los HGSOC se asocia a una mutacion germinal o
somatica en uno de los genes BRCA. Adicionalmente, se puede producir también un
silenciamiento o disfuncion de estos genes por cambios epigenéticos. Todas estas
alteraciones dan lugar a un fenotipo de céncer de ovario llamado BRCAness, que
condiciona un defecto en el sistema de reparacion del ADN de recombinacion
homologa (HRD). Por otro lado, actualmente se han descrito mutaciones y alteraciones
moleculares en otros genes que también ocasionan HRD, de manera que segin el
estudio de The Cancer Genome Atlas (TGCA) aproximadamente el 50% de los HGSOC
se asociarian a HRD [76].

En 1996 se publico el primer estudio en el que se concluia que el cancer de
ovario asociado a mutaciones germinales en el gen BRCAI tenia un mejor pronostico
que el cancer de ovario esporadico[77]. En un meta-analisis de 35 publicaciones sobre
mutaciones en BRCA y prondstico en cancer de ovario se confirmé que las mutaciones

en BRCAIl y BRCA?2 se asociaban a una mayor SG [78]. El mejor prondstico de estos
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tumores parece relacionado con la mayor sensibilidad al platino que confieren estas
mutaciones. En el estudio de Tan y cols, la tasa de respuestas completas a la primera
linea con platino casi se duplicaba en las pacientes con mutacion en BRCA con respecto
a las no mutadas (81.8% vs 43.2%) [79]. Ademas, recientemente se ha observado que
las mutaciones en BRCA también podrian predecir una mayor sensibilidad a DLP y a
trabectedina, ademés de aportar la base racional de una mayor eficacia de los
inhibidores de PARP [80, 81]. Como se ha comentado previamente, la determinacion de
HRD ha sido también estudiada como posible biomarcador predictivo de beneficio de
los inhibidores de PARP. La intencion era que la determinacion de HRD permitiera
ampliar la seleccion de pacientes que pudieran beneficiarse de estos farmacos. Aunque
esto fue asi, la magnitud del incremento de SLP fue menor que en las pacientes con
mutacion en BRCA, y la sensibilidad de este predictor fue baja, ya que las pacientes sin
HRD también se beneficiaron del inhibidor de PARP [63, 64].

En la actualidad, las mutaciones de los genes BRCA son el inico biomarcador
validado en cancer de ovario, asociado tanto con el prondstico como con la respuesta a

platino, a inhibidores de PARP, y posiblemente a otros farmacos.

4.2. Perfiles de expresion génica

Como ya se ha explicado, el cancer de ovario es una enfermedad muy
heterogénea, con una gran variabilidad génica de un subtipo histologico a otro. Por ello,
es dificil que un tnico biomarcador pueda ser Util en todos los subtipos, y encontrar
biomarcadores especificos para cada uno de ellos, que permita el desarrollo de una

medicina de precision, es una de las prioridades en la investigacion de esta neoplasia.
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En este sentido, se han realizado diversos estudios de perfiles de expresion en
los ultimos afos, con el fin de analizar los genes implicados en la carcinogénesis,
caracterizar molecularmente los tumores, predecir el prondstico y/o la respuesta a la
quimioterapia, o identificar nuevas dianas terapéuticas.

En este apartado seran revisados los estudios de perfiles génicos con valor
pronostico o predictivo de respuesta en cancer de ovario, sin olvidar que, a dia de hoy,
ninguno de ellos ha conseguido la suficiente validez como para ser utilizado en la toma
de decisiones clinicas.

Perfiles con valor prondstico

En los ultimos afnos, existe un interés creciente por identificar perfiles con valor
pronostico en el cancer de ovario, con el objetivo de poder estratificar a las pacientes en
funcion de su SG. Sin embargo, a pesar del gran esfuerzo realizado, la mayoria de los
perfiles obtenidos carecen ain de relevancia clinica, debido a la variabilidad que
presentan (diferentes técnicas usadas en cada uno, falta de reproducibilidad en los
modelos, falta de evaluaciones comparativas, etc). En la Tabla 6 se resumen los perfiles
con valor prondstico publicados hasta la actualidad, detallandose a continuacion las tres
aproximaciones mas relevantes [82-93].

En 2008, se publico el trabajo de Tothill y cols., en el que se analizaron los
tumores de 285 pacientes con carcinoma de ovario, y definieron seis subtipos
moleculares (C1-C6) en funcion de la expresion génica [87]. Los tumores de bajo
potencial maligno, los carcinomas serosos de bajo grado y los tumores endometrioides
se encuadraron dentro de los subtipos C3 y C6, mientras que el resto de los subtipos
moleculares (C1, C2, C4 y C5) se correspondian histolégicamente con el HGSOC. Los

subtipos C3 y C6 compartian la baja expresion de marcadores de proliferacion celular;
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el subtipo C3 se caracterizaba por una sobreexpresion de los genes implicados en la via
de KRAS y BRAF, mientras que en el subtipo C6 existia una sobreexpresion de los genes
relacionados con la via de WNT. Los tumores C1 tenian un perfil estromal con altos
niveles de desmoplasia, los tumores C2 y C4 estaban asociados con la activacion de la

respuesta inmune, y los tumores C5 tenian un perfil de expresion mesenquimal.

Tabla 6. Estudios publicados con perfiles génicos con un posible valor

pronodstico en el cancer de ovario.

Autor y afio N° de pacientes Muestra  N° de genes
Lancaster, 2004 31 Fresco 43
Spentzos, 2004* 60 Fresco 115
Hartmann, 2005* 79 Fresco 14
Berchuck, 2005* 65 Fresco 7
Bonome, 2008* 185 Fresco 572
Tothill, 2008* 285 Fresco 4373
Yoshiara, 2009* 61 Fresco 178
Crjns, 2009* 157 Fresco 86
Jochumsen, 2009* 43 Fresco 14
Denkert, 2009 80 ND 300
Sabatier , 2011 35 Parafina 94
Verhaar, 2013* 489 Parafina 100

* perfiles con validacion en una serie independiente. ND: no disponible

Posteriormente, en 2011, se publico el estudio The Cancer Genome Atlas
(TCGA), que llevo a cabo la mas importante caracterizacion molecular del HGSOC
realizada hasta la fecha [76]. Se analizaron casi 500 muestras, aplicando diversas

técnicas de alto rendimiento, que permitieron analizar mutaciones, alteracion en el
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numero de copias de genes somaticos, expresion de ARNm y miARN, y alteraciones

epigenéticas. Se confirm6 que la mutacion de 7P53 es la mas frecuente (presente hasta

en un 96% de los casos), seguida de la mutacion de BRCAI y BRCA2, tanto germinal

(en un 8% y 6% respectivamente), como somatica (3% cada gen). Del andlisis de

expresion génica se propuso una clasificacion molecular en la que se diferenciaron 4

subtipos: inmunorreactivo, diferenciado, proliferativo y mesenquimal. Dichos subtipos

se correlacionaron con los descritos previamente por Tothill en el HGSOC (C1, C2, C4

y C5), lo que otorga a esta clasificacion molecular una mayor robustez. En la Tabla 7 se

resumen las principales caracteristicas de cada subtipo molecular.

Tabla 7. Clasificacion molecular propuesta por TCGA para el carcinoma seroso de alto grado.

Subtipos
moleculares

Caracteristicas principales

Inmunorreactivo

Expresion del receptor CXCR3.
Expresion de citoquinas (CXCL10 y CXCLI11).

Diferenciado

Aumento de expresion de MUC16 y MUCI.
Expresion de SLP1 ( marcador de la trompa de Falopio).

Proliferativo

Aumento de expresion de factores de transcripcion como HMGA2 y SOX11y
marcadores de proliferacion como MCM2 y PCNA.

Disminucion de la expresion de marcadores de cancer de ovario (MUC1 Y
MUC16).

Mesenquimal

Aumento de expresion de los genes HOX.
Marcadores caracteristicos del estroma como FAP, ANGPTL2 y ANGPTLI.

En 2014 Konecny y cols. publicaron un estudio en el que analizaron la expresion

génica de 174 muestras de HGSOC, mostrando la implicacion prondstica de los

subtipos moleculares descritos en el TCGA. De esta manera, el subtipo inmunorreactivo
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se asocio a la mejor SG, mientras que la SG mas pobre correspondid a los subtipos

proliferativo y el mesenquimal, como se muestra en la Figura 2 [94].
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Figura 2. Supervivencia global de los subtipos moleculares del carcinoma seroso de alto

grado ( adaptada de Konecny y cols.) [94].

Perfiles con valor predictivo de respuesta

Los estudios publicados de perfiles moleculares asociados a la prediccién de
respuesta al tratamiento quimioterdpico presentan una serie de problemas. Por un lado,
existe una gran heterogeneidad en las series analizadas, compuestas de pacientes que no
siempre han sido tratadas con el mismo esquema. Ademas, no en todos los estudios se
utiliza el mismo método para valorar la respuesta al tratamiento: unos usan criterios
radiolégicos exclusivamente, mientras que otros afladen el valor del marcador Cal25.

Por otro lado, la mayoria de ellos no han sido validados prospectivamente en series
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independientes. En la siguiente tabla (Tabla 8) se expone un resumen de los principales

estudios publicados hasta la actualidad [95-106].

Tabla 8. Resumen de los estudios publicados hasta el momento de perfiles con valor predictivo de

respuesta.

