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RESUMEN

INTRODUCCION: La angiogénesis es el proceso fundamental por el cual se forman nuevas
redes capilares. Los tumores precisan de neovascularizacidén para su crecimiento y progresion
mas alld de aproximadamente un milimetro de didmetro, de forma que las redes capilares
permiten el aporte de nutrientes y oxigeno, asi como la eliminacién de sustancias de desecho,
ademads de permitir la diseminacidn metastasica. Los microRNAs son pequeiios RNA no
codificantes que se encargan del bloqueo de la expresidon génica mediante mecanismos de
silenciamiento traduccional. Existen multiples evidencias que muestran que los microRNAs
desempenan papeles importantes en la regulacion del proceso angiogénico, actuando
(dependiendo de sus dianas) como agentes pro- o antiangiogénicos. La angiogénesis ha
demostrado ser una diana util en el tratamiento antiangiogénico; sin embargo, sus resultados
son todavia limitados y se necesita profundizar en los mecanismos moleculares que regulan la
activacion angiogénica, asi como la busqueda de factores predictivos y prondsticos que
permitan la estratificacion de las pacientes en el contexto del cancer de mama.

HIPOTESIS Y OBIJETIVOS: La hipétesis de partida es que los microRNAs juegan un papel
relevante en la angiogénesis del cancer de mama, fundamentalmente a través de la
modulacién de los niveles de expresion de VEGFA, THBS1 y otros genes claves de este proceso.
El objetivo fue evaluar el papel del clister miR-17-92, asi como otros angiomicroRNAs en la
angiogénesis del cancer de mama.

MATERIAL Y METODOS: Se estudié una serie clinica con 121 pacientes con cancer de mama
localmente avanzado tratadas homogéneamente con quimioterapia neoadyuvante basada en
antraciclinas y taxanos secuenciales. Se obtuvo RNA de biopsias FFPE pre- y postquimioterapia
y se analizd la expresién génica de microRNAs y mRNAs, estudiando la asociacion entre la
expresion de estos y las caracteristicas anatomopatolégicas de los tumores y su relevancia
predictiva de respuesta y en supervivencia. Asi mismo, se analizaron por técnicas
inmunohistoquimicas y morfométricas las redes capilares peritumorales utilizando tincidn con
anticuerpo anti-CD34. Se realizd paralelamente un estudio in silico de interaccién entre
microRNAs y sus posibles mRNA dianas. Los resultados observados clinicamente se
correlacionaron con los obtenidos en el laboratorio construyendo modelos mediante técnicas
in vitro que incluyeron cultivo celular, transfeccién celular, tratamiento con taxanos,
evaluacién de la formacién de redes capilares en medio condicionado tumoral, western-blot,
RT-gPCR, migracidn, invasidn, apoptosis, proliferaciéon y microarrays de expresion génica. Los
resultados obtenidos se validaron utilizando bases de datos externas y una serie de cancer de
mama adyuvante con RNA extraido de tejido fresco.

RESULTADOS: La serie clinica correspondié en su mayoria a tumores de subtipo luminal con
estadios localmente avanzados, y la tasa global de respuestas completas patoldgicas (17%) fue
comparable a la publicada. El RNA extraido de parafina fue suficiente para realizar analisis de
la expresidn génica en la mayoria de los casos. El estudio in silico permitié una buena selecciéon
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de genes candidatos para estudio in vitro. La mayoria de los microRNAs correlacionaron
directamente con factores de proliferacién e inversamente con factores implicados en
quimiotaxis y angiogénesis. La expresiéon pre-tratamiento de los microRNAs y mRNAs
seleccionados no tuvo valor predictivo de respuesta ni valor prondstico, pero miR-429 tuvo
valor prondstico adverso para supervivencia libre de enfermedad y libre de recaida a distancia.
Identificamos un perfil vascular de alto riesgo compuesto por tamafo vascular grande vy
presencia de proliferaciones microvasculares glomerulares. Cuando se analizé la relacion entre
la expresidon de miRNA y el patrén vascular, observamos que miR-19b-1 y miR-20a se asociaban
con el perfil de alto riesgo descrito. En general, la quimioterapia indujo un aumento de
expresion de microRNAs y genes importantes en angiogénesis, mientras que provocd un
descenso de genes de proliferacion. En particular, la quimioterapia neoadyuvante aumento la
densidad microvascular y el area vascular, sin cambios en el tamafio medio de los vasos,
aunque aproximadamente un tercio de los casos mostraron respuesta angiogénica, definida
como disminucién de microdensidad vascular. Solo miR-19b-1 tuvo valor predictivo de
respuesta angiogénica. De forma independiente a la regulacién de la angiogénesis, miR-18a
mostré ser un oncomiR con impacto prondstico en el tumor residual, reprogramando las
células hacia un estado pro-proliferativo y disminuyendo los niveles de receptor de estrégenos
alfay de SDF-1.

CONCLUSIONES: MiR-17-92 desempefia un papel relevante en la angiogénesis tumoral,
asociandose sus miembros de forma directa con un estado proangiogénico y proproliferativo,
a través de biomarcadores tan importantes como el factor de crecimiento endotelio vascular o
la trombospondina-1. Todos los angiomicroRNA analizados en este trabajo de tesis (miR-17,
miR-18a, miR-19b-1, miR-20a, miR-92a, miR-200c, miR-106b, miR-429, miR-141, miR-519c,
miR-9 y miR-107) sufren un aumento de expresion consistente en el contexto del tratamiento
con quimioterapia neoadyuvante basada en antraciclinas y taxanos. Mir-18a es
potencialmente relevante como factor prondstico en pacientes sin respuesta completa post-
neoadyuvancia.
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ORIGEN Y PROGRESION TUMORAL

El cancer supone uno los mayores problemas de salud publica en los paises con
elevado indice de desarrollo (Tabla 1) [1, 2], asi como su curacidn supone uno de los mayores
retos cientificos del siglo XXI. Se trata de una serie de enfermedades de etiologia compleja que
generalmente se asocian al envejecimiento celular y que provienen de la transformacion
maligna de las propias células del organismo donde se originan [3].

Tabla 1. El cancer de pulmén es el cdncer mas comun en todo el mundo, contribuyendo con un
13% del numero total de nuevos casos diagnosticados en 2012. El cancer de mama (sélo
mujeres) fue el segundo tipo de cadncer mas comun con cerca de 1,7 millones de casos nuevos
en 2012. El cancer colorrectal es el tercer cancer mas comun con casi 1,4 millones de casos
nuevos en 2012.

Nuevos casos

Ranking  Cancer diagnosticados Porcentaje del total*
en 2012 (x1.000)

1 Pulmén 1.825 13,0
2 Mama 1.677 11,9
3 Colorrectal 1.361 9,7
4 Préstata 1.112 7,9
5 Estomago 952 6,8
6 Higado 782 5,6
7 Cérvix uterino 528 3,7
8 Eséfago 456 3,2
9 Vejiga 430 3,1
10 Linfoma no-Hodgkin 386 2,7
11 Leucemia 352 2,5
12 Pancreas 338 2,4
12 Rifion 338 2,4
14 Endometrial 320 2,3
15 Cavidad oral 300 2,1
16 Tiroides 298 2,1
17 Cerebro 256 1,8
18 Ovario 239 1,7
19 Melanoma cutaneo 232 1,6
20 Vesicula biliar 178 1,3
21 Laringe 157 1,1
22 Faringe 142 1,0
23 Mieloma multiple 114 0,8
24 Nasofaringe 87 0,6
25 Linfoma de Hodgkin 66 0,5
26 Testiculo 55 0,4
27 Sarcoma de Kaposi a4 0,3

*Excluyendo céncer de piel no melanoma

La célula es el pilar basico que sustenta la vida en la Tierra. Supone la unidad basica
fundamental a partir de la cual radiaron todas las especies vivas que conocemos actualmente,
en concreto a partir de una célula procarionte ancestral denominada LUCA (del inglés, Last
Universal Common Ancestor) [4].

La aparicion de la vida pluricelular supuso un hito en la evolucion bioldgica, fruto de
dos pasos necesariamente criticos de incremento en complejidad: (1) la asociacién en varias
etapas de distintos organismos procariotas (las evidencias mas recientes sugieren
concretamente que una arquea y una bacteria fueron las que dieron lugar a célula y



mitocondria, respectivamente) [5], que permitid la aparicion de la célula eucaridtica y (2) la
asociaciéon cooperativa entre células eucariotas de la misma especie, que permitio la
organizacién en comunidades con reparto de tareas especificas que requerian diferenciacion
celular y que supuso el paso hacia la pluricelularidad [6].

La pluricelularidad supone que a partir de una unica célula indiferenciada se produzca
un proceso embriogénico que consiste en su divisidn masiva en mas células que a su vez se van
dividiendo y diferenciando en otros tipos celulares para dar origen a todas las capas
embrionarias y a su vez a todos los tejidos que conforman a un individuo completo de una
especie dada [7]. Tras este proceso, las células que componen al individuo nunca terminan su
tarea, sino que siguen dividiéndose y diferencidndose para promover el crecimiento del
organismo neonato y su desarrollo hasta la fase adulta. Una vez alcanzada la fase adulta, las
células se encargan del mantenimiento del organismo, renovacién de tejidos en muchos casos,
reparacion de dafios, maduracién de érganos especiales como pueden ser los reproductores y
reabsorcion de aquellos que no son necesarios [8].

En organismos pluricelulares la organizacién de cada division, cada diferenciacion
celular y cada muerte celular programada (proceso apoptoético) esta estrictamente regulada,
de forma que no se produce azarosamente, sino que sigue patrones preestablecidos
codificados en el DNA de cada célula, y cuyo molde procede de la copia fidedigna a partir del
cigoto inicial. De esta forma, con las instrucciones intactas, cada célula es capaz de cumplir sus
funciones correctamente. Sin embargo, el proceso de copia no estd exento de errores, asi
como el mantenimiento del DNA durante la vida de una célula puede sufrir eventos adversos
que produzcan alteraciones en su cddigo genético [9].

Los eventos que provocan alteraciones del cddigo genético son tan ancestrales como la
vida misma, y son a su vez potentes motores que intervienen en la diversidad y la evolucién
bioldgica. Sin embargo, para las células estos eventos son mayoritariamente deletéreos y por
ello se han dotado de mecanismos que permiten reparar dichas alteraciones. En caso de no
poder realizarse la reparacion, existen mecanismos adicionales que permiten el suicidio o la
muerte celular programada, proceso denominado también apoptosis. La apoptosis no solo es
importante para eliminar tejidos embrionarios no necesarios como por ejemplo la membrana
interdigital en mamiferos terrestres, sino que también es un mecanismo que asegura que
células alteradas que pueden ser potencialmente peligrosas se autodestruyan de forma
controlada.

Atendiendo a la fuente del origen del dafo que se produce en el DNA, existen
basicamente dos tipos: factores enddgenos que son aquellos que provienen de errores que
produce la maquinaria replicativa durante el proceso de copia y factores exdgenos que son
todos aquellos que son provocados por agentes externos, tales como radiacidn ultravioleta o
ionizante, agentes quimicos (que provocan alquilacidn, desaminacién, reaccion con radicales
libres, etc.) o agentes bioldgicos que interfieren con la replicacién o que alteran el genoma por
insercidn, edicion o delecién (por ejemplo, virus) [10, 11].

Si la maquinaria de reparacion celular falla en la reparacién de un dafio y no se activa
el proceso apoptético, la alteracion en el codigo genético queda irremediablemente grabada
en el genoma de dicha célula, y con las sucesivas divisiones es transmitida a todas las células
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hijas [12]. A lo largo de la vida de un individuo de una especie dada se dan miles de divisiones
celulares que permiten el crecimiento y renovacion tisular. Esto permite que se acumulen
progresivamente mutaciones no deletéreas en las células que estan en proceso de division
activa.

El proceso tumorigénico comienza cuando eventualmente progresan mutaciones que
afectan a genes implicados en la edicion de errores, en apoptosis, sefializacién celular y/o en
genes implicados en ciclo celular, de forma irreversible. El dafio en estos genes vitales provoca
inicialmente un crecimiento y diferenciacidn atipicas que se puede apreciar molecular y
fenotipicamente o bien como simples cambios histolégicos (displasia con o sin hiperplasia
asociada) o bien en forma de tumores benignos. Este tipo de tumores no malignos, no crecen
descontroladamente mas alla de la region donde se generan y no invaden otros tejidos, si bien
en algunos casos pueden causar compresion de otros 6rganos y en ocasiones suponen un
indicador de un proceso de malignizacion en curso [13-15].

Aunque muchos tumores benignos no progresan a tumor maligno a lo largo de la vida
de los organismos, en algunos casos, el resultado de la acumulacién de mas mutaciones con la
division parcialmente descontrolada provoca un efecto aditivo capaz de conducir a la
transformacion maligna. Este efecto aditivo a su vez puede propiciar un desajuste en la
expresidon génica, en el epigenoma, en el balance de isoformas normales y/o en el nimero
normal de copias o repeticiones de una region del DNA. Estos cambios moleculares se pueden
acompafiar de lesiones patoldgicas apreciables fenotipicamente (displasias), ya que el
crecimiento de estas células se acelera y a su vez se pierde parcialmente el control autocrino,
asi como el paracrino y endocrino que el resto de células normales ejercen sobre estas células
precancerosas. Ya no responden a sefiales proapoptéticas y la consecuente acumulacion de
masa tumoral conforma areas de baja vascularizacién, con la consiguiente hipoxia y ausencia
de nutrientes esenciales, que desencadena un proceso de muerte celular traumatica,
denominado necrosis [16, 17]. La liberacion del contenido celular de las células necréticas
provoca a su vez lisis de células adyacentes y produccién de citoquinas proinflamatorias, con el
consiguiente reclutamiento de células del sistema inmune que en algunos casos son capaces
de reconocer y destruir células precancerosas. Sin embargo, no siempre se produce el
reconocimiento antigénico de la célula precancerosa, de forma que puede continuar la
progresion pretumoral en las regiones distales no necrdticas, manifestandose en algunos casos
como hiperplasia. Si el proceso no se detiene, la progresién pretumoral acaba generalmente
con la aparicién de una célula tumoral maligna fundadora, que con el crecimiento totalmente
descontrolado y con la cooperacién del estroma tumoral, producen lo que se denomina tumor
primario, compuesto por millones de células surgidas de la divisidon sucesiva y descontrolada
de la célula tumoral maligna iniciadora. Se considera que un tumor benigno ha progresado a
maligno una vez que la célula tumoral ha adquirido una serie de propiedades bioldgicas que se
manifiestan de forma clinica. Las propiedades bioldgicas esenciales de una célula maligna son
la proliferacion descontrolada, la capacidad invasiva sobre otros tejidos y érganos anexos y
distales, la supresion de la apoptosis, la evasién del sistema inmune, asi como la
inmortalizacién [18, 19].

En las células eucariotas la gran cantidad de material genético se organiza dentro del
nucleo en estructuras denominadas cromosomas. El DNA eucariético estd formado por una



doble hélice lineal, que contiene un principio y un final (a diferencia de algunos cromosomas
circulares cerrados como los de las mitocondrias). Los extremos estan organizados en unas
estructuras especiales denominadas teldmeros, compuestos de repeticiones denominadas
secuencias teloméricas y proteinas accesorias estructurales. Durante la replicacion, las DNA
polimerasas debido a que necesitan un molde y un cebador para afiadir nucleétidos, no son
capaces de completar los extremos en la regidon 5, quedando incompletos y acortandose en
cada ciclo replicativo [20]. Esto conlleva la pérdida de informaciéon génica esencial, y
finalmente provoca la muerte celular. Para solventar este problema, las células eucariotas
contienen unas enzimas denominadas telomerasas, capaces de extender los extremos en 3’
tras la replicacion celular. Las telomerasas son complejos ribonucleoproteicos que contienen
una secuencia de RNA complementaria a la secuencia telomérica de DNA, esto le permite
unirse a ella y elongarla. Este ciclo puede repetirse sucesivas veces, consiguiendo elongar el
teldmero y proteger al DNA del dafio por acortamiento. En las células somdticas maduras la
telomerasa es reprimida tras el nacimiento, asi los telémeros se acortan en cada divisién y
como consecuencia final tras sucesivas divisiones, las células mueren. Sin embargo, las células
de la linea germinal poseen elevada actividad telomerasa protegiéndose del acortamiento de
los teldmeros y por tanto del envejecimiento celular. Gracias a este proceso puede
perpetuarse el ciclo reproductivo de las especies [20]. Un paso fundamental en el progreso
tumorigénico es por tanto la reactivaciéon de la actividad telomerasa. Sin la actividad
telomerasa activa los tumores sufren un proceso de senescencia asociada a la divisién celular
similar al que sufren las células somaticas normales del organismo y no progresan [21-23].
Actualmente es un campo de investigacion muy prometedor en Oncologia con varios farmacos
en desarrollo preclinico y también en ensayos clinicos [24].

Otro paso esencial para la progresién tumoral es la angiogénesis. La angiogénesis es la
formacién de nuevos vasos sanguineos. Sin neovascularizacidon adecuada, los tumores no son
capaces de crecer mas allda de unos milimetros, de manera que las células tumorales deben
adquirir la capacidad de promover el proceso angiogénico. La angiogénesis es llevada a cabo
por células progenitoras, que son reclutadas y diferenciadas a células endoteliales en
respuesta a estimulos proangiogénicos. El estimulo proangiogénico esta mayoritariamente
promovido por el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), aunque se han
caracterizado varias proteinas con funciones proangiogénicas que son importantes en
progresion tumoral (factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor inducible por
hipoxia 1, factor de crecimiento del tejido conectivo, etc.) [25, 26]. Existen a su vez varias
proteinas con capacidad de producir el proceso contrario y se las conoce cominmente como
antiangiogénicas. Entre ellas encontramos la trombospondina-1. El proceso angiogénico
depende por tanto del balance entre factores proangiogénicos y antiangiogénicos, asi como
otras quimiocinas que permiten el reclutamiento de células endoteliales y pericitos y su
diferenciacidn a vasos sanguineos dentro del nicho tumoral.

Las células tumorales malignas adquieren durante el proceso tumoral la capacidad de
modificar al estroma circundante, transformandolo en un estroma patolédgico que crece junto
al tumor y que es capaz a su vez de modular de igual forma a las propias células tumorales. El
conjunto de tumor mas estroma patoldgico y su vascularizacidon es conocido como nicho
tumoral. El nicho tumoral al alcanzar un tamafo determinado y en respuesta al estimulo
fisiolégico de la hipoxia que se produce en el seno del mismo, incrementa la produccién de
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factores proangiogénicos y limita la de factores antiangiogénicos, de forma que promueven el
reclutamiento y diferenciacién de células endoteliales circulantes y pericitos, formdndose una
neovascularizacidon que es capaz de aportar nutrientes y oxigeno al tumor y permite asi su
crecimiento sin restricciones, y ademds favoreciendo la diseminacién metastasica de las
células tumorales [27, 28]. El mecanismo de la angiogénesis en el contexto del cancer de
mama se desarrolla con mayor detalle en los préximos apartados.

El paso ultimo de la progresion tumoral normal es la generacion de metastasis. El
proceso metastdsico depende de la capacidad que adquieren las células tumorales para
producir nuevos focos tumorales en drganos distantes. La metdstasis requiere en primer lugar
que las células tumorales adquieran una mayor capacidad de movimiento. Generalmente la
célula tumoral se mueve a favor de un gradiente de quimiocinas, factores de crecimiento que
promueven la proliferacion de éstas. La aparicion de metdstasis también requiere que las
células tumorales adquieran la capacidad de extravasacion, de forma que se introduzcan en el
torrente sanguineo y puedan viajar por el mismo hacia los érganos productores de quimiocinas
(células tumorales circulantes o CTCs). Una vez en el érgano receptor, las células tumorales
vuelven a extravasarse y se asientan en nuevos nichos o focos tumorales metastasicos. El
establecimiento de nuevos focos tumorales en érganos distales, muchas veces no apreciables
por sistemas de diagndstico por imagen, transforma la enfermedad neopldsica en una
enfermedad sistémica y genera los mayores problemas desde el punto de vista clinico, dada la
necesidad de abordajes terapéuticos no locales y a la heterogeneidad bioldgica de las lesiones,
que limita su erradicacion con los tratamientos actuales [29, 30]. El crecimiento descontrolado
de las células tumorales provoca dafio en tejidos y érganos sanos por varios mecanismos:
compresion, degradacion de matriz extracelular promovida por proteasas tumorales,
inflamacidon por liberacién de citoquinas y reclutamiento de células de la serie blanca,
citotoxicidad por destruccién de células sanas y tumorales que liberan su contenido
intracelular, etc. La progresidon tumoral finaliza con la destruccidn de tejidos y érganos, lo que
provoca fallo orgdnico, en ocasiones multiple, y finalmente la muerte [18, 31].

EL CANCER DE MAMA

El cdncer de mama es una neoplasia generada a partir de células propias del érgano
mamario [32] y el mas frecuente en las mujeres en todo el mundo (Figura 1). Segun los datos
de 2012 de la Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC) [33], se diagnostican
1,68 millones de nuevos casos anuales a nivel mundial, de los que a Espafia corresponden
anualmente del orden de entre 26.000 y 27.000 nuevos casos [34] (GEICAM, 2015). La
supervivencia en cdncer de mama es elevada y su evolucidon es ascendente en el tiempo,
siendo en nuestro pais del 81% a los 5 afios, cifras ligeramente superiores a la mediana
europea, que para el mismo periodo de observacién son de un 79% [35-37]. Sin embargo, esta
enfermedad continda teniendo un elevado impacto en salud, provocando del orden de 6.000
fallecimientos anuales en Espaiia, lo cual supone un 18,2% de muertes por cancer en mujeres y
siendo la primera causa de muerte en mujeres entre 40 y 55 afios. La mayor parte de los casos
son diagnosticados en estadios iniciales de la enfermedad (90-95%), mientras que de un 5 a un
10% de los casos lo son en estadio metastasico (CMM). La mayor parte de la enfermedad
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metastdsica corresponde por tanto a pacientes (en torno al 30%) que sufren una recaida tras
haber padecido enfermedad en estadios iniciales o localmente avanzados [34, 35]. Las
localizaciones mas frecuentes donde se suelen presentar las metastasis son huesos, seguido de
pulmdn e higado [38].

Figura 1. Estadisticas de la WHO para el cdncer de mama en mujeres. A) Incidencia mundial de
cancer de mama (tasa estandarizada por edad). B) Mortalidad mundial por cancer de mama. C)
Prevalencia mundial de cancer de mama. D) Grafico de barras mostrando incidencia vy
mortalidad por tipo cdncer en mujeres en Espafia, siendo el mdas importante tanto en
incidencia como en mortalidad globales el cancer de mama.

AT

Spain: Female, all ages

SINTOMATOLOGIA, CLASIFICACION CLiNICA Y PATOLOGICA

La presentacion generalmente ocurre como tumoracién mamaria, con o sin otros
sintomas asociados, o bien como hallazgo radiolégico en estudios mamograficos de cribado. La
presentaciéon como enfermedad metastasica es infrecuente (5-7% de casos) y los sintomas en
dichos casos son muy variables dependiendo de la localizacidn de la enfermedad.

Dado que la mayoria de las pacientes con cancer de mama se presentan con
enfermedad local o locorregional, generalmente operable, es necesario clasificarlas desde el
punto de vista clinico y patolégico para poder predecir la historia natural mas probable de la
enfermedad y tomar decisiones con respecto al tratamiento. El primer factor para establecer
el prondstico de las pacientes es la estadificacion clinica y patoldgica, que se basa en el tamafio
y la extensién del tumor primario, la presencia de metdastasis ganglionares y la diseminacion a
distancia, de acuerdo al sistema TNM (clinico o cTNM, y patolégico o pTNM) (Anexo 1),
establecido por la Union for International Cancer Control (UICC) y la American Joint Committee
on Cancer (AJCC) [39]. Sin duda la presencia o ausencia de metdstasis en los ganglios linfaticos
axilares resulta ser el mejor indicador prondstico en pacientes con cancer de mama de
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estadios tempranos, existiendo una relacidn directa entre numero de ganglios afectados, el
riesgo de metdstasis a distancia, y el prondstico [40]. El tamafio del tumor ademds de
correlacionarse directamente con la presencia y nimero de metastasis axilares, es un factor
prondstico independiente por si solo, de forma que la tasa de recaida aumenta conforme
aumenta el tamafio del tumor. Clinicamente, en funcién del TNM, distinguimos tres
situaciones posibles en el cancer de mama: enfermedad temprana, localmente avanzada y
metastdsica, que corresponden aproximadamente a los estadios I-ll, Il y IV, respectivamente.

En segundo lugar, la actual clasificaciéon del cancer de mama invasivo debe integrar
criterios de valoracion histolégica, basicamente morfoldgicos como el subtipo histolégico
(Anexo ), la invasién vascular y el grado histolégico, con criterios inmunohistoquimicos (IHQ).
Los parametros patoldgicos clasicos como el tipo histologico (generalmente carcinomas
ductales o lobulillares), el tamafio del tumor, el grado histolégico, la invasién vascular y/o
linfatica y la afectacion de los ganglios linfaticos axilares ha demostrado correlacién con el
desenlace de la enfermedad, y por tanto proveen las bases para la evaluacion del pronéstico
clinico [41]. Los marcadores IHQ como son los receptores hormonales y la sobreexpresion de
Her2 proveen valor terapéutico y predictivo adicional y por tanto son claves a la hora de guiar
la seleccién de los pacientes para el abordaje terapéutico [42, 43]. Por tanto, los datos
histopatolégicos de obligado andlisis para la toma de decisiones clinicas son: tamafio del
tumor, grado de diferenciacidn, afectacién ganglionar, invasion vascular, estado de receptores
hormonales y presencia de sobreexpresion del receptor Her2.

El estudio inmunohistoquimico es la base para la clasificacidn bioldgica actualmente
utilizada en la practica clinica habitual, aunque es esperable su sustituciéon progresiva por
clasificaciones moleculares en préximos afios. Los cdnceres de mama con receptores
hormonales positivos abarcan desde un setenta y cinco a un ochenta por ciento de todos los
casos, de forma que las técnicas inmunohistoquimicas sirven de guia para seleccionar a
pacientes que pueden beneficiarse de tratamiento hormonal. El receptor Her2 representa
actualmente el Unico marcador predictivo adicional incorporado de rutina. Entre un quince y
un veinte por ciento de los tumores tienen sobreexpresidn y/o amplificacidn de este receptory
aproximadamente la mitad de estos co-expresan receptores hormonales [44]. De esta forma,
estos pacientes son seleccionados para poder beneficiarse de las inmunoterapias anti-Her2. El
resto de tumores que no expresan ninguno de los marcadores anteriores (RE-, RP-, Her2-)
suponen de un diez a un quince por ciento de los casos, y se definen como tumores triple
negativo. Estos tumores representan un reto cientifico importante, pues en la actualidad no se
disponen de opciones terapéuticas mas alla de las clasicas (cirugia, quimioterapia convencional
y radioterapia), ademas de ser los mas agresivos y con mayor tasa de recaidas [45].

Asi pues, a pesar de que la clasificacién actual de los canceres de mama humanos ha
sido fundamental para una correcta evaluacidn predictiva y prondstica, existen muchas
limitaciones importantes que quedan por resolver. En primer lugar, se necesita comprender
mejor la gran heterogeneidad que existe en la respuesta a la quimioterapia y en el resultado
clinico, incluso entre tumores que en apariencia poseen mucha similitud en sus caracteristicas
clinicas y patoldgicas. En segundo lugar, la actual clasificacion anatomopatolégica sigue
ofreciendo un conocimiento muy limitado de la complejidad bioldgica de estas entidades, asi
como de las vias moleculares directrices que guian la enfermedad en los diferentes fenotipos
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[43], lo que ha llevado al desarrollo de nuevas clasificaciones moleculares, como se expone
mas adelante.

CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA

El cdncer de mama es una enfermedad heterogénea, divisible en un nimero variable
de subtipos moleculares intrinsecos con relevancia clinica, cuya base esta fundamentada en la
biologia molecular de las células tumorales y que fue inicialmente descrita por Charles Perou y
colaboradores utilizando tecnologia basada en microarrays de expresion génica [46-49]. Dicha
clasificacion distingue basicamente cinco componentes principales que a su vez presentan
cierto grado de solapamiento entre ellos, dando lugar a un elevado nivel de complejidad que
dificulta el abordaje clinico. Los cinco grandes grupos moleculares con relevancia clinica son
[50, 51]:

- Subtipos luminal A y B. Se caracterizan por la expresién de receptores hormonales
(receptores de estrogenos (RE+) y/o receptores de progesterona (RP+)). Los tumores luminal A
y luminal B se distinguen bdsicamente por dos procesos bioldgicos fundamentales: vias de
proliferaciéon celular (como MKI67 y AURKA) incrementadas y vias de regulacién hormonal
disminuidas (como el receptor de progesterona o FOXA1) en luminales B. En la practica clinica
se diferencian en funcién del nivel de expresion de la proteina antigeno Ki-67 (inferior al 14% o
superior, respectivamente). A nivel de DNA, los luminales A son el grupo que posee menor
estado mutacional a lo largo del genoma. Su origen ancestral estd presumiblemente en las
células diferenciadas del 6rgano mamario, lo cual hace que las células tumorales mantengan
muchas caracteristicas fenotipicas propias de la célula original que dio lugar al mismo. Son el
subtipo mas frecuentemente observado en clinica con alrededor del sesenta por ciento de los
casos diagnosticados (con una prevalencia de un cuarenta por ciento de luminal A y un veinte
por ciento de luminal B).

- Subtipo Her2. Estos tumores se caracterizan por la amplificacion del protooncogén
HER2/neu (Her2+), también conocido como ERBB2 y designado como cimulo de diferenciacion
CD340 y p185 y la consecuente sobreexpresion de la glicoproteina Her2 que codifica, que
actua como receptor del factor de crecimiento de tipo epidérmico humano. La sobreexpresion
de esta proteina y otras similares (como GRB7) provocan que la via de sefializacién de su
dominio tirosina quinasa intracitosdlico se amplifique, lo cual da lugar a un crecimiento
acelerado de las células cancerigenas, con importante impacto clinico. Poseen expresion
baja/intermedia de genes luminales (como ESR1 o PGR) y baja expresion de genes tipicos de
células basales (como queratina 5 o FOXC1). A nivel de DNA son el grupo que presenta el
mayor estado mutacional de todos los subtipos. Su origen ancestral parece estar ligado a
células del compartimento luminal. Aproximadamente entre un diez y un quince por ciento de
los canceres de mama diagnosticados tienen sobreexpresidén de Her2.

- Subtipo similar a basal. Se caracterizan por la ausencia o muy baja expresion de
receptores hormonales y baja o intermedia de HER2/neu, asi como expresion alta de
marcadores de proliferacion (como Ki-67) y de marcadores tipicos expresados por el estrato
basal de la piel (queratinas 5, 14 y 17). A nivel de DNA son el segundo subtipo con mayor
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estado mutacional, presentan mayoritariamente hipometilacidn de genes, hasta el 80%
presentan TP53 mutado y un 9% PIK3CA. Su origen estad presumiblemente ligado a las células
basales o mioepiteliales localizadas en la mama y que actian como reservorio de células
madre que se encargan de la renovacién del tejido mamario por diferenciacién. Son los
tumores mads agresivos y con mayor plasticidad molecular, de forma que cambian mas rdpido
que el resto y paraddjicamente, pese a responder mas a quimioterapia convencional, poseen
mayor tasa de recaidas. Cabe resefiar que si bien casi todos los tumores basales son triple
negativo (TNBC) y casi todos los triple negativo son basales, ni todos los tumores basales son
triple negativo, ni todos los triple negativo son tumores basales. Entre un quince y un veinte
por ciento de los cancer de mama son de tipo basal o triple negativo (RE-, RP-, Her2-).

- Subtipo similar a normal. Este subtipo se caracteriza por ser molecularmente similar
a células sanas del tejido mamario. Su existencia estd cuestionada seriamente por la
comunidad cientifica, alegdndose que los resultados experimentales obtenidos podrian ser
debidos a contaminacion en exceso de tejido sano adyacente al tumor analizado.

Hasta la fecha el estudio mas completo realizado sobre los subgrupos intrinsecos ha
sido realizado por el Consorcio TCGA (The Cancer Genome Atlas) [52], en el que se ha
aumentado notablemente nuestro conocimiento de éstos, y en el que se ha evidenciado que
diversas alteraciones genéticas y epigenéticas convergen fenotipicamente en cuatro clases
principales de cdncer de mama (luminal A y B, HER2/neu y basales), y que esto no solo es
consistente con la evolucién convergente de los circuitos genéticos como se ve en multiples
organismos, sino también con modelos de cancer de mama de expansion clonal y de seleccién
de células in vivo propuestos para explicar la heterogeneidad fenotipica observada en estos
subtipos. Asi, sabemos con certeza que por ejemplo, los canceres de mama luminal A
presentan la mayor heterogeneidad en términos de expresidon génica, espectro mutacional,
cambios en el niUmero de copias y resultado clinico en los pacientes.

En el caso de tumores Her2+, la amplificacion de Her2 en el DNA junto a la
sobreexpresion de genes asociados al amplicon ERBB2 definen en parte el subtipo Her2+ por
MRNA. Sin embargo, no todos los tumores clinicamente Her2+ (determinado por
inmunohistoquimica en parafina y por FISH) se corresponden con el subtipo molecular y
viceversa. El estudio integrado de expresion génica y de proteina define claramente el subtipo,
reveldndose que aproximadamente un 50% de los Her2+ clinicos pertenecen al subgrupo
molecular Her2+. El resto caen predominantemente en subgrupo luminal. Se han identificado
ademds mutaciones somaticas adicionales que representan potencial terapéutico en los
tumores Her2+, incluyendo PIK3CA (39%), y la pérdida gendmica de PTEN y de INPP4B.

En el caso de los canceres de mama de subtipo basal, presentan una alta frecuencia de
mutaciones en TP53 (80%), y cuando el andlisis se combina con la actividad de la via de TP53 se
deduce que la gran mayoria (sino todos), de estos tumores tienen pérdida de la funcidn de
TP53. Los anadlisis del TCGA ademdas confirman que la pérdida de RB1 y BRCA1/2 son
caracteristicas tipicas del grupo Basal. Otras caracteristicas tipicas de este grupo son la
sobreactivacion de las vias de MYC e HIFl-alfa/ARNT o la hiperactivaciéon de FOXM1, las
mutaciones en ATM/ATR o la amplificacion de ciclina E1.
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Recientes estudios liderados por el grupo de Carlos Caldas han ahondado en los
subtipos intrinsecos mediante el uso de grandes series clinicas de descubrimiento (n=997) y de
validacién (n=995), y estudiando masivamente numero de copias y expresion génica han
revelando nuevos subgrupos (diez grupos integrativos o IntClust 1-10) con distinto impacto
clinico [53], que han sido validados a su vez posteriormente en una cohorte de 7.500 casos
[54]. De este estudio en neoadyuvancia se observan a su vez distintos patrones de
quimiosensibilidad. Esta nueva clasificacién podria mejorar la practica clinica, aportando
nuevas dianas para nuevas terapias bioldgicas mejor dirigidas y una mejor y mds profunda
comprension de la heterogeneidad del cancer de mama [43, 54]. Por otra parte, se estan
realizando esfuerzos importantes para intentar trasladar la clasificacion molecular a la practica
clinica mediante el desarrollo de test genéticos comerciales de uso en clinica, aunque su
introduccion esta limitada por el todavia elevado coste y por la necesidad de validacién de su
utilizacion clinica [55].