Autor y afio pal\cI:e(rilies Crrei:;:lizsst:e Tratamiento N° de genes
Selvanayagam, 2004 8 Recaida <6 vs 6 ms CCIB/CC]?];)IE i) 300
Jazaeri, 2005 60 Recaida <6 vs =13 CP/CL 9

ms + RCP
Spentzos, 2005 24 RCP en second look CP 93
Bernardini, 2005 79 Cal25 CPyCL 22
Bachavarov, 2006 25 Recaida;j vs =30 CP/C-CL 43
Helleman, 2006 96 Radiolégico CP/A/CL 9
Jazaeri, 2005 45 Radiolégico CP 85
Dressman, 2007 85 Radiolégico y Cal25 P/P-CL/CP 1727
Ju, 2009 13 Radiologico CP 320
Konstantinopoulos, 2010 6 Radiologico CP/iPARP 60
Han, 2012 322 Radiolégico CP 349
Lisowowska, 2014 72 Radiolégico CPyCL 196
Jeong, 2014 267 Cal25 CP 612

CP (Carboplatino-paclitaxel), CDDP: Cisplatino, P (Paclitaxel), CL (ciclofosfamida), A (Adriamicina),
iPARP: inhibidores de PARP, RC: Respuesta completa, RCP: Respuesta completa patolégica, ND : no

disponible.

A continuacion, se detallan aquellos estudios con una mayor relevancia en la

actualidad, dado que constan de una validacion.
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En el afio 2005, se publico el estudio de Spentzos y cols. donde se identifico un
perfil de 93 genes predictivo de respuesta patologica en pacientes tratadas con sales de
platino y taxano, y que eran sometidas a una laparotomia de second look. En el andlisis
multivariante, la correlacion entre el perfil predictivo y la SG fue independiente de los
factores pronodsticos clinicos clasicos. Este estudio tiene la peculiaridad de evaluar la
respuesta desde el punto de vista patoldgico en la laparotomia de second look, 1o que
permite definir de forma Optima los conceptos de quimio-sensibilidad y quimio-
resistencia. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en la serie de pacientes en que se
valid6 el perfil no se habia realizado la laparotomia de second look, por lo que se
emplearon SLP y SG como marcadores subrogados de la respuesta patologica [97].

En el afio 2007, se publico el estudio de Dressman y cols. donde se desarrollé un
perfil de expresion a partir del andlisis de 85 pacientes con cancer de ovario avanzado
tratadas con carboplatino y paclitaxel. La evaluacion de la respuesta se realizd
empleando los criterios de la OMS. Este perfil alcanz6 un valor predictivo del 78% en
una muestra independiente conformada por 36 pacientes [101]. Sin embargo, en 2012
estos mismos autores publicaron una correccion de estos datos donde el valor predictivo
se situaba en un 72.2%, lo que resta fortaleza al estudio [107].

En 2010, se publicd un perfil de 60 genes capaz de diferenciar el cancer de
ovario BRCAness de aquellos no-BRCAness con una precision del 94%. El perfil
BRCAness se asociaba a una mayor sensibilidad a la administracion de platino en
pacientes con cancer de ovario y mutacion germinal en BRCA1/2 conocida, y al uso de
inhibidores PARP en lineas celulares con BRCA2 mutado [103].

Han y cols. utilizaron los datos de 322 pacientes incluidos en el TCGA, para
obtener una firma génica de 349 genes con la finalidad de discriminar la respuesta a una

primera linea de tratamiento con carboplatino-paclitaxel. Ademads, en este estudio
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también se identificaron seis vias de sefializacion intracelular que regulan procesos
como la proliferacion y la adhesion celular y que se relacionaron de forma
estadisticamente significativa con la respuesta al tratamiento quimioterapico en estos
pacientes.

En el siguiente apartado se detallaran los estudios realizados con el objetivo de

determinar factores predictivos de respuesta a los tratamientos antiangiogénicos.

5. Angiogénesis en cancer de ovario

5.1. Concepto de angiogénesis y su papel en el cancer de ovario

La angiogénesis fue inicialmente descrita por Judah Folkman en 1989,
definiéndose como la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir del lecho vascular
preexistente [108]. Este fendémeno sucede de forma fisioldgica durante la cicatrizacion
de heridas o la embriogénesis, pero también en situaciones patologicas como el cancer,
donde la angiogénesis es un proceso fundamental para la invasiéon tumoral y el
desarrollo de metastasis. A través de la angiogénesis los tumores consiguen el aporte
necesario de metabolitos y oxigeno, y eliminan los productos de degradacion [109]. De
hecho, la progresion tumoral se acompaia de la transicion de un estado avascular, en el
cual existe un equilibrio entre la proliferacion celular y la apoptosis, hacia un estado
angiogénico, caracterizado por el reclutamiento activo de vasos sanguineos, el
crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis. Este proceso se denomina “switch
angiogénico”, y sucede de forma temprana en la tumorogénesis, estando estrictamente
regulado mediante el balance de factores proangiogénicos e inhibidores del proceso, que
son secretados tanto por el tumor como por el huésped. En el grupo de activadores se
incluyen ligandos de receptores tirosina quinasa, siendo el VEGF el mediador mas

importante, pero entre los que también destacan FGF, PDGF y EGF. Entre los
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inhibidores, la mayoria son fragmentos del colageno, como angiostatina o endostatina
[110, 111]. La familia de los factores de crecimiento VEGF y sus receptores constituyen
la via de sefalizacion molecular méas importante implicada en la angiogénesis. Se han
identificado siete ligandos miembros en la familia VEGF y tres receptores. VEGFR-1 y
VEGFR-2 son promotores de la angiogénesis mientras que la activacion de VEGFR-3

promueve la linfangiogénesis [112].

En el cancer de ovario la angiogénesis tiene un papel especialmente importante
en el desarrollo tumoral, ya que se trata de un tumor altamente vascularizado. Existen
diversos estudios que han mostrado la implicacion de factores angiogénicos en la
carcinogénesis ovarica [112-115]. El1 VEGF presenta una mayor expresion en lesiones
ovaricas malignas que en lesiones benignas, se ha asociado con la estimulacion de la
angiogénesis en el cancer de ovario precoz, y varios trabajos han puesto de manifiesto
que juega un papel importante en el desarrollo de la ascitis tumoral [116, 117].

5.2. Biomarcadores relacionados con la angiogénesis con posible valor prondstico
en cancer de ovario

Debido a la importancia de la angiogénesis en el cancer de ovario se han
estudiado multiples biomarcadores que podrian tener un valor pronostico [117]. Los
primeros estudios mostraron una correlacion entre la alta densidad microvascular y la
malignidad del tumor, pero mostraron resultados contradictorios en su asociacion con la

SLPy SG [118, 119].

El VEGF ha sido el biomarcador angiogénico mas estudiado y del que
disponemos en la actualidad de mas datos. Los estudios de Paley y cols. publicados en
1997 mostraron que la sobre-expresion de VEFG se relacionaba con una peor SLP,
hallazgo que posteriormente ha sido confirmado en mas estudios [120-122]. Los niveles

elevados de VEGF y la expresion de VEGFR-2 son factores prondsticos independientes
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en el cancer de ovario [123]. Por otro lado, la expresion de VEGF-A, VEGF-C, VEGF-
D y VEGFR-2 son también factores de mal prondstico, asociandose a una menor

supervivencia y al desarrollo de metastasis [124].

La sobre-expresion de los factores PDGF y FGF también se asocia a un peor
pronostico. A este respecto, un estudio de perfil de expresion génica desarrollado por
Birrer y cols. sefiala que FGF2 desempeina un papel central durante todo el proceso de
carcinogénesis ovarica [125]. Otros factores relacionados con la angiogénesis como la
osteopontina, mesotelina o IL-6 también se han asociado a un peor pronostico [126-
128].

En 2008 nuestro grupo publico el primer trabajo que identificé un perfil de
expresion de genes exclusivamente relacionados con la angiogénesis con valor
pronostico en el cancer de ovario avanzado. El perfil de 34 genes fue capaz de
discriminar dos grupos con diferente SLP y SG, manteniendo su valor prondstico
independiente en el analisis multivariante [129].

5.3. Biomarcadores relacionados con la angiogénesis con posible valor predictivo
de respuesta en cancer de ovario

Actualmente, a raiz de la aprobacion de bevacizumab existe un interés creciente
en identificar factores de predictivos de respuesta al mismo que puedan ayudar a
seleccionar las pacientes candidatas a recibirlo. El primer estudio publicado al respecto
se realizd sobre los datos del ensayo GOG 218, donde se analizé de forma retrospectiva
la relacion entre los niveles plasmaticos de CD31, VEGF-A, VEGF-R, neuropolina-1 y
MET con la SG y SLP en las dos brazos del ensayo (placebo y bevacizumab). Los altos
niveles de CD31 se relacionaron con un aumento de la SLP (19.9 vs 9.8 meses) y de la

SG (45.6 vs 34.1 meses) dentro del brazo que recibi6 bevacizumab. En este mismo
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grupo, la alta expresion de VEGF-A también se relacioné con un aumento de la SLP y
la SG [130].

Posteriormente, se comunicaron dos estudios de biomarcadores sobre las
pacientes incluidas en el ensayo ICON 7. En el primero, realizado por Winterhoff y
cols., se analizaron los subtipos moleculares descritos por el TCGA, identificAndose que
en los subtipos “proliferativo” y “mesenquimal” se mantenia el incremento de la SLP
con la adicién de bevacizumab, mientras que no se observaban diferencias en los otros
dos subtipos [131]. De manera similar, en el estudio realizado por Gourley y cols. se
analizaron inicialmente muestras de 265 pacientes con HGSOC, identificandose un
perfil que permitia dividir las muestras en tres subtipos tumorales diferentes en funcion
de la expresion génica: angiogénico, inmune y angioinmune. Al aplicar este perfil a una
cohorte de pacientes incluidas en el ensayo ICON7, encontraron que la SLP y SG de las
pacientes con tumores del subtipo inmune empeoraba con la adicién de bevacizumab.
Sin embargo, en las enfermas con tumores del subtipo proangiogénico (incluyendo los
otros dos subtipos moleculares: angiogenico y angioinmune) se mantenia el beneficio de
bevacizumab en SLP[132]. Con estos resultados surge la hipotesis de que el uso de
bevacizumab podria no ser beneficioso para todas las pacientes, e incluso podria ser
perjudicial para algunas de ellas. No obstante, antes de poder extrapolar estos resultados
a la practica clinica deberan ser validados en series independientes.