ABORDAJE TERAPEUTICO GENERAL DEL CANCER DE MAMA

Para resumir brevemente el abordaje del tratamiento del cdncer de mama,
utilizaremos la categorizacidon antes presentada de la enfermedad en tres grandes grupos:
cancer de mama precoz, enfermedad localmente avanzada y enfermedad metastasica. Dado
que el modelo clinico en el que se basa el presente trabajo de tesis es el tratamiento
neoadyuvante se expondrd de forma mas detallada la enfermedad localmente avanzada y la
guimioterapia neoadyuvante.

En el cancer de mama precoz, la cirugia es el tratamiento de eleccion. Para estadios | y
Il la cirugia conservadora y la linfadenectomia seguida de radioterapia adyuvante han
demostrado ser equivalentes a la mastectomia radical [56, 57]. A su vez, la realizacién de la
biopsia selectiva de ganglio centinela para pacientes con NO clinico reduce las complicaciones
asociadas a la linfadenectomia, de forma que son equivalentes en términos de eficacia [58].
Actualmente se sabe que no es necesaria la linfadenectomia en pacientes cT1-2 con biopsia de
ganglio centinela positiva que han sido sometidas a cirugia conservadora seguida de
radioterapia adyuvante [59]. El tratamiento adyuvante (quimioterapia postoperatoria) ha
demostrado ser eficaz para reducir recaidas locales y distales de la enfermedad, y debe ser
individualizado segun los distintos factores de riesgo. El tratamiento sistémico adyuvante del
cancer de mama ha demostrado ser eficaz para reducir las recaidas locales y sistémicas de la
enfermedad, asi como el riesgo de muerte por esta enfermedad [60-65]. Este tratamiento
debe ser individualizado segun los diferentes factores prondsticos y predictivos: edad de la
paciente, nimero de ganglios afectados, hormonosensibilidad, sobreexpresion de HER2/neu,
grado del tumor, afectacion linfovascular e indice de proliferaciéon (Ki-67) y estatus
menopausico. En funcidn de las caracteristicas bioldgicas de la neoplasia, el tratamiento
sistémico puede consistir en quimioterapia, hormonoterapia o tratamiento anti-Her2, o una
combinaciéon de los anteriores, generalmente de acuerdo a niveles elevados de evidencia que
se han reflejado en documentos de consenso y guias de practica clinica [66, 67].

En la enfermedad metastasica, que presenta desde el punto de vista clinico
manifestaciones muy diversas en funcién de la localizacién y la gravedad de la afectacidén a
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distancia, requiere un enfoque de tratamiento individualizado, en el que el tratamiento
sistémico constituye el elemento principal, pero en el que con frecuencia es necesario asociar
tratamientos locales, paliativos y de soporte. Para estimar la eficacia de los tratamientos en
este grupo de pacientes, la supervivencia global es la variable de eleccién [68]. Existen multiple
variedad de tratamientos, que combinan quimioterapia convencional sistémica, cirugia,
tratamiento hormonal, anti Her2 y antiangiogénico con bevacizumab en funcién de las
caracteristicas de las pacientes y la biologia de la neoplasia (estado menopausico, edad,
receptores hormonales en tumor, Her2, etc.). En la mayoria de las pacientes la enfermedad
metastdsica no es curable, aunque los tratamientos actuales permiten alargar
considerablemente la supervivencia global de estas pacientes y mejorar su calidad de vida [69].

La enfermedad localmente avanzada se caracteriza por una extensién locorregional de
la enfermedad que, ademds de dificultar el tratamiento local, se asocia a un riesgo elevado de
diseminacién a distancia, por lo que el tratamiento debe ser multimodal e integrar los
objetivos de control local y sistémico. La administracion de quimioterapia neoadyuvante (o
preoperatoria) es la opcion de tratamiento mds frecuente tanto en tumores localmente
avanzados (estadios IlIA, 1lIB y IIIC, asi como tumores inflamatorios) como en tumores
operables pero que no son susceptibles de beneficiarse de la cirugia conservadora de inicio.
Entre las ventajas observadas se han reportado la disminucién de la masa tumoral y/o de la
afectacién ganglionar y la posibilidad de poder beneficiarse de cirugia conservadora. A su vez,
la neoadyuvancia permite la evaluacién de la respuesta del tumor a la quimioterapia
administrada, puesto que se dispone de la biopsia previa al tratamiento y la muestra quirudrgica
post-reseccion. Las tasas de respuesta clinica se sitlan en torno a un setenta y cinco por
ciento, con tasas de respuesta completa muy variables dependiendo de las caracteristicas
bioldgicas del tumor (entre un tres y un cincuenta por ciento en tumor primario y en torno al
veinticinco a treinta y cinco por ciento en las metastasis axilares) [70-74]. Tanto en
supervivencia libre de enfermedad como en supervivencia global se obtienen resultados
equivalentes, independientemente del manejo adyuvante o neoadyuvante del tumor. En la
Tabla 2 se reflejan las indicaciones y contraindicaciones de la quimioterapia neoadyuvante en
el cdncer de mama operable.

Tabla 2. Indicaciones y contraindicaciones de la QT neoadyuvante.

Indicacién de QT neoadyuvante Contraindicaciones de QT neoadyuvante
Enfermedades sistémicas con afectaciéon del tejido

Tumores localmente avanzados (T3-T4, N2-N3) conectivo (contraindicacién de radioterapia)

Microcalcificaciones extendidas por la mama
Tumores T2 unicéntricos y sin CDIS extenso, con

relacién de tamafio tumor/mama que impida la
cirugia conservadora

El esquema de tratamiento dptimo en neoadyuvancia parece ser el basado en el uso
secuencial de antraciclinas y taxanos, objetivandose un aumento en el porcentaje de
respuestas completas y en un aumento de cirugias conservadoras [75, 76]. La introduccién del
trastuzumab para pacientes Her2+ ha mejorado también la tasa de respuestas en el caso de
tumores Her2 [77] como han demostrado multiples estudios en neoadyuvancia [78-83]. La
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amplificacion de Her2 se ha convertido por tanto en un factor predictivo positivo para la
respuesta al tratamiento neoadyuvante. Entre los factores predictivos clasicos de respuesta a
quimioterapia neoadyuvante encontramos el tamafio mayor a tres centimetros, el tipo
histolégico ductal, el grado histolégico alto y la no hormonosensibilidad [84-86]. Se sabe
ademas que los tipos morfoldgicos lobulillares responden peor a tratamiento preoperatorio
[87, 88]. Mas recientemente, el subtipo tumoral se ha revelado como el principal factor
predictivo de respuestas a la quimioterapia neoadyuvante y como el factor que determina el
valor pronéstico de la respuesta completa patoldgica.

Los factores prondsticos mas importantes son la respuesta completa patolégica (RCp) y
en ausencia de ésta, el estado axilar tras el tratamiento. La RCp sirve como marcador precoz de
largos supervivientes sin recaidas [89, 90]. Los estudios NSABP B-18 y B-27 pusieron de
manifiesto que la RCp es factor prondstico de aumento de supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global [91]. Recientemente se publicd un andlisis de siete ensayos prospectivos
(N=6377) de neoadyuvancia evaluando distintas definiciones de RCp y se llegd a la conclusion
de que la definicion como ypTO + ypNO permitia discriminar mejor la evolucién posterior que
tendrian las pacientes [92]. El anadlisis por subtipos IHQ al diagndstico revelé a su vez que la
RCp era marcador subrogado de supervivencia en pacientes con tumores no luminales. En
dicho estudio queda patente que en las pacientes en las que se consigue RCp se consiguen
mejores tasas de supervivencia de forma independiente al subtipo tumoral, mientras que en
aquellas donde no se consigue una RCp, su prondstico se corresponde con el subtipo del tumor
al diagnéstico.

Tras el tratamiento, la evaluacién del estadio patoldgico del tumor residual en aquellas
pacientes en las que no se obtiene una RCp, es un importante factor prondstico independiente
para supervivencia libre de enfermedad, que permite estratificar a las pacientes teniendo en
cuenta el tamafio de la enfermedad residual, la celularidad y la afectacién ganglionar residual
[93]. Asi mismo, el estado axilar postquimioterapia es otro importante factor prondstico, de
manera que el numero de ganglios positivos determina el impacto en supervivencia global a
los cinco afos [94]. Se sabe que el impacto en supervivencia de la RCp varia en funcién del
estadio clinico al diagndstico, y en este sentido se publicd una propuesta de puntuacién que
incluye datos clinicos al diagndstico y datos bioldgicos y anatomopatolégicos tras el
tratamiento, que permite estimar de forma bastante precisa el impacto real que tendrd la
guimioterapia neoadyuvante sobre el prondstico de las pacientes [95, 96]. Asi mismo, en otro
trabajo se propuso un nomograma en el cual, segin los resultados anatomopatoldgicos
obtenidos en el tumor residual tras el tratamiento neoadyuvante, se establece la probabilidad
de supervivencia libre de enfermedad a cinco y a diez anos [97].

La quimioterapia neoadyuvante es a su vez un buen modelo de estudio para valorar la
sensibilidad del tumor a los agentes quimioterapicos, y también para la busqueda de
marcadores bioldgicos con valor predictivo o prondstico [98]. De esta forma, las nuevas
clasificaciones moleculares del cdncer de mama permiten el establecimiento de asociaciones
entre subtipo bioldgico del tumor (luminal A y B, basal, Her2, normal) y la respuesta a la
guimioterapia neoadyuvante [99, 100].
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Las claves del manejo neoadyuvante del cancer de mama se aclaran en el ultimo
articulo de consenso publicado [101]. Entre los conceptos basicos, se aclara que:

1. La neoadyuvancia tiene como objetivo el aumento en supervivencia y el aumento de
cirugias conservadoras.

2. Las pacientes candidatas a someterse a neoadyuvancia son aquellas con tumores
localmente avanzados y aquellas con tumores operables pero no susceptibles de
cirugia conservadora al diagndstico y con mayor probabilidad de respuesta clinica.

3. El estudio de las pacientes debe incluir ecografia, mamografia y resonancia magnética
nuclear al diagndstico y antes de la cirugia. Debe realizarse una exploracidn fisica tras
cada ciclo de quimioterapia.

4. Debe administrarse preferentemente antraciclinas y taxanos secuenciales durante seis
meses, 0 concurrentes por seis ciclos.

5. Es imprescindible que se coloque un chip de marcaje antes de iniciarse el tratamiento
guimioterapico, en ausencia de indicacién de mastectomia tras tratamiento.

6. Laindicacién para dar radioterapia adyuvante debe establecerse segln estadio clinico
y patoldgico. La radioterapia tras la mastectomia solo debe realizarse en caso de
tumores inflamatorios y N+.

7. La quimioterapia adyuvante no estd indicada fuera de ensayo clinico.

8. Aquellas pacientes con tumores con receptores hormonales positivos deben recibir
tratamiento hormonal adyuvante después de la cirugia.

9. Aquellas pacientes con tumores Her2+ deben recibir y completar el tratamiento anti-
Her2 después de la cirugia.

10. La definicién de la RCp es ypTO + ypNO.

11. La RCp es un marcador subrogado de supervivencia. Aquellas pacientes con RCp tienen
mayor tasa de supervivencia que el resto. En las pacientes en las que no se alcanza
RCp, los factores prondsticos relevantes son las caracteristicas tumorales al
diagnéstico.

12. El estudio anatomopatoldgico del tumor residual deberia realizarse tras Ia
neoadyuvancia segun la puntuacién RBC (Residual Cancer Burden).

ANGIOGENESIS Y CANCER DE MAMA
Biologia vascular y tipos de vasos

La angiogénesis produce sefiales para la organogénesis y permite la regeneracion de
ciertos tejidos, permite la circulacidon de las células sanguineas y del sistema inmune, pero
también es un proceso importante en patologias inflamatorias y esencial en la evolucién del
cancer. La angiogénesis supone un proceso esencial para el crecimiento tumoral, asi como
para la generacién de metastasis a distancia [18, 102]. Los tumores requieren un soporte
vascular para crecer, que les permita el aporte de nutrientes y oxigeno, a la vez que retire del
nicho tumoral las sustancias de desecho y el diéxido de carbono. Este proceso es tan
importante para el crecimiento tumoral que en ausencia de angiogénesis, los tumores son
incapaces de crecer mas alld de un milimetro de diametro [103]. Para desarrollar la
neovascularizacién, dependiendo del tipo de tumor y del nicho donde se asiente, las
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neoplasias siguen diversas estrategias que les permiten crecer, adaptarse a nuevos entornos,
evitar la respuesta inmunitaria y resistir los tratamientos antitumorales. Hasta dia de hoy, se
han identificado diversos modelos de formacién de vasos sanguineos tanto en tejidos sanos
como en tumores, entre los que cabe destacar [104]:

1. Angiogénesis brotante: Se produce cuando se forman nuevas ramificaciones
en los vasos existentes a partir del brote de células apicales que perforan la
membrana basal y avanzan invadiendo la matriz a la vez que van dividiéndose
y se va formando con el avance de éstas el nuevo capilar con células
endoteliales tapizadas por pericitos y/o con células musculares lisas vasculares
que proveen estabilidad a la vez que controlan la perfusién. Existen sefiales
especificas para diferenciacién arterial o venosa. Proceso esencial durante el
desarrollo embrionario [105].

2. Vasculogénesis: Se produce a partir del reclutamiento de progenitores de
células endoteliales procedentes de la médula ésea o de angioblastos
residentes de la pared vascular, que posteriormente se diferencian en células
endoteliales, ensamblando un laberinto vascular.

3. Intususcepcidn: Se produce por un proceso de escisiéon interna de vasos
preexistentes que generan dos o mas ramificaciones vasculares. La relevancia
fisiologica de este proceso en la vascularizacion de tejidos no es bien conocida.

4. Cooptacién vascular: Se produce cuando las células tumorales secuestran a las
redes vasculares preexistentes en el nicho tumoral donde se asientan.

5. Mimetismo vascular: Se produce cuando las células tumorales son capaces de
mimetizar a las redes vasculares normales, tapizando las redes vasculares de
células tumorales e incluso diferencidandose a células pseudoendoteliales.

6. Diferenciacion tumoral a célula endotelial: En algunos casos, las células madre
tumorales con anormalidades cromosdmicas, son capaces de diferenciarse en
verdaderas células endoteliales tumorales para formar neovascularizaciéon
tumoral [106].

En condiciones fisioldgicas los tejidos normales pueden utilizar las tres primeras
estrategias en los procesos angiogénicos (angiogénesis brotante, vasculogénesis e
intususcepcién), mientras que los tumores pueden utilizar las seis estrategias para formacion
de nuevas redes vasculares. Generalmente la reparacion vascular de vasos capilares en el
adulto y la expansion de vasos en procesos patoldgicos ocurre por vasculogénesis. El proceso
de incorporacion de nuevos progenitores endoteliales a la vasculatura preexistente en el
adulto se denomina vasculogénesis postnatal.

En adultos sanos, las células endoteliales quiescentes tienen larga vida media y estan
protegidas contra los danos por la accion de sefiales autocrinas de mantenimiento que
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incluyen vias como las de VEGF, NOTCH, angiopoyetina-1 (ANG-1) y los factores de crecimiento
de fibroblastos (FGFs). Asi mismo, las células endoteliales poseen sensores de oxigeno
conocidos como factores inducibles por hipoxia (HIF) que les permiten reajustar su forma para
la optimizacién del flujo sanguineo. Las células endoteliales quiescentes forman una monocapa
con superficie aerodindmica interconectada por VE-cadherina y claudinas. A su vez, los
pericitos envuelven a las células endoteliales y liberan sefiales de supervivencia tales como
VEGF y ANG-1 a través de una membrana basal comun, que permiten el mantenimiento de las
redes vasculares.

Cuando las células endoteliales quiescentes reciben estimulos proangiogénicos de
factores como VEGFA, VEGFC, ANG-2, FGFs o algunas citoquinas, liberados por condiciones
hipéxicas, inflamacidon o por células tumorales, en primer lugar los pericitos se sueltan de la
pared vascular (en respuesta a ANG-2) degradando la membrana basal por protedlisis
mediante metaloproteinasas. Las células endoteliales pierden entonces sus moléculas de
adhesion y se dilata el nuevo vaso. VEGFA incrementa la permeabilidad de las células
endoteliales, provocando la liberacién de proteinas plasmaticas hacia la matriz extracelular,
formando una nueva mezcla matriz que sirve de andamiaje para el crecimiento del nuevo vaso.
Las células endoteliales migran hacia la matriz gracias a sefiales procedentes de integrinas, y
las proteasas liberan mas factores angiogénicos albergados en la matriz (VEGFA, FGF),
formandose una matriz angiocompetente. Para evitar el movimiento masivo de células
endoteliales hacia la sefial proangiogénica, una célula endotelial, conocida como célula apical,
es la que se encarga de liderar el avance del brote en presencia de dichos estimulos
(receptores de VEGF, neurofilinas, ligandos de NOTCH, DLL4 y JAGGED1) . Las células
endoteliales vecinas a la apical asumen posiciones subsidiarias, conformando y elongando el
tallo del brote gracias a estimulos proveidos por NOTCH, NRARP, WNT, PIGF y FGFs) vy
establecen a su vez el lumen (mediado por VE-cadherina, CD34, sialomucinas, VEGF y
proteinas de la familia hedgehog). La célula apical a su vez emite filopodios que le permiten
orientarse hacia el estimulo angiogénico gracias a efrinas y semaforinas, mientras que las
células del tallo liberan proteinas como EGFL7 a la matriz que provee informacién de la
posicidon de sus vecinas y que permite la elongacién coordinada. El programa inducible por
hipoxia es dirigido por HIF1 alfa: hace que las células endoteliales respondan a las sefiales
angiogénicas. Gracias a la ayuda de células mieloides que actuan haciendo de puente, se
permite la fusidn con otras ramas vasculares preexistentes, permitiendo el inicio del flujo
sanguineo.

Para que el nuevo vaso sea funcional, debe madurar previamente y estabilizarse,
gracias al establecimiento de la quiescencia de las nuevas células endoteliales. El nuevo
tapizado de las células endoteliales con pericitos ocurre gracias a la secrecién de factores como
PDGFB, ANG-1, TGF beta, efrina B2 y NOTCH. Por ultimo, la producciéon de inhibidores de
proteasas tales como los TIMPs y el inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1) permite la
deposicién de una nueva membrana basal y el restablecimiento de las uniones intercelulares,
gue en conjunto permiten el restablecimiento de la perfusidn y un flujo dptimo. Los vasos se
atrofian y retroceden si no son capaces de restablecer la perfusion [104].
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Regulacion de la angiogénesis

La regulacién de la angiogénesis depende del equilibrio entre factores proangiogénicos

y antiangiogénicos y que en patologias como el cdncer, resulta alterado por las propias células

tumorales y por su estroma circundante. De entre los factores importantes, caben destacar las

siguientes familias de factores angiogénicos:

1.

Familia de VEGF: Sin duda los factores proangiogénicos por antonomasia,
predominantes en el proceso angiogénico. Esta familia consiste en un pequefio
numero de miembros que se distinguen del resto sobre todo por el gran nimero
de funciones no redundantes que tienen. VEGFA (también conocido como VEGF)
es el componente principal que estimula angiogénesis tanto en condiciones
fisiolégicas como patoldgicas a través del receptor VEGFR2 (también conocido
como FLK1) [107, 108]. Las neurofilinas como NRP1 y 2 son a su vez correceptores
que potencian la sefial de VEGFR2, pero que pueden funcionar también en su
ausencia [109]. Al igual que la pérdida de VEGFR2, la pérdida de VEGFA impide el
desarrollo vascular [110]. Las formas solubles de VEGFA promueven el
ensanchamiento de los vasos, mientras que las formas unidas a la matriz estimulan
la brotacién. Las formas paracrinas de VEGF liberadas por tumores, células
mieloides u otras células estromales incrementan las brotaciones de los vasos y
producen vasos anormales [111], mientras que el VEGF autocrino liberado por las
células endoteliales permite el mantenimiento de la homeostasis vascular [112].
Mutaciones activadoras en VEGFR2 causan tumores vasculares, mientras que
existen polimorfismos genéticos en VEGFA y en sus receptores que provocan
angiogénesis patoldgica [113, 114], mientras que el bloqueo de la ruta de
sefializacion de VEGFA permite atacar a los vasos tumorales y enfermedades
oculares en humanos. VEGFC, otro ligando de VEGFR2 y de VEGFR3, activa a las
células apicales [115]. VEGFR3 es necesario durante la formacidn de la vasculatura
en la embriogénesis, mientras que en adultos se encarga de regular la
linfangiogénesis [116]. Los anticuerpos anti VEGFR3 pueden bloquear Ia
dimerizaciéon del receptor o perjudicar su unién a ligando de forma sinérgica,
potenciando el bloqueo del crecimiento tumoral que produce el blogqueo de
VEGFR2, lo cual hace a VEGFR3 un candidato interesante a explorar en este el
campo terapéutico con antiangiogénicos. Un homédlogo de VEGFA es PIGF, que
también posee propiedades angiogénicas, sin embargo y a diferencia de VEGFA,
PIGF no es necesario para el desarrollo normal del organismo y parece ser
relevante sélo en procesos patolégicos [117, 118]. Las deficiencias de VEGFB en
ratones parecen no perjudicar a la angiogénesis del desarrollo normal [117]. Su
actividad parece restringida a algunos tejidos como son el corazén, y parece
promover supervivencia neuronal y producir efectos metabdlicos En patologia
angiogénica parece producir crecimiento de vasos cardiacos, sin provocar efectos
adversos [119]. La funciéon de VEGFR1 en angiogénesis es menos conocida [117,
120], teniendo a su vez dos formas, una anclada a membrana y otra forma soluble.
Aparece expresado ampliamente tanto en situaciones fisioldgicas como
patoldgicas, y contribuye a la patogénesis en tumores y en enfermedades
inflamatorias. En cancer, su sefializacion media tanto en activacién tumoral como
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en angiogénesis. Es capaz de estimular a células tumorales de forma autocrina en
respuesta a VEGFA e independientemente de angiogénesis [121]. Promueve a su
vez sobreexpresion de MMP9 en las células endoteliales en el nicho
premetastasico. Existen anticuerpos anti PIGF, VEGFR1 y VEGFR2 en desarrollo
clinico.

Familia de PDGF: Esta familia de factores contribuyen a la correcta funcién de los
vasos, permitiendo su maduracién y el correcto tapizado de las células
endoteliales, junto a angiopoyetinas y TGF beta [122]. PDGFB actua como factor
guimiotactico para pericitos [123, 124]. La deficiencia en pericitos provocada por la
deficiencia de PDGFB produce fugas en los capilares, tortuosidad, microaneurismas
y sangrados en modelo murino [125]. A su vez, el PDGFB derivado de tumores es
capaz de reclutar pericitos de forma indirecta incrementando los niveles de
expresion de SDF-1, pudiendo ser reclutados bien del microambiente préximo o a
partir de progenitores provenientes de la médula ésea. A su vez, VEGFA es capaz
de reducir el tapiz de pericitos vascular por inhibicidn de PDGFRB, provocando
redes vasculares anormales [126]. La inhibicidn de PDGFR disminuye el crecimiento
tumoral al causar desprendimiento de pericitos, lo cual provoca vasos inmaduros
anormales [127]. La sobreexpresion de PDGFB en ratones sin embargo inhibe el
crecimiento tumoral provocando reclutamiento de pericitos e induccién de la
inhibicion del crecimiento de las células endoteliales [128]. Ademas de esto, la
supervivencia de las células endoteliales depende del aporte de VEGFA por parte
de los pericitos y a su vez les protegen del bloqueo de VEGFA, lo cual requiere de
una interaccion intima entre ambos tipos celulares, de manera que el bloqueo de
PDGFB reduce el nimero de pericitos y por tanto el nimero de vasos, efecto que
puede ser suplido por el aporte de VEGFA de las células tumorales [129]. PDGFC,
otro miembro de la familia, es liberado por los fibroblastos asociados a tumor en
células tumorales resistentes al tratamiento con bevacizumab [130, 131]. La
sobreexpresion de PDGFD por otra parte, normaliza los vasos tumorales y mejora
la liberacion de farmacos en el nicho tumoral. Por otro lado, PDGFA actia como
factor de crecimiento esencial en el desarrollo embrionario, proliferacion,
migracion celular y quimiotaxis. Es un potente mitégeno para células de origen
mesenquimal, esencial para la formacién normal del septo de los alveolos
pulmonares en la embriogénesis, desarrollo normal del tracto gastrointestinal,
desarrollo de las células de Leydig y la espermatogénesis. También participa en el
desarrollo normal de los oligodendrocitos y en la mielinizacién de la espina dorsal y
del cerebelo. Participa también en el proceso de cicatrizaciéon de heridas, y su
sefializacion es modulada formando heterodimeros con PDGFB.

Familia de TGF beta: Los miembros de esta familia tienen acciones contexto
dependientes, de forma que pueden actuar como moléculas pro- o
antiangiogénicas. TGF beta promueve diferenciacidn de las células musculares lisas
vasculares, mientras que la deficiencia de endoglina (ENG) o del receptor ALK1
(receptores de la familia del TGF beta) perjudica el desarrollo vascular normal. Los
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efectos del TGF beta no queda claro si son ejercidos in vivo sobre las células
musculares lisas vasculares o sobre las células endoteliales [132]. Existen varios
anticuerpos anti TGF beta en preclinica. Ensayos con anticuerpos anti ENG o ALK1
han demostrado potencial antiangiogénico y antiproliferativo. Otro miembro de la
familia es el receptor del TGF beta 3 o betaglicano (TGFBR3). Se sabe que la
deficiencia de betaglicano provoca malformaciones diferenciales en arterias y
venas; sin embargo su funcién en el desarrollo de mamiferos es menos conocido
[133]. La pérdida del betaglicano durante la progresidon tumoral, asi como sus
efectos sobre la migracién, invasion, proliferacion y angiogénesis tumoral, apoyan
la hipétesis de su papel como factor supresor de tumores [134, 135].

Familia de trombospondina: Las trombospondinas conforman una familia de
proteinas multifuncionales. La trombospondina-1 es una conocida molécula
antiangiogénica que actua via regulacién negativa de la via de sefializaciéon del
oxido nitrico en las células endoteliales, plaquetas y células musculares lisas
vasculares [136, 137]. Esta actividad estd mediada por sus receptores de superficie
CD36 y CD47 [138, 139]. Se trata de una enorme glicoproteina de matriz que es
sobre-expresada por el estroma y circulante en algunos tipos de cancer [140, 141].
A pesar de su papel como inhibidor de angiogénesis, la trombospondina-1 posee
funciones pleiotrépicas dependientes del contexto tumoral. Debido a su
complejidad estructural y a la multitud de ligandos y receptores, dificulta
enormemente el abordaje terapéutico y el desarrollo de farmacos dirigidos. Sin
embargo, se estan desarrollando diversas estrategias que se centran en algunos
receptores en preclinica. Se ha demostrado su capacidad para regular procesos
como la adhesién celular [142], la proliferacién [143], la supervivencia o la
apoptosis [144-146], la invasién y diseminacién metastasica [147, 148], la
respuesta inmune [149], y la respuesta al tratamiento [150, 151]. En el caso del
cancer de mama, se sabe que la unién de la trombospondina-1 a CD47 induce
muerte celular [152]. Diversos estudios apuntan a un papel supresor de tumores
debido a su habilidad para inhibir la neovascularizacién [153].

Familia de CTGF: El factor de crecimiento del tejido conectivo o CTGF es una
proteina de matriz extracelular perteneciente a la familia de proteinas asociadas a
matriz extracelular con sitio de unidn a heparina (familia CNN), caracterizadas por
poseer cuatro dominios conservados ricos en cisteina. CTGF promueve progresion
tumoral en cancer de mama por induccién de EMT y deposicién de fibras de
colageno | [154]. Participa en diversos mecanismos directos e indirectos en
angiogénesis, y si bien su papel es menos conocido que otros factores, es esencial
para el correcto desarrollo vascular en ratones, provocando la muerte al
nacimiento por condrodisplasia y anormalidades en los vasos sanguineos [155,
156]. CTGF es intrinsecamente activo in vitro, promoviendo proliferacién y
migracion de células endoteliales. Sin embargo, parece regular la produccién y la
actividad de otros factores angiogénicos como VEGFA o FGF, pudiendo actuar
también como factor antiangiogénico dependiendo del contexto [157, 158].
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METODOLOGIA DE ESTUDIO DE LA ANGIOGENESIS
Estudio in vitro

Existen diversas estrategias que permiten el estudio tanto de la angiogénesis como de
la vasculogénesis in vitro. La angiogénesis fue observada por primera vez in vitro por Folkmany
Haudenschild en 1980 [159]: tras cultivar durante largo tiempo células endoteliales,
observaron la formacién espontdnea de estructuras similares a capilares. Esta publicacion
permitio el desarrollo subsiguiente de los modelos de diferenciacidn angiogénica con células
endoteliales.

Dependiendo de la forma en la cual las células endoteliales utilizadas se organizan (que
pueden ser derivadas de cordén umbilical humano (HUVEC) o inmortalizadas (por ejemplo,
EA.hy926)) los ensayos de diferenciacidon pueden clasificarse en dos categorias:

1. Bidimensionales: las células forman estructuras capilares sobre una superficie
adecuada. Los ensayos bidimensionales nos permiten conocer el papel de estas
matrices (como por ejemplo el matrigel) en la morfogénesis vascular o el
condicionamiento del medio de cultivo para la evaluacién del efecto de células
tumorales o de sustancias sobre el patrdon vascular. Sin embargo, estos ensayos no
reflejan todos los pasos fisioldgicos que caracterizan a la angiogénesis in vivo.

2. Tridimensionales: cuando las células invaden una matriz gelatinosa y se diferencian en
su interior. La matriz que permite la diferenciacién de las células endoteliales contiene
factores proangiogénicos clave para este proceso. Los modelos tridimensionales nos
permiten estudiar la capacidad de la célula endotelial para invadir sustratos
tridimensionales y conformar estructuras vasculares en tres dimensiones. Ademas, nos
permiten la inclusién de explantes tales como anillos adrticos para la observacion de la
formacién de la intima por células endoteliales. Otra ventaja frente a los modelos en
dos dimensiones es que permiten la preservacién de la arquitectura vascular para su
estudio.

Las matrices deben ser quimicamente definidas o evitar el uso de distintos lotes para
evitar la variacién inter-experimental debida a la variacién en la concentraciéon de factores
angiogénicos de la matriz [160]. La vasculogénesis por su parte, puede ser estudiada mediante
células mesodérmicas derivadas de embridon murino o por ensayos de diferenciacién de células
madre embrionarias, de forma muy similar al modelo in vivo con embriones animales. Otros
ensayos que miden el potencial angiogénico in vitro son los ensayos de proliferacion, de
migracion y el co-cultivo con células murales (pericitos) y el cultivo ex vivo [161].

Los ensayos angiogénicos in vitro y ex-vivo son de dificil interpretacién debido a las
dificultades en la reproducibilidad de los resultados. Esto se debe a multiples factores que
incluyen el origen de las células endoteliales, el nimero de pases, los sustratos utilizados y la
composicion de los medios de cultivo utilizados por los distintos grupos. En muchas ocasiones
ocurre que un sustrato que muestra actividad angiogénica in vitro, posteriormente no muestra
efecto alguno in vivo, o viceversa. Es por ello que es vital la evaluacidn experimental in vivo de
cara a su correcta interpretacion [161]. Entre los ensayos in vivo disponibles cabria citar los
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estudios con membrana corioalantoidea de pollo [162-165], con el pez cebra (Danio rerio)
[166-173], la implantacidn de esponjas y biopolimeros [174-176], los ensayos de
angiogénesis corneal [177-180], el modelo del saco aéreo dorsal [181-183], el ensayo con
camara transparente en pliegue cutaneo [184-187], los modelos tumorales [188-190] y los
angiorratones [191-195].

Estudio clinico: valor prondstico de la vascularizacion y estudios de angiogénesis en cdncer
de mama con tratamiento neoadyuvante

Desde una perspectiva clinica, la neovascularizacion permite al tumor crecer y
metastatizar, lo que permite la manifestacién de los primeros sintomas. Muchos tumores se
muestran sintomaticos y clinicamente detectables una vez que se han neovascularizado. Sin
embargo, se debe resaltar que el cambio a un fenotipo angiogénico no resulta siempre en un
aumento de la tasa proliferativa. En ciertos tumores como los adenocarcinomas adrenales no
existe una correlacidn entre tasa proliferativa e indice angiogénico. Otros tumores como
ciertos melanomas pueden ver reducido su tamafio con la neovascularizacién, posiblemente
debido al efecto inhibitorio de la interleucina 6 [196]. Por otra parte, en metastasis distales, en
algunos casos ocurre que el tumor primario suprime la angiogénesis mediante moléculas
inhibitorias circulantes, de forma que solo se hace aparente la neovascularizacién de las
metdstasis una vez es extirpado el tumor primario [197-199]. El objetivo clinico de la
investigacion en angiogénesis en el contexto del cancer es la cuantificacidén de la angiogénesis
para su uso en diagndstico y prondstico, asi como la inhibicion de la angiogénesis tumoral.

Existen diversas técnicas que permiten la cuantificacion de la angiogénesis en
pacientes oncoldgicos:

1. Técnicas inmunohistoquimicas: La forma cldsica mas utilizada es la tincidon
inmunohistoquimica a partir de las biopsias o de las resecciones quirdrgicas con
anticuerpos monoclonales especificos de células endoteliales, que permiten la
deteccién de las redes capilares peritumorales. Generalmente los vasos sanguineos
crecen en los bordes de los tumores concentrados en dreas denominadas puntos
calientes (del inglés, hot spots) [200]. La cuantificacidn de dichos puntos calientes o el
andlisis de la densidad microvascular han sido los criterios mas comunmente
utilizados, existiendo una correlacion entre incremento de MVD vy aparicion de
metastasis. Entre los antigenos mas comidnmente utilizados para generar anticuerpos
monoclonales para IHQ encontramos la glicoproteina CD31, comunmente conocida
como PECAM-1 o molécula de adhesion celular endotelial plaquetaria-1; CD34 o
antigeno celular de progenitores hematopoyéticos, el factor von Willebrand endotelial
y el Factor VIII de la coagulacion [201-203]. Los métodos de cuantificacién elegidos
incluyen el analisis de imdgenes (manual o computarizado) y el conteo de Chalkley
[204]. El método manual clasico contando nuimero de vasos ha sido cuestionado en
numerosas publicaciones debido al grado de subjetividad y la dependencia de un
observador experimentado. Otras caracteristicas morfoldgicas evaluables de la
angiogénesis tumoral por el método de conteo manual son la aparicion de
proliferaciones microvasculares glomerulares (GMP) [205, 206]. La cuantificacién de la
angiogénesis en las biopsias al diagndstico puede ayudar a predecir el riesgo de
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recurrencia o de aparicion de metastasis. De esta forma, la cuantificacién de la
densidad microvascular histolégicamente en cdncer de mama invasivo provee
informacidén del riesgo de metdstasis [207]. Los analisis multivariantes mostraron que
la densidad microvascular en las pacientes sin afectacién ganglionar es un mejor
predictor de metastasis que el grado histoldgico, el tamafio del tumor, el subtipo HR+
u otros factores prondsticos. Estos resultados fueron confirmados por varios centros
en estudios prospectivos y se confirmaron también para otros tipos de tumores. Los
métodos computarizados y el conteo de Chalkley han mostrado ser superiores al
método de conteo manual para la estimaciéon de la angiogénesis en pacientes con
cancer de mama [202]. El analisis computarizado permite analizar la densidad
microvascular de forma automatizada, minimizando la subjetividad y la dependencia
de personal entrenado, y a la vez permite cuantificar otros pardmetros angiogénicos
como son el tamafio medio vascular y la complejidad media de la forma de los vasos
[208, 209].

Técnicas de Resonancia Magnética Nuclear: El nivel de vascularizaciéon tumoral puede
evaluarse también utilizando angiografia por resonancia magnética nuclear, bien con
la técnica de realzado por contraste dindmico (DCE-MRI) o con la técnica de marcado
arterial de espin (ASL-MRI), las cuales han mostrado una buena correlacidn con la MVD
estimada por IHQ [210-212]. A diferencia de las técnicas inmunohistoquimicas, el
analisis de imagen por RMN permite analizar in vivo en las propias pacientes tanto la
morfologia vascular del tumor como también parametros fisioldgicos relativos al flujo
sanguineo peritumoral o la permeabilidad microvascular. Estas técnicas no invasivas
permiten a su vez evaluar la respuesta vascular tumoral tras el tratamiento
antiangiogénico, y actualmente estan en desarrollo en ensayos clinicos, especialmente
en tumores eminentemente angiogénicos como es el carcinoma de células renales,
que pueden beneficiarse en mayor medida de futuros farmacos antiangiogénicos. Su
elevado coste y la necesidad de personal técnico especialista hace compleja su
utilizacion experimental fuera de los ensayos clinicos.

Evaluacion de biomarcadores angiogénicos por andlisis gendomico y TMA:
Actualmente no disponemos de biomarcadores para probar la eficacia de los
tratamientos antiangiogénicos. En los ultimos afos la experimentacion clinica se ha
enfocado en la busqueda de posibles biomarcadores que se correlacionen con el
estado angiogénico tumoral y que permitan actuar como variables predictoras de
respuesta angiogénica y por tanto de beneficio terapéutico de los farmacos
antiangiogénicos, y como factores prondsticos, para la estratificacién de pacientes.
Una de las formas por las cuales se estdan buscando es a nivel de RNA mensajero,
mediante técnicas de analisis de la expresion génica, que incluyen mayoritariamente
RT-gPCR, microarrays, y con el abaratamiento de los costes en los ultimos afios, la
secuenciaciéon masiva (NGS), que posiblemente acabara implantandose por su caracter
masivo, ya que permite la busqueda de miles de biomarcadores de forma simultdnea
[213-217]. Otras técnicas citogenéticas evalian la amplificacién o pérdida de genes o
fragmentos de genes (FISH) [218] y/o grandes fragmentos cromosdmicos por técnicas
también masivas como es la hibridacién gendmica comparada (CGH). Por ultimo, otros
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grupos se han centrado en buscar biomarcadores a nivel proteico, de nuevo por
técnicas inmunohistoquimicas clasicas o con microarrays de tejidos (TMA) [219, 220].

El esquema neoadyuvante en el estudio de la angiogénesis tumoral

La quimioterapia convencional ejerce efectos antiangiogénicos por si misma,
especialmente cuando es administrada en esquemas metrondmicos o semanales [221, 222].
En el caso especial de los taxanos, parece probado su efecto antiangiogénico [223]. El caso de
los esquemas preoperatorios para la evaluacion de respuesta angiogénica es muy interesante
debido a la disponibilidad de biopsias antes y después del tratamiento, que nos permite no
solo evaluar el estado basal angiogénico del tumor, sino también la respuesta a la
quimioterapia tras el tratamiento. Unos cuantos estudios utilizando esta aproximacion han
mostrado efectos mixtos, con una relacién inconsistente entre respuesta angiogénica (definida
por descenso en la MVD) y la RCp o el prondstico (Tabla 3). Sin embargo, la mayoria de los
estudios clinicos que se han centrado en los efectos vasculares de la quimioterapia o bien son
pequefios en cuanto a numero de pacientes [224-227], o bien incluyen combinacién de
agentes antiangiogénicos [228, 229] o bien fueron publicados previamente a la inclusién de la
combinacion de antraciclinas y taxanos para el tratamiento en el caso del cdncer de mama
[230, 231]. Hasta donde sabemos, ademads del recientemente publicado por nuestro grupo,
solo dos estudios publicados en esquema neoadyuvante incluyen taxanos (docetaxel) [228,
232], y ninguno de estos mostrd cambios en MVD tras la quimioterapia. El trabajo publicado
por Miller y colaboradores es el Unico que incluye un régimen similar a los estandares actuales
y que explord algunos biomarcadores angiogénicos circulantes (VCAM-1, FGF, MMP-2, MMP-
9), de entre los cuales solo FGF mostré un incremento con el tratamiento, pero de nuevo sin
correlacién con la MVD.

Tabla 3. Cambios inducidos por quimioterapia en esquemas neoadyuvantes

Serie Caracteristicas Resultado Referencias
Malkis et al. N=90 neoadyuvancia Leve descenso de MVD [224]
N=105 adyuvancia
Honkoop et al. N=42, lIA-lIB Descenso en MVD [226, 227]
ACx4 seis ciclos Sin valor prondstico
IHQ CD31
Bottini et al. N=120 Sin cambios en MVD [230]
CMF+Tamoxifeno Sin asociacién con RCp o datos
Epi+Tamoxifeno clinicos
CD34
Miller et al. N=70 Sin cambios en MVD [232]
ACx3-DOCx6 semanal Sin correlacidon de marcadores
angiogénicos circulantes con
MVD
Beresford et al. N=57 Sin asociacién con RCp [231]
CD34, CD105 Asociacién de CD105 bajo con
respuesta clinica
Baena-Caniada et al. N=41, lI-lll Sin cambios en MVD [225]
AC Sin asociacién con respuesta o
CD34 pronéstico
Wedam et al. N=16 Sin cambios en MVD tras el [228, 229]
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CD31 tratamiento
Bevacizumab+Doxorrubicina Asociacion entre mayor

+ DOC expresion de VEGFA y CD31 con
respuesta clinica
Akslen et al. N=112 Asociacion de GMP con [206]
GMP (CD34) progresion durante el
tratamiento
Mikalsen et al. N=394 Asociacion del tamano de los [209]
Parametros vasculares vasos y su solidez con el
morfométricos pronéstico del cancer de mama

Desarrollo de estrategias antiangiogénicas

El desarrollo de tratamientos antiangiogénicos como son el bevacizumab o los
inhibidores de tirosin-quinasa de VEGFR/PDGFR ha mejorado el prondstico de muchos tipos de
cancer como el de colon o el de rifidn. En el cancer de mama sabemos que la existencia de un
perfil tumoral proangiogénico, determinado por incremento de la neovascularizacién tumoral
o de factores proangiogénicos como VEGF, contribuyen a la progresion de la enfermedad y se
asocian a un peor prondstico [203]. Sin embargo, a dia de hoy el beneficio obtenido con el
tratamiento antiangiogénico en cdncer de mama ha sido muy limitado, no traduciéndose en un
incremento de la supervivencia global de las pacientes, reflejando asi la existencia de
importantes lagunas en el conocimiento de este mecanismo que permita un mejor abordaje
terapéutico. Tampoco se dispone de marcadores predictivos de respuesta a este tipo de
tratamiento, y esto unido a la toxicidad y el elevado coste de los farmacos, supone un alto
impacto social de la investigacidn en este drea [233, 234].

Por otro lado, el disefio de esquemas de tratamiento adecuados es complejo debido al
hecho de que no solo los agentes antiangiogénicos son capaces de modificar Ia
neovascularizaciéon tumoral, sino que también la quimioterapia convencional provoca efectos
antiangiogénicos que en ocasiones se traducen en una disminucion de dicha vascularizacion
tumoral, descrito en el contexto del tratamiento preoperatorio del cancer de mama [230]. Este
efecto parece especialmente relevante en el contexto del tratamiento con taxanos, que
forman parte del arsenal terapéutico de primera linea para el tratamiento del cancer de
mama, y que utilizados en esquemas convencionales pueden ejercer efecto sobre el endotelio
tumoral, de forma andloga a los disruptores vasculares convencionales, produciendo un
descenso brusco del flujo sanguineo intratumoral que deriva en necrosis del mismo [221].

En lo que respecta a las combinaciones con bevacizumab, el unico agente
antiangiogénico aprobado en Europa para el tratamiento del cancer de mama metastasico,
solo las combinaciones con paclitaxel son consideradas adecuadas actualmente, mientras que
las combinaciones con docetaxel han sido descartadas por obtenerse peores resultados. Asi,
un mejor conocimiento de los mecanismos y los efectos antiangiogénicos de la quimioterapia
convencional, y en particular en el contexto del tratamiento con docetaxel, podria traducirse
en un mejor disefio de combinaciones adecuadas o en la estratificaciéon de pacientes para la
seleccion de aquellos que podrian obtener un beneficio neto positivo. De esta forma, la
regulacién de la angiogénesis se sabe que depende de un delicado equilibrio entre factores

28




proangiogénicos como VEGF y antiangiogénicos como trombospondina-1. La disrupcion de
este equilibrio para acabar dando paso a un fenotipo pro-angiogénico (switch angiogénico) es
un proceso clave en la progresion neoplasica y parece que ocurre en las fases iniciales de la
transformacidon maligna mamaria (fases de hiperplasia ductal o de carcinoma in situ) [235].

Teniendo en cuenta que ciertos mecanismos de resistencia antiangiogénica ligados a la
hipoxia tumoral participan también en la resistencia al tratamiento con quimioterapia
convencional [236] o pueden aumentar la agresividad de la neoplasia [237, 238], es posible
que el fenotipo angiogénico prequimioterapia, pero sobre todo postquimioterapia, pueda
tener relevancia prondstica o predictiva del beneficio de tratamientos posteriores dirigidos a la
angiogénesis tumoral. Algunas series previas basadas en el andlisis de la densidad
microvascular han mostrado resultados discordantes con respecto a su disminucién, aunque
pocas de ellas han incluido taxanos y no se analizé la morfologia vascular. El grado de
activacion angiogénica y su duracidon podria también condicionar el tipo de vasculatura
formada, que es heterogénea, pero en general existe una tendencia a ser mayores y mas
tortuosos, incluyendo estructuras vasculares andmalas especificas como son los vasos madre y
las proliferaciones microvasculares glomerulares o Glomeruloid Microvascular Proliferation
(GMP) [239]. Asi, un trabajo reciente mostré que la presencia de estructuras vasculares
tumorales anémalas (GMP) se asociaban a una menor respuesta clinica al tratamiento con
quimioterapia neoadyuvante convencional [206].

MICRORNA Y CANCER

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNAs no codificantes implicados en la
regulacién post-transcripcional de multiples genes relacionados con procesos biolégicos
celulares clave como desarrollo, proliferacion, diferenciacion celular y apoptosis [240-242]. Su
descubrimiento se remonta a mas de veinte afios atras, de manos de la colaboracion estrecha
entre los cientificos Ambros, Feinbaum y Lee, que describieron lin-4 en el nematodo rabditido
Caenorhabditis elegans [243, 244].

Una gran cantidad de RNA pequefios han evolucionado a lo largo de la filogenia de los
eucariotas con el fin de suprimir material genético y transcritos no deseados [245]. Los RNA
pequefios vienen definidos por su longitud (de 20 a 30 nucleétidos de tamafio promedio) y su
asociacion a proteinas de la familia Argonauta (AGO), clasificAndose en animales como
microRNAs (miRNAs), RNAs de interferencia pequefios (siRNAs) y RNAs de interaccién con PIWI
(piRNAs) (Tabla 4) [241]. Los miRNAs constituyen la clase dominante de RNA pequefio en
muchos tejidos, constando de 22 nucledtidos de tamano promedio y estando producidos por
dos RNAsas tipo Ill: Drosha y Dicer.

Tabla 4. Clasificacion de los RNA pequefios y algunas de sus caracteristicas. Adaptado de Minju
Ha y colaboradores.

Caracteristica miRNA siRNA piRNA

Longitud ~22 nucleétidos ~21 nucleétidos 24-30 nucledtidos
Enzimas de Drosha y Dicer Dicer Zucchini y enzimas de
procesamiento corte desconocidas
Subclado AGO AGO AGO PIWI
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Su biogénesis comprende al menos dos rutas de sintesis caracterizadas actualmente:
las rutas de sintesis de miRNAs candnicas y las no canodnicas.

1. Ruta candnica de sintesis de miRNA

En humanos, la mayoria de los miRNAs sintetizados por la via candnica de sintesis se
encuentran codificados por intrones de regiones codificantes o no codificantes, sin embargo
algunos miRNAs también estan codificados por regiones exdnicas. A menudo estos miRNAs se
encuentran muy proximos unos de otros, constituyendo las denominadas unidades
transcripcionales policistronicas (un caso de ello es miR-17-92) [246]. Estos miRNAs son
cotranscritos inicialmente como largos fragmentos denominados primiRNAs, sin embargo, la
regulacién post-traduccional posterior puede provocar que la concentracion final de miRNAs
maduros no sea equimolecular. Los primiRNAs son posteriormente procesados por la
endonucleasa RNAsa tipo Ill denominada Drosha junto con DGCR8 (que conforman el llamado
complejo microprocesador), dando fragmentos mas pequefios con forma de horquilla que
pueden contener generalmente uno o dos miRNAs (premiRNAs). Estos premiRNAs son
transportados al citosol via exportina-5 con gasto de GTP, donde son cedidos a la enzima Dicer,
que se encarga de su maduracién final (cortando los extremos flanqueantes a los miRNAs e
integrandolos entonces en el complejo ribonucleoproteico denominado RISC (del inglés, RNA-
induced silencing complex), donde Ago2 y otras proteinas se encargan de la seleccién de uno
de los miRNA ya maduros, que actuara como guia para el silenciamiento de la diana adecuada.

2. Rutas no canonicas de sintesis de miRNAs

Existen al menos tres rutas alternativas de sintesis de miRNAs que fueron descritas con
posterioridad a la via de sintesis candnica:

e Vias independientes del complejo microprocesador (Drosha/DGCRS):

o Algunos microRNAs como miR-320 se generan directamente como
premiRNAs con caperuza 7-metilguanosina por transcripcion cldsica,
sin necesidad de ser procesados por Drosha y siendo exportados al
citoplasma via Exportina-1.

o Otros miRNAs que estdn localizados en intrones de mRNAs
codificantes (denominados loci mirtrones) pueden también eludir al
complejo microprocesador. A partir de estos loci se producen
premiRNAs directamente por empalme y desramificaciéon. Algunos
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mirtrones contienen colas de RNA en 5' 0 3' que precisan ser cortadas
previamente al procesamiento por Dicer.

o Algunos RNA pequefiios nucleolares (snoRNAs) como ACA45 y tRNAs y
similares pueden ser cortados para producir premiRNAs.

e Via dependiente de TUTasa:

o El grupo Il de primiRNAs dependientes de la uridil transferasa terminal
(TUTasa) producen premiRNAs con un extremo 3' excedente mas corto
de lo normal, siendo subdptimos para el procesamiento por Dicer. Por
tanto, estos premiRNAs requieren ser previamente monouridilados
por la TUTasa para un eficiente procesamiento posterior por Dicer.

e Viaindependiente de Dicer:

o Enlarutaindependiente de Dicer, premiRNAs mas cortos de lo normal
(por ejemplo premiR-451) son producidos por Drosha y exportados al
citosol (posiblemente por Exportina-5) y cargados en Argonauta-2
(AGO2) sin el preprocesamiento por Dicer. AGO2 corta el lazo del
premiR-451, generando el premiR-451 cortado por AGO2 (ac-premiR-
451), que es posteriormente cortado por la ribonucleasa exonucleasa
3'-5' poli(A) especifica PARN, dando miR-451 maduro.

En cuanto a su nomenclatura moderna, al miRNA maduro que queda mds cercano al
extremo cinco prima fosfato en el premiRNA se le denomina con la terminacién "-5p",
mientras que al miRNA maduro que queda mas cercano al extremo tres prima hidroxilo se le
denomina con la terminaciéon "-3p". En general, a todos los miRNAs descritos se les va
asignando un numero que va precedido de un prefijo abreviado que denota la especie seguido
de un guién (por ejemplo, hsa- de Homo sapiens en humanos, mmu- de Mus musculus en
ratdn o rnu- de Rattus norvegicus en rata). De esta forma, en el caso del clister miR-17-92,
encontramos que existen los miRNAs: miR-17 (que contiene los miRNA maduros hsa-miR-17-
5p y hsa-miR-17-3p), miR-18a (que contiene los MiRNA maduros hsa-miR-18a-5p y hsa-miR-
18a-3p), miR-19a (que contiene los mMiRNA maduros hsa-miR-19a-5p y hsa-miR-19a-3p), miR-
20a (que contiene los mMiRNA maduros hsa-miR-20a-5p y hsa-miR-20a-3p), miR-19b-1 (que
contiene los miRNA maduros hsa-miR-19b-1-5p y hsa-miR-19b-3p) y miR-92a-1 (que contiene
los miRNA maduros hsa-miR-92a-1-5p y hsa-miR-92a-3p). Cuando existen miRNA paralogos en
distintas regiones cromosdmicas producidos por duplicaciones genéticas pasadas y que estan
por tanto evolutivamente relacionados, pero que no tienen secuencia idéntica, se asigna
después del nimero una letra (a, b, ¢; por ejemplo: mmu-miR-20a y mmu-miR-20b). Cuando el
producto maduro de dos miRNAs genera secuencias idénticas, se asigna un guion seguido de
un numero (por ejemplo, hsa-miR-92a-1-5p y hsa-miR-92a-2-5p). A los primeros miRNAs que
se descubrieron, cuando no se conocia que existian mas de mil diferentes, se les asignd una
denominacién clasica que a dia de hoy mantienen (por ejemplo, lin-4 y let-7), pero que no se
utiliza para nuevos miRNA descritos. Actualmente el mayor repositorio de microRNAs descritos
estd contenido en la base de datos de miRBase, siendo a dia de hoy el nUmero de miRNA
descritos a lo largo de la filogenia de 28645 (Version 21), si bien contiene inevitablemente un
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numero sustancial de anotaciones dudosas, ya que han sido deducidas de los analisis de
secuenciacién masiva con un numero insuficiente de lecturas y con extremos 5' altamente
heterogéneos [241, 247-253].

Se estima que al menos un tercio de los genes codificantes de proteinas humanas
podrian estar regulados por miRNAs y a su vez cada miRNA podria regular en torno a
doscientos genes [254]. El mecanismo de accidon de los miRNA es comun y depende de su
unién al mRNA (preferentemente a la zona 3'UTR), de forma no totalmente complementaria,
lo que conduce a la degradacion del mRNA y/o a la inhibicién de la traduccidn.

El papel de los microRNAs en las neoplasias incluye efectos tanto oncogénicos como
supresores, que pueden contribuir al desarrollo y progresidn del cancer. No es por ello extrafio
que ciertos miRNAs puedan ser marcadores utiles para su diagndstico o valoracion prondstica,
e incluso potenciales dianas o herramientas terapéuticas en oncologia [255, 256].
Recientemente, a su vez se ha descrito una nueva especie de RNA circulares que actian como
esponjas de miRNAs, que también podrian jugar papeles especificos en cancer, lo que aumenta
aun mas el nivel de complejidad bioldgica [257-261]. Esta regulacidn cruzada entre genes
codificantes, miRNAs, circRNAs y ademas pseudogenes y RNA no codificantes largos, se unifica
en lo que actualmente se conoce como la hipdtesis ceRNA (de competing endogenous RNA), y
se sabe que esta red regulatoria juega un papel muy importante en mecanismos patoldgicos
como el cancer [262].

En los ultimos afios se estan desarrollando nuevas clasificaciones moleculares basadas
en los perfiles de expresién de miRNAs, con importante interés clinico, que se cree que
permitiran una mejor individualizacién del tratamiento en cancer de mama [263]. Entre los
procesos celulares que regulan en cancer, se han descrito en: proliferacién [264, 265],
transiciéon epitelio mesénquima (TEM) [266, 267], resistencia a apoptosis [268], resistencia o
susceptibilidad a farmacos [269, 270], tumorigénesis y progresién tumoral [271-273].

Actualmente un campo de desarrollo con miRNAs muy importante es el que pretende
su utilizacién como biomarcadores para diagndstico en pacientes con cancer, habiendo
decenas de ensayos clinicos registrados en clinicaltrials.gov. Tanto es asi que para el caso
concreto del cdncer de mama hay registrados multiples ensayos clinicos observacionales en los
gue se incluye la utilizacién de éstos: un ensayo clinico fase 1 (NCT01957332), cuatro ensayos
fase 2 (NCT01957332, NCT02288806, NCT01965522 y NCT00773695), dos ensayos fase 3
(NCT02539615 y NCT01724450) y un estudio en fase cuatro (NCT01612871), lo cual demuestra
su relevancia en el campo concreto del cancer de mama. Agrupando todos los tipos de cancer
existen mas de cien ensayos clinicos registrados.

A nivel terapéutico, actualmente solo encontramos un microRNA en ensayos clinicos
desarrollado por Mirna Therapeutics, Inc.: el fdrmaco MRX34 es un microRNA sintético de miR-
34, que actualmente se esta ensayando en un estudio multicéntrico fase 1 para investigar la
seguridad, farmacocinética y farmacodindmica en cancer hepatico primario no resecable o
metastdsico, enfermedades hematoldgicas y melanoma (NCT01829971). Los resultados
preliminares del ensayo se esperan tener para diciembre de 2016.
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MICRORNA Y CANCER DE MAMA

La desregulacidon de los miRNAs se ha asociado con iniciacion tumoral, resistencia a
drogas y metastasis, y de ahi el creciente interés por conseguir estrategias terapéuticas
basadas en la modulacion de sus niveles de expresion, asi como la identificacion de sus dianas
para el desarrollo de nuevas aproximaciones para su tratamiento.

MiRNAs y células madre tumorales en cdncer de mama

Existen numerosos estudios que sugieren que las células madre tumorales (CMT) son
las responsables del desarrollo y la progresién tumoral. Entre las propiedades bioldgicas que
muestran estas células y que comparten con las células madre somaticas, encontramos su
capacidad para dividirse asimétricamente, y su habilidad para la expulsién de algunos farmacos
[274]. Sin embargo, se diferencian de las células madre somaticas de la mama en su alta
capacidad de diseminacién metastasica. La plasticidad fenotipica de las CMT les permite a su
vez diferenciarse en células tumorales diferenciadas, lo cual se considera que podria ser un
factor importante para disminuir la agresividad tumoral [275]. Las primeras CMT se
identificaron y se aislaron en 2003 a partir de tumores mamarios, siendo identificadas como
estirpes CD44'/CD247°° que mostraban alta capacidad de diseminacién [276]. En 2007 se
descubrié que el miRNA let-7 es un regulador clave de propiedades de las CMT como son la
elevada capacidad de proliferacion y de diseminacién [277]. Posteriormente se confirmd
utilizando mamosferas en cultivo y dando tratamiento antitumoral, que las CMT eran
poblaciones CD44%/CD247°° y que ademds tenian niveles de expresién muy bajos de let-7. A
su vez se demostré que sobreexpresando a let-7 se inhibia la proliferacién y el estado
indiferenciado via bloqueo del oncogén de HRAS y del gen de alta movilidad HMGA?Z2,
respectivamente.

En el afio 2008 se descubre que las CMT CD44%/CD247°° tienen la habilidad de
producir transicion epitelio mesénquima (TEM) y una alta capacidad tumorigénica [278]. El
proceso de transicidon epitelio mesénquima es un paso fundamental para la invasién y la
metadstasis, y de ahi que este campo sea de un alto interés cientifico. El fenotipo TEM se
caracteriza por la pérdida de marcadores epiteliales como es la E-cadherina y la
sobreexpresidon de marcadores mesenquimales como la N-cadherina y la vimentina. A su vez se
pierden la capacidad de adhesion célula-célula y la polaridad celular, junto con la capacidad
aumentada para invasion celular. En la Tabla 5 se resumen algunos de los miRNAs relacionados
con CMT y con TEM. En el caso del cancer de mama, el fenotipo TEM es inducido por la
sobreexpresion de miR-103 y miR-107 [279], que silencian a su vez a Dicer y provocan una
disminucién general de los miRNAs dependientes del procesamiento por ésta, entre los que se
incluyen los miRNA de la familia de miR-200, que son reguladores negativos de la TEM, via
silenciamiento de la expresién de los factores de transcripcion ZEB1 y ZEB2, que a su vez son
represores transcripcionales de la expresion de E-cadherina [280, 281]. Recientemente se sabe
que la expresion de los miembros de la familia de miR-200 estd regulada epigenéticamente por
los factores de la familia TET (metilcitosina dioxigenasas); factores implicados en la
desmetilacién del DNA (convirtiendo la 5-metil-citosina en 5-hidroximetilcitosina), que liberan
al promotor de los miRNA de la familia de miR-200. Se sabe que el silenciamiento de éstos esta
mediado por la sobreexpresion de miR-22, que tiene como diana directa a los factores TET (1-
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3) [282]. De esta forma, miR-22 promoveria la adquisicion de propiedades de CMT como son la
TEMy el fenotipo pro-metastasico mediante la supresidn de la familia de miR-200 [283].

Tabla 5. MicroRNA reguladores de genes diana asociados con CMT y con TEM en cancer de
mama.

microRNA Genes diana Referencia

Familia de miR-200 ZEB1y ZEB2 [280]
Let-7 HRAS, HMGA2 [277]
miR-22 TET1a3 [282]
miR-103/107 DICER1 [279]
miR-200c BMI1 [284]
miR-205 ZEB1y ZEB2 [280]

MIiRNAs y resistencia a farmacos

La resistencia a quimioterapia y a nuevos farmacos bioldgicos dirigidos es un complejo
problema al que se enfrenta la investigacidn oncolégica actual [285]. Los mecanismos que
subyacen bajo la adquisiciéon de resistencia se clasifican en dos categorias que incluyen la
alteracion de los transportadores que permiten expulsar los farmacos [286, 287] y la activacidn
de rutas antiapoptoéticas y de supervivencia celular [288]. Se han identificado a algunos
miRNAs como reguladores criticos de la resistencia a farmacos en cancer de mama, algunos de
los cuales se resumen en la Tabla 6. Los perfiles de expresion diferencial entre respondedores
y no respondedores son utilizados a menudo para identificar miRNAs asociados a resistencia,
asi como sus dianas [289, 290].

Tabla 6. MicroRNA reguladores de genes diana claves en resistencia a farmacos en cancer de
mama.

microRNA Gen diana Referencia

miR-30c TWF1, IL11 [289]
miR-31 PKC épsilon [288]
miR-221/222 CDKN1B [291]
miR-326 ABCC1 [292]
miR-451 ABCB1 [293]
miR-487a ABCG2 [294]

Una de las mayores fuentes de resistencia a farmacos descrita es la sobreexpresion de
los transportadores de tipo ABC (ATP binding cassette) [286, 287, 290]. Estos transportadores
permiten a las células expulsar pequefias moléculas de su interior, incluyendo agentes
anticancerigenos. Hasta la fecha se han identificado 49 miembros dentro de esta familia [285].
Las funciones de tres de estos transportadores (ABCB1, ABCG2 y ABCC1) en multirresistencia a
farmacos se asocian con la expulsién de varios compuestos de caracter hidrofébico como son
los taxanos, las antraciclinas y los antimetabolitos [285, 295]. El transportador ABCB1 fue el
primero en ser identificado [296] asocidndose con la ausencia de respuesta al tratamiento en
varios tipos de cancer, incluido el de mama [297-299]. ABCC1 se asocia con resistencia en
cancer de mama, préstata y pulmon [300-302], mientras que el transportador ABCG2 se asocia
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con quimiorresistencia en cancer de mama y en leucemias [290, 303]. Estudios recientes
mostraron que las CMT de varios tipos de cancer tienen niveles de expresion elevados de estas
proteinas transportadoras [277, 304]. Algunos estudios han demostrado que los miRNAs estan
implicados en la regulacion post-transcripcional de estos genes de la familia de
transportadores ABC. En el caso del cancer de mama, miR-326 y miR-451 incrementan la
quimiosensibilidad de las células a la doxorrubicina via silenciamiento de ABCC1 y de ABCB1,
respectivamente [292-294]. De forma similar, miR-487a regula la quimiosensibilidad de las
células de cancer de mama a la mitoxantrona via silenciamiento de ABCG2 [294].

Algunos estudios a su vez muestran que los miRNAs estan asociados con otros
mecanismos de resistencia [289, 291, 305]. Recientemente se demostré que miR-221 y miR-
222 se sobre expresan en células de cancer de mama luminales resistentes a tamoxifeno.
Debido a que miR-221/222 son reguladores negativos directos de CDKN1B, un blogueante del
ciclo celular y un supresor tumoral, las células de cancer de mama resistentes a tamoxifeno
muestran niveles muy bajos de CDKN1B. Otro estudio mostré que la expresién de estos dos
microRNAs estan modulados especificamente a nivel post-transcripcional por nucleolina, y se
demostrd a su vez que silenciando directamente a la nucleolina se puede suprimir de forma
efectiva la resistencia a tamoxifeno [291]. En otro estudio se mostré que miR-30c suprime la
expresion de interleucina 11 e inhibe la resistencia de los canceres de mama a Paclitaxel y a
doxorrubicina, via silenciamiento directo de la proteina de unidn a actina twinfilina-1, que
promueve el fenotipo TEM [289].

MIiRNAs y metdstasis en cdncer de mama

La aparicion de metastasis es un proceso que ocurre en varias etapas y que esta
asociado con la agresividad tumoral, siendo la principal causa de muerte por esta enfermedad
[306]. Las metastasis ocurren a partir del tumor primario [307] inicidndose junto con la
vascularizacion del mismo. Las células muestran una pérdida de adhesidn y la adquisicion de
fenotipo invasivo, promoviéndose su movilidad hacia tejidos y érganos distales. La TEM es
importante para la fase de movilizacion de las células tumorales e invasién del torrente
sanguineo. Tras circular por la sangre, las células llegan hasta nuevos érganos adecuados para
su colonizacion donde se asientan realizando el proceso inverso (transicion mesénquima
epitelio, TME) y comienzan a proliferar de forma descontrolada nuevamente.

Algunos de los miRNAs que estdn implicados en el proceso metastasico se resumen en
la Tabla 7. Por ejemplo, miR-10b se encuentra sobre-expresado en lineas celulares con
capacidad metastasica frente a lineas celulares sin capacidad metastdsica. La expresion
ectdpica de miR-10b en células de cancer de mama no metastasicas induce la sobre-expresion
de RHOC, via silenciamiento génico de HOXD10, promoviéndose asi el fenotipo metastdasico
[308]. Otro estudio identificd a miR-126, miR-206 y miR-335 como miRNAs supresores de
metastasis tumoral [309]. La normalizacién de los niveles de expresidn de miR-126 reduce la
proliferacidn y el crecimiento tumoral, mientras que miR-206 y miR-335 inhiben la capacidad
invasiva de las células tumorales. MiR-335 muestra sus efectos inhibitorios en las metdstasis
de cdncer de mama via supresion de la expresidon de SOX4, asi como de la tenascina C. Por otro
lado, miR-31 aparece infraexpresado en células de cdncer de mama metastasicas, y su
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expresion bloquea la invasidn y la metastasis via silenciamiento de multiples genes asociados
con metastasis como RHOA e ITGA5 [310].

Tabla 7. MicroRNA reguladores de genes diana claves en el proceso metastdsico en cancer de
mama.

microRNA Gen diana Referencia

miR-10b HOXD1 [308]
miR-29b VEGFA, ANGPLT4, LOX [311]
miR-31 RHOA, ITGA5 [310]
miR-34 SNAI1 [312]
miR-335 SOX4, TNC [309]
miR-708 NNAT [313]

El programa de TEM se activa frecuentemente durante la invasion y la metastasis, y
por tanto los cambios genéticos y moleculares por los que las células tumorales adquieren
caracteristicas invasivas y metastasicas son dreas de absoluto interés en investigacion
oncoldgica. MiR-34a por ejemplo, que es una diana transcripcional de p53, inhibe la capacidad
invasiva de las células de cancer de mama por supresiéon de la TEM y del silenciamiento del
represor transcripcional SNAI1 [312, 314]. Otro estudio demostré que el factor de
transcripcién GATA3 suprime las metastasis de cancer de mama por induccién de la expresién
de miR-29b [311]. Este factor de transcripcidn es necesario para el mantenimiento del fenotipo
epitelial luminal en la glandula mamaria, y asi la pérdida de expresion de miR-29b estd
asociada con un peor prondstico en pacientes con cancer de mama [315-317]. MiR-29b a su
vez inhibe la metdstasis en cancer de mama suprimiendo una red de reguladores
prometastdsicos asociados con angiogénesis, remodelacion del colageno y protedlisis. En otro
estudio se mostré que miR-708 inhibe la migracién celular y la metastasis por silenciamiento
de la proteina de reticulo endoplasmatico neuronatina (NNAT), que se encarga de la regulacion
de los niveles intracelulares de Ca®* [313]. La desregulacién de la neuronatina por miR-708
produce una regulacién aberrante de los niveles de calcio, provocando la inactivacién de las
proteinas implicadas en migracién celular como son la quinasa regulada por sefial extracelular
o la quinasa de adhesidn focal [318]. Otros autores mostraron que en condiciones hipdxicas los
receptores de EGF inhiben la interaccidn fisica entre la proteina AGO2 y Dicer via fosforilacion
de AGO2 en el residuo Tirosina 393, bloquedndose asi el procesamiento de miRNAs
dependientes de la ruta de AGO2 y de Dicer. La fosforilacién de AGO2 en la tirosina 393 se
asocia a su vez con peor prondstico en pacientes con cancer de mama [319].