Por tanto, se han descrito diversos perfiles génicos asociados al prondstico o a la
respuesta a quimioterapia (con o sin bevacizumab), pero ninguno de ellos es atn
utilizado en la clinica. Algunos han sido validados en pequefias series independientes,
pero ninguno lo ha hecho en ensayos clinicos o en grandes series prospectivas. Hasta la

fecha los mas prometedores son los subtipos moleculares definidos en el TCGA, que
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han sido correlacionados con el prondstico y mas recientemente con una posible
prediccion de respuesta a bevacizumab.

Debido a las grandes diferencias moleculares que existen entre los diferentes
subtipos histologicos de cancer de ovario, lo mas razonable seria realizar estudios
especificos en cada uno de ellos, como se hizo con el HGSOC en el trabajo del TCGA.
En ese contexto se encuadra este trabajo, ya que postula la posibilidad de identificar
biomarcadores relacionados con la angiogénesis que tengan una capacidad predictiva de
una respuesta completa a la quimioterapia convencional en una serie homogénea de

pacientes con HGSOC.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. Hipotesis

El objetivo del tratamiento inicial del cancer de ovario avanzado es la obtencion
de una respuesta completa tras la finalizacion del mismo, con la intencion de conseguir
la curacion o, en su defecto, la supervivencia mas prolongada posible. La persistencia
de enfermedad tras la cirugia y la quimioterapia inicial indica una resistencia al
tratamiento, y augura un mal pronostico a las enfermas.

Existen evidencias experimentales suficientes que indican que el crecimiento y
diseminacion de un tumor es en gran medida dependiente de la angiogénesis. En el caso
del carcinoma de ovario la promocidn de la angiogénesis se asocia a una rapida recidiva
y a un peor pronostico. La posibilidad de profundizar en el conocimiento de los
mecanismos de resistencia y sensibilidad al tratamiento quirGrgico y quimioterapico
mediante genes relacionados con la angiogénesis podria ayudar a seleccionar las
pacientes que mas se beneficiarian de otros farmacos adicionales o alternativos al
esquema de tratamiento mas utilizado (carboplatino-paclitaxel).

La hipotesis de este trabajo es que la identificacion de genes implicados en la
angiogénesis puede predecir la respuesta que se consigue tras finalizar el tratamiento
quirrgico y quimioterapico con carboplatino-paclitaxel, en una serie de pacientes con
HGSOC. Ademas, el estudio simultdneo en estos tumores de la expresion de proteinas
implicadas en la angiogénesis mediante inmunohistoquimica puede permitir establecer

una correlacion con el perfil transcripcional obtenido previamente.

2. Objetivos

Se plantearon los siguientes objetivos especificos:
1. Correlacion de las variables clinicas con la respuesta radioldgica completa al

tratamiento multimodal (cirugia y quimioterapia con carboplatino-paclitaxel), asi como
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con la supervivencia libre de progresion y la supervivencia global, en pacientes con
HGSOC avanzado.

2. Correlacion de la expresion de genes relacionados con la angiogénesis con la
respuesta radiologica completa al tratamiento multimodal (cirugia y quimioterapia con
carboplatino-paclitaxel), asi como con la supervivencia libre de progresion y la
supervivencia global, en pacientes con HGOSC avanzado.

3. Identificacién de un modelo génico con capacidad predictiva de respuesta completa al
tratamiento descrito, y validacion interna del mismo.

4. Analisis de la expresion proteica mediante inmunohistoquimica de las principales

moléculas que previamente se han identificado asociadas a la respuesta al tratamiento.
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PACIENTES, MATERIAL Y METODOS
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1. Pacientes y variables clinico-patologicas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica para la Investigacion Clinica

del Hospital Universitario La Paz.

El estudio se realizd de manera retrospectiva, identificandose 39 pacientes con el

diagnostico anatomopatologico de HGSOC avanzado que habian sido tratadas en el

Hospital Universitario La Paz entre febrero de 1996 y diciembre de 2003, y que

cumplian los siguientes criterios de inclusion:

Confirmacién anatomopatologica de carcinoma seroso de alto grado de ovario.

Estadio III o IV segtn la clasificacion FIGO.

Disponibilidad de muestra incluida en parafina con al menos un 80% de

celularidad tumoral sin zonas necroticas.

Tratamiento con cirugia citorreductora y quimioterapia con carboplatino y

paclitaxel durante un minimo de 6 ciclos.

Seguimiento clinico durante al menos 5 afios desde la finalizacion del

tratamiento.

Se recogieron las siguientes variables clinicas y anatomopatoldgicas:

Edad al diagnostico.

Fecha de diagnostico.

Estadio: IIT vs IV

Enfermedad residual post-cirugia: nula o menor de 1 cm vs mayor de 1 cm
(siguiendo la definicion de cirugia 6ptima/suboptima que estaba vigente cuando

se recogieron los datos clinicos).
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» Fecha de finalizacion del tratamiento con quimioterapia.

= Respuesta radiologica: la respuesta fue evaluada tras la cirugia y finalizacion de
la quimioterapia, definiéndose “respuesta completa” y “respuesta incompleta”
como la ausencia o presencia de enfermedad visible en la tomografia
computerizada (TC), respectivamente. No se consideraron los criterios de
respuesta bioquimica (mediante la medicion del Cal25), debido a que no todas

las pacientes disponian de esta determinacion.

= Supervivencia libre de progresion: definida como el periodo de tiempo
transcurrido entre la fecha de inicio del primer tratamiento recibido hasta la

fecha de la recaida o del fallecimiento.

= Supervivencia global: definida como el periodo de tiempo transcurrido entre el

inicio de la primera terapia hasta la fecha del fallecimiento.

2. Seleccion de genes

Se realiz6 una busqueda de genes, bien que estuvieran relacionados con el
proceso angiogénico y con datos que los vinculasen a la carcinogénesis ovarica, o bien
que hubieran sido descritos como moduladores de la angiogénesis en distintos tipos
tumorales. De esta forma, tras una extensa revision de la literatura, se seleccionaron 82

genes que se muestran en la Tabla del Anexo 1.

Se busco la secuencia de referencia de los genes seleccionados en la base de
datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information), para posteriormente
buscar las sondas correspondientes mediante el software de Applied Biosystems

(Tagman Gene Expression Assays). Con ellas se disefiaron tarjetas microfluidicas de

53



baja densidad (TLDA, Tagman Low Density Array) para realizar el andlisis de la

expresion génica.

Para la normalizacion de la expresion se emplearon genes de referencia (HK,
housekeeping genes), entendidos como aquellos que a priori no varian su expresion de
una muestra a otra, por lo que garantizan la existencia de una misma cantidad de ARNm
en las distintas muestras estudiadas. Cuando se emplean muestras parafinadas, es
aconsejable utilizar mas de un gen de referencia, para evitar artefactos por eventos
como la degradacion del material. En nuestro estudio, se analiz6 mediante el algoritmo
Genorm version 3.4 la expresion de 14 genes HK empleados con frecuencia en los
analisis de expresion génica (ACTB, B2M, GAPDH, GUSB, 18S, HMBS, HPRTI1, IPOS,
PGK1, PPIA, RPLPO, TBP, TFRC y UBC). Mediante este programa podemos evaluar,
por un lado, la estabilidad en la expresion de los genes seleccionados y, por otro, el
numero idoneo de ellos que debemos utilizar [133]. Con este método se identificaron
cinco genes (/8S, ACTB, B2M, GAPDH y GUSB) cuya combinacion resultdo la mas
apropiada para normalizar los resultados. Los nueve genes HK restantes fueron
excluidos del estudio. A partir de los cinco genes HK seleccionados se calculd un factor
de normalizacion basado en su media geométrica, que se aplico sobre los valores crudos
de expresion de los genes analizados. Este valor de expresion normalizado fue el que se

empleo para los estudios posteriores.

3. Procesamiento de las muestras

En todas las muestras se confirmo el diagnéstico de HGSOC por un patélogo
experto. Las muestras tisulares debieron cumplir ademas una serie de criterios de
calidad: debian estar fijadas en formol al 10%, incluidas en parafina y con mas de un

80% de células tumorales. Se realizaron secciones histologicas de 4 um de espesor que
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posteriormente se tifieron con hematoxilina-eosina. Para el estudio molecular se
obtuvieron de cuatro a ocho secciones de 4 um de espesor. A continuacion, se detalla el
procesamiento de las muestras paso por paso: aislamiento de ARN total, conversion a

ADNCc, reaccion de amplificacion mediante qRT-PCR y medida de la expresion génica.

Extraccion de ARN vy estudio de la expresion génica

Se aisld el ARN total siguiendo el protocolo del Masterpure RNA Purification
kit (EPICENTRE Biotechnologies, Madison, WI, USA), especificamente disefiado para
muestras parafinadas. La concentracion y pureza del ARN total aislado se determiné en
un  Nanodrop 10004 espectometro (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE,

USA)(Fisher) y el material se almacen6 a -80°C hasta su utilizacion.

Sintesis del ADNc

Posteriormente, se realizd una transcripcion reversa de 1 pug de ARN total a
ADNCc con el sistema High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). La reaccion se llevo a cabo en un termociclador modelo GeneAmp PCR
System 2700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), siguiendo el protocolo del kit
en dos pasos, con las siguientes condiciones:

1°: 10 minutos a temperatura de 25°C
2°: 120 minutos a temperatura de 37°C

Los ADNCc se almacenaron a -20°C hasta su posterior utilizacion.