MIiRNAs circulantes

En 1979 se describieron por primera vez varios tipos de células tumorales que
secretaban microvesiculas (también conocidas como microparticulas) que contenian proteinas
de membrana [320]. Posteriormente se aislaron microvesiculas a partir de varios tipos
celulares, asi como en fluidos biolégicos como son la sangre, la orina, la leche y la saliva, y se
sabe que estas vesiculas juegan un papel importante como herramientas para la comunicacion
intercelular de forma tanto paracrina como exocrina [321-323]. Dependiendo del tamafio,
marcadores, carga que portan, asi como funcién que ejercen, las microvesiculas han sido
definidas en tres grupos: cuerpos apoptoéticos, vesiculas extracelulares y exosomas. Los
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exosomas en concreto son aquellas vesiculas con un didmetro definido entre 50 y 100
nanémetros, que derivan de diversos tipos celulares, tanto en situaciones fisiolégicas como
patoldgicas [324]. En 2007 se demostrd que los miRNAs empaquetados en los exosomas, que
ademads pueden transportar proteinas, DNA y mRNA, pueden ser transferidos funcionalmente
hacia otras células [325]. Multiples lineas de evidencia en biologia del cadncer han mostrado
que los componentes secretados por los exosomas de las células tumorales se asocian con
desarrollo tumoral y malignizaciéon [326-328] y por tanto, muchos grupos de investigacion
estan estudiando como neutralizar o silenciar los exosomas tumorales como una posible
aproximacion terapéutica antitumoral [329]. Adicionalmente, se estdn desarrollando a nivel
experimental nuevos equipos y sistemas de aislamiento y analisis de exosomas para el estudio
de perfiles de su contenido, con el fin dltimo de utilizarlos en diagnéstico clinico no invasivo.

Los exosomas han sido asociados con diversos aspectos del desarrollo tumoral del
cancer de mama [326, 330, 331]. En las metdstasis en la médula dsea por parte de las células
de cdncer de mama, la recurrencia décadas tras el diagndstico inicial y tratamiento, implican la
supervivencia a largo plazo de las células de cdncer de mama en un estado quiescente. Los
mMiRNAs exosomales miR-127, miR-197, miR-222 y miR-223 derivados del estroma de la médula
6sea inhiben el crecimiento y proliferacion de las células de cdncer de mama, via
silenciamiento directo de CXCL12, provocando la induccion de un estado de quiescencia en las
células de cancer de mama [330]. Por otra parte, otros autores han mostrado que los
macréfagos asociados al tumor (activados por la interleucina 4 liberada por los linfocitos T
CD4"), transfieren miR-223 a las células de cdncer de mama via exosomal y miR-223 induce la
acumulaciéon nuclear de beta-catenina, via silenciamiento directo del factor potenciador
especifico de miocito 2C (MEF2C), lo que provoca la potenciacidon de la capacidad invasiva
[331].

Un estudio reciente demostréd a su vez que los miRNAs exosomales promueven la
metadstasis en cancer de mama. Los altos niveles de expresién de miR-105 secretado se asocian
con alta capacidad metastdsica en cancer de mama. El miR-105 secretado por las células
cancerigenas rompe las uniones estrechas por silenciamiento de la expresién de la proteina
Z0-1 en drganos distales. De esta forma las células tumorales que sobreexpresan miR-105
inducen permeabilizacién vascular y muestran alta actividad metastasica [326].

Los miRNAs exosomales han sido asociados también con la adquisicidn de resistencia a
farmacos. Se demostrd que aquellos liberados por las células de cancer de mama resistentes,
reducen la quimiosensibilidad de las células quimiosensibles: de entre los miRNAs exosomales
miR-17, miR-30a, miR-100 y miR-222, éste ultimo se transfiere a las células diana y en ellas
suprime la expresién de PTEN, factor supresor de tumores que esta implicado en la resistencia
a adriamicina y a docetaxel [283, 332, 333].
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INTERRELACIONES ENTRE ANGIOGENESIS, MICRORNA Y CANCER: LA TRIPLE ENTENTE

Los mecanismos moleculares que participan en el proceso de la angiogénesis son
multiples, pero en los Ultimos afios existe una evidencia creciente de trabajos que muestran el
papel de ciertos microRNAs (miRNAs) en su regulacion.

En el caso de las células endoteliales, existen multitud de trabajos publicados donde se
muestra el papel de los miRNAs como reguladores funcionales de éstas. Los cambios
provocados por el desbalance en los niveles de expresion de los miRNAs dependen del miRNA
alterado y muchas veces es contexto-dependiente (situacion fisioldgica vs. situacion
patoldgica; tipo de tejido y de érgano, etc.). En 2015 se ha demostrado por ejemplo que VEGF
es capaz de inducir la expresién de miR-17-92 en células endoteliales via activacidon de
ERK/ELK1 [334]. En 2012 se mostré que miR-15a, un miRNA especifico de células endoteliales,
reduce la capacidad angiogénica de éstas mediante la reduccion de los niveles de expresion de
FGF2 y VEGFA [335]. Algunos miRNAs como miR-206 son capaces de atacar dianas importantes
en la sefializacion celular de la célula endotelial. En el caso de este miRNA tiene como diana al
mMRNA de la proteina quinasa PIK3C2 alfa, disminuyendo la capacidad angiogénica global de la
célula endotelial [336].

Algunos miRNAs son capaces de modular su activacién mediante la regulacién de la via
de HIF1 alfa, como sucede en los casos de miR-519c y de miR-107 [337]. Otros miRNA, como
miR-9, modulan vias centrales para la progresidn neoplasica, que secundariamente pueden
afectar a la expresion de VEGF u otros mediadores de angiogénesis [338]. En la Tabla 8 se
muestra un resumen de miRNAs implicados en la regulacion de la angiogénesis en cancer.

Tabla 8. Algunos miRNAs implicados en angiogénesis en el contexto tumoral.

microRNA Inductores Dianas Efecto bioldgico Referencias
miR-107 TP53 HIF1A Antiangiogénico [337]
miR-519c¢ - HIF1A Antiangiogénico [339]
miR-9 Exosomal SOCS5 Proangiogénico [338]
WS VAP VYC, KRAS, VEGFA  THBS1, PTEN, Contexto dependiente [334, 340-
CTGF, SMAD4, 346]
TGFBR, F3
miR-194 TP53 THBS1 Proangiogénico [347]
miR-506 - SPHK1 Antiangiogénico [348]
miR-27b - VEGFC Antiangiogénicos [349]
miR-101
miR-128
miR-125a - VEGFA Antiangiogénico [350]
miR-497 - VEGFA, AEG1 Antiangiogénico [351]

Sin embargo, quiza los miRNA mds relevantes de los relacionados con la regulacién de
la angiogénesis tumoral son los pertenecientes al cluster miR-17-92. Este clUster policistrénico
incluye al menos 7 miRNAs maduros con relevancia en oncologia: miR-17-5p (miR-17), miR-17-
3p, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b y miR-92a, que son transcritos de forma comun [352]
y estd muy conservado en todos los vertebrados. Hay también dos clister homdlogos
producidos por duplicacion génica, con miRNA policistrénicos similares y con secuencias

38



iguales de unién a mRNA (miR-106a-363 y miR-106b-25), aunque incluyen solo un subgrupo de
los miRNAs presentes en el cluster 17-92.

La activacién de la transcripcion de miR-17-92 por los oncogenes MYC y KRAS, explica
su frecuente sobreexpresion en multiples neoplasias [352, 353]. Distintos miembros de este
cluster pueden ejercer tanto acciones de estimulacion de la angiogénesis tumoral [341-
343],como efectos de contrarregulacion angiogénica en distintos contextos celulares [344]. Sus
efectos angiogénicos son por tanto complejos, dependientes del contexto celular y tisular, y su
conocimiento es todavia incompleto. Por otra parte, los distintos miembros del cluster miR-17-
92 pueden tener efectos pro-tumorales pleiotrépicos no relacionados con la angiogénesis, y se
ha demostrado su participacién en procesos de proliferacién, reparacién del DNA, apoptosis, e
hipoxia [354], asi como su mayor expresion en lesiones metastasicas.

En el caso del cdncer de mama, sin embargo, algunos trabajos han mostrado efectos
inhibitorios sobre la progresion tumoral [355] y por tanto el papel de miR-17-92 sigue siendo
controvertido. Con respecto a los posibles efectos del tratamiento antineopldsico sobre la
expresion de miR-17-92 y su repercusidon en la angiogénesis, solo existe un trabajo
experimental en cancer de colon que ha mostrado que el tratamiento con quimioterapia (5FU)
puede disminuir su expresion, modulando asi la expresién de trombospondina-1, mediador
clave en la contrarregulacion angiogénica [340]. Estos datos parecen sugerir que los cambios
en la expresién miR-17-92 pueden ser un mecanismo clave para la induccién de efectos anti-
angiogénicos por la quimioterapia.

Se conoce todavia muy poco acerca de la regulacién por microRNA de la angiogénesis
inducida por los carcinomas de mama. Los datos de expresién de miR-17-92 tanto en lineas
celulares como en muestras clinicas de cancer de mama apuntan a diferencias entre los
distintos subtipos moleculares de la neoplasia, con una expresion menor en tumores con
expresidon de receptores hormonales y mayor en el grupo de carcinomas triple negativo [353].
Aunque hay otros estudios en los que no se encontraron diferencias de expresion relacionadas
con la expresion de receptores hormonales, la expresion de miR-17-92 y de los niveles de
trombospondina-1 estan relacionados con la via del receptor de estrégenos alfa a través de los
cambios en c-Myc [356]. Algunos trabajos recientes han mostrado la posible regulacion de la
expresion de factores pro-angiogénicos como el F3 (factor tisular) o VEGF por miembros del
cluster miR-17-92 [346, 357], bien de forma directa o bien a través de la inhibicién de la via de
TGF-beta [342].

Datos de nuestro grupo también muestran que en lineas de cancer de mama triple
negativo como MDA-MB-231 existe una regulacion similar por miR-20a de los niveles de factor
tisular [358], un mediador relevante para la angiogénesis tumoral, sobre la que ejerce tanto
efectos pro-angiogénicos directos como mediados a través de la activacion de la coagulacion.
La relevancia de estos hallazgos es de dificil interpretacion todavia, dado que la multiplicidad
de dianas de los miRNA relacionados con angiogénesis frecuentemente implica otros
mecanismos, como los relacionados con la capacidad invasiva o la proliferacion celular.

Ademas, dada la relacion entre la expresion de algunos angiomicroRNA, en especial
los miembros del miR-17-92, la regulacién hormonal [359] y el tipo de neoplasia [353, 360], es
posible que el papel angiogénico de este grupo de miRNAs sea distinto en los diversos grupos
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de cancer de mama (luminal, Her2, basal). Sin embargo, no existen hasta donde conocemos
estudios clinicos que hayan evaluado la relacién entre el fenotipo proangiogénico tumoral del
cancer de mamay la expresion de miR-17-92, y los datos in vitro son también limitados.

En la presente tesis doctoral analizamos por una parte la relaciéon entre el fenotipo
angiogénico del cancer de mama, definido tanto por las caracteristicas de la vascularizacion
tumoral como por el perfil de expresion de mediadores de la angiogénesis y la expresién
demiR-17-92 y otros angiomicroRNA. Asi mismo, profundizamos en el conocimiento de los
efectos antiangiogénicos del tratamiento antineoplasico con taxanos en el cancer de mamay
su relaciéon con la respuesta tumoral y con el cambio en miRNAs relacionados con
angiogénesis. El contexto de la quimioterapia neoadyuvante, nos ofrece como ventajas la
ausencia de tratamiento local previo que pueda modificar el lecho vascular tumoral, la
accesibilidad de muestras histoldgicas previas y posteriores al tratamiento, y la posibilidad de
una evaluacién anatomopatoldgica de la respuesta. Esta evaluacion de respuesta permite la
identificacion de un grupo de pacientes con bajo riesgo de recaida, que son aquellas que
alcanzan una respuesta completa patoldgica. Sin embargo, el grupo con enfermedad residual y
sobre todo con afectacion ganglionar es mds heterogéneo desde el punto de vista prondstico
y, a pesar de la disponibilidad de material anatomopatoldgico postquimioterapia, no hay
factores claramente predictivos del posible beneficio de un tratamiento adicional, mas alla de
los factores clasicos de expresion de receptores hormonales y sobreexpresién de Her2.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS



HIPOTESIS

La angiogénesis es una caracteristica clave para la progresion y la generacién de
metdstasis a distancia en las neoplasias malignas. En el cancer de mama, ademas de su valor
prondstico, la angiogénesis ha demostrado ser una diana terapéutica util, aunque los
resultados de los tratamientos antiangiogénicos y de su integracion con la quimioterapia
convencional son todavia limitados. Por ello, conocer con mas profundidad los mecanismos
que regulan la activacién angiogénica en los carcinomas de mama puede facilitar el desarrollo
de nuevos abordajes terapéuticos y la identificacion de factores predictivos de respuesta al
tratamiento. Existen resultados recientes que demuestran el papel de los microRNA, y mas
especificamente del cluster miR-17-92, en la modulacién de la angiogénesis tumoral. Sin
embargo, los datos sobre su expresion y su papel regulador de la angiogénesis en el cancer de
mama son escasos Yy en algunos casos contradictorios. La hipdtesis de partida de este estudio
es que los microRNA del clister miR-17-92, asi como otros angiomicroRNAs, pueden
desempenan un papel central en su regulacion, con efectos bdsicamente pro-angiogénicos a
través de la modificacidn de la expresion de THBS1, VEGFA y otros mediadores angiogénicos.
Esta regulacion angiogénica también puede ser relevante para la resistencia al tratamiento con
guimioterapia, y especificamente para la quimioterapia basada en taxanos, que es capaz de
modificar el fenotipo angiogénico del cancer de mama. La demostracién de la modulacién de
la respuesta angiogénica a la quimioterapia por estos microRNA y su posible modificacién de la
biologia de la neoplasia podria abrir nuevas vias para la identificacion de las pacientes que
puedan beneficiarse de los tratamientos antiangiogénicos y para el disefio racional de
esquemas combinados de tratamiento.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral fue evaluar el papel del cldster miR-17-92 y

otros angiomicroRNAs en la angiogénesis del cancer de mama, determinando su relevancia

funcional y sus modificaciones con el tratamiento antineoplasico neoadyuvante.

Los objetivos especificos de la tesis doctoral fueron:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Caracterizar clinica y anatomopatolégicamente la serie clinica objeto de estudio.

Caracterizar el estado basal de los marcadores moleculares relacionados con
angiogénesis y su asociacion con el prondstico y la respuesta al tratamiento.

Evaluar el efecto del tratamiento basado en antraciclinas y taxanos sobre los
mediadores angiogénicos en el nicho tumoral del cancer de mama.

Evaluar el efecto de la quimioterapia neoadyuvante sobre la angiogénesis y sus
principales biomarcadores en cancer de mama utilizando un modelo de enfermedad
localmente avanzada.

Estudiar in vitro la regulacion angiogénica por miRNAs utilizando lineas celulares
representativas de cancer de mama y endoteliales, asi como analizar los cambios en la
expresion de miR-17-92 y en el fenotipo angiogénico del tumor inducidos por la
guimioterapia neoadyuvante con taxanos, y estudiar su relacidon con la respuesta
tumoral y con el prondstico de la neoplasia.

Profundizar in vitro en el conocimiento de los mecanismos moleculares que
desencadena la sobreexpresion de miR-18a, un miembro representativo del cluster
miR-17-92, sobre la célula tumoral.

45



46



PACIENTES, MATERIAL Y
METODOS
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PACIENTES

Caracteristicas generales de las pacientes y esquema de tratamiento

Se reclutaron retrospectivamente en el Hospital General Universitario José Maria
Morales Meseguer un total de 121 pacientes consecutivas con carcinoma infiltrante de mama,
tratadas con quimioterapia preoperatoria con antraciclinas y taxanos secuenciales, de las que
se disponia de bloques de parafina con biopsia tumoral pre- y post-tratamiento.

Las caracteristicas clinicas al diagndstico y tras evaluacién anatomopatoldgica, asi
como el esquema de tratamiento se muestran en la seccion de Resultados. El estudio pre-
tratamiento incluyé mamografia y andlisis por imagen de resonancia magnética nuclear (RMN),
biopsia tumoral y aspiracion con aguja fina axilar o biopsia de ganglio centinela. Tras
quimioterapia neoadyuvante se evalud la respuesta clinica mediante RMN y se procedié con la
cirugia. Se administro terapia hormonal, radioterapia y trastuzumab (cuando estaba indicado)
de acuerdo a la préctica clinica comun. Se definio la respuesta completa patolégica (RCp) como
la ausencia de tumor invasivo, tanto en la mama como en la axila (ypTO/Tis, ypNO, MOQ). La
reduccion del estadio se definié como cualquier descenso de categoria pT, tomando como
referencia el cT. De todas las pacientes se obtuvo consentimiento informado. El estudio fue
aprobado previamente por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del H.G.U. Morales
Meseguer.
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MATERIAL Y METODOS

Andlisis in silico de mediadores angiogénicos y proliferativos dianas de miR-17-92 y otros
miRNA de interés

Para el estudio de potenciales mediadores angioproliferativos que fuesen susceptibles
de regulacién por miR-17-92, y para la busqueda de otros candidatos adicionales, se realizé un
estudio in silico utilizando el sumatorio de diversas herramientas predictivas de interaccidn
(disponibles online), incluido en el algoritmo de miRWalk 2.0 (que incluye el sumatorio de los
algoritmos predictivos de miRWalk, diana-microT 4.0, miRanda, RNA22, RNAhybrid vy
Targetscan), obteniéndose valores desde 0 (muy baja probabilidad de interaccién) a 6 (muy
alta probabilidad de interacciéon). Para la busqueda de los sitios concretos de interaccién se
utilizé FindTar3 [361-372].

Andlisis bioinformadtico de prediccion de funciones por asociacion

Se realiz6 utilizando grupos de genes seleccionados por estudios de correlacidn directa
o indirecta con los microRNA candidatos. Para ello se utilizé el software Genemania, que utiliza
datos publicos disponibles, que incluyen interacciones genéticas y proteicas, rutas, co-
expresion, co-localizacién y similitud de dominios proteicos [373].

Marcadores genéticos seleccionados

Durante el desarrollo de los proyectos de investigacion de los que se sustenta esta
tesis doctoral se seleccionaron y analizaron por RT-qPCR los marcadores genéticos que se
listan en la Tabla 9 utilizando sondas comerciales (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espaia).
La justificacion de su seleccidn se basé en su potencial como reguladores angiogénicos y/o
proliferativos, en base a la bibliografia existente, asi como en los resultados del andlisis in silico
(ver seccién de Resultados para mas detalle).

Tabla 9. Sondas qPCR utilizadas para el analisis de la expresidn génica.
Genes Proteina ID Thermo Fisher microRNAs Secuencia ID
codificantes codificada madura Thermo

Fisher

VEGFA Factor de crecimiento Hs00900055_m1 hsa-mir-17 hsa-miR-17-5p 002308
endotelio vascular A

THBS1 Trombospondina-1 Hs00962908_m1 hsa-mir-18a hsa-mir-18a-5p 002422

CcXcL12 Factor derivado de Hs00171022_m1 hsa-mir-19b-1 hsa-mir-19b-3p 000396
células estromales 1
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F3 Factor tisular Hs01076029_m1 hsa-mir-20a hsa-mir-20a-5p 000580
HIF1A Factor inducible por Hs00153153_m1 hsa-mir-92a hsa-mir-92a-3p 000431
hipoxia 1
PDGFA Factor de crecimiento Hs00964426_m1 hsa-mir-106b hsa-mir-106b-5p 000442
derivado de plaquetas
A
CTGF Factor de crecimiento Hs01026927_g1 hsa-mir-200c hsa-mir-200c-3p 002300
de tejido conectivo
CDH1 Cadherina-1 Hs01023894_m1 hsa-mir-141 hsa-mir-141-3p 000463
vim Vimentina Hs00185584_m1 hsa-mir-429 hsa-mir-429 001024
TGFBR3 Receptor del factor de Hs01114253_m1 hsa-mir-519¢ hsa-mir-519¢-3p 001163
crecimiento
transformante beta 3
BIRC5 Proteina contenedora Hs03043574_m1 hsa-mir-107 hsa-mir-107 000443
de repeticiones IAP
baculovirales
CCNB1 Ciclina B1 especifica de Hs00259126_m1 hsa-mir-9 hsa-mir-9-5p 000583
fase mitética G2
MKI67 Antigeno KI-67 Hs01032443_m1
MYBL2 Proteina relacionada Hs00942543_m1
con MYB B
TFPI Inhibidor de la ruta del Hs00196731_m1
factor tisular
ACTB Actina beta Hs01060665_g1

Extraccion de RNA a partir de muestras fijadas e incluidas en parafina (FFPE)

Se obtuvieron de dos a tres cortes de ocho micras a partir de los bloques de parafina

tras su desbastado y se etiquetaron y almacenaron en viales de 1,5 ml hasta extraccién

posterior. Para la extraccidn se realizaron dos lavados consecutivos afiadiendo 1 ml de xileno y

mezclando en vdrtex durante un minimo de 10 segundos o hasta aclaramiento completo de la

parafina, tras lo cual se centrifugd a 20.000g durante 2 minutos y a continuacién se descarto el

xileno, manteniendo el precipitado de tejido. A continuacién se realizaron dos lavados

consecutivos utilizando etanol absoluto, procediendo de igual forma que en los pasos de
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xileno. Tras descartar el etanol, las muestras se sometieron a desecacion en camara de
concentracién (CentriVap Concentrator, Labconco, Kansas, MO, USA) durante 10 minutos a
30°C. Cuando el procedimiento no pudo ser continuado tras este paso, las muestras fueron
almacenadas a -80°C.

Para las etapas posteriores se utilizé en todo momento los reactivos y componentes
incluidos en el kit miRNeasy FFPE (QIAGEN, Madrid, Espafia). A las muestras desecadas se le
afiadieron 240 ml de tampdn PKD y se mezclé en vortex durante 10 segundos, tras lo cual se
afiadieron 10 pl de proteinasa K y se mezclé utilizando la misma punta de micropipeta. Las
muestras a continuacion se incubaron en termobloque a 56°C durante 15 minutos en agitacién
a 300 rpm y a continuacion se incubaron de igual forma a 80°C durante otros 15 minutos. Tras
dejar enfriar las muestras a temperatura ambiente, se automatizd el resto del proceso de
extraccién en equipo QIACube (QIAGEN, Madrid, Espafia), incluyendo la digestion con DNAsa |
y la purificacién por columna, segun el protocolo proveido por el fabricante. El RNA obtenido
(20 ul) se cuantifico espectrofotométricamente en Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Madrid, Espafia) registrando su concentracién (ng/ul) y su calidad (ratios A260/A280 y
A260/A230) y se almacend a -80°C.

Extraccion de RNA a partir de lineas celulares

Lineas celulares utilizadas en los experimentos se lisaron utilizando como agente de
lisis compuestos de tiocianato de guanidinio y fenol (RNAzol®RT, Molecular Research Center,
Cincinnati, OH, USA). La relacion fue de 500 pl de RNAzol para pocillos de 24 y 1 ml para
pocillos de 6. Cuando la extraccién no fue posible inmediatamente después de la lisis, las
muestras se almacenaron a -30°C hasta la posterior extraccion. El RNA se extrajo utilizando
columnas compatibles con RNAzol segin recomendaciones del fabricante (Direct-zol™ RNA
MiniPrep Kit, Zymo Research, Irvine, CA, USA). El RNA obtenido (50 pl) se cuantificd
espectrofotométricamente en Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia)
registrando su concentracién (ng/ul) y su calidad (ratios A260/A280 y A260/A230) y se
almaceno a -80°C.

Lineas celulares

En la presente tesis doctoral se utilizaron las lineas celulares adherentes reflejadas en
la Tabla 10. En todos los casos se cultivaron de forma estandar en incubador (Forma Scientific
3164) con CO, a 37°C en medio de cultivo DMEM 1 g/l glucosa con 10% de suero bovino fetal,
1% glutamax, 1% piruvato, 1% de aminodacidos no esenciales, 1% de gentamicina y sin rojo
fenol (GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia). Para todos los experimentos se
utilizaron células con pase de laboratorio inferior a 40. El control de micoplasmas se realizd
mediante PCR utilizando el kit VenorGeM Mycoplasma Detection Kit (Minerva Biolabs, Berlin,
Alemania).

Tabla 10. Lineas celulares utilizadas
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Linea celular Origen Fenotipo

MCF7 ATCC, SAI RE+,PR+,Her2-
MDA-MB-231 W:\[e6AY.Y RE-,PR-, Her2-
EA.hy926 ATCC, SAI Endotelial (hibridoma)

Transfeccion celular

Para las transfecciones celulares se utilizaron dos estrategias en funcion del material
genético a introducir en las células:

1) Para sobreexpresién o silenciamiento de miRNAs se utilizaron miRNA mimics (Thermo
Fisher Scientific, Madrid, Espafia) o miRNA inhibitors (Exiqon, Vedbaek, Dinamarca)
respectivamente. Como agente transfectante se utilizé siPORT™ NeoFX™ Transfection
Agent (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafa). El protocolo para la transfeccion se
realizd siempre segliin recomendaciones del fabricante en placas de 6 y/o 24 pocillos por
triplicado. Todas las transfecciones se realizaron a concentraciones de 50 o 100 nM de
mimic o de inhibitor.

2) Paralaintroduccion de plasmidos de expresidén (mayores de 6 kilobases en todos los casos)
se utilizé Lipofectamine® LTX (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espana). El protocolo
especifico de transfeccidn para cada linea celular se realizé de igual forma siempre segun
recomendaciones del fabricante. Para la seleccidn de clones que hubiesen incorporado el
pldsmido se utilizaron agentes selectivos segun requiriese el gen de seleccién incorporado
en el plasmido (geneticina o higromicina). Todas las transfecciones con plasmidos se
realizaron a concentracion final de 500 nanogramos por pocillo.

En ambos casos el medio de cultivo utilizado fue DMEM 1 g/l glucosa con 10% de suero
bovino fetal, 1% glutamax, 1% piruvato, 1% de aminodcidos no esenciales, sin rojo fenol y sin
antibidticos (GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia). Para los experimentos en
presencia de estimulo estrogénico, se suplementd el medio de cultivo con 10 nM ¢ 17 -
estradiol (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaia) y se sustituyé el suero bovino fetal estandar por
suero bovino fetal bajo en hormonas (depurado con carbdn activo) (GIBCO, Thermo Fisher
Scientific, Madrid, Espaia).

Retrotranscripcion de RNA de células o tejido fresco

Para la obtencién del cDNA a partir del RNA extraido de células o tejido fresco se
utilizaron dos estrategias en funcion de si se queria obtener cDNA de miRNAs o de genes
codificantes:

1. Obtenciéon de cDNA a partir de miRNA: Se utilizé la estrategia del cebador
especifico contenido en los kits MicroRNA & Non-coding RNA Assays (Thermo
Fisher Scientific, Madrid, Espafa), retrotranscribiendo en bloques de cuatro
miRNAs por cada reaccién (tres dianas y el RNA nuclear pequefio snU6 como
control enddgeno de referencia). Como retrotranscriptasa se utilizdé MultiScribe™
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Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia). Las condiciones

de la reaccion se definieron segun instrucciones del fabricante.

2. Obtencion de cDNA a partir de mRNA: Se utilizé la estrategia de RT masiva

utilizando hexameros aleatorios (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia). Como

transcriptasa inversa se utilizé la enzima SuperScript® Ill Reverse Transcriptase

(Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia). Las condiciones de la reaccién vy

reactivos que se utilizaron se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones utilizadas para RT de hexameros y los reactivos y volimenes afadidos
por reaccidn. Todo el proceso se realizé en dos pasos, en termociclador MasterCycler Nexus
Gradient (Eppendorf Ibérica, Madrid, Espafia).

Pasos Condiciones
de RT

5 min/65°C
1 min/4°C
Infinito a 4°C

Primer
paso

Reactivos y volimenes

Frimer paso

dNTPs (10 mi)
Hexameros
RNA (30ng/uL)
Agua

1 min/25°C

SRR 50 min/50°C
paso 5 min/85°C
Infinito a 4°C

Sequndo paso

A% buffer
DTT

S5l
Agua

En todos los casos el cDNA obtenido se diluyd diez veces y se almacend a -80°C hasta

su posterior andlisis por PCR cuantitativa.

Retrotranscripcion de RNA obtenido a partir de tejido parafinado

1. Obtencion de cDNA a partir de miRNAs: Puesto que los microRNAs

aparentemente no sufren degradacion en el tejido fijado e incluido en

parafina, la estrategia para la obtencién de cDNA fue la misma que la utilizada

en tejido fresco y de células (ver apartado anterior).
2. Obtencién de cDNA a partir de mRNA: Puesto que el mRNA obtenido a partir
de tejido fijado e incluido en parafina aparece altamente degradado,

guedando fragmentos que no suelen superar las 150 bases y con frecuentes

modificaciones covalentes(entrecruzamientos), disefiamos unas condiciones

de termociclado alternativas a las de la RT de hexdmeros convencional
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(apartado anterior) para la eficiente retrotranscripcion de los mRNA: en el
primer paso de hexdmeros en lugar de 5’ a 65°C se dieron 20’ a 70°C. Este
proceso a 70°C/20' permite romper las modificaciones covalentes que se
forman en el RNA durante el proceso de fijacidon (fundamentalmente la adicion
de grupos monometilol a las bases nitrogenadas que perjudican el
alineamiento y entrecruzamientos), que limitan la capacidad de la RT para
rendir cDNA y a su vez se consigue que adopte una conformacién extendida
[374, 375]. Los 20 ul finales de la reacan de RT se almacenaron a -80°C. Los
reactivos y cantidades de RNA no fueron modificadas respecto al apartado
anterior. En este caso no se diluyé nunca el producto de la RT.

Preamplificacion de cDNA de genes codificantes en muestras parafinadas

El RNA mensajero parafinado ademds de aparecer altamente fragmentado, presenta
una elevada degradacion que hace que no puedan ser detectados la gran mayoria de los genes
codificantes, de manera que disefiamos un sistema de preamplificacién previa a la
cuantificacion por gPCR. Se utilizaron las sondas Tagman convencionales de la PCR
cuantitativa. La concentracidn inicial de las sondas Tagman comerciales individuales es de 20X.
Para la preamplificacidn se construyé un pool (o mezcla), quedando cada una de ellas diluida a
una concentracidn de 02X en agua DEPC. La concentracidn final en la reacciéon de
preamplificacién quedd fijada en 0’05X. De esta forma se consiguio analizar la gran mayoria de
los genes objetivo de nuestro proyecto. La reaccidn consiste en veinte ciclos de preamplificado
con las condiciones que se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Condiciones de preamplificado utilizadas y los reactivos y volimenes afiadidos por
reaccion. Todo el proceso se realizé en termociclador MasterCycler Nexus Gradient (Eppendorf
Ibérica, Madrid, Espafia).

Condiciones de

preamplificado Reactivos y volimenes

Pre-Amplificacion
30 seg/95°C PCR
20 ciclos Tagman Probe
15 95°C
4 r;?r:g//eof’c Méster mix Takara 2,50
Pool Sondas (0'2X) 125
Al terminar cDNA 125
Infinito a 4°C Agua 0,00

Al finalizar la reaccidn se diluy6 al menos 6 veces el producto de la preamplificacion.

Cuantificacion relativa de la expresion génica mediante PCR cuantitativa

Para el andlisis de la expresidén génica se realizdé PCR cuantitativa en equipo LightCycler
480 (Roche Farma, Madrid, Espafa) en placa de 384 pocillos. Como mezcla de reaccion se
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utilizaron 2,5 pl de Premix Ex Taqg (Clontech, Takara, Kusatsu, Japdn), 0,25 ul de sonda
comercial (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia) y 0,25 pl de ddH,0 libre de RNAsas (Tabla
13). Como genes de control endégeno se utilizaron actina beta (ACTB) en el caso de genes
codificantes, asi como snU6 para microRNAs. Las reacciones se realizaron por triplicado y tras
la amplificacién a tiempo real se tomaron los valores Ct de cada marcador, teniendo en cuenta
como criterio de calidad las desviaciones estandar de los triplicados menores de 0'3. Para el
célculo del valor de expresidn relativa se utilizo la técnica del 2 [376].

Tabla 13. Condiciones utilizadas en la PCR cuantitativa, reactivos y volimenes afiadidos por
reaccion. Todo el proceso se realizd en LightCycler 480 (Roche Farma, Madrid, Espafia).

Condiciones de

4PCR Reactivos y volimenes

(0]
3(2133565’5(: PCR cuantitativa
—o Taqmal‘l
23OS:egg//9650(§:C Master mix Takara 2,50
Sonda tagman -
Al terminar aBLa S
30 seg/4°C — ===

Técnicas electroforéticas y cuantificacion de la expresion proteica por Western-blot

En todos los casos las electroforesis se realizaron en geles de SDS en condiciones
reducidas (con ditiotreitol) e incubacion de las muestras a 100°C en tampdn de carga durante
5 minutos. Las concentraciones de acrilamida fueron entre el 10 y el 15% en funcién del
tamafio de la proteina a cuantificar. Los ensayos se realizaron utilizando material de
electroforesis y fuentes de alimentacién de Bio-Rad Laboratories (Madrid, Espaia). Los lisados
celulares se realizaron en tampdén RIPA suplementado con 1% de inhibidor de proteasas y 1%
de inhibidor de fosfatasas.

Las electroforesis se realizaron a 150V durante una hora, tras lo cual se realizd
transferencia semi-seca de gel a membrana de PVDF en equipo TE 77 PWR (Amersham, GE
Healthcare, Madrid, Espafia) durante una hora a 56 mA. Tras la transferencia, las membranas
se bloquearon en PBST con leche al 5% durante media hora y a continuacion el anticuerpo
primario se afiadié a la concentracién especificada por el fabricante en PBS-Tween 1X con
leche en polvo al 5% (P/V) y se incubd durante toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se realizaron tres lavados de la membrana de diez minutos cada uno en
PBST y se afiadio el anticuerpo secundario a la concentracion especificada por el fabricante en
PBST con leche al 5%. Previo al revelado, se realizaron tres lavados de la membrana de diez
minutos cada uno en PBST y se reveld utilizando como reactivo de deteccion ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Madrid, Espafia) en equipo de revelado
ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare, Madrid, Espafia). Como proteina de control endégena
para la normalizacion se utilizd actina beta. En la Tabla 14 se reflejan todas las caracteristicas
de los tampones, anticuerpos y reactivos utilizados durante el proceso.
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Tabla 14. Tampones, reactivos y anticuerpos utilizados para western-blot. Los anticuerpos se
diluyeron siempre en PBS-Tween 1x suplementado con un 5% de leche.

Producto/Anticuerpo  Descripcion Casa comercial  Referencia
Tampon de electroforesis (3g trizma, 14,4¢g glicina, 1g SDS) / litro N/D N/D
Tampon de transferencia 3g trizma, 14,4g glicina, 100m| metanol, N/D N/D
900ml agua
Tampdn de extraccion (2,9g NaCl, 3,7g glicina)/500 ml agua; N/D N/D
(stripping buffer) pH=2,8
Acrilamida/Bisacrilamida ProtoGel 40% National diagnostics EC-891
Tampon de bloqueo PBS-Tween 1x + 5% leche en polvo N/D N/D
Tampon de carga N/D N/D
Membrana de PVDF Amersham Hybond PVDF 0,45 um GE Healthcare 10600023
Papel de filtro Whatman qualitative filter paper GE Healthcare 1003-917
Medio de activacion Metanol 1 minuto sobre PVDF Merck 1.06009.1000
Ditiotreitol DL-Dithiothreitol Sigma-Aldrich D5545-5G
Anti ER alfa Monoclonal de conejo; 1/500 Abcam ab32063
Anti SDF1 Policlonal de cabra; 0,2 pug/ml Abcam ab10395
Anti-F3 Monoclonal de ratén; 1:500 Abcam ab17375
Anti-THBS1 Monoclonal de ratén; 1/500 Abcam ab1823
Anti-PDGF Policlonal de conejo; 0,2 pg/ml Abcam ab9704
Anti-HIF1A Monoclonal de ratén; 1/2000 Abcam ab16066
Anti-MYBL2 Policlonal de conejo; 1/2500 Abcam ab12296
Anti-VEGFA Policlonal de conejo; 1 pg/ml Abcam ab46154
Anti actina beta Monoclonal de ratén; 1:5000 Sigma-Aldrich A5441-2ML
Secundario anti conejo Anti-Rabbit ECL; 1:5000 GE Healthcare NA9340V
Secundario anti cabra Anti Goat/Sheep; 1:5000 Sigma-Aldrich A-9452
Secundario anti raton Anti-Mouse ECL; 1:5000 GE Healthcare NA931V

Andlisis de la proliferacién celular mediante métodos colorimétricos (XTT)

Dos dias previos al dia de inicio del ensayo se sembraron 5000 células por pocillo en un
volumen final de 100 ul de medio de cultivo, asi como dos blancos conteniendo 100 pl de
medio de cultivo sin células. Un dia previo al inicio del ensayo se transfectaron las células con
miRNA mimics o inhibidores, asi como los controles adecuados. La proliferacién celular se
evalud utilizando el kit XTT Cell Proliferation Kit Il (Roche Life Science, Madrid, Espafa) en
placas de 96 pocillos, cada condicidn por octuplicado.

Previo al ensayo los reactivos de XTT y el acoplador de electrones se agitaron e
incubaron a 37°C hasta equilibrar la temperatura. La mezcla de ambos reactivos se realizd en
funcién del nimero de pocillos siguiendo una relacién de 5 ml de XTT y 0,1 ml de acoplador de
electrones por cada 96 pocillos. Los reactivos una vez mezclados se volvieron a agitar
vigorosamente y se dispensaron con pipeta multicanal a razén de 50 pul por pocillo. La placa se
incubo a 37°C; 5%C0O, durante 4 horas tras lo cual se realizaron lecturas de absorbancia a 450
nm en lector de placas Synergy HT (Biotek, Winooski, VT, USA), previa agitacion durante 30
segundos. Se tomaron medidas en los tiempos: 0, 24, 48 y 72 horas. Las condiciones utilizadas
en cada caso se muestran en la seccién de Resultados.

Estudios de apoptosis por fluorimetria

El estatus apoptdtico celular en presencia de miRNA mimics, inhibidores y controles se
ensayo utilizando el kit Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega Biotech Ibérica,
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Madrid, Espafia). Previamente al inicio del ensayo se sembraron en placas de cultivo aptas
para fluorimetria 5000 células por pocillo en un volumen final de 100 ul de medio de cultivo,
asi como dos blancos conteniendo 100 ul de medio de cultivo sin células. Al dia siguiente se
transfectaron las células con miRNA mimics o inhibidores, asi como los controles adecuados y
se dejaron crecer hasta 48 horas. Cada condiciéon se ensayd por cuadruplicado. Ademas se
estudio el efecto en presencia de 1 y 10 nM de docetaxel (Actavis, Dublin, Irlanda). Se agitaron
y mezclaron el reactivo sustrato de caspasas y el tampdn apo-ONE. Se afiadieron 100 pl de la
mezcla por pocillo, se agité a 300 rpm durante 30 segundos y se incubd durante 30 minutos en
oscuridad. La lectura de fluorescencia se realizé con longitud de onda de excitacién a 485 nmy
de emisién de 530 nm.

Evaluacion in vitro del potencial angiogénico

Para el analisis in vitro del efecto que las células tumorales ejercen sobre la capacidad
de formacion de redes vasculares de células modelo endoteliales, se transfectaron MCF7 y
MDA-MB-231 con miRNA mimics o inhibidores y sus respectivos controles. Al dia siguiente de
la transfeccidn, éstas se lavaron dos veces con PBS y se afiadio DMEM 1 g/| glucosa sin suero
bovino fetal, 1% glutamax, 1% piruvato, 1% de aminoacidos no esenciales, 1% de gentamicina
y sin rojo fenol (GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafa). Se incubaron durante 24
horas y el medio de cultivo condicionado se recogid, se centrifugd a 10.000g por 10 minutos y
se concentré 10 veces con columnas de 10 MWCO (GE Healthcare, Madrid, Espaia), tras lo
cual se almacend a -30°C hasta la realizacién del ensayo de angiogénesis.

El dia de inicio del ensayo, se afiadieron 9 ul de Matrigel™ Basement Membrane
Matrix (BD Biosciences, Madrid, Espafia) directamente sobre la superficie de pocillos de placa
de 96 (cada condicion se ensayé por octuplicado) y se incubaron a 37°C, 5% CO, durante una
hora. Se sembraron entonces 15.000 células EA.hy926 (en fase de crecimiento exponencial)
por pocillo en un volumen total de 200 ul de medio de cultivo condicionado por las células
tumorales. Se agitaron y se incubaron entonces por 18 horas, tras lo cual se tomé una
fotografia de las redes de cada pocillo y se analizé posteriormente la longitud total de las redes
vasculares utilizando el médulo para Imagel Angiogenesis analyzer [377, 378] (Figura 2).
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Figura 2. La evaluacién de la longitud total de los vasos formados por células EA.hy926
(modelo endotelial) creciendo en medio condicionado se evalué utilizando el programa
Imagel. De cada pocillo se tomé una imagen y se analizé con el médulo Angiogenesis Analyzer.
Posteriormente los datos se registraron en una base de datos de IBM SPSS 21.0 y se analizaron
mediante test no paramétricos. A: imagen modelo de formacion de redes vasculares in vitro. B:
Resultado visual del andlisis de la longitud total de la red vascular (naranja).

Inmunohistoquimica y digitalizacion de imdgenes

Para la realizacion de IHQ de parafina de cultivos celulares, a partir de células crecidas
en placas de 6 pocillos y tratadas con miRNA mimics o inhibidores por triplicado se despegaron
utilizando tripsina, se centrifugaron a 200g durante 5 minutos y se fijaron durante 24 horas en
formaldehido al 37% estabilizado con 15% de metanol. Tras el proceso de fijacidn, las células
aglutinadas se incluyeron en parafina y se cortaron en micrétomo de anatomia patoldgica. Las
células se tifieron posteriormente en autotefiidor AutostainerLink 48 con el anticuerpo anti
receptor de estrégenos Flex REa clone EP1 utilizado en la practica clinica habitual de nuestro
Servicio (Dako, Barcelona, Espafia).

Patologia y evaluacion vascular

La evaluacién vascular se realizd en secciones completas de 4 um obtenidas de los
bloques tumorales incluidos en parafina, tras desbastar y desechar las primeras secciones,
tanto de biopsia prequimioterapia (aspirado con aguja) como de biopsia postquimioterapia
(blogue quirdrgico). En los casos en los que se obtuvo RCp, las secciones se obtuvieron a partir
del lecho tumoral, previamente marcado por un anatomopatdlogo especializado en cancer de
mama.

Para la tincién inmunohistoquimica (IHQ) de los capilares presentes en las secciones se
utilizé un anticuerpo anti-CD34 (Clone QBEnd-10; #M7165; DAKO, Glostrup, Dinamarca). La
IHQ se realizd en un autotefiidor (Autostainer Link 48, DAKO, Carpinteria, CA, USA), segun
recomendaciones del fabricante. Para minimizar la variabilidad analitica se realizaron en
paralelo las tinciones para pre- y postquimioterapia de cada paciente. Para el sistema de
anticuerpo secundario y revelado se utilizaron los estdndares de DAKO Envision.
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Cada porta tenido se digitalizo utilizando un sistema de escaner automatico de portas
(Leica SCN40OOF) disponible en el Servicio de Andlisis de Imagen del Servicio de Apoyo a la
Investigacion (SAl) de la Universidad de Murcia. Los datos se almacenaron codificados en los
servidores en red del SAl hasta su analisis posterior. Por cada seccidn se obtuvieron entre tres
y cinco fotografias digitales (para un &rea total de 2,40-4,00 mm?®) por dos observadores
independientes. Aquellas secciones tefidas inadecuadamente o con menos de tres campos
evaluables se excluyeron del estudio. En colaboracidn con la Dra. Fara Sdez Belmonte (SAl-
Universidad de Murcia) se implementd un método automatizado de analisis de imagen para
determinar la densidad microvascular (MVD, normalizada a 0,20 mm? por campo) y el tamafio
promedio de vasos (MVS, drea de vaso por vaso, en um?) utilizando el sistema de macros del
programa ImageJ (NIH) [378] (Figura 3) y Anexo Il

Figura 3. Flujo esquematico de trabajo para la evaluacién vascular.
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Se evalud a su vez la presencia de proliferaciones microvasculares glomeruloides
(GMP), segun la definicion de Akslen y colaboradores [206] en secciones completas. Los casos
fueron considerados como GMP+ si se observaba al menos una estructura GMP. Al no existir
criterios estandarizados disponibles para la evaluacion de los cambios vasculares, la respuesta
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angiogénica se definié arbitrariamente como cualquier descenso en la MVD basal tras
quimioterapia neoadyuvante.

Ensayos de migracion celular

Los ensayos de migracidn celular se realizaron utilizando células MDA-MB-231 (con
capacidad de movimiento) transfectadas con miRNA mimics o inhibidores y sus respectivos
controles. Se sembraron 5*10* células por pocillo en placas de 96 (por cuadruplicado) para
conseguir confluencia maxima. Al dia siguiente se practicé un trazado o herida sobre el césped
celular utilizando una punta de 10 pl estéril y se adquirieron las imagenes de ésta a tiempo
cero en microscopio con contraste de fases Leica AF6000. Transcurridas ocho horas se
adquirieron imagenes en el mismo punto para la determinacién del area invadida por las
células. La cuantificacion del area invadida se determind utilizando Imagel) (NIH) [378]. El
calculo del drea invadida o porcentaje de confluencia se realizd de acuerdo a la Figura 4.

Figura 4. Para el anadlisis de migracidn celular se practica un trazado o herida sobre un césped
confluente de células adherentes con capacidad migratoria y se toma una imagen (definida
como imagen a tiempo 0). Pasado un tiempo determinado que depende de factores como la
linea celular y las condiciones experimentales, se toma una nueva imagen (definida como
imagen a tiempo X). El % de confluencia (o area de la herida invadida) se calcula por la férmula
% confluencia = ((A — B) / A) * 100 %. Para la normalizacién de los datos se tomd como
referencia el valor migrado por el control experimental.

II

Herida a tiempo inicial (t0) Herida a tiempo X (tx)

(A-B)*100%
A

% de confluencia =
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Ensayos de invasion celular

Los ensayos de invasividad se realizaron utilizando células MDA-MB-231 transfectadas
con miRNA mimics o inhibidores y sus respectivos controles. Para el ensayo se utilizaron placas
de invasion celular de 24 pocillos con insertos cubiertos por Matrigel en su base (BD BioCoat
Matrigel Invasion Chamber) y con un tamafio de poro de ocho micrémetros. Se sembraron
2,5*10° células por pocillo (por triplicado) en medio DMEM sin suero bovino fetal en la capa
superior del inserto de invasion. Como quimioatrayente se utiliz6é DMEM con suero bovino
fetal en la parte inferior de los insertos. Pasadas 24 horas se retiraron las células de la capa
superior que no habian migrado, y las células de la capa inferior se fijaron, tifieron con cristal
violeta y se contaron utilizando microscopio dptico con contraste de fases Leica AF6000.

Construccion de serie clinica de validacion

Para la validacion parcial de los resultados obtenidos en nuestra serie, se construyo
una serie clinica de adyuvancia con RNA obtenido a partir de muestras de tejido fresco con
cancer de mama criopreservado, amablemente cedida para su analisis por el Dr. Pablo Conesa
Zamora del Hospital General Universitario Santa Lucia de Cartagena. El RNA fue extraido
utilizando el kit RNeasy FFPE (QIAGEN, Madrid, Espafia) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las caracteristicas de la Serie se muestran en el Anexo IV.

Construccion de bases de datos externas

Para la construccion de las bases de datos de validacion de resultados se utilizaron las
bases de datos de cancer de mama: GSE19536, GSE22219, GSE25066 depositadas en GEO
[379-383], asi como la base de datos del TCGA [52] (Tabla 15). Los datos brutos recopilados se
utilizaron para construir series de datos clinico-bioldgicos en IBM SPSS Statistics 21 (IBM,
Armonk, NY, USA) y se analizaron de forma andloga y en paralelo a nuestra serie del Hospital
Morales Meseguer.

Tabla 15. Resumen de las series clinicas de cdncer de mama utilizadas a lo largo de la tesis
doctoral para el contraste de hipdtesis.

Serie ID Numero de casos*  Tipo de serie  Referencias

Oslo GSE19536 116 Adyuvancia [380]
Oxford GSE22219 216 Adyuvancia [381]
Woburn GSE25066 508 Neoadyuvancia  [382, 383]

TCGA TCGA 1098 Adyuvancia [52]

*Casos totales, incluyendo tumor primario, metdéstasis y tejido sano.

Andlisis de la expresion génica por microarray de tejidos

Para profundizar en mecanismos gendmicos que desencadenan la sobre-expresion o el
silenciamiento de microRNAs, se realizaron microarrays de expresién génica (3 por grupo) a
partir de RNA de células cultivadas durante 48 horas y previamente transfectadas (200.000 por
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pocillo) con 100 nM demiR-18a mimic, LNA antimiR-18a y dos controles de transfeccion (para
mimic y para LNA) utilizando Human Gene 2.1 ST Array Strips (902114) (Affymetrix, Santa
Clara, Estados Unidos) en la plataforma de Affymetrix del Servicio de Apoyo a la Investigacion
de la Universidad de Murcia. Los resultados se analizaron con los paquetes de software
Transcriptome Analysis Console (Affymetrix, Santa Clara, Estados Unidos) y con Partek
Genomics Suite (Partek, St. Louis, Estados Unidos).

Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando IBM SPSS Statistics 21 (IBM, Armonk, NY,
USA). Para todo tamafio muestral menor a treinta se utilizaron test no paramétricos. Para
tamafios muestrales mayores o iguales a treinta se aplicaron test paramétricos siempre que se
cumpliesen criterios de normalidad y homocedasticidad, en caso contrario, se aplicaron test no
paramétricos. Para la comprobacién de la heterogeneidad de dos muestras nominales se
utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Para la comprobacién de la heterogeneidad de tres o
mas muestras nominales se utilizo la prueba H de Kruskal-Wallis. La comparacion de
proporciones se realizd utilizando la prueba Chi cuadrado. El grado de correlacidon entre
variables continuas se analizé con el coeficiente de correlacidon de Spearman.

Los cambios en los pardmetros vasculares y en la expresion de los biomarcadores se
evaluaron entre los dos puntos temporales utilizando la prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon. Para las comparaciones multiples se ajustd el valor p mediante el procedimiento de
Holm-Bonferroni [384]. El analisis de asociacién con respuesta se realizdé mediante regresion
logistica binaria. La supervivencia global (SG), supervivencia libre de enfermedad (SLE) y
supervivencia libre de recaida a distancia (SLRD) se analizaron mediante el método de Kaplan-
Meier. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante el test de log-rango. Para el
analisis multivariante de supervivencia, se construyeron modelos de regresién de Cox, en las
gue todas las variables fueron introducidas directamente, selecciondndose las significativas. En
todos los casos el contraste estadistico fue bilateral. El nivel de significacidn estadistica para la
verificacion de las hipdtesis se definié como p valor de 0,05.
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CAPITULO I: CARACTERIZACION CLINICA Y ANATOMOPATOLOGICA DE LA SERIE CLINICA
OBJETO DE ESTUDIO

1.1 Andlisis descriptivo de las caracteristicas tumorales

Se incluyeron 121 mujeres diagnosticadas con cancer de mama entre 2001 y 2008 (la
mayoria entre 2004 y 2008), en estadios lI-lll. Todas ellas fueron sometidas a tratamiento con
quimioterapia preoperatoria. Las caracteristicas clinicas y anatomopatoldgicas se muestran en
la Tabla 16. Las pacientes tenian una mediana de edad de 56 afios (rango 21-79). EI 50% eran
premenopausicas al diagndstico. Un 54,5% de las pacientes se incluyeron en el programa de
tratamiento neoadyuvante por presentar al diagndstico cancer de mama operable no
susceptible de cirugia conservadora; el resto, por corresponder a tumores localmente
avanzados. Los estadios clinicos de la serie fueron: IIA: 15,7%; 1I1B: 28%,; IlIA: 33%; IIIB 6,6%; IIIC:
16,5%. El tumor presentd un tamafio mayor de 5 cm en el 47% de los casos. El 93% presentd
tumores con tipo histoldgico ductal. Un 49,6% de los casos presentaron grado histolégico 3. La
afectacidn linfovascular al diagnéstico se presentd en un 17,4% de las pacientes. Las muestras
de tejido tumoral FFPE (fijadas e incluidas en parafina) se obtuvieron del archivo del Servicio
de Anatomia Patoldgica del Hospital Morales Meseguer.

Tabla 16. Caracteristicas clinico-patoldgicas al diagndstico

Variable Nimero %

N 121 100%
Edad (mediana; min-max) 56,4 (21-79)
Antecedentes familiares cancer mama

No 97 80,2

Si 23 19,0

Desconocido 1 ,8
Status menopdausico

Postmenopausia 60 49,6

Premenopausia 61 50,4
Motivo de neoadyuvancia

Cancer de mama operable 66 54,5

Cancer de mama localmente avanzado 55 45,5
Motivo de consulta

Cribado 23 19,0

Sintomas 98 81,0
Estadio clinico

A 19 15,7

1B 34 28,1

A 40 33,1

B 8 6,6

Hnic 20 16,5
Estadio clinico tumor primario

T1-2 52 43,0

13-4 69 57,0
Estadio clinico ganglionar

NO-1 75 62,0
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N2-3 46 38,0
Tipo histolégico
Ductal 113 93,4
Lobulillar 5 4,1
Otros 3 2,5
Grado histolégico
Gl-lI 46 38,0
Glll 61 54,4
No disponible 14 11,6
Afectacidn linfovascular
No 90 74,4
Si 22 18,2
No disponible 9 7,4
Carcinoma in situ en BAG diagndstica
Ausente 50 45,5
Presente 60 54,5
No disponible 11 9,1
Receptores hormonales
Negativo 39 32,2
Positivo 80 66,1
No disponible 2 1,7
Sobreexpresion Her2
Negativo 87 71,9
Positivo 29 24,0
No disponible 5 4,1
Triple negativo
No 90 74,4
Si 26 21,5
No disponible 5 4,1
Subtipos IHQ prequimioterapia
HR+ 61 50,4
HR+ HER2+ 16 13,2
HER2NEU+ 13 10,7
Triple Negativo 26 21,5
No disponible 5 4,1
Estudio axilar al diagndstico
Axila clinicamente palpable 62 51,0
Axila ecograficamente positiva 81 67,5
Axila ecograficamente dudosa 5 4,2
PAAF positiva 67 72,8
BSGC realizada 28 23,1
Positividad BSGC 9 7,4

El estudio IHQ objetivd un 32% de negatividad para receptor de estrégenos (RE-),
progesterona (PR-) o ambos (RE-RP-) y se observd sobreexpresion de Her2 (Her2+) en el 24%
de los tumores. En total, un 50,4% de las pacientes presentaron tumores con expresion
positiva de receptores hormonales, un 13,2% de los casos Her2+. Un 10,7% de los casos fueron
RE-RP-Her2+ y un 21,5% fueron triple negativo (RE-RP-Her2-). Un 4% de los casos no fueron
clasificables por insuficiencia de datos.
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Las metastasis ganglionares se confirmaron citolégicamente al diagndstico en un 55%
de las pacientes. En la mayor parte de los casos restantes se realizd biopsia selectiva de ganglio
centinela como parte del estudio de extensidon tumoral (23% de las pacientes), siendo positiva
la prueba en el 32% de los casos analizados (un 7,4% del total de la serie). La causa del bajo
numero de casos positivos en la técnica utilizada se atribuyd al estudio radio- y citoldgico
detallado en la axila, realizado habitualmente en nuestro Servicio.

El esquema de tratamiento quimioterapico administrado y la cirugia realizada se
resumen en la Tabla 17. Un 80,2% de las pacientes recibieron quimioterapia preoperatoria con
el esquema de tratamiento ACx4 (antraciclinas) seguido de DOCx4 (docetaxel). En un 8,3% de
los casos se administré Paclitaxel semanal tras antraciclinas. Un 1,7% fueron tratadas sin
antraciclinas y el 3,3% recibieron esquemas sin taxanos. Un 4% (5 pacientes) recibieron
trastuzumab adyuvante. Ocho de las pacientes con sobreexpresion de Her2 al diagndstico no
recibieron trastuzumab debido a que el diagndstico fue anterior a la aprobacidn del farmaco.

El tipo de cirugia tras quimioterapia fue conservadora en el 41,3% de los casos, con
ampliacion de margenes en un 2,5% de estos y necesitandose en un 4% de las mismas
mastectomia de rescate tras cirugia conservadora inicial. Se realizé linfadenectomia en el 86%
de los casos, siendo el numero de ganglios linfaticos obtenidos de al menos diez en un 97,5%
de las pacientes (Tabla 17).

Tabla 17. Datos de tratamiento.

Variable Numero %
N 121 100%
Esquema de tratamiento
ACx4 — Docetaxelx4 97 80,2
Antraciclinas y Paclitaxel semanal 10 8,3
Esquemas sin antraciclinas 2 1,7
Esquemas con antraciclinas sin taxanos 4 3,3
Esquemas antraciclinas y taxanos concomitantes 8 6,6
Quimioterapia adyuvante
No 107 88,4
Si 14 11,6
Tratamiento con trastuzumab
No 99 81,8
Neoadyuvante y adyuvante 17 14,0
Sélo adyuvante 5 4,1
Cirugia
Mastectomia 62 51,7
Cirugia conservadora 50 41,3
Cirugia conservadora y mastectomia de rescate 5 4,1
Cirugia conservadora y ampliacion de margenes 3 2,5
No disponible 1 ,8
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Linfadenectomia
<5 ganglios resecados
6-9 ganglios resecados
10-15 ganglios resecados

16-20 ganglios resecados
21-25 ganglios resecados
>25 ganglios resecados
No disponible

La respuesta completas patoldgica (RCp, definida como ypTO/ypTis ypNO) se alcanzé en
un 17,4% de los casos. En un 20,8% de las pacientes se alcanzd RCp a nivel de tumor primario y
en un 26,4% se obtuvieron RCp axilares. La distribucidn de estadios patoldgicos post-QT fue de
un 17,4% estadio 0, 9,9% estadio IA, 24% estadio IlA, 16,5% estadio 1IB, 22,3% estadio llIA,
2,5% IIIB y 5,8% estadio IlIC. Por estudio IHQ del tumor residual se encontraron un 52,1% con
RH+ Her2-, un 5% RH+ Her2+, un 2,5% RH- Her2+ y un 13,2% triple negativo. Un 6,6% de las

pacientes no fueron clasificables (Tabla 18).

86,0

1,7
23,1
24,0
15,7
20,7
1,7

Tabla 18. Datos anatomopatoldgicos del tumor residual.

Variable

N
Estadio patologico

A
11]:]
Hic
No disponible
Respuesta completa patolégica
RCp global (ypT0/Tis ypNO)
RCp tumor primario (ypT0/Tis)
RCp ganglionar (ypNO)
Estadio patoldgico tumor primario
ypTO
ypTis
ypTmic
ypTla
ypT1lb
ypTlc
ypT2
ypT3
ypT4a
ypT4b
ypTac
ypTad

ypTx
No disponible
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Numero

121

20
12
0

%
100 %

17,4
9,9
0
24,0
16,5
22,3
2,5
5,8
1,7

17,4
20,7
26,4

14,0
6,6
3,3
4,1
5,0
9,1

34,7

16,5




Estadio patoldgico ganglionar

pNOi-

pNOi+

pN1mic

pN1la

pN1b

pN1lc

[\ PE]

pN2b

pN3a

pN3b

pN3c

No realizada linfadenectomia
Grado histolégico

G1

(e

(ck]

No disponible
Multicentricidad en tumor residual

Ausente

Presente

No disponible
Afectacion linfovascular

No

si

No disponible
Multifocalidad en tumor residual

Ausente

Presente

No disponible
Carcinoma in situ en tumor residual

Ausente

Presente

No disponible
Receptores hormonales

Negativo

Positivo

No disponible (RCp y No disponible)
Sobreexpresion HER2ZNEU

Negativo

Positivo

No disponible (RCp y No disponible)
Triple negativo

No

Si

No disponible (RCp y No disponible)
Subtipos IHQ en el grupo sin RCp

HR+HER2-

HR+HER2+

HR-HER2+

Triple negativo
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18
40
31
32

86
11
24

74
43

66
32
23

32
85

21
70
30
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34

72

16
33

37,2

5,0
18,2

,8
19,0

5,8
0,0
0,0
13,2

15,5
34,5
26,7
26,4

71,1
8),dl
19,8

61,2
35,5
3,3

54,5
26,4
19,0

26,4
70,2
3,3

17,4
57,9
24,8

65,3
6,6
28,1

59,5
14,3
27,3

52,1
3,3
4,1

13,2




No disponibles 7 5,8

1.2 Valor predictivo de respuesta segun las caracteristicas tumorales

El subtipo tumoral se asocié al estadio patolégico 0 (p<0,001) y a la RCp en tumor
primario (p<0,001), pero no a la RCp axilar (p=0,4) (Tabla 19). En el analisis univariante de las
caracteristicas clinico-patoldgicas en relacion con RCp se observd que eran variables
predictoras de RCp la expresion de receptores hormonales, el grado histoldgico tumoral, la
sobreexpresion de Her2 y los subtipos IHQ (Tabla 20). En el andlisis multivariante para la RCp
se incluyéd el fenotipo tumoral y el grado histolégico, manteniéndose Unicamente el fenotipo
tumoral como variable predictiva de RCp (Tabla 21).

Tabla 19. Asociacion entre respuesta patoldgica y fenotipo tumoral.
Variable RCp ypTO/ypTis ypNO
Todas las pacientes 121 (100%) 21 (17,4%) 25 (20,8%) 32 (26,4%)

HR+ HER2- 61 (50,4%) 2(3,3%) 3 (4,9%) 12 (19,7%)
HR+ HER2+ 16 (13,2%) 3 (18,8%) 3 (18,8%) 4 (25,0%)
HR- Her2+ 13 (10,7%) 8 (61,5%) 8 (61,5%) 6 (46,2%)
Triple negativo 26 (21,5%) 7 (26,9%) 7 (26,9%) 10 (38,5%)

Tabla 20. Andlisis univariante: caracteristicas clinicas/anatomopatoldgicas y RCp.
Variable independiente 1C95%

Estatus menopdusico: premenopausia 1,87 ,71-4,91
Edad:>40 aios ,75 ,22 -2,57 ,65
Estadio clinico: HIA-IIIC 1,30 ,49 -3,41 ,59
Estadio clinico tumor primario: T3-4 1,66 ,61-4,48 ,31
Estadio clinico ganglionar: N2-3 1,59 ,61-4,11 ,33
Tipo histologico 1,03 ,29 - 3,67 ,96
Grado histoldgico: Grado Il 6,14 1,68 - 22,40 ,006
Afectacion linfovascular ,18 ,02-1,49 ,11
HR positivos ,13 ,04 - ,37 ,0001
HER2 positivo 5,22 1,88 -14,49 ,001
Fenotipo tumoral 2,08 1,38-3,14 ,0004

Tabla 21. Andlisis multivariante: caracteristicas clinicas/anatomopatoldgicas y RCp.
Variable independiente OR 1C95%

Grado histolégico 3,49 ,88—13,81 ,075
Fenotipo tumoral 1,87 1,19-2,93 ,006
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Supervivencia global

13

Valor prondstico de las caracteristicas tumorales

La mediana de seguimiento de las pacientes fue de sesenta meses. No se alcanzé la

mediana de seguimiento para supervivencia global (SG), supervivencia libre de enfermedad

(SLE) ni para la supervivencia libre de recaida a distancia (SLRD) (Figura 5). En el momento de

la ultima actualizacion, han fallecido 22 pacientes (18%): 19 de ellas a causa de la enfermedad,

una por toxicidad durante el tratamiento (fiebre neutropénica), una por insuficiencia cardiaca

tardia y otra debido a un carcinosarcoma uterino que se desarrollé a lo largo del seguimiento

de su cancer de mama. Se observaron un 23,1% de recaidas, siendo un 13,3% a distancia, un

5,8% locales y a distancia concomitantemente y un 3,3% locales. La localizacién mas frecuente
de recaida fue dsea (9,2%), pulmonar (7,5%) y ganglionar (6,7%) (Tablas 22 y 23). La Figura 5

muestra las curvas de supervivencia para el grupo completo.

Figura 5. Gréficas de supervivencia general de la serie. No se alcanzd la mediana de
seguimiento en ningun caso.

Supervivencialibre de enfermedad

Meses

Tabla 22. Recaidas.

Variable

N
Recaida

Totales
Locales
Contralateral
A distancia

Nimero %

Supervivencia libre de recaida a distancia

Tabla 23. Recaidas a distancia.

Variable

N

Recaidas a distancia
Pulmonar

Osea

Hepatica
Ganglionar

74

Numero %

121 100%
9 7,5
11 9,2
6 5,0
8 6,7

e

oy

R e ST




buen

relevantes se observd que la presencia de afectacidn linfovascular al diagndstico se
correlacioné con peor SLE (p=0,03) y SLRD (p=0,04). La afectacidon ganglionar voluminosa al
diagndstico fue de mal prondstico para SG (p=0,01), SLE (p=0,004) y SLRD (p=0,002) (Tabla 24).
En el andlisis multivariante por regresion de Cox para SLE se incluyé el estadio clinico
ganglionar al diagndstico, la RCp vy el fenotipo, asocidandose solo los dos primeros, de forma
independiente al fenotipo. Para SG solo el estadio ganglionar al diagndstico se asocié de forma

El analisis de supervivencia objetivd la presencia de RCp ganglionar como factor de
prondstico para SLE (p<0,001), SLRD (p<0,001) y SG (p=0,02). La RCp fue factor de buen
prondstico para SLE (p<0,04) (Figura 6). Al analizar segun las caracteristicas clinico-patolégicas

independiente (Tabla 25).

Supervivencialibre de enfermedad

Figura 6. Supervivencia libre de enfermedad en funcién de la RCp
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Tabla 24. Andlisis de supervivencia por variables clinicas y anatomopatoldgicas.
Variable SLE SLRD SG




RCp ,04 ,06 ,68
ypNO ,00006 ,00001 ,02
ypTO/ypTis ,16 ,23 ,86
HR+ ,26 ,78 ,10
Grado histoldgico: Glll ,09 ,23 ,11
Afectacion linfovascular ,03 ,04 ,11
Sobreexpresion Her2 , 74 ,92 ,73
Fenotipo tumoral ,43 ,91 ,22
Estadio clinico: IIA-IIIC ,16 ,13 ,31
E. clinico tumoral: T3-4 ,06 ,07 ,12
E. clinico ganglionar: N2-3 ,004 ,002 ,01
Estatus menopausico: premenopausia ,75 ,82 ,58
Edad: >40 afios ,33 ,17 ,35

Tabla 25. Andlisis multivariante de supervivencia para caracteristicas clinicas y
anatomopatoldgicas.

Variable

Variable independiente OR IC 95% OR IC 95% p
Estadio clinico ganglionar:N2-3 2,84 1,25-6,43 ,01 3,86 1,38 -10,77 ,01
RCp ,10 ,01-,79 ,02 ,21 ,02-1,70 ,14
Fenotipo tumoral 1,22 ,90 - 1,65 ,19 1,20 ,81-1,76 ,34

1.4 Conclusiones del Capitulo |

Como conclusién del primer capitulo de resultados, nuestra serie de pacientes con
cancer de mama localmente avanzado (n=121) presenta un buen balance de pre- y
postmenopdausicas. Hay buena representacién del fenotipo luminal y escasa en Her2+ y triple
negativo. La mayoria de los tumores presentaron histologia ductal. El tratamiento fue
homogéneo, basado en antraciclinas y taxanos; consiguiéndose una tasa de RCp del 17%. El
subtipo tumoral fue la mejor variable predictiva de RCp. La RCp fue un factor de buen
prondstico para SLE. La afectacion ganglionar extensa fue un factor de mal prondstico para
SLE. No se alcanzé la mediana de seguimiento para SG, SLE ni SLRD.
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CAPITULO I
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CAPITULO Il: CARACTERIZACION BASAL DEL ESTADO DE LOS BIOMARCADORES
MOLECULARES RELACIONADOS CON ANGIOGENESIS Y SU ASOCIACION CON EL PRONOSTICO
Y LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

2.1 Analisis in silico de microRNAs y sus potenciales mRNA diana

Para evaluar la posible relevancia de los microRNA estudiados en la regulacion de
factores relacionados con la angiogénesis, se realizd un estudio in silico centrado en
angiogénesis. Ademas de los miembros del clister miR-17-92, se seleccionaron otros
microRNAs interesantes que se conoce que pueden jugar un papel relevante en la
angiogénesis del cancer de mama, bien por lo descrito previamente en la literatura en otras
neoplasias, o bien por sus mRNA diana. El estudio in silico con herramientas bioinformaticas
(Tabla 26) presenta una heterogeneidad importante en las predicciones segun se utilice una u
otra herramienta. Por ello, realizamos un estudio combinado aprovechando el algoritmo de
miRWalk 2.0, que permite encontrar valores positivos para la interaccion de pares
miRNA:mRNA de forma simultanea en varias bases de datos. Asi, encontramos que en general
los miRNA seleccionados obtuvieron puntuaciones altas para factores implicados directa o
indirectamente en angiogénesis y proliferacién, con especial atencion a VEGFA y THBS1.