Reaccion de gRT-PCR

La expresion de los genes seleccionados en cada muestra tumoral se midio
mediante qRT-PCR, en una plataforma ABI PRISM 7900 HT Sequence Detection
System (Applied Biosystems). Las reacciones se llevaron a cabo utilizando el formato

TLDA o arrays de baja densidad desarrolladas por Applied Biosystems (TagMan Low
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Density Arrays). Cada tarjeta fue configurada con dos muestras, con el fin de poder
analizar los 14 genes de control y los 82 genes involucrados en la angiogénesis y/o
cancer de ovario. Cada uno de los puertos de la tarjeta contenia 50 ulL de Tagman
Universal PCR Master Mix y 50 uL del ADNCc correspondiente (cantidad equivalente a
1 pg del ARN total). El Ct (niimero de ciclo de PCR en el cual la fluorescencia alcanza
un valor umbral) se calculd con el software SDS version 2.2 (Applied Biosystems).

Estudio inmunohistoquimico de las muestras

Para llevar a cabo el estudio inmunohistoquimico se construyd una matriz de
tejidos o tissue microarray (TMA), siguiendo los pasos que se detallan a continuacion.
En un primer momento, mediante la tincidon con hematoxilina en corte completo se
seleccionaron dos zonas en cada bloque de tejido. Posteriormente, por medio del tissue
arrayer se extrajeron cilindros de tejido tumoral de 0,6mm de diametro de cada zona
marcada, que se fueron disponiendo ordenadamente en un bloque de parafina. Con este
bloque, se obtuvieron secciones tisulares de 5 uM, mediante la aplicacion de un
microtomo semiautomatico HM3508 (Microm). Posteriormente, dichas secciones
fueron incubadas durante 60 minutos con los siguientes anticuerpos: CD34 (#ab8158),
EGF (#ab10409) y MMP3 (#ab52915), seleccionados mediante el kit Envision Plus
Detection System (Dako, Aligent technologies, Glostrup, Dinamarca). Para su lectura,

se definieron dos estados para CD34 ( alto y bajo) y para focal o difuso EGF y MMP3.

4. Analisis estadistico

Se disenidé una base de datos con las variables clinicas. Como variable
dependiente se analizd la respuesta radiologica y como variables independientes la
edad, estadio, enfermedad residual post-quirargica y los valores de expresion de los

genes incluidos. Los datos cuantitativos se describieron como mediana (minimo-
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maximo), mientras que las variables cualitativas se recogieron como frecuencias
absolutas y porcentajes. Las asociaciones entre variables categéricas fueron calculadas
con el test ¥2 y el test exacto de Fischer. Todos las pruebas estadisticas se consideraron
bilaterales y, como valores significativos, aquellos con p<0,05.

El “modelo génico” predictor de respuesta se definié como un indice prondstico
basado en un modelo de regresion de Cox, donde se cumple que a mayor valor en el
indice prondstico, mayor riesgo de que se produzca el evento en estudio. Un modelo
tiene un poder predictivo “perfecto” si se acerca a 1 y ningin poder predictivo si toma
valores cercanos a 0.5. Se afiadio el Hazard Ratio (HR) (con su IC95% y su p-valor) de
cada gen como variable continua. Se definieron como “genes protectores” aquellos que
se asociaban con un HR menor de uno, mientras que se consideraron “genes de riesgo”
aquellos que se asociaron con un HR mayor de uno. Se consider6 un valor de p<0,05

como estadisticamente significativo.

Para el analisis multivariante del modelo génico se probaron diferentes métodos
estadisticos, eligiéndose finalmente el método de regresion penalizada de LASSO
(Least Absolute Shrinkage and Selection Operator) o también llamado regresion con
L1-penalizacion [134-136], que era el método que obtenia un modelo asociado a una

mayor precision.

Con este método se consigue evitar la sobreestimacion de los coeficientes de
regresion al afadir una penalizacion o factor de disminucion sobre la suma de los
coeficientes. Este método afiade una penalizacion Lambda o “factor de disminucion”
sobre la suma de los coeficientes, acercandolos a cero. De esta manera, se consigue que
los coeficientes sean mas estables, se reducen las varianzas, y se realiza una seleccion
de las variables génicas que evita su colinealidad y aumenta el poder de prediccion del

modelo.
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Considerando que todas las muestras se emplearon para generar el modelo, la
precision estimada del perfil podria estar sobreestimada. Con la intencion de evitar este
sesgo, se aplico el sistema de validacion interna con validacion cruzada denominado
Leave-One-Out Cross Validation (LOOCV). Este método de validacion interna esté
basado en la generacion de un Cross Validated Pronostic Index (CVPI) [135]. Este
sistema deja fuera una observacion, es decir a una paciente, y se ajusta un modelo de
regresion al resto de observaciones o pacientes (es lo que se denomina “training set”).
De esta forma, se va evaluando el modelo en cada paciente que se deja fuera y que no
participa en el ajuste del mismo, repitiéndose el proceso para todas las pacientes.

La precision del “modelo génico” fue determinada mediante las curvas tiempo-
dependientes ROC (Receiver Operating Curves) para calcular la sensibilidad y la
especificidad [137], evaludndose a diferentes tiempos de interés: 6, 12, 18 y 24 meses.

Los célculos estadisticos se realizaron con los programas SAS 9.1, Enterprise
Guide 3.0 y SPSS (version 9.0 SPSS Inc Chicago, IL, USA). La validacién mediante el
LOOCYV se realizd empleando el R language version 2.2 con el Design Software
version 2.

Por otro lado, en un segundo tiempo se generaron curvas de Kaplan-Meier (KM)
de SLP y SG de las variables clinicas y genes que habian mostrado una asociacion

significativa con la respuesta al tratamiento en los modelos multivariantes.
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RESULTADOS
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1. Analisis descriptivo de las variables clinicas

La Tabla 9 incluye el resumen de las caracteristicas clinico-patologicas de las 39
pacientes incluidas en el estudio. La mediana de edad al diagnostico fue de 55 afios, con
un rango entre 35 y 82 afios. La gran mayoria de ellas debutaron con enfermedad en
estadio III (82%), y aproximadamente la mitad (54%) presentaron enfermedad residual
mayor de 1 cm tras la cirugia citorreductora. La respuesta completa tras el tratamiento
sistémico inicial se observo en el 74% de los casos. En el momento de la recogida de
datos, el 62% de las pacientes de las pacientes se encontraban libres de enfermedad.
Con una mediana de seguimiento de 58 meses, la mediana de SLP fue de 16,9 meses

(IC95%, 15-18 meses) y la mediana de SG fue de 40.5 meses (IC95%: 24-56 meses).

Tabla 9. Variables clinicas analizadas.

Caracteristicas clinicas Pacientes (%)

Estadio tumoral
1T 31 (82%)
v 8 (18%)

Enfermedad residual post-cirugia

Nulao<1cm 12 (31%)
>1cm 21 (54%)
Desconocida 6 (15%)

Respuesta radiolégica

Respuesta completa 29 (74 %)
Ausencia de respuesta completa 10 (26%)
Recidiva

Si 15 (38 %)
No 24 (62 %)
Exitus

Si 25 (68%)
No 12 (32%)
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2. Analisis univariante de las variables clinicas

2.1. Analisis de la respuesta al tratamiento

La enfermedad residual postquirurgica fue la inica variable clinica que mostro
una asociacion significativa con la respuesta completa al tratamiento (HR 18.99, IC95%

(2.0-2.4, p<0.01), como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Analisis univariante de variables clinicas en relaciéon a la respuesta

al tratamiento.

HR IC 95% P
Enfermedad residual 18,99 2.01-2548.5 0,01
(<1 cm vs > lcm)
Estadio
Estadio (IV vs III) 0,83 0,13-5,17 0.84

2.2. Analisis de la supervivencia

Se realiz6 un modelo de regresion de Cox con las variables clinicas y la SLP y
SG de las pacientes. La enfermedad residual postquirargica fue la tnica variable que
demostré significacion estadistica con la SG, aunque no con la SLP (Tabla 11, Figura

3).

Tabla 11. Regresion de Cox con la uinica variable clinica significativa.

Mediana de SLP| HR | IC 95% P | Medianade SG| HR | IC95% | P

Enfermedad residual post-Cx

>1cm 15,4 13,34-17,59 30,6 25,6-35,6

1,67 0,19 5,69 0,01
<lcm 20 9,57-30,42 56 ND
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Figura 3. Modelo de regresion de Cox con las caracteristicas clinicas, A) SLP y B) SG.
En azul los pacientes con enfermedad residual 0 0 <1 cm y en rojo con enfermedad

residual > 1 cm.

3. Analisis univariante de la expresion génica

3.1. Analisis de la respuesta al tratamiento

Se realiz6 un analisis univariante de la posible relacion de los 82 genes incluidos
en el estudio con la respuesta al tratamiento, que se recoge en el Anexo 2. La expresion
de cinco de los genes analizados (ANGPTI, ARNT, CD34, EGF 'y MMP3) se asoci6 de
forma estadisticamente significativa con la respuesta completa como se muestra en la

Tabla 12.

Tabla 12. Genes asociados con la respuesta al tratamiento en el

analisis univariante.

Gen OR IC 95% P
ANGPTI 0,52 0,25-1,1 0,03
ARNT 0,15 0,03-0,86 0,01
CD34 0.64 0,33-1,27 0,02
EGF 0,68 0,5-0,93 0,01
MMP3 0,59 0,34-0,94 <0,01
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En las curvas ROC correspondientes a este analisis, se observa un AUC > 0.5

(Figura 4).
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Figura 4. Curvas ROC donde se ilustra la asociacion de los genes ANGPT1, ARNT, CD34, EGF, y

MMP3 con la respuesta completa.

3.2. Analisis de la supervivencia

En el modelo de Cox univariante se observo una asociacion entre la expresion de
ANGPT2, CD36, CD44 y EPHB2 y la SLP. Asimismo, la expresion de CD44,
ANGPTI, CD34, MMP7 y PDGFB se asocid de manera estadisticamente significativa
con la SG. En el Anexo 3 se incluye la informacion completa del analisis, y en la Tabla

13 los genes identificados en el modelo de Cox univariante.
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Tabla 13. Genes asociados a la SLP y SG en el analisis univariante.