Tabla 26. Matriz mostrando los resultados del analisis in silico de los microRNAs y sus posibles
mRNA diana. A mayor nimero de coincidencias en bases de datos, mayor probabilidad de
existir una regulacién cruzada.

mRNA/miRNA -200c -429 -141 -18a -19b -20a -519c¢ -107 -17 -92a -106b

CXCL12 3 2 6 6 5 1 5 2 6 4 4
F3 4 4 1 5 5 6 6 0 6 3 6
HIF1A 2 1 2 5 3 4 4 1 5 1 4
PDGFA 3 4 5 2 3 3 2 4 4 3 5
THBS1 3 2 5 5 5 5 3 2 4 1 2
VEGFA 4 4 5 5 1 1 3 5 5 1 5
BIRC5 2 0 3 3 1 3 4 4 4 3 3
CCNB1 1 1 2 1 1 1 1 3 3 2 2
MKi67 4 4 3 5 2 4 4 2 4 1 4
MYBL2 2 1 2 2 1 1 2 2 2 0 1
CTGF 2 0 1 5 5 2 2 0 2 1 2
CDH1 2 2 2 4 1 4 2 2 6 4 3
TGFBR3 5 5 5 6 6 4 3 6 5 2 4
ViIM 1 1 0 2 4 3 2 0 4 3 1
TFPI 4 4 3 1 5 2 2 3 3 6 2

Suma de los algoritmos: miRWalk, MicroT4, miRanda,RNA22,RNAhybrid y Targetscan.
2.2 Estudio descriptivo de los microRNAs analizados

El andlisis descriptivo de la expresion de los microRNAs en esta serie clinica (Tabla 27)
mostré que existe un gran rango de variabilidad en la expresién, siendo miR-200c el mas
expresado en tumor primario, seguido de miR-19b-1 y de miR-141, mientras que los
microRNAs con menor expresidn fueron miR-519¢, miR-107 y miR-9.

Tabla 27. Analisis descriptivo de los miRNA determinados por RT-gPCR (prequimioterapia)
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microRNA Recuento Perdidos Media Mediana Minimo Maximo

miR-200c 121 27 ,485979 ,267686 ,008051 9,126110
miR-429 121 27 ,004173 ,001736 ,000020 ,054221
miR-141 121 27 ,101700 ,048650 ,002000 2,100000
miR-18a 121 26 ,004713 ,000856 ,000016 ,217000
miR-19b 121 26 ,115690 ,032100 ,006460 3,790000
miR-20a 121 26 ,064002 ,024600 ,003230 1,970000
miR-519¢ 121 31 ,000497 ,000079 ,000007 ,010300
miR-107 121 29 ,000875 ,000287 ,000026 ,013700
miR-17 121 27 ,096229 ,039353 ,004754 2,037312
(IS PE] 121 27 ,081312 ,051297 ,009685 ,692555
miR-106b 121 29 ,030569 ,016900 ,001980 ,540000
miR-9 121 28 ,003844 ,000899 ,000080 ,059100

23 Estudio descriptivo de los genes codificantes analizados

En genes codificantes encontramos que los que presentaban mayor nivel de expresion
fueron genes reguladores de la proliferacidn celular: MKI67 y MYBL2, mientras que los genes
con menor grado de expresion fueron genes importantes en angiogénesis como PDGFA (Tabla
28).

Tabla 28. Analisis descriptivo de los mMRNA determinados por RT-gPCR (prequimioterapia)
mRNA Recuento Perdidos Media Mediana Minimo Maximo

CXCL12 121 33 ,032937 ,021543 ,003679 ,257623
] 121 37 ,004813 ,003047 ,000517 ,032804
HIF1A 121 33 ,028765 ,023577 ,001400 ,167000
PDGFA 121 35 ,00093 ,00051 ,00003 ,00778
THBS1 121 33 ,544393 ,450636 ,093428 2,116480
VEGFA 121 33 ,177445 ,115959 ,032918 1,162046
BIRC5 121 42 ,114647 0 0 6,630000
CCNB1 121 42 2,261482 ,639000 0 31,800000
Ki67 121 42 48,358639 9,210000 0 598,000000
mMyBL2 121 42 35,413062 8,020000 ,067900 535,000000
CTGF 121 30 ,162167 ,114000 0 ,993000
CDH1 121 30 ,110159 ,088400 0 ,354000
TGFBR3 121 30 ,014148 ,005730 0 ,111000
Vim 121 30 ,245271 ,189000 ,009140 2,330000
TFPI 121 40 6,139741 1,370783 0 61,960000

2.4 Anadlisis basal de correlaciones entre microRNAs y mRNAs

El estudio de correlaciones (Tabla 29) mostré una potente correlacidn inversa de buen
numero de miRNAs con CXCL12 o PDGFA, mientras que fue directa para dianas importantes
como VEGFA, CCNB1, MKI67 o MYBL2, lo cual descarta a estos ultimos en concreto, como
genes que puedan estar regulados directamente por estos microRNAs, al menos a nivel de
tumor primario previo al tratamiento. No se aplicé test para comparaciones multiples y en su
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lugar para la validacion de correlacion de pares de interés bioldgico y/o clinico, se estudid si se
repetian las observaciones en el tumor residual y en series externas. Dichos resultados se
discuten en los capitulos siguientes.

Tabla 29. Estudio global de la correlacion entre los genes codificantes y microRNAs en tumor
primario a nivel basal.

miR-141 miR-18a miR-19b miR-20a miR-519¢ miR-107 miR-17 miR-92a miR-106
cxcL12 r -,292 329" -,300 219" -,255" 259" -,057 -,159 -131 -,046 -329” -,188
p 006 002 005 045 019 ,017 605 142 228 673 002 085
n 87 87 86 84 84 84 85 87 87 87 85 85
F3 r -105 101 236 148 097 -131 078 025 061 039 142 073
p 346 364 ,033 187 391 242 487 819 584 726 206 517
n 83 83 82 81 81 81 81 83 83 83 81 81
HIF1A r-212 141 144 ,098 ,008 ,045 121 011 ,105 ,007 ,020 113
p 048 193 187 375 945 ,686 271 922 333 951 855 304
n 87 87 86 84 84 84 85 87 87 87 85 85
PDGFA ro -178 342 270 298 289 -,288 -,247 275 249 320 395 203
p 102 ,001 ,013 ,006 ,008 ,008 025 011 022 ,003 ,000 066
n 85 85 84 83 83 83 83 85 85 85 83 83
THBS1 r 189 ,248 ,162 ,007 ,250 216 ,097 ,104 ,049 ,022 ,093 ,079
p 079 021 135 953 022 ,049 378 336 651 839 399 470
n 87 87 86 84 84 84 85 87 87 87 85 85
VEGFA r 226 137 087 241 ,283 404" 025 195 102 018 217 ,249
p 035 204 423 027 009 ,000 822 070 349 865 046 022
n 87 87 86 84 84 84 85 87 87 87 85 85
BIRCS r 016 042 068 016 023 010 294" 105 047 153 058 048
p 890 714 ,558 ,891 ,845 ,033 ,010 362 684 ,181 ,616 ,682
n 78 78 77 77 77 77 76 78 78 78 76 76
CCNB1 r 563 355 345 ,302 376 427" ,235 375 315 314 1430 271
p  ,000 001 002 008 001 000 ,041 001 005 005 000 018
n 78 78 77 77 77 77 76 78 78 78 76 76
MKI67 r 493 427 414 280 397 413 ,288 432 375 364 487 254
p 000 ,000 ,000 ,014 ,000 ,000 012 ,000 ,001 ,001 ,000 ,027
n 78 78 77 77 77 77 76 78 78 78 76 76
MYBL2 r 461 361 ,440 317 448 468" 328 473 409 469 ,506 1192
p  ,000 001 000 005 000 000 ,004 000 000 000 000 096
n 78 78 77 77 77 77 76 78 78 78 76 76
CTGF r -164 122 146 263 068 072 -195 212 074 129 205 033
p 120 ,247 ,170 ,015 ,534 ,508 071 ,045 485 ,223 ,054 ,760
n 91 91 90 86 86 86 87 90 91 91 89 89
CDH1 roo 213 ,186 -,009 -261 -147 -134 -,268° -135 -,206 -,199 -144 -,069
p 043 077 ,931 ,015 177 218 012 ,204 ,050 ,058 177 521
n 91 91 % 86 86 86 87 90 91 91 89 89
TGFBR3 r 006 -251 -,149 -131 -,076 -,089 ,004 -113 -,038 ,050 -,097 -,148
p 955 ,016 ,161 ,231 486 413 972 ,287 719 ,636 ,368 ,166
n 91 91 90 86 86 86 87 90 91 91 89 89
viM r 284" -,169 330" -167 123 -,094 -,041 173 -148 -,033 234" -,031
p  ,006 ,109 ,001 125 ,259 387 ,707 ,102 ,163 ,753 ,028 776
n 91 91 90 86 86 86 87 90 91 91 89 89
TFPI r 239" 067 139 -,103 ,032 012 3127 118 ,053 219" 213 ,042
p 031 ,554 219 370 ,784 ,919 ,006 ,295 636 ,049 ,059 714
n 81 81 80 78 78 78 77 81 81 81 79 80
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
*x La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

2.5 Andlisis basal de la relacion entre la expresion de los marcadores con
variables clinicas y anatomopatoldgicas

El estudio de asociacidon entre expresiéon de marcadores en tumor primario, y las
variables clinicas y anatomopatoldgicas, mostré que no habia asociacién con el estatus
menopausico de las pacientes (Tabla 30).

Tabla 30. Asociacion entre marcadores y status menopausico al diagndstico.

Marcador Menopausia N Rango promedio  Suma de rangos

miR-200 Postmenopausia
Premenopausia 43 46,91 2017,00
Total 94

82



miR-141

miR-19b

miR-519c

miR-107

miR-92a

miR-106b

CXCL12

Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total
Postmenopausia
Premenopausia
Total

51
43
94
51
43
94
52
43
95
52
43
95
52
43
95
51
39
90
50
42
92
51
43
94
51
43
94
49
43
92
51
42
93
48
40
88
45
39
84
48
40
88
47
39
86
48
40
88
48
40
88

43,95
51,71

47,41
47,60

47,04
49,16

47,58
48,51

46,88
49,36

47,85
42,42

45,99
47,11

46,56
48,62

45,14
50,30

44,29
49,02

49,37
44,12

41,69
47,88

41,14
44,06

43,28
45,96

42,80
44,35

43,48
45,73

45,33
43,50

2241,50
2223,50

2418,00
2047,00

2446,00
2114,00

2474,00
2086,00

2437,50
2122,50

2440,50
1654,50

2299,50
1978,50

2374,50
2090,50

2302,00
2163,00

2170,00
2108,00

2518,00
1853,00

2001,00
1915,00

1851,50
1718,50

2077,50
1838,50

2011,50
1729,50

2087,00
1829,00

2176,00
1740,00

,170

,973

,709

,869

,662

,328

,842

,716

,360

,396

,350

,258

,584

,624

,775

,681

,7137
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Postmenopausia 43 40,49 1741,00 ,763

Premenopausia 36 39,42 1419,00
Total 79
Postmenopausia 43 40,06 1722,50 ,980
Premenopausia 36 39,93 1437,50
Total 79
Postmenopausia 43 39,51 1699,00 ,836
Premenopausia 36 40,58 1461,00
Total 79
Postmenopausia 43 39,13 1682,50 ,712
Premenopausia 36 41,04 1477,50
Total 79
Postmenopausia 48 43,28 2077,50 ,300
Premenopausia 43 49,03 2108,50
Total 91
Postmenopausia 48 44,04 2114,00 ,455
Premenopausia 43 48,19 2072,00
Total 91
TGFBR3 Postmenopausia 48 44,60 2141,00 ,594
Premenopausia 43 47,56 2045,00
Total 91
Postmenopausia 48 43,08 2068,00 ,266
Premenopausia 43 49,26 2118,00
Total 91
Postmenopausia 44 44,97 1978,50 ,098
Premenopausia 37 36,28 1342,50
Total 81

El estudio por subtipo de cdncer de mama (definido por inmunohistoquimica) mostré
diferencias en los miRNAs -17, -18a, -19b y -20a asi como en los genes HIF1a, THBS1, VEGFA y
CXCL12 (Tabla 31).

Tabla 31. Asociacion entre marcadores y subtipo tumoral al diagnédstico.

miRNA/Gen N valido N Rango promedio Chi® gl p*
Subtipo

miR-200c 92 HR+Her2- 45 45,02 ,867 3 ,833
HR+Her2+ 12 49,29
HR-Her2+ 12 42,79
HR-Her2- 23 49,87

miR-429 92 HR+Her2- 45 45,14 2,007 3 ,571
HR+Her2+ 12 54,21
HR-Her2+ 12 39,83
HR-Her2- 23 48,61

miR-141 92 HR+Her2- 45 47,58 ,276 3 ,964
HR+Her2+ 12 47,67
HR-Her2+ 12 45,67
HR-Her2- 23 44,22

miR-18a 95 HR+Her2- 45 38,51 15,570 3 ,001
HR+Her2+ 14 42,29
HR-Her2+ 13 59,08
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miR-19b

miR-20a

miR-519c¢

miR-107

miR-92a

miR-106b

CXCL12

95

95

88

90

92

92

90

91

86

82

86

84

86

HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+

23
45
14
13
23
45
14
13
23
43
10
12
23
44
11
12
23
45
12
12
23
45
12
12
23
44
11
12
23
45
12
12
22
43

12
22
42

12
20
43

12
22
43

12
20
43

63,78
41,64
39,96
59,92
58,59
38,21
40,82
62,65
63,24
42,16
39,85
46,04
50,09
42,67
36,82
47,29
54,13
37,98
40,46
58,83
59,89
41,64
45,92
47,00
56,04
42,59
41,32
48,54
51,48
39,49
42,25
47,50
60,55
50,88
40,17
36,96
34,00
43,12
45,25
33,83
41,20
43,47
20,78
48,21
50,30
46,65
38,22
36,75
38,95
45,88
36,00

9,405

17,326

1,835

4,298

13,543

4,436

2,195

9,687

7,929

1,639

9,509

2,613

13,930

,024

,001

,607

,231

,004

218

,533

,021

,048

,651

,023

,455

,003
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HR-Her2+ 12 21,83

HR-Her2- 22 53,73
HR+Her2- 43 38,26 10,044 3 ,018
HR+Her2+ 9 38,89
HR-Her2+ 12 39,08
HR-Her2- 22 58,05
HR+Her2- 44 47,90 2,458 3 ,483
HR+Her2+ 11 41,68
HR-Her2+ 12 35,33
HR-Her2- 22 46,14
HR+Her2- 44 47,35 6,233 3 ,101
HR+Her2+ 11 57,45
HR-Her2+ 12 43,17
HR-Her2- 22 35,07
TGFBR3 HR+Her2- 44 48,45 1,931 3 ,587
HR+Her2+ 11 42,82
HR-Her2+ 12 44,75
HR-Her2- 22 39,32
HR+Her2- 44 47,61 4,601 3 ,203
HR+Her2+ 11 37,77
HR-Her2+ 12 33,17
HR-Her2- 22 49,84
HR+Her2- 39 41,01 2,761 3 ,430
HR+Her2+ 10 35,95
HR-Her2+ 12 44,92
HR-Her2- 18 36,78
HR+Her2- 39 37,28 1,325 3 ,723
HR+Her2+ 10 39,55
HR-Her2+ 12 43,83
HR-Her2- 18 43,58
HR+Her2- 39 39,69 ,234 3 ,972
HR+Her2+ 10 40,50
HR-Her2+ 12 37,83
HR-Her2- 18 41,83
HR+Her2- 39 37,22 1,155 3 ,764
HR+Her2+ 10 42,55
HR-Her2+ 12 42,00
HR-Her2- 18 43,28
HR+Her2- 42 42,13 2,079 3 ,556
HR+Her2+ 9 40,72
HR-Her2+ 12 31,67
HR-Her2- 17 42,59

Cuando se estudid por subtipos especificos, se confirmé que la expresidn elevada de
todos los miembros del cluster miR-17-92 y miR-9, asi como la de los genes THBS1 y VEGFA se
asociaban con tumores triple negativo (Tabla 32) y en general con subtipos mas agresivos, de
acuerdo con la bibliografia previa; mientras que la expresién de CXCL12 se asocid al subtipo
luminal (Tabla 33), en general de menor agresividad.
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Tabla 32. Asociacion entre marcadores y subtipo triple negativo (prequimioterapia).

Marcador Triple negativo \| Rango promedio Suma de rangos p
miR-200 No 69 45,38 3131,00 ,485
Si 23 49,87 1147,00
Total 92
miR-429 No 69 45,80 3160,00 ,662
Si 23 48,61 1118,00
Total 92
miR-141 No 69 47,26 3261,00 ,636
Si 23 44,22 1017,00
Total 92
miR-18a No 72 42,96 3093,00 ,002
Si 23 63,78 1467,00
Total 95
miR-19b No 72 44,62 3212,50 ,034
Si 23 58,59 1347,50
Total 95
miR-20a No 72 43,13 3105,50 ,002
Si 23 63,24 1454,50
Total 95
miR-519c No 65 42,52 2764,00 ,222
Si 23 50,09 1152,00
Total 88
miR-107 No 67 42,54 2850,00 ,066
Si 23 54,13 1245,00
Total 90
No 69 42,04 2900,50 ,005
Si 23 59,89 1377,50
Total 92
No 69 43,32 2989,00 ,048
Si 23 56,04 1289,00
Total 92
miR-106b No 67 43,45 2911,00 ,203
Si 23 51,48 1184,00
Total 90
No 69 41,36 2854,00 ,003
Si 22 60,55 1332,00
Total 91
CXCL12 No 64 46,77 2993,00 ,039
Si 22 34,00 748,00
Total 86
No 62 41,60 2579,00 ,948
Si 20 41,20 824,00
Total 82
No 64 41,16 2634,50 ,139
Si 22 50,30 1106,50
Total 86
No 64 43,61 2791,00 ,456
Si 20 38,95 779,00
Total 84
No 64 39,98 2559,00 ,026
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Si 22 53,73 1182,00

Total 86
No 64 38,50 2464,00 ,002
Si 22 58,05 1277,00
Total 86
No 61 40,95 2498,00 ,322
Si 18 36,78 662,00
Total 79
No 61 38,94 2375,50 ,451
Si 18 43,58 784,50
Total 79
No 61 39,46 2407,00 ,700
Si 18 41,83 753,00
Total 79
No 61 39,03 2381,00 ,490
Si 18 43,28 779,00
Total 79
No 67 44,63 2990,00 ,812
Si 22 46,14 1015,00
Total 89
No 67 48,26 3233,50 ,038
Si 22 35,07 771,50
Total 89
TGFBR3 No 67 46,87 3140,00 ,234
Si 22 39,32 865,00
Total 89
No 67 43,41 2908,50 ,311
Si 22 49,84 1096,50
Total 89
No 63 39,94 2516,00 ,676
Si 17 42,59 724,00
Total 80

Tabla 33. Asociacion entre marcadores y receptores hormonales (prequimioterapia).

Marcador Receptores hormonales N Rango promedio = Suma de rangos p
Negativos 35 47,53 1663,50 ,883
Positivos 58 46,68 2707,50
Total 93

miR-429 Negativos 35 45,74 1601,00 ,727
Positivos 58 47,76 2770,00
Total 93

miR-141 Negativos 35 44,74 1566,00 ,531
Positivos 58 48,36 2805,00
Total 93

miR-18a Negativos 36 62,08 2235,00 <,001
Positivos 59 39,41 2325,00
Total 95

miR-19b Negativos 36 59,07 2126,50 ,002
Positivos 59 41,25 2433,50
Total 95
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miR-519c¢

miR-106b

CXCL12

Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total
Negativos
Positivos
Total

36
59
95
35
54
89
35
56
91
35
58
93
35
58
93
35
56
91
34
58
92
34
53
87
32
51
83
34
53
87
32
53
85
34
53
87
34
53
87
30
49
79
30
49
79
30
49
79
30
49
79

63,03
38,83

48,70
42,60

51,81
42,37

59,64
39,37

53,00
43,38

50,59
43,13

55,97
40,95

35,07
49,73

38,50
44,20

49,56
40,43

38,13
45,94

42,47
44,98

51,35
39,28

40,03
39,98

43,68
37,74

40,23
39,86

42,77
38,31

2269,00
2291,00

1704,50
2300,50

1813,50
2372,50

2087,50
2283,50

1855,00
2516,00

1770,50
2415,50

1903,00
2375,00

1192,50
2635,50

1232,00
2254,00

1685,00
2143,00

1220,00
2435,00

1444,00
2384,00

1746,00
2082,00

1201,00
1959,00

1310,50
1849,50

1207,00
1953,00

1283,00
1877,00

<,001

277

,097

<,001

,096

,190

,009

,008

,295

,100

,157

,651

,030

,988

,264

,944

,402
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Negativos 34 43,32 1473,00 ,538
Positivos 56 46,82 2622,00

Total 90

Negativos 34 38,93 1323,50 ,063
Positivos 56 49,49 2771,50

Total 90

TGFBR3 Negativos 34 42,21 1435,00 ,351
Positivos 56 47,50 2660,00

Total 90

Negativos 34 44,96 1528,50 ,878
Positivos 56 45,83 2566,50

Total 90

Negativos 29 38,34 1112,00 ,448
Positivos 52 42,48 2209,00

Total 81

Solo THBS1 y VIM presentaron niveles de expresidn menores en tumores Her2
positivos (Tabla 34).

Tabla 34. Asociacion entre marcadores y sobreexpresion de Her2 (prequimioterapia).

Marcador Her2 N Rango promedio  Suma de rangos p
miR-200 Negativo 68 46,66 3173,00 ,922
Positivo 24 46,04 1105,00
Total 92
miR-429 Negativo 68 46,32 3149,50 ,911
Positivo 24 47,02 1128,50
Total 92
Negativo 68 46,44 3158,00 ,972
Positivo 24 46,67 1120,00
Total 92
miR-18a Negativo 68 47,06 3200,00 ,597
Positivo 27 50,37 1360,00
Total 95
miR-19b Negativo 68 47,38 3221,50 ,726
Positivo 27 49,57 1338,50
Total 95
miR-20a Negativo 68 46,68 3174,00 ,458
Positivo 27 51,33 1386,00
Total 95
miR-519c¢ Negativo 66 44,92 2965,00 ,787
Positivo 22 43,23 951,00
Total 88
miR-107 Negativo 67 46,60 3122,50 ,494
Positivo 23 42,28 972,50
Total 90
Negativo 68 45,39 3086,50 ,502
Positivo 24 49,65 1191,50
Total 92
miR-92a Negativo 68 46,51 3163,00 ,993
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miR-106b

CXCL12

TGFBR3

Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo
Positivo
Total
Negativo

24
92
67
23
90
67
24
91
65
21
86
62
20
82
65
21
86
63
21
84
65
21
86
65
21
86
57
22
79
57
22
79
57
22
79
57
22
79
66
23
89
66
23
89
66
23
89
66
23
89
59

46,46

45,64
45,09

46,40
44,88

45,17
38,33

42,50
38,40

45,78
36,45

44,21
37,38

48,54
27,90

44,95
39,00

39,68
40,84

39,27
41,89

40,37
39,05

39,13
42,25

47,31
38,37

43,26
50,00

45,41
43,83

48,36
35,37

42,26

1115,00

3058,00
1037,00

3109,00
1077,00

2936,00
805,00

2635,00
768,00

2975,50
765,50

2785,00
785,00

3155,00
586,00

2922,00
819,00

2261,50
898,50

2238,50
921,50

2301,00
859,00

2230,50
929,50

3122,50
882,50

2855,00
1150,00

2997,00
1008,00

3191,50
813,50

2493,50

,930

,808

1275

,503

,137

,267

,001

,342

,767

,650

,818

,588

,153

,281

,800

,038

,255
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Positivo 21 35,55 746,50
Total 80

En relacién al tamafo del tumor primario, solo se observaron mayores niveles de

expresion de miR-519c en tumores pequeiios (cT1-2) (Tabla 35), lo cual podria ser indicativo
de que podria actuar como supresor tumoral, sin embargo, no se han encontrado mas
evidencias en esta serie que sustenten dicha hipdtesis.

Tabla 35. Asociacion entre marcadores y tamaiio del tumor primario (prequimioterapia).

Marcador cT3-4 N Rango promedio Suma de rangos p

miR-200 cT1-2 44 51,82 2280,00 ,150
cT3-4 50 43,70 2185,00
Total 94

miR-429 cT1-2 44 51,41 2262,00 ,192
cT3-4 50 44,06 2203,00
Total 94

miR-141 cT1-2 44 53,06 2334,50 ,064
cT3-4 50 42,61 2130,50
Total 94

miR-18a cT1-2 41 49,63 2035,00 ,615
cT3-4 54 46,76 2525,00
Total 95

miR-19b cT1-2 41 47,78 1959,00 ,946
cT3-4 54 48,17 2601,00
Total 95

miR-20a cT1-2 41 45,99 1885,50 ,535
cT3-4 54 49,53 2674,50
Total 95

miR-519c cT1-2 42 51,92 2180,50 ,029
cT3-4 48 39,89 1914,50
Total 90

miR-107 cT1-2 42 49,37 2073,50 ,345
cT3-4 50 44,09 2204,50
Total 92
cT1-2 44 44,97 1978,50 ,398
cT3-4 50 49,73 2486,50
Total 94
cT1-2 44 48,92 2152,50 ,636
cT3-4 50 46,25 2312,50
Total 94

miR-106b cT1-2 42 48,45 2035,00 ,520
cT3-4 50 44,86 2243,00
Total 92
cT1-2 43 49,24 2117,50 ,457
cT3-4 50 45,07 2253,50
Total 93

cXCL12 cT1-2 40 43,64 1745,50 772
cT3-4 48 45,22 2170,50
Total 88
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cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
TGFBR3 cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total
cT1-2
cT3-4
Total

37
47
84
40
48
88
38
48
86
40
48
88
40
48
88
34
45
79
34
45
79
34
45
79
34
45
79
43
48
91
43
48
91
43
48
91
43
48
91
34
47
81

39,57
44,81

42,53
46,15

45,42
41,98

49,16
40,61

44,80
44,25

38,37
41,23

41,04
39,21

40,63
39,52

41,47
38,89

47,85
44,34

45,79
46,19

41,80
49,76

45,03
46,86

41,60
40,56

1464,00
2106,00

1701,00
2215,00

1726,00
2015,00

1966,50
1949,50

1792,00
2124,00

1304,50
1855,50

1395,50
1764,50

1381,50
1778,50

1410,00
1750,00

2057,50
2128,50

1969,00
2217,00

1797,50
2388,50

1936,50
2249,50

1414,50
1906,50

,328

,508

,526

,118

,920

,422

,725

,831

,621

,527

,943

,151

,741

844

El estudio de asociacién entre marcadores y la afectacién ganglionar mostré que los
miRNAs -200c, -19b y -20a, asi como los genes MKI67 y MYBL2 se asociaban directamente con
mayor grado de afectacion ganglionar, lo cual podria indicar que estos genes actuan como
marcadores importantes en el proceso metastasico, mientras que PDGFA y CTGF lo hicieron

inversamente (Tabla 36).
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Tabla 36. Asociacion entre marcadores y afectacidn ganglionar (prequimioterapia).

Marcador cN N Rango promedio Suma de rangos p

miR-200 cNO-1 61 42,77 2609,00 ,022
cN2-3 33 56,24 1856,00
Total 94

miR-429 cNO-1 61 46,84 2857,00 ,748
cN2-3 33 48,73 1608,00
Total 94

miR-141 cNO-1 60 47,07 2824,00 ,838
cN2-3 34 48,26 1641,00
Total 94

miR-18a cNO-1 62 44,02 2729,50 ,054
cN2-3 33 55,47 1830,50
Total 95

miR-19b cNO-1 62 43,77 2714,00 ,041
cN2-3 33 55,94 1846,00
Total 95

miR-20a cNO-1 62 42,10 2610,00 ,004
cN2-3 33 59,09 1950,00
Total 95

miR-519c¢ cNO-1 58 43,59 2528,00 ,349
cN2-3 32 48,97 1567,00
Total 90

miR-107 cNO-1 59 43,26 2552,50 ,120
cN2-3 33 52,29 1725,50
Total 92
cNO-1 61 44,37 2706,50 ,130
cN2-3 33 53,29 1758,50
Total 94
cNO-1 61 45,47 2773,50 ,326
cN2-3 33 51,26 1691,50
Total 94

miR-106b cNO-1 58 45,50 2639,00 ,639
cN2-3 34 48,21 1639,00
Total 92
cNO-1 60 46,33 2780,00 ,748
cN2-3 33 48,21 1591,00
Total 93

CXCL12 cNO-1 57 47,15 2687,50 ,187
cN2-3 31 39,63 1228,50
Total 88
cNO-1 54 43,69 2359,00 ,550
cN2-3 30 40,37 1211,00
Total 84
cNO-1 57 44,86 2557,00 ,858
cN2-3 31 43,84 1359,00
Total 88
cNO-1 56 47,96 2685,50 ,024
cN2-3 30 35,18 1055,50
Total 86
cNO-1 57 46,14 2630,00 ,414
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cN2-3 31 41,48 1286,00

Total 88
cNO-1 57 41,51 2366,00 ,136
cN2-3 31 50,00 1550,00
Total 88
cNO-1 50 39,59 1979,50 ,761
cN2-3 29 40,71 1180,50
Total 79
cNO-1 50 36,15 1807,50 ,050
cN2-3 29 46,64 1352,50
Total 79
cNO-1 50 36,12 1806,00 ,048
cN2-3 29 46,69 1354,00
Total 79
cNO-1 50 33,93 1696,50 ,002
cN2-3 29 50,47 1463,50
Total 79
cNO-1 59 50,57 2983,50 ,025
cN2-3 32 37,58 1202,50
Total 91
cNO-1 59 44,95 2652,00 ,606
cN2-3 32 47,94 1534,00
Total 91

TGFBR3 cNO-1 59 46,09 2719,50 ,964
cN2-3 32 45,83 1466,50
Total 91
cNO-1 59 48,30 2849,50 ,260
cN2-3 32 41,77 1336,50
Total 91
cNO-1 52 37,47 1948,50 ,071
cN2-3 29 47,33 1372,50
Total 81

En relacidn al grado histolégico del tumor, la expresién de miR-17, miR-18a y miR-20a
se asocidé con tumores indiferenciados, mientras que los genes PDGFA, THBS1, CTGF y TFPI se
asociaron con tumores moderadamente o bien diferenciados (Tabla 37).

Tabla 37. Asociacion entre marcadores y grado histoldgico (prequimioterapia).

Marcador Rango promedio Suma de rangos

miR-200 Grado1-2 37 46,30 1713,00 ,367
Grado 3 49 41,39 2028,00
Total 86
Grado1-2 37 45,04 1666,50 ,619
Grado 3 49 42,34 2074,50
Total 86
miR-141 Grado1-2 36 48,67 1752,00 ,103
Grado 3 50 39,78 1989,00
Total 86
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miR-18a

miR-19b

miR-519c¢

miR-107

miR-92a

miR-106b

CXCL12

Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2
Grado 3
Total
Grado 1-2

36
53
89
36
53
89
36
53
89
34
49
83
36
48
84
37
49
86
37
49
86
34
50
84
36
49
85
33
48
81
31
46
77
33
48
81
32
47
79
33
48
81
33

36,97
50,45

38,92
49,13

38,19
49,62

40,72
42,89

39,42
44,81

34,14
50,57

39,19
46,76

41,65
43,08

39,32
45,70

47,02
36,86

41,02
37,64

35,55
44,75

47,89
34,63

50,12
34,73

41,12

1331,00
2674,00

1401,00
2604,00

1375,00
2630,00

1384,50
2101,50

1419,00
2151,00

1263,00
2478,00

1450,00
2291,00

1416,00
2154,00

1415,50
2239,50

1551,50
1769,50

1271,50
1731,50

1173,00
2148,00

1532,50
1627,50

1654,00
1667,00

1357,00

,016

,067

,041

,687

,316

,003

,164

,792

,239

,056

,516

,084

,012

,004

,969
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Grado 3 48 40,92 1964,00
Total 81
Grado1-2 30 35,63 1069,00 272
Grado 3 45 39,58 1781,00
Total 75
Grado 1-2 30 36,70 1101,00 ,673
Grado 3 45 38,87 1749,00
Total 75
Grado1-2 30 36,18 1085,50 ,556
Grado 3 45 39,21 1764,50
Total 75
Grado 1-2 30 33,55 1006,50 ,149
Grado 3 45 40,97 1843,50
Total 75
Grado1-2 36 50,17 1806,00 ,007
Grado 3 47 35,74 1680,00
Total 83
Grado 1-2 36 44,26 1593,50 454
Grado 3 47 40,27 1892,50
Total 83
TGFBR3 Grado1-2 36 43,67 1572,00 ,581
Grado 3 47 40,72 1914,00
Total 83
Grado 1-2 36 47,63 1714,50 ,063
Grado 3 47 37,69 1771,50
Total 83
Grado1-2 32 43,39 1388,50 ,040
Grado 3 42 33,01 1386,50
Total 74
2.6 Estudio basal del valor predictivo de respuesta de los marcadores

analizados

No se encontré que la expresion génica de ninglin marcador (dicotomizada por

mediana de expresidn) se asociase con respuesta completa patoldgica al tratamiento (Tabla

38).

Tabla 38. Asociacion entre marcadores (dicotomizados por la mediana de expresién) y

respuesta completa patoldgica (ypTO/ypTis + ypNO).

Marcador
miR-200
miR-429

0]

1,490
,510

1.C. 95%
,539-4,119
,181-1,439

,443
,204
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miR-141 876  ,320-2,401 797
EEECEM 2,185  ,783-6,097  ,136
LEC 1671 ,612-4563  ,316
S ICEM 1,765 ,646-4,819 268
miR-519¢ 1 ,356-2,809 1
miR-107 ,876  ,319-2,406 797
miR-17 2,613 ,897-7,608  ,078
PP 1490 ,539-4,119  ,443
LS ,708  ,255-1,962  ,506
miR-9 1,027 ,367-2,874 959
CXCL12 ,629  ,225-1,755  ,376
F3 ,663  ,236-1,862 436
HIF1A 1,982 ,697-5,638  ,200
PDGFA 1,145  ,413-3,175  ,795
THBS1 ,667  ,239-1,860 439
VEGFA 1,144  ,414-3,162 796
BIRC5 ND ND ND
CCNB1 ,656  ,221-1,946 447
KI67 ,479  ,158-1,459 195
MYBL2 ,889  ,303-2,603  ,830
CTGF ,688  ,248-1,910 473
CDH1 ,688  ,248-1,910 473
TGFBR3 ,813  ,293-2,258 691
VIM 1,537  ,553-4,268  ,410
TFPI ,709  ,236-2,133 541

ND: No Disponible por exceso de casos sin expresion.

2.7 Estudio basal del valor prondstico de respuesta de los marcadores
analizados

El estudio prondstico (dicotomizado) mostré que fueron factores de mal prondstico,
relevantes para supervivencia libre de enfermedad, la expresion elevada miR-200c y miR-429,
asi como VEGFA (Tabla 39 columna SLE y Figura 7-ABCD). Fueron factores de mal prondstico,
relevantes para supervivencia libre de recaida a distancia, la expresion elevada de miR-18a,
VEGFA y miR-429 (Tabla 39 columna SLRD y Figura 7-EFG).

Tabla 39. Asociacién entre marcadores (dicotomizados por mediana de expresion) vy
supervivencia global, libre de enfermedad y libre de recaida a distancia.

Marcador  SG (valor-p, log-rango)  SLE (valor-p, log-rango)  SLRD(valor-p, log-rango)
miR-200 ,346 ,045 ,059
miR-429 ,173 ,014 ,004
miR-141 ,200 ,429 ,947
miR-18a ,307 ,079 ,037
miR-19b ,538 ,801 ,990
miR-20a ,780 ,621 ,465
miR-519c¢ ,092 ,524 ,720
miR-107 ,447 ,087 ,111

miR-17 437 347 ,798
miR-92a ,716 ,186 ,235
miR-106b ,390 ,736 ,557
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miR-9
CXCL12
F3
HIF1A
PDGFA
THBS1
VEGFA
BIRC5
CCNB1
Ki67
MYBL2
CTGF
CDH1
TGFBR3
VIM
TFPI

,699
,854
,765
,632
,904
,383
,129
ND
,321
,324
,511
,518
,862
,324
,910
,483

,780
,281
,187
,562
,135
,884
,009
ND
,184
,161
,064
, 724
,808
,594
,241
,331

677
,551
,399
,948
,123
,518
,028
ND
,172
,151
,055
,713
,A44
,580
474
,662
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Figura 7. Gréficas de supervivencia para los factores prondsticos relevantes en el analisis
univariante. (A-C) Supervivencia libre de enfermedad. (D-F) Supervivencia libre de recaida a

distancia.
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El andlisis multivariante, incluyendo las variables clinicamente relevantes, mostré que

solo miR-429 fue factor prondstico relevante para supervivencia libre de enfermedad vy

supervivencia libre de recaida a distancia, asi como VEGFA para supervivencia libre de

enfermedad (Tabla 40).

Ninguno de

los marcadores mostré en el

pretratamiento valor prondstico para supervivencia global.

100

tumor primario



Tabla 40. Andlisis multivariante incluyendo las variables clinicas y los marcadores
prondsticamente relevantes en el analisis univariante previo. (A-C) Supervivencia libre de
enfermedad. (D-F) Supervivencia libre de recaida a distancia.
. D
Variable HR IC95% Variable 1C95%
N2-3 2,665 1,096-6,480 ,031 N2-3 2,255 ,867-5,863 ,095
RCp ,147 ,019-1,122 ,065 ISy le 4897 1,405-17,070 ,013
miR-200c PIREE ,896-6,085 ,083

B E
Variable 1C95% p Variable 1C95%
N2-3 2,870 1,176-7,007 ,021 N2-3 2,286 ,887-5,894 ,087
RCp ,141 ,018-1,082 ,060 WIS EEN 2,438 ,853-6,963 ,096
Iyl 3,195 1,158-8,811 ,025

C F
Variable IC95% Variable 1C95%
N2-3 2,137 ,829-5,508 ,116 N2-3 2,461 ,909-6,662 ,076
RCp ,159 ,021-1,199 ,074 /3] 2,953 ,945-9,227 ,063
VEGFA 3,566 1,148-11,07 ,028

2.8 Conclusiones del Capitulo Il

Como conclusion del segundo capitulo de resultados, los miembros del cluster miR-17-
92 muestran un buen nimero de predicciones in silico positivas de interaccién con factores
angiogénicos en diversas bases de datos publicas. A nivel basal, el microRNA con mayor
expresion entre los estudiados fue miR-200c, mientras que miR-519¢c fue el de menor
expresion global. Entre los genes codificantes, el mayormente expresado de forma global fue
MKI67, mientras que el que mostrd menores niveles de expresién fue PDGFA. El estudio de
correlaciones mostré que los miRNAs correlacionaban directamente con factores de
proliferacién, e inversamente con genes implicados en quimiotaxis y angiogénesis. No hubo
diferencias de ninglin marcador en funcion del estatus menopausico. Los miembros de miR-17-
92 mostraron diferencias de expresion entre los subtipos tumorales, asi como en genes
importantes en angiogénesis. La expresién de miR-17-92, THBS1 y VEGFA se asocié con el
subtipo triple negativo. MiR-200c, miR-19b-1 y miR-20a y los genes de proliferaciéon MKI67 y
MYBL2 se asociaron con mayor afectacion ganglionar. MiR-18a, miR-20a y miR-17 se asociaron
con tumores indiferenciados, mientras que PDGFA, THBS1 y CTGF se asociaron con tumores
mayormente diferenciados. Ningun marcador fue predictor de respuesta completa patoldgica.
La expresidon de miR-429 tuvo valor prondstico adverso para SLE y SLRD.
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CAPITULO lil: EVALUACION DEL EFECTO QUE EJERCE LA QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE
BASADA EN ANTRACICLINAS Y TAXANOS SOBRE LOS MEDIADORES ANGIOGENICOS EN EL
NICHO TUMORAL DEL CANCER DE MAMA

3.1 Estudio descriptivo de los microRNAs analizados

El andlisis descriptivo de los miRNAs en las muestras de tumor residual mostré
nuevamente que el miRNA con mayor expresion en tejido tumoral mamario de los analizados
fue miR-200c, seguido de miR-92a y miR-141, mientras que los miRNAs con menor grado de
expresion fueron miR-107, miR-18a y miR-9, existiendo diferencias respecto al estado basal del
tumor prequimioterapia (Tabla 41).

Tabla 41. Analisis descriptivo de los miRNA determinados por RT-gPCR (postquimioterapia).

microRNA  Recuento* Perdidos Media Mediana Minimo Maximo
miR-200c 95 18 2,348912 ,323836 ,002893 92,839488
miR-429 95 17 ,319637 ,002195 ,000023 24,000624
miR-141 95 18 ,726796 ,104000 ,000712 32,300000
miR-18a 95 14 ,009211 ,001040 ,000015 ,373000
miR-19b 95 14 ,175711 ,064700 ,006990 4,860000
miR-20a 95 14 ,168556 ,058900 ,004290 4,090000
miR-519c 95 22 ,039900 ,000150 ,000006 2,880000
miR-107 95 17 ,003081 ,000425 ,000023 ,081900
miR-17 95 16 ,236245 ,078927 ,006960 5,553254
miR-92a 95 16 ,859422 ,120742 ,012174 44,170155
LGS 95 17 ,110395 ,049400 ,001580 2,790000
miR-9 95 18 ,018628 ,002130 ,000050 ,576000

*Solo se analizaron los casos sin ypTO.
3.2 Estudio descriptivo de los genes codificantes analizados

En el caso de los genes codificantes, se observd de nuevo que los genes con mayor
grado de expresion fueron MKI67 y MYBL2; asi mismo, los genes con menor grado de
expresion fueron PDGFA y F3 (Tabla 42).

Tabla 42. Analisis descriptivo de los mMRNA determinados por RT-qPCR (postquimioterapia).

mRNA Recuento* Perdidos Media Mediana Minimo Maximo
CXCL12 95 16 ,107090 ,079476 ,000816 ,439317

F3 95 20 ,011811 ,009775 ,000954 ,049037
HIF1A 95 17 ,040060 ,037379 ,008315 ,113178
PDGFA 95 17 ,001327 ,000988 ,000003 ,004364
THBS1 95 16 ,892070 ,795536 ,066370 2,828427
VEGFA 95 16 ,201360 ,161544 ,030607 ,698985
BIRC5 95 36 1,224865 0 0 46,100000
CCNB1 95 33 ,941435 ,136000 0 12,600000
K67 95 33 14,639942 ,899500 0 327,000000
MYBL2 95 33 12,398560 ,773000 0 303,000000
CTGF 95 17 ,829917 ,645500 ,000192 3,540000
CDH1 95 17 ,085323 ,070600 0 ,514000
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TGFBR3 17 ,033344 ,026100 0 ,153000
VIM 17 ,471885 ,433000 ,103000 2,330000
TFPI 42 8,076537 3,917681 ,077841 53,941859

*Solo se analizaron los casos sin ypTO.

3.3 Anadlisis de correlaciones entre microRNAs y mRNAs

El estudio de correlaciones mostré nuevamente una potente correlacién inversa entre
practicamente todos los miRNAs con CXCL12, mientras que se perdieron practicamente todas
las asociaciones con PDGFA. A su vez, otras dianas que en el tumor basal no correlacionaban
inversamente, mostraron una fuerte correlacion en el tejido tumoral residual, entre ellos F3,
TGFBR3 o VIM. Por otra parte, no se observd correlacion directa alguna entre ningin miRNA y
VEGFA, a diferencia de lo que ocurria en el tejido tumoral pretratamiento. Las correlaciones
directas con genes implicados en proliferacidn celular se mantuvieron en el tejido tumoral
residual para MKI67 y MYBL2, pero no asi en el caso de CCNB1 (Tabla 43).

Tabla 43. Estudio de la correlacidon entre los genes codificantes y microRNAs en tumor residual.

Variable§ miR-200 miR-429 miR-141 miR-18a miR-19b miR-20a miR-519c  miR-107 miR-17 miR-92a miR-106 miR-9
cxcL12 r -,262 374" 296" -,407"" 273" 318" 1222 -,386 -354" -,260 374" 352"
p 021 ,001 ,009 ,000 ,015 ,004 060 ,001 ,001 ,022 ,001 ,002
n 77 77 77 79 79 79 72 77 78 78 78 77
F3 ro 5375 -a72" 395" -,492" ,452" 465" -393" 521" ,469" -316" ,436" ,414"
p | ,001 ,000 ,001 ,000 ,000 ,000 ,001 ,000 ,000 ,006 ,000 ,000
n 73 73 73 75 75 75 68 73 74 74 74 73
HIF1A r 010 -,091 080 -,037 093 090 -,103 -112 049 -,068 083 -281°
p 932 434 492 ,746 416 432 393 334 675 ,558 472 ,036
n 76 76 76 78 78 78 71 76 77 77 77 76
PDGFA r 191 -257" 135 180 206 -,202 -233 ,295 203 203 179 176
p 098 ,025 247 115 071 077 ,051 ,010 077 077 120 129
n 76 76 76 78 78 78 71 76 77 77 77 76
THBS1 r 079 -,009 025 118 026 ,024 037 060 097 019 017 173
p 492 ,037 ,830 ,301 ,820 834 757 ,604 ,400 ,866 886 133
n 77 77 77 79 79 79 72 77 78 78 78 77
VEGFA r 075 129 073 011 042 029 ,020 045 028 061 021 144
p 516 264 525 926 716 799 ,866 696 808 593 859 211
n 77 77 77 79 79 79 72 77 78 78 78 77
BIRCS r 093 013 013 107 011 042 -,055 010 066 020 011 051
p 490 ,925 922 419 936 ,750 ,691 ,944 622 ,883 1933 ,701
n 57 57 58 59 59 59 54 57 58 58 59 58
CCNB1 r 232 ,259 181 094 104 151 -,026 048 181 001 104 209
p 075 ,046 ,162 467 420 241 ,850 716 ,164 ,995 422 ,107
n 60 60 61 62 62 62 57 60 61 61 62 61
MKI67 r 380" 421" ,438" 34" ,356" ,398" 321 ,436" ,395" ,305° ,425"" 318
p 003 ,001 ,000 ,007 ,005 ,001 ,015 ,000 ,002 ,017 ,001 ,012
n 60 60 61 62 62 62 57 60 61 61 62 61
MYBL2 r 375 ,365" 361" 292" ,259" ,310" 261 327" 334" 278 376" ,365"
p | ,003 ,004 ,004 ,021 ,042 ,014 ,050 ,011 ,009 ,030 ,003 ,004
n 60 60 61 62 62 62 57 60 61 61 62 61
CTGF r 340" -,358" -,224 -,436" -,246° -,293" -,283" -,339" -,345" -334" -,302" ,264°
p 003 ,002 ,051 ,000 ,030 ,009 ,017 ,003 ,002 ,003 ,008 ,021
n 76 76 76 78 78 78 71 76 77 77 77 76
CDH1 r 3157 316" ,263" ,010 ,085 ,091 -,067 ,069 ,023 ,028 116 178
p 006 ,005 ,022 ,029 461 429 579 554 843 ,810 314 124
n 76 76 76 78 78 78 71 76 77 77 77 76
TGFBR3 r -542" 575" ,466 424" -,473" 510" 472" -553" -538" -448" -530" 379"
p 000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001
n 76 76 76 78 78 78 7 76 77 77 77 76
vim ro 347" -,481" ,461" -346" -363" -,366" -,192 -372" -,443" -234" -,422" -,466"
p | ,002 ,000 ,000 ,002 ,001 ,001 ,109 ,001 ,000 ,040 ,000 ,000
n 76 76 76 78 78 78 71 76 77 77 77 76
TFPI 174 215 176 315 ,345" ,309" ,409" ,310" 1243 372" ,298" 1252
p 216 126 ,207 ,022 ,011 ,024 ,003 ,025 ,083 ,007 ,030 ,069
n 52 52 53 53 53 53 51 52 52 52 53 53
* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
Hok La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
§ Solo se analizaron los casos sin ypTO.

3.4 Anadlisis de la relacién entre la expresion de los marcadores con las variables
anatomopatoldgicas
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El estudio de asociacion entre expresidn de marcadores en tumor residual y subtipo
global mostré nuevamente diferencias para los miRNAs -17, -18a, -20a, -92a y -9, asi como en
los genes THBS1 y VEGFA. Otros miRNAs que mostraron diferencias que no fueron observadas
en el tumor antes del tratamiento fueron miR-200c y -429 (Tabla 44).

Tabla 44. Asociacién entre marcadores y subtipo en tumor residual.

miRNA/Gen N Subtipo N Rango Chi’ gl p*
valido promedio
miR-200c 71 HR+Her2- 53 32,38 8,752 3 ,033
HR+Her2+ 3 59,00
HR-Her2+ 3 55,00
HR-Her2- 12 41,50
miR-429 72 HR+Her2- 54 32,50 8,554 3 ,036
HR+Her2+ 3 54,67
HR-Her2+ 3 53,67
HR-Her2- 12 45,67
miR-141 71 HR+Her2- 52 32,53 7,133 3 ,068
HR+Her2+ 3 50,00
HR-Her2+ 3 57,67
HR-Her2- 12 41,65
75 HR+Her2- 55 33,20 10,334 3 ,016
HR+Her2+ 3 57,33
HR-Her2+ 4 52,25
HR-Her2- 13 49,46
miR-19b 75 HR+Her2- 55 34,17 6,466 3 ,091
HR+Her2+ 3 51,00
HR-Her2+ 4 45,75
HR-Her2- 13 48,81
75 HR+Her2- 55 33,63 8,347 3 ,039
HR+Her2+ 3 50,83
HR-Her2+ 4 48,00
HR-Her2- 13 50,46
miR-519¢ 67 HR+Her2- 49 31,80 4,195 3 ,241
HR+Her2+ 3 43,33
HR-Her2+ 3 52,67
HR-Her2- 12 36,00
miR-107 72 HR+Her2- 54 33,06 7,317 3 ,062
HR+Her2+ 3 42,00
HR-Her2+ 3 60,00
HR-Her2- 12 44,75
73 HR+Her2- 54 32,56 9,685 3 ,021
HR+Her2+ 3 42,00
HR-Her2+ 4 54,25
HR-Her2- 12 50,00
miR-92a 73 HR+Her2- 54 32,99 9,443 3 ,024
HR+Her2+ 3 37,00
HR-Her2+ 4 59,75
HR-Her2- 12 47,46
miR-106b 72 HR+Her2- 52 32,73 6,592 3 ,086

106



CXCL12

TGFBR3

71

73

70

72

72

73

73

72

72

72

72

53

HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-
HR+Her2-
HR+Her2+
HR-Her2+
HR-Her2-

43,67
53,00
44,85
32,04
44,67
67,00
42,69
40,06
32,00
19,25
31,15
37,21
20,33
35,00
32,00
38,62
41,00
15,75
32,92
37,43
21,33
23,50
40,50
39,81
35,00
7,00
35,23
39,02
31,33
6,00
39,62
39,71
34,33
37,75
23,77
36,70
35,33
46,75
32,81
39,22
30,67
28,75
29,35
40,17
35,33
33,25
23,08
25,83
36,25
21,50
32,06

10,579

5,053

2,391

4,968

3,663

9,045

9,431

6,081

1,378

3,180

7,056

4,113

,014

,168

,495

,174

,300

,029

,024

,108

,711

,365

,070

,250
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56 HR+Her2- 42 27,98 1,945 3 ,584

HR+Her2+ 2 17,00
HR-Her2+ 2 27,00
HR-Her2- 10 33,30
56 HR+Her2- 42 25,43 6,407 3 ,093
HR+Her2+ 2 41,50
HR-Her2+ 2 43,00
HR-Her2- 10 35,90
56 HR+Her2- 42 27,10 2,922 3 ,404
HR+Her2+ 2 29,50
HR-Her2+ 2 46,50
HR-Her2- 10 30,60
49 HR+Her2- 38 26,13 4,250 3 ,236
HR+Her2+ 2 33,00
HR-Her2+ 1 2,00
HR-Her2- 8 20,50

La expresidn elevada de los miRNAs -17 -18a, -19b y -20a se asocié con el subtipo triple
negativo (Tabla 45).

Tabla 45. Asociacidn entre marcadores y subtipo triple negativo.
Marcador  Triple negativo N Rango promedio Suma de rangos P

No 59 34,88 2058,00 ,311
Si 12 41,50 498,00

Total 71

miR-429 R\ 60 34,67 2080,00 ,096
Si 12 45,67 548,00

Total 72

miR-141 N 58 34,73 2014,50 274
Si 13 41,65 541,50

Total 71

miR-18a No 62 35,60 2207,00 ,037
Si 13 49,46 643,00

Total 75

miR-19b E\e] 62 35,73 2215,50 ,049
Si 13 48,81 634,50

Total 75

miR-20a No 62 35,39 2194,00 ,023
Si 13 50,46 656,00

Total 75

miR-519¢c e} 55 33,56 1846,00 ,695
Si 12 36,00 432,00

Total 67

No 60 34,85 2091,00 ,135
Si 12 44,75 537,00

Total 72

No 61 34,44 2101,00 ,020
Si 12 50,00 600,00

Total 73
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miR-106b

CXCL12

TGFBR3

No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total
No
Si
Total

61
12
73
59
13
72
58
13
71
60
13
73
58
12
70
60
12
72
60
12
72
60
13
73
60
13
73
45

53
46
10
56
46
10
56
46
10
56
59
13
72
59
13
72
59
13
72
59
13
72

34,94
47,46

34,66
44,85

34,50
42,69

38,27
31,15

36,22
32,00

37,22
32,92

35,70
40,50

37,38
35,23

36,43
39,62

26,10
32,06

27,46
33,30

26,89
35,90

28,04
30,60

39,31
23,77

37,31
32,81

38,08
29,35

39,46
23,08

2131,50
569,50

2045,00
583,00

2001,00
555,00

2296,00
405,00

2101,00
384,00

2233,00
395,00

2142,00
486,00

2243,00
458,00

2186,00
515,00

1174,50
256,50

1263,00
333,00

1237,00
359,00

1290,00
306,00

2319,00
309,00

2201,50
426,50

2246,50
381,50

2328,00
300,00

,062

112

,196

,273

513

,516

,468

,740

,624

,156

,301

1113

,653

,015

,482

,173

,011
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TFPI No 41 25,88 1061,00 ,330
Si 8 20,50 164,00
Total 49

La expresion de miR-429, clister 17-92, miR-106b y miR-9, asi como los genes CTGF y
VIM se asocid con expresion elevada de receptores de estréogenos, mientras que se detectaron
niveles de expresidén mas bajos de MKI67 en tumores con ausencia de expresién de éstos
(Tabla 46).

Tabla 46. Asociacidn entre marcadores y expresién de receptores hormonales.

Marcador Receptores hormonales N Rango promedio  Suma de rangos p
Positivo 56 33,80 1893,00 ,083
Negativo 15 44,20 663,00
Total 71
miR-429 Positivo 57 33,67 1919,00 ,025
Negativo 15 47,27 709,00
Total 72
miR-141 Positivo 55 33,48 1841,50 ,057
Negativo 16 44,66 714,50
Total 71
miR-18a Positivo 58 34,45 1998,00 ,009
Negativo 17 50,12 852,00
Total 75
miR-19b Positivo 58 35,04 2032,50 ,030
Negativo 17 48,09 817,50
Total 75
miR-20a Positivo 58 34,52 2002,00 ,011
Negativo 17 49,88 848,00
Total 75
MILECY T Positivo 52 32,46 1688,00 ,229
Negativo 15 39,33 590,00
Total 67
Positivo 57 33,53 1911,00 ,019
Negativo 15 47,80 717,00
Total 72
Positivo 57 33,05 1884,00 ,003
Negativo 16 51,06 817,00
Total 73
Positivo 57 33,20 1892,50 ,004
Negativo 16 50,53 808,50
Total 73
WILESDE M Positivo 55 33,33 1833,00 ,021
Negativo 17 46,76 795,00
Total 72
Positivo 55 32,73 1800,00 ,013
Negativo 16 47,25 756,00
Total 71
CXCL12 Positivo 56 39,63 2219,00 ,055
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Negativo 17 28,35 482,00
Total 73

Positivo 55 36,29 1996,00 ,534
Negativo 15 32,60 489,00
Total 70
Positivo 56 38,75 2170,00 ,088
Negativo 16 28,63 458,00
Total 72
Positivo 56 36,57 2048,00 ,957
Negativo 16 36,25 580,00
Total 72
Positivo 56 39,55 2215,00 ,062
Negativo 17 28,59 486,00
Total 73
Positivo 56 38,61 2162,00 ,240
Negativo 17 31,71 539,00
Total 73
Positivo 43 26,31 1131,50 ,344
Negativo 10 29,95 299,50
Total 53
Positivo 44 27,48 1209,00 ,366
Negativo 12 32,25 387,00
Total 56
Positivo 44 26,16 1151,00 ,040
Negativo 12 37,08 445,00
Total 56
Positivo 44 27,20 1197,00 ,255
Negativo 12 33,25 399,00
Total 56
Positivo 55 39,42 2168,00 ,033
Negativo 17 27,06 460,00
Total 72
Positivo 55 36,63 2014,50 ,926
Negativo 17 36,09 613,50
Total 72

TGFBR3 Positivo 55 38,75 2131,50 ,100
Negativo 17 29,21 496,50
Total 72
Positivo 55 39,91 2195,00 ,013
Negativo 17 25,47 433,00
Total 72
Positivo 40 26,48 1059,00 ,128
Negativo 9 18,44 166,00
Total 49

Cuando se analizaron los niveles de expresion génica de los marcadores en funcion del
tamafo del tumor tras tratamiento, se observé mayor nivel de expresién de miR-200c, miR-
429, miR-141, miR-17, miR-19b, miR-20a, miR-92a, miR-106b y miR-9 en tumores mdas grandes
(Tabla 47).
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Tabla 47. Asociacidén entre marcadores y tamafio del tumor primario en tumor residual.

Marcador ypT N Rango promedio  Suma de rangos p
WIS L U ypT1-2 56 35,29 1976,00 ,017
ypT3-4 21 48,90 1027,00

Total 77

miR-429 ypT1l-2 57 35,82 2042,00 ,018
ypT3-4 21 49,48 1039,00
Total 78
ypT1-2 57 35,52 2024,50 ,021
ypT3-4 20 48,93 978,50
Total 77

miR-18a ypT1l-2 59 37,67 2222,50 ,068
ypT3-4 21 48,45 1017,50
Total 80
ypT1-2 59 35,89 2117,50 ,003
ypT3-4 21 53,45 1122,50
Total 80

miR-20a ypT1l-2 59 36,14 2132,50 ,005
ypT3-4 21 52,74 1107,50
Total 80

IECH T ypT1-2 53 34,26 1816,00 ,073
ypT3-4 20 44,25 885,00
Total 73

miR-107 ypT1-2 57 37,11 2115,50 ,126
ypT3-4 21 45,98 965,50
Total 78
ypT1-2 58 35,38 2052,00 ,003
ypT3-4 21 52,76 1108,00
Total 79

miR-92a ypT1-2 58 36,13 2095,50 ,013
ypT3-4 21 50,69 1064,50
Total 79

MILSIDI A ypT1-2 58 36,27 2103,50 ,032
ypT3-4 20 48,88 977,50
Total 78
ypT1l-2 57 34,35 1958,00 ,002
ypT3-4 20 52,25 1045,00
Total 77

CXCL12 ypT1-2 58 38,54 2235,50 ,348
ypT3-4 21 44,02 924,50
Total 79
ypT1l-2 56 40,08 2244,50 ,156
ypT3-4 19 31,87 605,50
Total 75
ypT1-2 57 38,52 2195,50 ,528
ypT3-4 21 42,17 885,50
Total 78
ypT1-2 57 39,13 2230,50 ,813
ypT3-4 21 40,50 850,50
Total 78
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ypT1-2 58 42,03 2437,50 ,192

ypT3-4 21 34,40 722,50
Total 79
ypT1l-2 58 40,07 2324,00 ,965
ypT3-4 21 39,81 836,00
Total 79
ypT1-2 46 28,86 1327,50 ,158
ypT3-4 13 34,04 442,50
Total 59
ypT1l-2 47 31,16 1464,50 ,791
ypT3-4 15 32,57 488,50
Total 62
ypT1-2 47 31,10 1461,50 ,755
ypT3-4 15 32,77 491,50
Total 62
ypT1-2 47 31,36 1474,00 ,915
ypT3-4 15 31,93 479,00
Total 62
ypT1-2 57 39,06 2226,50 ,778
ypT3-4 21 40,69 854,50
Total 78
ypT1-2 57 39,25 2237,50 ,875
ypT3-4 21 40,17 843,50
Total 78
TGFBR3 ypT1-2 57 40,38 2301,50 ,573
ypT3-4 21 37,12 779,50
Total 78
ypT1l-2 57 40,98 2336,00 ,341
ypT3-4 21 35,48 745,00
Total 78
ypT1-2 41 25,05 1027,00 ,089
ypT3-4 12 33,67 404,00
Total 53

No se observaron diferencias en los niveles de expresion génica en funcién de la
afectacién ganglionar tras el tratamiento (Tabla 48).

Tabla 48. Asociacion entre marcadores y afectacidn ganglionar en tumor residual.
Marcador ypN N Rango promedio  Suma de rangos P

miR-200 ypNO-1 45 29,78 1340,00 ,128
ypN2-3 18 37,56 676,00
Total 63

miR-429 ypNO-1 46 30,59 1407,00 ,189
ypN2-3 18 37,39 673,00
Total 64

miR-141 ypNO-1 45 30,66 1379,50 ,357
ypN2-3 18 35,36 636,50

Total 63
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miR-519c¢

miR-107

miR-92a

miR-106b

CXCL12

ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total
ypNO-1
ypN2-3
Total

47
19
66
47
19
66
47
19
66
42
18
60
46
18
64
47
18
65
47
18
65
46
18
64
45
18
63
46
19
65
43
18
61
46
19
65
45
19
64
46
19
65
46
19
65
33
13
46
35
13
48

30,61
40,66

31,93
37,39

32,19
36,74

29,02
33,94

30,55
37,47

31,34
37,33

31,49
36,94

31,43
35,22

29,94
37,14

33,84
30,97

33,07
26,06

33,83
31,00

33,82
29,37

35,14
27,82

34,57
29,21

22,06
27,15

22,97
28,62

1438,50
772,50

1500,50
710,50

1513,00
698,00

1219,00
611,00

1405,50
674,50

1473,00
672,00

1480,00
665,00

1446,00
634,00

1347,50
668,50

1556,50
588,50

1422,00
469,00

1556,00
589,00

1522,00
558,00

1616,50
528,50

1590,00
555,00

728,00
353,00

804,00
372,00

,054

,295

,384

,317

,181

,253

,298

,464

,159

,579

,159

,584

,382

,155

,299

,121

,212
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ypNO-1 35 24,66 863,00 ,898

ypN2-3 13 24,08 313,00
Total 48
ypNO-1 35 23,66 828,00 ,494
ypN2-3 13 26,77 348,00
Total 48
ypNO-1 45 33,36 1501,00 ,572
ypN2-3 19 30,47 579,00
Total 64
ypNO-1 45 32,82 1477,00 ,831
ypN2-3 19 31,74 603,00
Total 64

TGFBR3 ypNO-1 45 33,47 1506,00 ,523
ypN2-3 19 30,21 574,00
Total 64
ypNO-1 45 32,13 1446,00 ,808
ypN2-3 19 33,37 634,00
Total 64
ypNO-1 28 21,21 594,00 ,555
ypN2-3 12 18,83 226,00
Total 40

3.5 Estudio del valor prondstico de los marcadores seleccionados

El estudio de supervivencia univariante mostré que la expresion alta de miR-18a, miR-
17 y MYBL2 tenia un impacto prondstico negativo en supervivencia global (Tabla 49 primera
fila y Figura 8). En supervivencia libre de enfermedad, la expresidn alta de miR-200c, miR-141,
miR-18a, miR-19b, miR-17, miR-106b y MYBL2 se asocié a un peor prondstico (Tabla 49
segunda fila y Figura 9). En supervivencia libre de recaida a distancia, la expresion alta de miR-
200c, miR-141, miR-18a, miR-19b, miR-20a, miR-17, miR-106b y MYBL2 asi mismo, se asocid
con un peor prondstico (Tabla 49 tercera fila y Figura 10).

Tabla 49. Andlisis univariante de marcadores y supervivencia postquimioterapia.

Marcador  SG (valor-p, log-rango)  SLE (valor-p, log-rango)  SLRD (valor-p, log-rango)
miR-200 ,321 ,037 ,016
miR-429 ,393 ,056 ,084
miR-141 ,110 ,008 ,004
miR-18a ,041 ,004 ,003
miR-19b ,053 ,022 ,004
miR-20a ,051 ,063 ,015
miR-519¢ ,638 ,213 114
miR-107 ,129 ,146 ,082

miR-17 ,029 ,009 ,004
miR-92a ,160 ,337 ,215
miR-106b ,107 ,014 ,002
miR-9 ,774 ,892 ,505
CXCL12 ,799 ,592 ,880
F3 ,500 ,069 ,147
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HIF1A ,395 ,476 ,492
PDGFA ,126 ,752 ,770
THBS1 271 ,193 411
VEGFA ,690 ,993 ,965
BIRC5 ND ND ND
CCNB1 ,050 ,096 ,260
KI67 ,088 ,101 ,068
MYBL2 ,013 ,003 ,011
CTGF ,550 1621 ,961
CDH1 ,106 ,237 ,223
TGFBR3 675 ,147 ,299
VIM 774 ,257 ,443
TFPI ,638 ,925 ,420

ND: Analisis No Disponible
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Figura 8. Graficas de supervivencia global para los marcadores prondsticamente relevantes en
el analisis univariante en el tumor residual.
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Figura 9. Graficas de supervivencia libre de enfermedad para los marcadores prondsticamente
relevantes en el andlisis univariante en el tumor residual.
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Figura 10. Graficas de supervivencia libre de recaida a distancia para los

prondsticamente relevantes en el analisis univariante en el tumor residual.
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El andlisis multivariante, incluyendo las variables clinicamente relevantes, descarté en
el caso de la supervivencia global la asociacidn independiente de miR-18a, miR-17 y MYBL2. En
el caso de la supervivencia libre de enfermedad y libre de recaida a distancia, miR-18a mostré
ser el Unico marcador con valor prondstico en el modelo multivariante, dependiendo también
de subtipo y afectacion ganglionar (Tabla 50 ).

Tabla 50. Analisis multivariante incluyendo las variables clinicas y los marcadores
prondsticamente relevantes en el analisis univariante previo. (A-C) Supervivencia global. (D-J)
Supervivencia libre de enfermedad. (K-Q) Supervivencia libre de recaida a distancia.

A SLE

Variable HR 1C95% Variable 1C95% p

Fenotipo 1,785 1,174-2,714 ,007 Fenotipo 1,639 1,032-2,603 ,036
ypN+ 10,004 1,274-78,581 ,029 ypN+ 3,206 ,675-15,238 ,143

miR-18a 2,591  ,549-12,234  ,229 MYBL2 7,860  ,976-63,289  ,053

B ¢
Variable 1C95% Variable 1C95%
Fenotipo 1,872 1,215-2,884 ,004 Fenotipo 1,655 1,136-2,410 ,009
YpPN+ 10,044 1,262-79,946 ,029 ypN+ 13,896 1,773-108,92 ,012
miR-18a 1,808 ,383-8,537 ,454 miR-200c EPAIPE] ,566-7,249 ,278

C L
Variable 1C95% Variable 1C95%
IO 2,251 1,132-4,478 021 FNTI M 1,409  ,973-2,042  ,070

ypN+ 5,292  ,606-46-206 132 ypN+ 10,900 1,329-89,432 ,026
MYBL2 <10 0-1x10"* ,942 WSS 2,404  ,50911,362  ,268

D M
Variable 1C95% Variable 1C95%
Fenotipo 1,733 1,209-2,485 ,003 Fenotipo 1,407 ,968-2,046 ,073
YpPN+ 1,639-33,661 ypN+ 1,747-100,88 ,012
miR-200c ,531-5,208 miR-18a 1,105-13,621

E N
Variable HR 1C95% p Variable 1C95%
Fenotipo 1,591 1,125-2,252  ,009 Fenotipo 1,456 1,001-2,117 ,049
ypN+ 6,629 1,384-31,742 ,018 ypN+ 11,706  1,519-90,215 ,018
miR-141 1,750 ,460-6,665 ,412 miR-19b 2,696 ,764-9,511 ,123

SLE N

Variable HR IC95% p Variable HR 1C95% p
NI 1,578 1,113-2,237 ,010 TGO 1,480  1,024-2,139 037

ypN+ 7,299  1,675-31,809 ,008 ypN+ 12,419 1,599-96,468 ,016
IR EERE 3,092  1,015-9,416  ,047 miR-20a [EKIY) ,5985,799  ,284

G o) SLRD

VELEL S 1C95% Variable HR 1C95% p

LT 1,642 1,160-2,324 ,005 TN 1,514  1,032-2,221 ,034
ypN+ 7,111  1,611-31,384 ,010 ypN+ 12,561 1,601-98,562 ,016

miR-19b [ENYL] ,585-4,649  ,344 miR-17 2,116 ,589-7,603 251
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H P SLRD

Variable HR 1C95% p Variable HR 1C95% p
Fenotipo 1,620 1,117-2,352 ,011 Fenotipo 1,463 1,007-2,128 ,046
ypN+ 6,842 1,509-31,029 ,013 ypN+ 10,136 1,287-79,847 ,028
miR-17 1,634 ,513-5,196 ,406 LS 3,459 ,770-15,547  ,106

Variable HR 1C95% p Variable HR 1C95% p

Fenotipo 1,624 1,148-2,298 ,006 Fenotipo 1,358 ,822-2,243 ,233
ypN+ 6,664 1,479-30,023 ,014 YpPN+ 6,371 ,773-52,514  ,085

IS 1,847 ,596-5,723 ,288 MYBL2 5,640 ,686-46,372 ,108

3.6 Analisis del cambio de la expresion inducido por quimioterapia

Cuando se estudio el cambio inducido por quimioterapia, se observd un aumento
global de los miRNAs a excepcion de miR-200c. La quimioterapia indujo aumento de expresion
también en los genes codificantes CXCL12, F3, HIF1A, THBS1, CTGF, TGFBR3, VIM y TFPI, asi
como disminucién de la expresion en los genes CDH1, CCNB1, MKI67 y MYBL2 mientras que los
genes PDGFA, VEGFA y BIRC5 no modificaron sus niveles de expresion con el tratamiento
(Tabla 51).