Supervivencia libre de progresion

GEN OR IC 95% P.Val
ANGPT2 0,59 0,36-0,97 0,02
CD36 0,66 0,45-0,97 0,03
CD44 0,54 0,34-0,86 <0,01
EPHB2 1,7 1,1-2,63 0,01

Supervivencia global

GEN OR IC 95% P.Val
ANGPTI 1,3 0,99-1,71 0,02
MMP7 1,15 0,98-1,37 0,04
CD44 0,51 0,3-0,85 <0,01
PDGFB 1,35 0,67-1,82 0,03

4. Identificacion de un modelo multigénico predictor de respuesta y
validacion interna

Tras realizar el anélisis univariante, el siguiente objetivo era obtener un modelo
multigénico con capacidad predictiva de respuesta completa al tratamiento. Se testaron
diversos métodos estadisticos para generar el método multigénico, descritos en el
Anexo 4, optandose finalmente por el método de regresion logistica con la penalizacion
de LASSO (least absolute shrinkage and selection operator), ya que parecia generar el
modelo de mayor precision. Aplicando este método estadistico se establecié un modelo
predictivo de respuesta con 7 genes (AGT, CD34, EGF, EPOR, IL8, MMP3 y MMPT)
(Tabla 14). De los 7 genes incluidos, 3 de ellos (CD34, EGF y MMP3) habian resultado

también significativos en el andlisis univariante previo.
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Tabla 14. Genes incluidos en el modelo multigénico predictivo de respuesta

al tratamiento, con su correspondiente coeficiente beta.

AGT | CD34 | EGF | EPOR | IL8 | MMP3 | MMP7

Coeficiente Beta | 0,08 | -0,24 | -0,13 | -0,16 | 0,16 | -0,34 | -0,008

Para intentar validar la capacidad predictiva del modelo se utilizdo el AUC
calculado mediante el método LOOCYV. El intervalo de confianza del AUC se obtuvo
mediante el andlisis de permutaciones. El AUC de este modelo fue de 0,67 (IC 95%

0,47-0,88), sin alcanzar la significacion estadistica (p = 0.09, Figura 5).
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Figura 5. AUC del modelo multigénico.

Por otro lado, se realizaron las curvas KM para SLP y SG de los dos grupos
identificados en el modelo multigénico (grupo de buena respuesta versus grupo de mala

respuesta), sin encontrarse diferencias entre ambos (Figura 6).
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Figura 6. Curvas de Kaplan Meier para A) SLP y B) SG de los dos grupos
diferenciados por el modelo multigénico. En azul se representa el grupo de

buena respuesta, y en rojo el grupo de mala respuesta al tratamiento.

5. Analisis exploratorio de la expresion génica en el subgrupo de
pacientes con enfermedad residual postquirurgica > 1 cm

Debido a que todas las pacientes con enfermedad residual postquirurgica < 1 cm
tuvieron una respuesta completa al tratamiento, se decidid realizar un analisis
exploratorio sobre el subgrupo de pacientes con enfermedad residual > 1 cm, para
evaluar si la expresion de ciertos genes podria ayudar a identificar las pacientes de este

subgrupo que no iban a conseguir una respuesta completa.

5.1. Analisis de la respuesta al tratamiento.
Se realizé un andlisis univariante de los 82 genes mediante regresion de Cox en
relacion a la respuesta completa al tratamiento, mostrandose los resultados en la tabla

del Anexo 5. Los genes AGRT2, ANGPTI, ARNT, AURKB, FLT4, ILS, KITy MMP3 se
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correlacionaron con la respuesta de manera estadisticamente significativa (Tabla 15 y
Figura 7). De éstos, los genes ANGPTI y MMP3 habian mostrado una asociacion con la
respuesta también en el grupo global.

Debido al numero reducido de pacientes de este subgrupo no fue posible generar

un modelo multigénico como se hizo en el global de los pacientes.

Tabla 15. Genes asociados con la respuesta al tratamiento en el analisis

univariante en el subgrupo de pacientes con ER >1 cm.

Gen OR IC 95% P AUC IC 95%
AGRT2 0,40 0,16-0,99 <0,01 0,78 0,58-0,98
ANGPT]I 0,31 0,10-1 0,02 0,76 0,55-0,97
ARNT 0,12 0,01-1,04 0,02 0,75 0,50-0,99
AURKB 1,94 0,82-4,58 0,03 0,70 0,45-0,93
FLT4 0,26 0,06-1,17 0,03 0,75 0,50-1
IL8 1,34 0,94-1,91 0,04 0,70 0,42-0,98
KIT 0,62 0,34-1,10 0,04 0,77 0.55-1
MMP3 0,42 0,18-0,99 0,01 0,77 0,57-0,98

5.2. Analisis de supervivencia

La expresion de los genes AURKB, CD44 e IL8 se relacionaron con un
incremento de la SLP de forma estadisticamente significativa. Por otro lado, la
expresion de los genes ANGPTI, MMP7, CD44, PDGFB y CD34 se asoci6 a un
incremento de la SG. Destacar que CD44 se correlaciond de manera estadisticamente
significativa tanto con la SLP como con la SG, al igual que ocurria en el anélisis de la
serie completa. Los resultados globales se adjuntan en el Anexo 6 y en la Tabla 16 se

muestran los resultados que alcanzaron la significacion estadistica.
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Tabla 16. Analisis univariante de la expresion de genes asociados a SLP

y SG en el subgrupo ER>1cm.

Supervivencia libre de progresion

GEN OR IC 95% P
AURKB 0,55 0,37-0,81 <0,01
CD44 0,57 0,35-0,92 0,01
IL-8 0,87 0,74-0,98 0,04

Supervivencia global

GEN OR IC 95% P
ANGPTI 1,30 0,99-1,71 0,02
MMP7 1,15 0,98-137 0,04
CD44 0,51 0,30-0,85 <0,01
PDGFB 1,35 1-1,82 0,03
CD34 1,15 0,99-1,34 0,03

6. Analisis inmunohistoquimico de marcadores seleccionados

6.1. Analisis descriptivo y analisis de respuesta al tratamiento

Por ultimo, se construyeron TMA con los casos del estudio y se realizd un
analisis de inmunohistoquimica para evaluar la expresion proteica de algunos de los
genes que habian resultado relevantes en los analisis de expresion génica. Se
seleccionaron los que habian resultado estadisticamente significativos en el andlisis
univariante y que ademas habian formado parte del predictor multivariante: CD34, EGF
y MMP3. La mayoria de los pacientes presentaron baja expresion de CD34 (89%) y una
expresion focal de EGF (79%). En el caso de MMP3, el 58% de los casos mostrd

expresion focal y el 42% expresion difusa (Figura 7).

A pesar de las diferencias de expresion, ninguno de estos marcadores proteicos

se asocio de forma significativa con la respuesta al tratamiento.
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Ademas, se realizd un andlisis de supervivencia log-Rank test. En cuanto a la
SLP, se identifico que la expresion difusa de EGF se asociaba a un peor pronostico
(p<0.01), sin encontrarse un impacto sobre la SG. La expresion de las otras dos

proteinas no se asocio6 a la SLP ni a la SG.

Figura 7. Tinciones de inmunohistoquimica A) CD34, B) EGF, C) MMP3.
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DISCUSION
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El objetivo principal de este trabajo ha sido analizar la posible relacion entre la
expresion de genes relacionados con la angiogénesis, mediante la utilizacion de un
panel de 82 genes, y la respuesta completa al tratamiento estandar en una serie de 39
pacientes con HGSOC. Para ello, se realizo tanto un analisis univariante y multivariante
identificandose diferentes variables (génicas y clinicas) asociadas con la respuesta al
tratamiento, asi como con la SLP y SG. Finalmente, se gener6 un perfil de expresion
génica formado por 8 genes predictor de respuesta completa al tratamiento multimodal,
aunque no llego a alcanzar la significacion estadistica.

A lo largo de esta discusion se comentaran los aspectos metodologicos
fundamentales del estudio y se analizaran algunas de sus limitaciones, para después
interpretar detalladamente los resultados obtenidos. Por ultimo, se discutira sobre el
futuro de la prediccion de la respuesta a farmacos en el cancer de ovario, analizando los
requerimientos necesarios para que los analisis de perfiles génicos puedan aplicarse en

la clinica.

1. Discusion de los métodos

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

1.1. Material y técnicas de biologia molecular
Para la realizacion del andlisis génico se decidi6 utilizar muestras parafinadas,

que constituyen el estandar de conservacion de tejido en centros hospitalarios, al ser
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mas faciles de almacenar y permanecer estables a temperatura ambiente. Las muestras
de tejido tumoral en fresco pueden tener algunas ventajas para el andlisis génico, pero
hace unos afos, en el periodo elegido para la inclusion de pacientes, era excepcional
que se almacenaran de esta manera en los hospitales por el laborioso procesamiento que
precisan y el alto coste economico. Incluso hoy en dia, en la mayoria de hospitales sigue
sin recogerse muestras en fresco de manera rutinaria. Por ello, cualquier test molecular
orientado a la practica clinica seria deseable que se pudiera realizar en muestras
parafinadas.

A pesar de ello, la mayor limitacion que presentan los estudios moleculares con
este tipo de muestras, es que el material aislado a partir de las mismas, suele presentar
un elevado grado de degradacion, intrinsecamente asociado al proceso de fijacion con el
formol. No obstante, el avance técnico en las ultimas décadas ha supuesto la adaptacion
de las técnicas disponibles a su uso, y a dia de hoy, salvo excepciones, no supone un
gran escollo, como ejemplifican la cantidad de kits comerciales que se utilizan no sélo
en la investigacion, sino en la rutina diagnostica para la determinacién de
biomarcadores [138-140].

La técnica empleada en este trabajo ha sido la qRT-PCR, que permite el disefio
de fragmentos de amplificacion con un tamafio discreto, cuya amplificacion no deberia
verse afectada por la degradacion del material de partida. Esta técnica presenta otra
serie de ventajas adicionales, como son la necesidad de poca cantidad de material
tumoral, y que proporciona resultados cuantitativos, precisos y facilmente reproducibles
[141, 142].

1.2. Eleccion de la variable principal de eficacia
En la mayoria de los estudios de biomarcadores o perfiles génicos asociados al

pronostico suele elegirse como objetivo principal las variables SG o SLP. En nuestro
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estudio el objetivo era identificar un perfil predictivo de respuesta a un tratamiento, por
lo que en estos casos la variable de eleccion como objetivo principal debe ser la
“respuesta al tratamiento”. Tras concluir la primera de linea de quimioterapia, la
mayoria de las pacientes consiguen una respuesta completa, siendo este parametro un
factor clave asociado a la evolucion de la enferma. Por tanto, nos parecié mas adecuado
escoger la variable “respuesta completa” para estudiar la posible asociacion de los
diferentes genes y para generar el perfil génico. De esta manera, un perfil génico
predictivo de respuesta, nos permitiria identificar de manera precoz las pacientes que no
van a alcanzar una respuesta completa al finalizar el tratamiento, y, por tanto, aquellas
que no van a tener ninguna opcion de curacidon, y que probablemente sufriran una
progresion tumoral precoz.

La variable “respuesta al tratamiento” se utiliza como objetivo primario desde
hace relativamente poco tiempo en estudios de Oncologia. Los estudios de
neoadyuvancia en céncer de mama demostraron que la respuesta completa al
tratamiento, medida como una respuesta completa patoldgica, se asociaba con mejor SG
en esta clase de tumor, planteando su uso como variable subrogada de supervivencia.
Sin embargo, este tema es controvertido por varias razones: no todos los tumores
presentan la misma evolucion y, ademas, con la introduccion de nuevos tratamientos el
patron de respuesta puede variar. Por ejemplo, las terapias antiangiogénicas inducen
estabilizacion de la enfermedad y no regresion como los citotoxicos clasicos, por lo que
su beneficio puede ser dificil de cuantificar con este pardmetro [143].

El perfil génico mas importante hasta la fecha evaluado en relacion a la
respuesta a la quimioterapia en cancer de ovario fue publicado por Spentzos y cols en

2005. En este estudio se identificaba la relacion de la expresion de 93 genes con la
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respuesta, pero también con capacidad prondstica sobre la SG, indicando que la RC
puede ser a veces un marcador subrogado de la supervivencia [97].
1.3. Analisis del método estadistico

Este trabajo parte de la expresion de 82 genes, un nimero moderadamente
elevado para el discreto numero de pacientes analizadas (39). Una de las dificultades
metodoldgicas mas importantes a la que se enfrentan los estudios de expresion génica
multiple es la desproporcion que suele haber entre el tamafio muestral, habitualmente no
muy grande, y las variables analizadas que, con frecuencia, sobrepasan el nimero de
casos analizados. Esto se traduce en un problema estadistico que se conoce como
sobredimensionalidad, y que puede repercutir en los resultados.
Para nuestro estudio se barajaron varios métodos estadisticos de regresion lineal
multiple, optdndose finalmente por el método de regresion penalizada de LASSO, que
consigue evitar la sobreestimacion y aumenta el poder de prediccion del modelo [134,
136, 144]. Al no ser posible realizar una validacion externa prospectiva en un tiempo
razonable, se decidio realizar una validacion interna a través del método de validacion
cruzada LOOCV, como se explico anteriormente. Este tipo de validacion interna otorga
una mayor robustez a un estudio de estas caracteristicas, pero no se considera suficiente
como para que una firma génica sea utilizada en la clinica. Para ello, es fundamental
que se realice una validacidon externa, en una muestra independientemente, y a ser un
posible dentro de un ensayo clinico, o en su defecto, al menos en un estudio

prospectivo.
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2. Discusion de los resultados

2.1. Caracteristicas de las pacientes

Nuestra serie de pacientes presenta las caracteristicas habituales del HGSOC
avanzado. La mediana de edad al diagnostico en nuestro caso es de 55 afios, algo
inferior a la descrita en otras series, que se sitia alrededor de los 60 afios. En cuanto al
estadio tumoral, la gran mayoria de las pacientes debutaron con enfermedad en estadio
IIT (82% de la muestra), dato que concuerda con otros estudios publicados, en los que lo
mas frecuente es que al diagnostico el HGSOC presente diseminacion a nivel peritoneal
y/o ganglionar, mientras que el porcentaje de pacientes con estadio IV suele ser bajo [3].

En nuestra serie todas las pacientes fueron sometidas a una cirugia
citorreductora, pero tras la misma hasta el 54% present6 ER mayor de 1 cm, factor
claramente asociado a un peor prondstico, como ha sido comentado. En este aspecto
existe una gran variabilidad en los diferentes estudios publicados, ya que la ER es una
variable totalmente ligada a la experiencia del equipo quirurgico. Aunque la mayoria de
series mas modernas muestran un porcentaje de pacientes con ER mayor de lcm
inferior a la nuestra, otros grandes estudios recientes mostraron cifras similares, como el
ensayo de la EORTC de Vergote y cols [32]. Hay que tener en cuenta que las pacientes
incluidas en nuestro trabajo corresponden a una €época en la que en Espafia habia una
menor especializacion de los ginecologos dedicados a la ginecologia oncolodgica de la
que existe en la actualidad.

Un aspecto a resaltar de nuestra serie que confiere fortaleza al trabajo es la
homogeneidad del tratamiento recibido, punto que fue establecido como un criterio de
inclusion del mismo. Todas las pacientes habian recibido un tratamiento multimodal:
cirugia citorreductora y por lo menos 6 ciclos de quimioterapia con la combinacion de

carboplatino-paclitaxel. Este hecho es un aspecto diferencial con otros trabajos similares

76



publicados en los que existe una disparidad de tratamientos empleados, incluyendo
pacientes tratadas con platino en monoterapia o en combinacion con ciclofosfamida. El
tener una muestra homogénea con respecto al tratamiento recibido es fundamental
cuando se pretende identificar un perfil génico predictivo de respuesta. El porcentaje de
pacientes que presentaron una respuesta completa tras el tratamiento quirrgico y
quimioterapico (74%) fue similar al descrito en otros trabajos.
2.2. Influencia de las variables clinicas en la respuesta al tratamiento

En nuestro analisis univariante se explord la posible relaciéon de la RC al
tratamiento, la SLP y la SG con las variables clinicas mas relevantes: la presencia o no
de ER y el estadio tumoral. Finalmente, la ausencia de ER se relacion6 de forma
estadisticamente significativa con la RC al tratamiento y con una mejor SG. Este
hallazgo estd en consonancia con los datos publicados de diversos estudios, donde
parece claro que la presencia de tumor residual post-quirurgico es el factor prondstico
mas importante para la SG. En 1994 Hoskins y cols realizaron un estudio retrospectivo
con los datos incluidos en los ensayos clinicos del Gynecologic Oncology Group (GOG)
52 y 97, en el que analizaron como influia la presencia o no de ER sobre la SLP y SG.
La presencia de ER se correlacion6 con una peor SLP y SG, siendo un factor pronostico
independiente [145]. En esta misma linea, Bristow y cols publicaron un meta-analisis
realizado sobre 53 estudios y con una total de 6.885 pacientes, donde se demostrd que
existia un relacion estadisticamente significativa entre la citorreduccion completa y la
SG. De hecho, cada incremento del 10 % en la cuantia de la citorreduccion, se asocio
con un aumento de la mediana de SG de un 5.5%. De esta manera, la cohorte de
pacientes con un porcentaje de citorreduccidon igual o menor del 25% presentaba una
mediana de supervivencia de 22,7 meses, mientras que la cohorte con una

citorreduccion maxima mayor o igual al 75% tenia una mediana de SG en torno a 33,9
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meses. Estos datos reflejan la importancia del volumen tumoral post-quirurgico y su
relacion con la supervivencia [31]. En los ultimos afos, se han publicado diversos
estudios que apoyan los resultados de este meta-analisis y que en la actualidad permiten
estimar la supervivencia de las pacientes segin el volumen de ER. De esta manera,
cuando la citorreduccién ha sido macroscopicamente completa, la SG se situaria entre
46,5 y 106 meses, mientras que cuando existe ER mayor de 1 cm se estima una SG
entre 12 y 28,6 meses. Si la ER es menor de 1 cm la SG mejora discretamente con
respecto a si la ER es mayor de 1 cm, pero las diferencias significativas se observan
cuando se compara la ausencia con la presencia de ER, independientemente del tamafio
de ésta [67, 69, 146-151]. Los resultados de nuestro estudio son mas favorables que los
descritos en la literatura, ya que a pesar de que mas de la mitad de las pacientes
presentaron ER mayor de 1 cm, la mediana de SG fue de 40,5 meses, cercana a los
datos descritos en otros trabajos para pacientes sin ER. En esta discrepancia podria
haber influido el bajo tamafio muestral de nuestro estudio, pero también el hecho de que
se trata de una cohorte con un tUnico subtipo histoldégico, HGSOC, que es el mas
quimiosensible de todos. En la mayoria de las series descritas se incluyen otros subtipos
histologicos (como el carcinoma de células claras o el carcinoma mucinoso) que se
asocian a un peor prondstico.

Por todo ello, debido a la importancia del residuo tumoral post-quirtrgico,
actualmente se plantea la necesidad de que esta cirugia se lleve a cabo por un equipo
experimentado, ya que de esta manera, como indican algunos estudios, se consigue una
mayor tasa de reseccion completa (64 % vs 35%), y, por tanto, una mejor SG [31, 151-
155].

En cuanto a la relacion entre la citorreduccion optima y la supervivencia, existen

dos teorias que indican un posible efecto beneficioso de la reseccion quirrgica anadido
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a la ausencia de enfermedad macroscépica residual. La primera de ellas se centra en el
posible efecto quimiosensibilizante de la cirugia. Diferentes estudios han propuesto que
la citorreduccion inicial en el HGSOC podria mejorar la eficacia de la quimioterapia, al
resecarse algunos posibles clones resistentes al tratamiento asi como zonas que pueden
ser quimiosensibles pero poco vascularizadas y que, por lo tanto, serian areas donde no
llegaria adecuadamente la quimioterapia [154, 156, 157]. La segunda teoria plantea que
la citorreduccidon podria tener un papel sobre la regulacion del sistema inmunologico,
promoviendo una gran reaccion inflamatoria que contribuiria a la respuesta en el cancer
de ovario. Este hecho podria explicar en parte por qué la citorreduccion dptima es un
parametro independiente de supervivencia en subtipos histoldgicos resistentes al
tratamiento sistémico [156].

En nuestro estudio no se encontr6 una relacion estadisticamente significativa
entre el estadio tumoral y la supervivencia, ni entre el estadio y la respuesta al
tratamiento. Aunque el estadio tumoral es una variable relevante, existen estudios que
demuestran que en la SG influye mas la enfermedad residual post-cirugia que el
volumen tumoral prequirargico [158]. De entre todos ellos, destacamos el publicado por
Eisenkop y cols, donde se evalud una serie de 408 pacientes, demostrandose que la SG
no se relacionaba con el estadio tumoral pero si con la ausencia de ER [68]. Estos datos,
al igual que los de nuestro estudio, apoyarian la necesidad de realizar una cirugia de
citorreduccion completa en el cadncer de ovario avanzado independientemente de si se
trata de un estadio III o IV.

2.3. Relevancia bioldgica de los genes asociados a la respuesta al tratamiento

Los 7 genes que en nuestro estudio componen el modelo predictor de respuesta

completa al tratamiento son: AGT, CD34, EGF, EPOR, IL8, MMP3 y MMP7. Tres de

estos genes (EGF, MMP3 y CD34) mostraron ademds relacion estadisticamente
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significativa con la respuesta completa en el andlisis univariante. Adicionalmente, otros
2 genes (ANGPTI y ARNT) también se asociaron de manera significativa con la
respuesta al tratamiento en el andlisis univariante, pero no entraron a formar parte del
modelo génico.

A continuacidn, se exponen brevemente algunas caracteristicas de estos 9 genes,
explicando el papel que pueden jugar bien en la progresiéon tumoral o bien en la
respuesta o resistencia a farmacos, asi como si hay estudios realizados con los mismos
en el cancer de ovario.

AGT es el precursor de la angiotensina I y se considera un inhibidor de la
angiogénesis. /n vitro ha demostrado inhibir la proliferacion, la migracion endotelial, y
la neovascularizacion. Su papel antiangiogénico ha sido comprobado también en
estudios in vivo. Al ser producido por las células gliales se ha planteado que podria
intervenir en la estabilizacion de la barrea hematoencefalica [159, 160]. Su papel en el
cancer de ovario es desconocido.

CD34 se ha utilizado en muchos trabajos para determinar la densidad
microvascular, pero su expresion no es especifica de células endoteliales, ya que
también se expresa en células precursoras hematopoyéticas. En el cancer de ovario,
CD34 se ha analizado en diversas publicaciones y, en algunas de ellas, se ha
relacionado con una peor SLP y SG [161].

EGF es un factor de crecimiento que se une al receptor de tirosina quinasa
EGFR, siendo una via que desempeia un importante papel en la diferenciacion,
invasion y angiogénesis tumoral. EGFR se encuentra mutado en multiples neoplasias, y
cuando esto ocurre, se asocia con un fenotipo mas agresivo y peor pronostico [162]. De
hecho, la activacion de esta via celular se relaciona con una mayor expresion de factores

pro-angiogénicos. En el caso del cancer de ovario, la sobreexpresion de EGFR se ha
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relacionado con una resistencia a la quimioterapia y una mayor agresividad,
favoreciendo la diseminacién metastasica [163, 164]. A diferencia de otras neoplasias,
en el HGSOC el bloqueo de esta diana no ha demostrado beneficio clinico [165].

La eritropoyetina es una glicoproteina que al unirse a su receptor, EPOR, activa
una via que promueve la diferenciacion y proliferacion del eritroblasto [166]. Ademas,
inhibe la apoptosis incrementando la expresion de factores anti-apoptdticos como la
proteina Bcl-2 y Bcl-x. Por ello, la activacion de esta via podria desempefiar un papel
importante en el crecimiento, angiogénesis y proliferacion tumoral, y ha sido estudiada
principalmente en cancer de cérvix y cancer de cabeza y cuello [167, 168]. En el cancer
de ovario la expresion de EPOR esta aumentada de forma constitutiva, relacionandose
in vitro con una mayor agresividad tumoral y resistencia a quimioterapia [169].

IL-8 es el gen de una citoquina pro-inflamatoria sintetizada en fibroblastos,
células endoteliales, células inflamatorias y células tumorales. Es un potente factor
quimiotéctico de neutrofilos, regula la produccion de proteinas de adhesion, amplifica la
respuesta inflamatoria local y es un potente pro-angiogénico. Tras unirse a sus
receptores, activa multiples cascadas de sefializaciéon promoviendo la supervivencia
celular, migracion e invasion tumoral [170]. Su expresion se encuentra elevada en el
cancer de ovario y se relaciona con un peor pronéstico y supervivencia [171].

MMP3 y MMP7 forman parte de las metaloproteasas de la matriz extracelular,
frecuentemente sobreexpresadas en distintas neoplasias avanzadas [172]. Estas
proteinas son producidas por las células tumorales y la matriz extracelular con el
objetivo de facilitar el crecimiento, la invasion y diseminacion tumoral. De hecho, su
sobreexpresion se relaciona con un peor prondstico y supervivencia [173]. MMP3 es
responsable de la degradacion de fibronectina, laminina, diferentes tipos de coldgeno y

proteoglicanos; su sobreexpresion se ha descrito en cancer de ovario [174, 175], y se ha
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relacionado con resistencia a platino [176]. En cuanto a MMP?7 distintos estudios han
mostrado una expresion selectiva en neoplasias digestivas, prostata o0 mama, ejerciendo
un papel regulador sobre la via de VEGF [177]. En el caso de cancer de ovario existen
pocos datos, su expresion in vitro se ha relacionado con la via de la leptina,
promoviendo una mayor capacidad de invasion y metastasis [178].

ANGPTI es el mediador mas importante de la via angiogénica independiente de
VEGF. La sobreexpresion de ANGPT1 ha sido investigada en varios tumores y los
datos son controvertidos. Algunos estudios apuntan su relaciéon con un mayor potencial
de malignidad, y otros sugieren que ANGPTI podria tener un efecto antiangiogénico, al
inhibir la expansion vascular en determinadas neoplasias so6lidas. Este hecho parece
apoyar la teoria de que un alto ratio ANGPT2/ANGPTI podria asociarse a un peor
pronostico[179, 180].

ARNT forma parte de una familia de factores de transcripcion, intrinsecamente
ligados a la angiogénesis en situacion de hipoxia. Su funcion ha sido descrita en
estudios de lineas celulares tumorales y parece centrada en la regulacion de VEGF, pero
no hay estudios especificos en cancer de ovario [181, 182].

Por otro lado, encontramos una relacion estadisticamente significativa de 4
genes con la SLP (ANGPT2, CD36, CD44 y EPHB2) y de 5 genes (CD44, ANGPTI,
CD34, MMP7 y PDGFB) con la SG. Como puede observarse, el gen CD34 y las
familias de genes ANGPT y MMP aparecen asociados en nuestro estudio tanto a la
respuesta al tratamiento como a la supervivencia, lo que podria indicar el gran peso
biologico que podrian tener estos genes en el proceso angiogénico del cancer de ovario.

Adicionalmente se decidid hacer un andlisis para intentar identificar genes
asociados con la respuesta completa especificamente en el subgrupo de ER mayor de 1

cm, ya que todas la pacientes que no conseguian una respuesta completa pertenecian a
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este subgrupo. En el analisis univariante, los genes AGTR2, ANGPTI, ARNT, AURKB,
FLT4, IL-8, KIT y MMP3 se asociaron con la respuesta. S6lo dos de ellos, ANGPT1 y
MMP3 alcanzaron la significacion estadistica tanto en este subgrupo como en el global
de las pacientes. Este dato podria indicar la relevancia de estos dos genes en la
prediccion de respuesta, aunque a dia de hoy desconozcamos el papel especifico que
pudieran desempefiar en la misma.
2.4. Limitaciones del modelo génico y comparacion con otros publicados

Como se ha comentado, el objetivo final de la generacién de un modelo génico
era disponer de una herramienta predictiva de respuesta completa al tratamiento
multimodal del HGSOC. Esto permitiria identificar las pacientes que no van a alcanzar
una respuesta completa y, por tanto, asociadas a un mal prondstico y a ninguna
posibilidad de curacion. Un modelo predictivo de respuesta con alta sensibilidad
permitiria identificar adecuadamente a éstas pacientes, en las que seria necesario
investigar tratamientos alternativos al estandar para tratar de mejorar sus resultados.

Dicho modelo no alcanzé la significacion estadistica, probablemente por el
pequefio tamafio muestral de nuestra serie. Esta es la principal debilidad del estudio,
principalmente debido a la seleccion de una poblacion muy homogénea en cuanto al
subtipo histoldgico y al tratamiento recibido, procedente de un tinico centro, que limito
el tamafio muestral, y, por tanto, condicion6 que fuera muy dificil generar un modelo
que se correlacionara con la respuesta de manera significativa.

El problema del tamafio muestral y la sobredimensionalidad, al analizarse un
gran nimero de genes, suele ser comin a muchos de los estudios similares. De los 13
estudios de perfiles génicos predictivos de respuesta publicados, que fueron resumidos
en la introduccion, 5 de ellos tenian un tamafio muestral inferior al nuestro, y tan sélo 2

de ellos sobrepasaban los 100 pacientes. En la mayoria de estos estudios, al igual que en
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el nuestro, se analizaron un niumero de genes significativamente mayor al nimero de
pacientes incluidas, y en la mayoria de ellos la sobredimensionalidad fue muy superior a
la existente en este trabajo.

Otra limitacion importante de estos trabajos es que han de ser adecuadamente
validados para que puedan tener una aplicacion clinica. En nuestro trabajo, como se ha
descrito, se realizd una validacion interna, pero no fue posible llevar a cabo una
validacion externa en otra serie independiente. Esta ha sido llevada a cabo en un
pequeiio nimero de los estudios descritos, y en ninguno de ellos fue realizada en series
prospectivas o ensayos clinicos. Esto ha hecho que ninguno de los perfiles génicos haya
conseguido implementarse en la clinica.

Cada perfil se realiza sobre una bateria diferente de genes, siendo esto una
posible fuente de variabilidad. Sin embargo, al revisar la composicion génica de los
diferentes estudios, si bien los genes difieren de un perfil a otro, las principales vias de
sefalizacion celular estan representadas en muchos de ellos. En nuestro caso, centramos
el perfil en una bateria de genes relacionados con el proceso angiogénico debido a la
importancia de esta via en el HGSOC.

El nimero de genes que constituye cada perfil es otro aspecto a valorar. Un
perfil que quiera aplicarse en la clinica deberia estar compuesto por el menor niimero de
genes posible, para que su determinacion en un elevado nimero de pacientes sea lo
menos costosa y mas factible posible. En nuestro caso, establecimos un modelo de tan
solo 7 genes, un numero inferior al resto de perfiles publicados, en los a excepcion de
dos de ellos formados por 9 genes, todos los demads tenia un nimero considerablemente
mayor, situdndose en 6 de ellos por encima de los 100 genes.

Otra limitacion ya discutida parcialmente es la seleccion de la variable de

eficacia mas adecuada para identificar perfiles predictivos de respuesta. En nuestro
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estudio decidimos utilizar la respuesta completa radioldgica, de la misma manera que se
hizo en otros 6 de los trabajos publicados; en otros 2 la respuesta se evaluo sélo por
Cal25 (segun los criterios del GCIG); mientras que un solo estudio se tuvo en cuenta
tanto la respuesta radioldgica como la bioquimica. En uno de los estudios en los que se
realizd validacion externa (de Spentzos y cols) la variable fue la respuesta completa
patoldgica identificada en la cirugia llamada de “second look”, que se realizaba hace
afnos tras completar la quimioterapia, pero que actualmente no se contempla. Por otro
lado, la consecucion de una respuesta completa patoldgica en el cancer de ovario, a
diferencia de otras neoplasias, es excepcional. En el resto de trabajos, para la generacion
de los perfiles se tuvo en cuenta el intervalo de tiempo transcurrido desde la finalizacion
de la quimioterapia y la recaida, por lo que en estos casos, mas que perfiles predictivos
de respuesta deberian considerarse perfiles predictivos de beneficio clinico o de recaidas
precoces/tardias. El hecho de que se hayan elegido diversas variables para la generacion
de los perfiles hace dificil que sean comparables entre si.

Por ultimo, otra limitacion presente en varios estudios publicados es la inclusion
de pacientes tratadas con diversos esquemas de quimioterapia. Aunque en todos los
casos las pacientes habian recibido algiin esquema con platino, so6lo algunos de los
trabajos publicados se basan en series en las que todas las pacientes recibieron la misma
quimioterapia (con el esquema carboplatino-paclitaxel), al igual que en el nuestro
estudio.

2.5. Inmunohistoquimica

Como parte final de nuestro trabajo se evalud la expresion de EGF, CD34 y

MMP3 mediante inmunohistoquimica. Se eligieron estos candidatos para estudiar la

correlacion entre expresion génica y proteica y su relacion con la respuesta al
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tratamiento debido a que alcanzaron la significacion estadistica en el analisis
univariante y, adicionalmente, los tres formaban parte del perfil génico generado.

En nuestra serie, no encontramos relacion de la expresion de estas tres proteinas
con la respuesta. Diferentes estudios indican que la correlacidon entre expresion génica y
proteica se va a ver influida por los multiples eventos que ocurren entre los procesos de
transcripcion génica y de traduccion a proteina [183].

Centrandonos en los datos de la literatura en cuanto a la expresion proteica de
estos marcadores, no hay practicamente estudios sobre la expresion de EGF, si bien
algln trabajo reciente apunta que no es un buen biomarcador en cancer de ovario [164] .

Ya se ha comentado el uso de CD31 y CD34 para la evaluacion de la densidad
microvascular, si bien el marcador méas empleado, debido a su mayor especificidad, es
CD31. La densidad microvascular ha sido ampliamente correlacionado con el
pronostico, incluso en respuesta a tratmaiento antiangiogénico, en el ensayo GOG-
0218, si bien en otro estudio reciente, no se observo correlacion significativa entre la
expresion de genes relacionados con el proceso angiogénico y la densidad de vasos
medida con CD31 o alternativamente con CD105 [174, 184].

Por ultimo, algunos trabajos apuntan a que niveles elevados de MMP3en suero,
correlacionan con un peor prondstico de las pacientes [185].

Sin embargo, la expresion de las proteinas codificadas por estos genes no se ha
relacionado con la respuesta al tratamiento ni con la supervivencia en otras series

publicadas.

86



CONCLUSIONES

87



La presencia o no de tumor residual tras la cirugia es el unico factor clinico que
se relacion6 de forma estadisticamente significativa con la respuesta completa al
tratamiento multimodal en el carcinoma de ovario seroso de alto grado
avanzado.

Tras realizar un analisis univariante de 82 genes implicados en la angiogénesis,
la expresion de los genes ANGPTI, ARNT, CD34, EGF' y MMP3 se relacion6 de
forma estadisticamente significativa con la respuesta completa al tratamiento
multimodal del carcinoma de ovario seroso de alto grado avanzado.

Se gener6 un modelo multigénico predictivo de respuesta completa al
tratamiento, compuesto por 7 genes (AGT, CD34, EGF, EPOR, ILS, MMP3 y
MMPT), pero que no llegd a alcanzar la significacion estadistica.

La expresion de los genes ANGPT2, CD36, CD44 y EPHB2, y de los genes
CD44, ANGPTI, CD34, MMP7 y PDGFB, se asoci6 con la supervivencia libre
de progresion y con la supervivencia global, respectivamente, de forma
estadisticamente significativa.

Tras el andlisis de inmunohistoquimica no se consigui6d identificar una
asociacion entre la expresion de algunas proteinas seleccionadas y la respuesta al
tratamiento.

La posible implicacion que podrian tener algunos genes involucrados en el
proceso angiogénico en la respuesta al tratamiento de primera linea del
carcinoma de ovario seroso de alto grado deberia confirmarse en otros estudios

prospectivos y con mayor tamafio muestral.
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Anexo 1. Relacion de genes incluidos en este estudio.

Simbolo Unigene Simbolo Unigene Simbolo Unigene
AGT Hs01586213 EPBH4 Hs01119118 NRP2 Hs00187290
AGTRI1 Hs00258938 EPO Hs00171267 PDGFB Hs00234042
AGTR2 Hs00169126 EPOR Hs00181092 PDGFC Hs00211916
ANGPT1 Hs00181613 ERBB2 Hs00170433 PDGFRA Hs00183486
ANGPT2 Hs00169867 ETS1 Hs00428287 PDGFRB Hs00182163
ARNT Hs00231048 ETV4 Hs00385910 PECAMI Hs00169777
AURKB Hs00177782 FGF2 Hs00266645 PLAU Hs00170182
AURKC Hs00152930 FGFR1 Hs00241111 PLAUR Hs00182181
BRCALI Hs00173233 FIGF Hs00189521 PTGS2 Hs00153133
BRCA2 Hs00609060 FLT1 Hs01052936 ROBO1 Hs00268049
CAVI Hs00184697 FLT4 Hs00176607 | SERPINBS | Hs00184728
CD34 Hs00156373 HIF1A Hs00153153 SPARC Hs00234160
CD36 Hs00169627 ID1 Hs00357821 STK6 Hs00269212
CD44 Hs00174139 ID2 Hs00747379 TEK Hs00176096
CTSB Hs00157194 ID3 Hs00171409 TGFBI Hs00171257
CXCL1 Hs00236937 IL6 Hs00174131 TGFBR2 Hs00234253
CXCL12 Hs00171022 IL8 Hs00174103 THBSI Hs00170236
EDNI1 Hs00174961 KDR Hs00176676 THBS2 Hs00170248
EDN2 Hs00266516 KIT Hs00174029 TIE1 Hs00178500
EDN3 Hs00171177 KITLG Hs00241497 TIMP1 Hs00171558
EDNRA Hs00609865 KLK6 Hs00160519 TIMP2 Hs00234278
EDNRB Hs00240747 MMP1 Hs00233958 TP53 Hs00153349
EFNBI Hs00270004 MMP2 Hs00234422 VEGF Hs00900054
EFNB2 Hs00187950 MMP3 Hs00968305 VEGFB Hs00173634
EGF Hs00153181 MMP7 Hs00159163 VEGFC Hs00153458
EGFR Hs00193306 NOS2A Hs00167257 VHL Hs00184451
EPHB2 Hs00362096 NOS3 Hs00167166
EPHB3 Hs00177903 NRP1 Hs00826129

Se incluyen tanto el simbolo oficial como la secuencia de acceso al GenBank.
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