Tabla 51. Cambios sobre la expresion génica en el tumor primario inducidos por la
quimioterapia (PreQT-PostQT)
miRNA/Gen N Rango Suma Cambio
pareado promedio de inducido
valido§ rangos

65 Negativos 33 38,97 1286 - Sin cambio
1,395
Positivos 32 26,84 859
miR-429
66 Negativos 37 39,57 1464 - Aumento
2,290
Positivos 29 25,76 747
miR-141
66 Negativos 43 38,65 1662 - Aumento
3,555
Positivos 23 23,87 549
70 Negativos 49 37,31 1828 - Aumento
3,426
Positivos 21 31,29 657
miR-19b
70 Negativos 52 39,00 2028 - Aumento
4,597
Positivos 18 25,39 457
miR-20a
70 Negativos 54 40,09 2165 - Aumento
5,399
Positivos 16 20,00 320
miR-519¢
59 Negativos 34 34,19 1162 - Aumento
2,095
Positivos 25 24,30 607

,163

,022

<,001

<,001

<,001

<,001

,036
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miR-107

miR-92a

miR-106b

CXCL12

TGFBR3

64

67

67

65

66

62

55

61

60

62

62

63

63

63

Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Negativos
Positivos
Empates
Negativos
Positivos
Empates
Negativos
Positivos

Empates

34

30

50

17

55

12

49

16

41

25

58

47

44

17

38

22

42

20

37

25

55

17

45

46

16

41,62
22,17
38,04
22,12
36,24
23,75
36,02
23,75
37,56
26,84
32,67
14,50
29,57
18,75
34,32
22,41
30,50
30,50
37,24
19,45
32,30
30,32
34,11

11,00

28,85

32,50

35,11

21,13

1415

665

1902

376

1993

285

1765

380

1540

671

1895

58

1390

150

1510

381

1159

671

1564

389

1195

758

1876

77

490

1462

1615

338

2,508

4,766

5,335

4,525

2,776

6,440

5,195

4,055

1,796

4,119

1,532

6,306

3,407

4,477

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Aumento

Sin cambio

Aumento

Sin cambio

Aumento

Disminucion

Aumento

,012

<,001

<,001

<,001

,006

<,001

<,001

<,001

,072

<,001

0,126

<,001

,001

<,001
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63 Negativos 55 34,22 1882 - Aumento

Positivos 7 10,14 71 6,349
Empates 1

43 Negativos 7 9,43 66 - Sin cambio
Positivos 6 4,17 25 1,433
Empates 30

45 Negativos 13 21,08 274 - Disminucion
Positivos. 31 23,10 716 2,579
Empates 1

45 Negativos 6 24,17 145 - Disminucidn
Positivos 39 22,82 890 4,205

45 Negativos 7 24,43 171 - Disminucion
Positivos 38 22,74 864 3,911

41 Negativos 29 23,55 683 - Aumento
Positivos 12 14,83 178 3,272

<,001

,152

,009

<,001
<,001

,001

§ Solo se analizaron los casos sin ypTO.
*Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

3.7 Conclusiones del Capitulo Il

Como conclusién del tercer capitulo de resultados, analizando el tumor residual, miR-
200c se confirmé como el miRNA mayormente expresado en nuestra serie mientras que miR-
107 fue el que menor nivel de expresidn mostrd. Los genes mayormente expresados fueron
nuevamente genes implicados en proliferacién celular (MKI67 y MYBL2) mientras que los que
tuvieron menor nivel de expresion fueron PDGFA y F3. Los miRNAs analizados mostraron una
fuerte correlacion directa con genes implicados en proliferacion, e inversa con genes
importantes en quimiotaxis y angiogénesis. Nuevamente miR-17-92a se asocid con los subtipos
tumorales, asi como THBS1 y VEGFA. MiR-17-92a se asociaron fuertemente con subtipo triple
negativo, mientras que CTGF y VIM lo hicieron con subtipo luminal. MiR-17-92a, miR-200c,
miR-106b y miR-9 se asociaron con tumores mayores. Ninglin marcador se asocié con la
afectacién ganglionar. La expresion de miR-18a fue factor de mal prondstico para SLE y SLRD
en el modelo multivariante. La quimioterapia indujo un aumento general de la expresion de
todos los microRNAs, asi como de factores importantes en angiogénesis, mientras que provocé
una disminucién de la expresidon de factores importantes en proliferacion celular.
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CAPITULO IV
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CAPITULO IV: EFECTO DE LA QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE EN LA ANGIOGENESIS
TUMORAL DEL CANCER DE MAMA

4.1 Caracteristicas de la subserie clinica

A partir de las muestras de las cuales se pudieron obtener datos suficientes para los
analisis se construyd una subserie de 108 pacientes. Los resultados de las caracteristicas y
tratamiento de las pacientes no variaron significativamente: mediana de edad de 56 afios, el
97,2% recibi6 tratamiento basado en antraciclinas y taxanos con una respuesta clinica del 87%,
observandose una reduccién del estadio de la enfermedad en un 56,9% de los casos. El 47,2%
de las pacientes recibié cirugia conservadora, obteniéndose RCp en el 19,4% de los casos. En la
Tabla 52 se muestran los resultados del andlisis de la subserie. De igual forma no se alcanzé la
mediana de seguimiento tras cinco afios de observacion.

Tabla 52. Caracteristicas de las pacientes en la subserie (pretratamiento).
Caracteristica N %

N 108 100%
Edad (mediana; min-max) 56.5 (21-79)
Historia familiar de cancer de mama

No 85 78,7

Si 22 20,4

Desconocido 1 ,9
Estatus menopdusico

Post-menopausia 54 50,0

Pre-menopausia 54 50,0
Estadio clinico

A 19 17,6

1] 32 29,6

A 35 32,4

1B 4 3,7

HIC 18 16,7
Estadio clinico del tumor primario

T1-2 50 46,3

T3-4 58 53,7
Estadio clinico de los nédulos linfaticos

NO-1 71 65,7

N2-3 37 34,3
Tipo histologico

Ductal 102 94,4

Lobulillar 4 3,7

Otros 2 1,9
Grado histolégico del tumor

GI-ll 41 38,0

Gl 56 51,9

No disponible 11 10,1
Afectacion linfovascular

No 85 78,7

Si 17 15,7

No disponible 6 5,6
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Subtipos IHQ prequimioterapia
HR+ HER2- 49,1
HR+ HER2+ 13,0
HR - HER2+ 12,0
Triple negativo 22,2
No disponible 3,7
Tratamiento
Antraciclinas x4 — Docetaxelx4 83,3
Antraciclinas y Paclitaxel semanal 8,3
Esquema sin antraciclinas 1,9
Esquema con antraciclinas sin taxanos ,9
Esquema con antraciclinas y taxanos concomitantes 5,6
Tratamiento con Trastuzumab
[\ [o) 79,6
Neoadyuvante y adyuvante 15,7
Solo adyuvante 4,7
Cirugia
Mastectomia 52,8
Cirugia conservadora 47,2
Respuesta completa patolégica (RCp)
ypTO0/Tis + ypNO + MO 19,4
T LALS 21,3
ypNO 38,9

Negativo 54,6
Positivo 45,4

4.2 Perfil angiogénico y vascular basal

El analisis vascular pudo realizarse en 86 casos (79,6%) en los que habia suficiente
tejido para la evaluacidn de la IHQ para vasos tefiidos con anti-CD34 (Figura 11-A). La mediana
del tamafio medio vascular (MVS) fue de 102,5 pm” (rango: 51,7-273). El MVS fue mayor en el
grupo de pacientes con afectacidn ganglionar extensa (cN2-3; p=0,025) y también en pacientes
con cancer de mama triple negativo (p=0,049) (Figura 11-BC). No se observd asociacidon con
otras variables clinicas ni con supervivencia (Tabla 53).

Tabla 53. Asociacion del tamafio vascular medio (MVS) y la densidad microvascular (MVD) con
caracteristicas clinicas y patoldgicas.

MVS pre-QT MVD Pre-QT
n=86 Mediana; rango Mediana; rango p
Menopausia Postmen. 104,39; 51,71-208,06 0,64 24,55; 5,73-97,24 0,52

*

Premen. 97,87;61,68-237,14 29,33; 10,38-85,98
Grado histolégico [EeI:lloluEw 104,39; 51,71-167,88 0,94 22,09; 8,65-74,69 0,054

Grado 3 98,22; 58,76-237,14 31,49; 5,73-97,24

cNO-1 95,64; 51,71-164,73 0,1 28,90; 8,65-97,24 0,30
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cN2-3 118,92; 58,76-237,14 23,38; 5,73-82,67

cT1-2 109,9158; 51,71-189,16 0,75 25,90; 10,38-85,98 0,53
cT3-4 101,48; 65,00-237,14 27,63; 5,73-97,24

Subtipo tumoral HR+ Her2-  97,19; 61,68-189,16 0,06 28,75; 8,65-97,24 0,79
HR+ Her2+  91,62; 51,71-162,33 26,07; 13,44-72,92
HR- Her2+ 123,54; 58,76-178,60 20,55; 14,42-82,67
HR- Her2- 120,70; 75,03-237,14 24,38; 5,73-54,87

Triple negativo No 97,70; 51,71-189,16 0,049 26,18; 8,65-97,24 0,39
Si 120,70; 75,03-237,14 24,38; 5,73-54,87

yPN ypNO 94,08; 51,71-237,14 0,032 29,05; 10,38-97,24 0,29
ypN1-3 106,75; 65,00-208,06 23,88; 5,73-78,19

RCp No RCp 102,7; 51,7-237,1 0,53 26,1; 5,7-86,0 0,50
RCp 93,7; 58,7-171,5 26,5; 14,4-97,2

Respuesta clinica Si 102,1; 51,7-208,1 0,26 26,2; 5,7-97,2 0,96
No 149,5; 68,5-237,1 26,1; 12,2-72,9

*U Mann-Whitney/Kruskal-Wallis test (Holm-Bonferroni, ajuste de p para comparaciones
multiples).

Se encontraron proliferaciones microvasculares glomerulares (GMP) en el 32,5% de los
casos, estando su presencia asociada con mayor tamafo vascular (p=0,012) (Figura 11-D y
Tabla 54). La presencia de GMP no se asocid con prondstico adverso; sin embargo, la presencia
simultdnea de tamafio vascular alto y GMP+ (24,4% de los casos) fue mas frecuente en el
grupo de no expresion de receptores hormonales (45,8% vs. 15,1%; p=0,01), definiendo un
grupo de pacientes con un patrdn vascular de alto riesgo, con una menor supervivencia libre
de enfermedad (log-rango; HR: 2,78, 1C95%: 0,96-8,03; p=0,048) (Figura 11-E).

Tabla 54. Asociacidon prequimioterapia de las proliferaciones microvasculares glomerulares
(GMP) con caracteristicas clinicas y patoldgicas.

n=80

Menopausia

Postmenopausia 28 (68%) 13 (32%)
Premenopausia 26 (67%) 13 (33%)
Afectacion 0,84
ganglionar cNO-1 40 (73%) 15 (27%)

cN2-3 14 (56%) 11 (44%)

Grado 0,80
G1-2 25 (76%) 8 (24%)

G3 24 (61%) 15 (39%)
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1,0

cT1-2 25 (66%) 13 (34%)

cT3-4 29 (69%) 13 (31%)
Subtipo 0,90

HR+ Her2- 31 (72%) 12 (28%)

HR+ Her2+ 9 (82%) 2 (18%)

HR- Her2+ 4 (57%) 3 (43%)

TNBC 8 (47%) 9 (53%)

0,36

Si 8 (47%) 9 (53%)

No 44 (72%) 17 (28%)
RCp 1,0

RCp 9 (64%) 5 (36%)

No RCp 45 (68%) 21 (32%)
Respuesta 0,11+

clinica Si 48 (72%) 19 (28%)
No 2 (25%) 6 (75%)
* Test Chi” (Holm-Bonferroni ajustado para los valores p en comparaciones multiples)
t Test exacto de Fisher (Holm-Bonferroni ajustado para los valores p en comparaciones
multiples)
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Figura 11. Perfil angiogénico basal prequimioterapia del cancer de mama. (A) Figuras
representativas de inmunohistoquimica para CD34 en biopsias de cancer de mama y
procesamiento digital para analizar MVD y MVS. (B) Asociacién de MVS pretratamiento con
estadio clinico linfatico (p=0,025). (C) Asociacidn de MVS pretratamiento con el subtipo triple
negativo del cadncer de mama (p=0,049). (D) Mayor MVS prequimioterapia en tumores con
presencia de GMP (p=0,012). (E) Kaplan-Meier de SLE de acuerdo al subtipo vascular: grupo de
alto riesgo definido como GMP+ con MVS por encima del valor de la mediana (p=0,048; test de

log-rango).
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El tamafio medio vascular fue de 26,5 um?® (rango de 5,7 a 97,2) para el grupo
completo, no asocidandose con estadio del tumor, afectacidn ganglionar, subtipo de cancer de
mama, grado histoldgico u otras variables clinicas y patoldgicas (Tabla 53). El mayor tamanio
vascular (por encima de la mediana) no se asocié con peor SLE ni con SG. Se analizé también el
area vascular, pero los resultados se correlacionaban fuertemente con la densidad
microvascular (r=0,880; p<0,001), y la correlacion con las variables clinicas fue similar, de
forma que solo se muestran resultados para densidad microvascular. La expresién de factores
proangiogénicos (VEGFA, PDGFA, HIF1A) y antiangiogénicos (THBS1, CTGF) se analizd en las
muestras prequimioterapia, observandose una expresion predominante de THBS1, CTGF y
VEGFA, mientras que se observaron menores niveles de HIF1A, y PDGFA (Tabla 55). La
expresion de VEGFA se correlacioné con la de HIFIA (r=0,362; p=0,001), mientras que se
observé una fuerte correlacion entre THBS1 y CTGF (r=0,489; p=0,00001).

Tabla 55. Expresion de los biomarcadores angiogénicos pre y post quimioterapia en la subserie
clinica.
Media; SD
HIF1A Pre-QT 0,028765; 0,020617 0,023577 0,001400-0,167000 <0,00001
Post-QT 0,039672; 0,020511 0,037077 0,008315-0,113178
IclJ. N Pre-QT 0,00093; 0,00123 0,00051 0,00003-0,00778 0,001
Post-QT 0,001585; 0,001600 0,001035 0,000003-0,009334
THBS1 Pre-QT 0,544393; 0,411610 0,450636 0,093428-2,116480 <0,00001
Post-QT 0,949927; 0,666970 ,813868 0,066370-4,189176
VEGFA Pre-QT 0,177445; 0,160186 0,115959 0,032918-1,162046 0,14
Post-QT 0,209239; 0,154481 0,166093 0,030607-1,099362
CTGF Pre-QT 0,163969; 0,176307 0,115000 0,000192-0,993000 <0,00001
Post-QT 0,851420; 0,705635 0,655000 0,000014-3,540000

*Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

El perfil de biomarcadores fue claramente diferente entre subtipos tumorales:
mientras que VEGFA mostré tendencia a menor nivel de expresién en tumores con receptores
hormonales positivos (p=0,09), los tumores triple negativo mostraron mayor nivel de VEGFA
(p=0,04) y menor expresion de THBS1 (p=0,009). Los tumores Her2+ (con o sin expresiéon de
receptores hormonales) se caracterizaron por la baja expresion de ambos, VEGFA y THBS1
(p=0,003). No se observaron diferencias en la expresion de CTGF (p=0,480) y PDGFA (p=0,450)
entre los subtipos tumorales (Figura 12-A). La proporcién de células tumorales en cada biopsia
no se correlaciond con la expresion de ninguno de los biomarcadores angiogénicos.

El patréon vascular se asocié claramente con el perfil angiogénico en el tumor: la
expresion de THBS1 (r=-0,400; p=0,0001) y CTGF (r=-0,370; p=0,001) se correlaciond
inversamente con la densidad microvascular (Figura 12-B), mientras que el mayor tamano
medio vascular se correlaciond con un mayor nivel de expresion de VEGFA (r= 0,35; p=0,003) y
de THBS1 (r=0,270; p=0,020) (Figura 12-C). No se observaron asociaciones similares para HIF1A
0 PDGFA. Los carcinomas GMP+ mostraron a su vez mayor nivel de expresién de VEGFA
(p=0,015). Los tumores con alto tamafio medio vascular y GMP+ mostraron los mayores niveles
de expresion de VEGFA (p=0,03) (Figura 12-D).
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Figura 12. Expresién de marcadores angiogénicos prequimioterapia y su asociacién con el
patron vascular en el contexto del cancer de mama. (A) Expresidon prequimioterapia de los
principales biomarcadores angiogénicos de acuerdo con el subtipo. (B) Correlacién inversa
entre la expresion de THBS1 con la MDV en el tumor primario de cancer de mama. (Coeficiente
de Spearman: -0,400; p=0,0004). (C) Asociacion de MVS elevado (por encima de la mediana)
con mayores niveles de VEGFA (p=0,0004) y THBS1 (0,04) basales en el tumor primario. (D)
Mayores niveles de VEGFA en tumores con perfil vascular de alto riesgo (GMP+/MVS alta)
(p=0,03).
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Por otra parte, la sobreexpresién de VEGFA en el tejido tumoral fue relevante desde el
punto de vista prondstico, con una menor supervivencia libre de enfermedad (p=0,009) que en
los casos con baja expresion de VEGFA. Este impacto se mantuvo (HR: 3,55; 95%IC:11,07—
11,14; p=0,03) incluso cuando se incluyd la expresién de VEGFA en un modelo de regresion de
Cox con las variables cN2-3 y RCp, que fueron las Unicas covariables clinicas significativas en
ausencia de biomarcadores angiogénicos.

Adicionalmente y para descartar la posible confusién entre sobreexpresion de VEGFA y
subtipo triple negativo, se incluyeron ambas en un modelo multivariante, junto a cN2-3 y a la
RCp como covariables: los niveles elevados de VEGFA mantuvieron su relevancia prondstica
para supervivencia libre de enfermedad (HR: 3,42; 1C95%: 1,08-10,82; p=0,04). Ningun
biomarcador angiogénico fue relevante para supervivencia global.
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4.3 Cambios inducidos por la quimioterapia sobre los biomarcadores
angiogénicos y sobre el patrén vascular

Se realiz6 un estudio comparativo de la morfologia vascular y del perfil de
biomarcadores angiogénicos antes y después de la quimioterapia con antraciclinas y taxanos
en el grupo de pacientes del que se disponia de muestra pareada evaluable pre- y
postquimioterapia (n=54). Para el grupo global, se observé un incremento en la densidad
microvascular postquimioterapia (p=0,0003) (Figura 13-A y Tabla 56). La densidad
microvascular post-tratamiento no se asocioé con variables patoldgicas del tumor residual.

Tabla 56. Cambios inducidos por la quimioterapia sobre los pardmetros vasculares.
Media; SD Mediana
AV Pre-CT 27,4; 13,1 24,5 8,6-72,9
Post-CT 40,1; 21,9 32,6 7,7-117,3

MVS Pre-CT 113,5; 37,8 103,5 51,7-237,1 0,410
Post-CT 107,8; 44,9 95,0 51,5-277,7

Area vascular (%) Pre-CT 1,5;0,6 1,4 0,4-3,3 0,0002
Post-CT 2,2;,11 1,9 0-4,9

* Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon (Holm-Bonferroni ajustado para los valores p en

comparaciones multiples).

Al no existir una definicidn estandar de respuesta angiogénica (RA) disponible, ésta se
definid6 como cualquier descenso en la densidad microvascular. Se observé respuesta
angiogénica inducida por la quimioterapia en un 35,2% de los casos (Figura 13-B), sin
respuesta o con incrementos en el resto de los casos. La respuesta angiogénica fue mas
frecuente en aquellos pacientes con mayor densidad microvascular pretratamiento (p=0,015)
(Figura 13-C), pero no se observo asociacion alguna con otras variables clinicas o patoldgicas
(Tabla 57). Cuando se explord el sentido bioldgico y clinico de la respuesta angiogénica, se
observd que los descensos del estadio tumoral, definido como cualquier descenso de categoria
pT, se asociaban con respuesta angiogénica inducida por quimioterapia (73,7 vs. 35,3 %;
p=0,028). Sin embargo, no se observd asociacidn entre respuesta angiogénica ni con respuesta
clinica (p=0,290) ni con RCp (p=0,870) ni con supervivencia (SLE, p=0,650; SG, p=0,490).

Tabla 57. Asociacion de la respuesta clinica con caracteristicas clinicas y patoldgicas.

Sin respuesta Respuesta
angiogénica angiogénica
n=34 n=19
Menopausia

Postmenopausia 17 (68%) 8 (32%)
Premenopausia 17 (61%) 11 (39%)
Estadio ganglionar 0,28
cNO-1 22 (59%) 15 (41%)
cN2-3 12 (75%) 4 (25%)
0,70
G1-2 16 (67%) 8 (33%)
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G3 16 (61%) 10 (39%)

0,24
cT1-2 20 (71%) 8 (29%)
cT3-4 14 (56%) 11 (4%)
Subtipo tumoral 0,90
17 (61%) 11 (39%)
HR+ Her2- 6 (60%) 4 (40%)
2 (67%) 1(33%)
HR+ Her2+ 8 (73%) 3 (27%)
HR- Her2+
TNBC
0,47
No 25 (61%) 16 (39%)
Yes 8 (73%) 3 (27%)
Respuesta clinica 0,29
Yes 29 (69%) 13 (31%)
No 4 (50%) 4 (50%)
RCp 0,87
No RCp 29 (63%) 17 (37%)
RCp 5(71%) 2 (29%)
1,0
ypNO 17 (65%) 9 (35%)
ypN1-3 17 (63%) 10 (37%)

* Prueba Chi®.

La quimioterapia neoadyuvante no cambié significativamente el tamaino de los vasos
(Figura 13-D), con un tamafio medio vascular mantenido en el grupo global (p=0,410) (Tabla
56). De forma similar a la situacidn pretratamiento, un mayor tamafio medio vascular
postquimioterapia se asocié con caracteristicas patoldgicas adversas tales como ausencia de
expresion de receptores hormonales (40,7 vs. 7,4 %; p=0,012) y mayor enfermedad residual
tanto en los ganglios linfaticos axilares (70 % ypN+ vs. 37,8 %; p=0,018) como en la mama (36,7
% ypT3-4 vs. 10,8 %; p=0,03), incluso cuando el analisis se restringié a solo pacientes sin RCp
(ypT3-4, p=0,08; ypN+, p=0,04; HR-, p=0,012).
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Figura 13. Cambios inducidos por quimioterapia en las caracteristicas angiogénicas del cancer
de mama. (A) Mayor densidad microvascular después de tratamiento (p=0,0003). (B) Diagrama
de flujo de agua mostrando la respuesta angiogénica (definida como cualquier descenso en la
MVD) en alrededor del 35% de las pacientes. (C) Asociacién de la respuesta angiogénica con la
mayor MVD pretratamiento (p=0,015; test de X?). (D) Ausencia de cambios en MVS tras el
t(r;;tamiento con quimioterapia neoadyuva(nte (p=0,410).
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Los cambios en los biomarcadores angiogénicos mayormente consistieron en un
incremento general en la expresion tras tratamiento, a excepcién de VEGFA cuyos niveles se
mantuvieron (Tabla 55). Se observé un incremento remarcable de alrededor de diez veces en
la expresion de CTGF tras quimioterapia. Estos resultados no cambiaron cuando los casos con
RCp se excluyeron del analisis. En aquellas pacientes con respuesta angiogénica inducida por
qguimioterapia, el Unico cambio significativo fue un incremento de tres veces en la expresiéon de
THBS1 (p=0,049), lo que fue consistente con un equilibrio angiogénico con tendencia a menor
densidad microvascular, y diferente de la observada en los pacientes sin respuesta angiogénica
(Tabla 58).

Tabla 58. Asociacion de los cambios inducidos por quimioterapia en los biomarcadores
angiogénicos con la respuesta angiogénica (fold-change; media, SD)

Sin respuesta Respuesta
angiogénica angiogénica

n=34 n=19
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1,68; 1,69 2,27, 2,31 1,0

2,09; 2,42 2,89;1,41 0,049
10,06; 10,59 9,51; 8,48 0,90

1,48; 0,84 2,60; 2,10 0,20

2,15, 2,87 2,75; 3,81 1,0

* U Mann-Whitney (Holm-Bonferroni ajustado para los valores p en comparaciones multiples)

No se observaron diferencias de cambio angiogénico de biomarcadores relacionados
con la quimioterapia entre los casos con o sin respuesta clinica, ni entre los casos con o sin
respuesta patoldgica, excepto un mayor incremento de PDGFA (Tabla 59).

Tabla 59. Asociacion de los cambios inducidos por quimioterapia en los biomarcadores
angiogénicos con la respuesta patoldgica.

1,83;1,81  1,47;1,08
2,05;1,40  4,09;4,61 0,39
8,45;8,79 19,46;23,18 0,44
2,18;3,63  1,69;1,47 1,0
2,88;4,17  556;3,89 0,01

4.4 Conclusiones del Capitulo IV

Como conclusidn del cuarto capitulo de resultados, la subserie obtenida a partir de las
muestras analizables para miRNA/mRNA y angiogénesis fue representativa de la serie global.
La mediana del MVS fue de 102,5 pm’ (rango: 51,7-273). Aquellas pacientes con mayor
afectacién ganglionar y también con fenotipo triple negativo mostraron mayor MVS. No hubo
asociaciéon de MVD o de MVS con respuesta no prondstico. Un 32,5% de los casos mostraron
presencia de GMP, si bien estas estructuras no mostraron tener valor prondstico en nuestra
serie. La presencia de MVS alto mas GMP se asocié con ausencia de expresiéon de HR,
definiendo un grupo de pacientes con patrén vascular de alto riesgo que tuvo impacto adverso
en SLE. La quimioterapia neoadyuvante con AC y taxanos no modifico los niveles de expresion
relativos de VEGFA. El resto de marcadores angiogénicos aumentaron sus niveles de expresion
con el tratamiento (HIF1A, PDGFA, THBS1 y CTGF). La quimioterapia indujo un aumento de la
MVD y del area vascular. No hubo cambios en MVS. El cambio en los niveles de expresion de
PDGFA se asocié con respuesta patoldgica.
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CAPITULO V
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CAPITULO V: ESTUDIO CLINICO E IN VITRO DE LA REGULACION ANGIOGENICA POR MIRNAS Y
DE LOS CAMBIOS EN LA EXPRESION DE MIR-17-92 Y EN EL SUBTIPO ANGIOGENICO DEL
TUMOR INDUCIDOS POR LA QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE CON TAXANOS

5.1 Caracteristicas de la serie clinica

Las caracteristicas globales de las pacientes de estudio en este capitulo se
corresponden con las descritas en el Capitulo | de esta tesis doctoral.

5.2 Estudio de la correlacion de los miembros del clister 17-92 con MVD, MVS y
sus mediadores angiogénicos

Se analizd la correlacién de los miembros del clister 17-92a con la densidad
microvascular, con el tamafio medio de los vasos y a su vez se compararon los niveles de
expresion entre tumores con presencia o ausencia de proliferaciones microvasculares
glomerulares. No se encontrd una asociacion clara entre miR-17 y angiogénesis, puesto que si
bien se correlacioné inversamente con PDGFA en las biopsias prequimioterapia y con CTGF en
las muestras postquimioterapia, no se correlacioné con MVS ni con MVD en ningun caso. Los
resultados del analisis de la relacién demiR-18a con la angiogénesis se recogen en el Capitulo
VI. Se observé una correlacidon inversa de miR-19b con MVD en el tumor primario
prequimioterapia (r=-0,256; p=0,025), observaciéon que no pudo ser confirmada en el tumor
residual (r=-0,065; p=0,602). En las muestras postquimioterapia, miR-19b correlaciond
directamente con MVS (r=0,241; p=0,027). Ademas, se encontré que miR-19b correlacionaba
directamente con VEGFA y THBS1 e inversamente con PDGFA en tumor basal, mientras que en
tumor residual sélo correlaciond inversamente con CTGF. MiR-20a correlacioné de forma
directa con el tamafo medio vascular prequimioterapia (r=0,276; p=0,015), observacion que
pudo ser confirmada en el tumor residual (r=-0,404; p<0,001). Ademas, correlaciond
directamente con VEGFA y THBS1 e inversamente con CTGF basal, mientras que en tumor
residual solo se observé una correlacién inversa con CTGF (Tablas 60y 61).

Tabla 60. Correlacién entre los miembros del cluster 17-92, angiogénesis y biomarcadores en
tumor primario previo al tratamiento.

Prequimioterapia VEGFA THBS1 PDGFA HIF1IA CTGF
Coef. de correlacion* -,043 ,135 ,102
Sig. (bilateral) ,714 ,244 ,349 ,651 ,022 ,333 ,485
N 76 76 87 87 85 87 91
(WIS Coef. de correlacion* -,093 ,075 ,241 -,007 -,298 ,098 -,263
Sig. (bilateral) ,421 ,516 ,027 ,953 ,006 ,375 ,015
N 77 77 84 84 83 84 86
ISl Coef. de correlacion* -,256 ,209 ,283 ,250 -,289 -,008 -,068
Sig. (bilateral) ,025 ,068 ,009 ,022 ,008 ,945 ,534
N 77 77 84 84 83 84 86
Sy IFIll Coef. de correlacion* -,164 ,276 ,404 ,216 -,288 ,045 -,072
Sig. (bilateral) ,153 ,015 <,001 ,049 ,008 ,686 ,508
N 77 77 84 84 83 84 86
WLECPEI Coef. de correlacion* ,020 -,062 ,018 ,022 -,320 ,007 -,129
Sig. (bilateral) ,864 ,597 ,865 ,839 ,003 ,951 ,223
N 76 76 87 87 85 87 91

* Rho de Spearman
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Tabla 61. Correlacién entre los miembros del clister 17-92, angiogénesis y biomarcadores en
tumor residual.

Postquimioterapia MVD MVS VEGFA THBS1 PDGFA HIF1IA CTGF

Coef. de correlacion* -,097 ,102 ,028 -,097 -,203 -,049 -,345
Sig. (bilateral) ,443 ,349 ,808 ,400 ,077 ,675 ,002
N 65 87 78 78 77 77 77
Coef. de correlacion* -,060 ,283 -,011 -,118 -,180 -,037 -,436
Sig. (bilateral) ,631 ,009 ,926 ,301 ,115 ,746 ,000
N 67 84 79 79 78 78 78
Coef. de correlacion* -,065 ,241 -,042 -,026 -,206 -,093 -,246
Sig. (bilateral) ,602 027 ,716 ,820 ,071 416,030
N 67 84 79 79 78 78 78
Coef. de correlacion* -,034 ,404 -,029 ,024 -,202 -,090 -,293
Sig. (bilateral) ,783 <,001 ,799 ,834 ,077 ,432 ,009
N 67 84 79 79 78 78 78
Coef. de correlacion* -,074 ,018 ,061 -,019 -,203 -,068 -,334
Sig. (bilateral) ,557 ,865 ,593 ,866 ,077 ,558 ,003
N 65 87 78 78 77 77 77

* Rho de Spearman

Los niveles de expresiéon elevados de miR-19b-1 y miR-20a se asociaron con la
presencia de GMP en biopsias prequimioterapia (Tabla 62). Cuando se compard la expresion
de los miembros del clUster segun el patrén vascular (definido en el Capitulo IV) (Tabla 63 y
Figura 14), se observé la asociacion de mayores niveles de expresidon de los miembros del
cluster 17-92 (a excepciéon de miR-92a) con el perfil vascular de alto riesgo (definido por
presencia de GMP y tamafio vascular grande). La asociacién de la expresiéon de miR-20a (pero
no de miR-19b-1) con el perfil vascular de alto riesgo, fue independiente de VEGFA y del
subtipo triple negativo en un modelo multivariante de regresion logistica (Tabla 64-A y -B).

Tabla 62. Asociacion de los niveles de expresion del clister 17-92 con la presencia o ausencia
de proliferaciones microvasculares glomerulares (solo prequimioterapia).

GMP N Rango promedio  Suma de rangos p*

NoGMP 47 34,15 1605,00 1290
GMP 24 39,63 951,00
Total 71
No GMP 48 33,75 1620,00 ,185
GMP 23 40,70 936,00
Total
No GMP 48 31,94 1533,00 ,017
GMP 23 44,48 1023,00
Total 71
No GMP 48 30,49 1463,50 ,001
GMP 23 47,50 1092,50
Total 71

WISy No GMP 47 35,34 1661,00 ,706
GMP 24 37,29 895,00
Total 71

*Prueba U de Mann-Whitney
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Tabla 63. Asociacion de los niveles de expresion del cluster 17-92 con el patrén vascular de
alto riesgo (definido en el Capitulo 1V).

Patron vascular Rango Suma de
promedio rangos

31,43 1603,00

GMP- y/o MVS bajo

GMP+y MVS alto 18 45,11 812,00
Total 69

miR-18a GMP- y/o MVS bajo 51 32,08 1636,00 ,042
GMP+y MVS alto 18 43,28 779,00
Total 69

LS EI I GMP- y/o MVS bajo 51 30,56 1558,50 ,002
GMP+y MVS alto 18 47,58 856,50
Total 69

miR-20a GMP- y/o MVS bajo 51 29,48 1503,50 <,001
GMP+y MVS alto 18 50,64 911,50
Total 69

miR-92a GMP- y/o MVS bajo 51 33,59 1713,00 ,325
GMP+y MVS alto 18 39,00 702,00
Total 69

Figura 14. Perfil de expresion del clister 17-92 segun el patrén vascular.

Wl mir-17
0, 20 B miR-18a
I miR-15k
B miR-20a
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Tabla 64-A y -B. Modelo multivariante de regresidn logistica binaria para el estudio de
asociacién entre las variables predictoras del perfil vascular de alto riesgo.

A (o] 1C95% p B OR 1C95% P
miR-20a-5p 6,153 1,436-26,375 ,014 Qyullgnk:].auk 3,707  ,965-14,234  ,056
VEGFA 3,913  ,989-15,475 ,052 W77 4,000 1,043-15,341 ,043
Triple negativo 2,959 ,723-12,117 MEVAM Triple negativo 2,920 ,748-11,404 ,123

5.3 Estudio detallado del cambio inducido por la quimioterapia sobre la
angiogénesis y sobre los biomarcadores angiogénicos

Cuando se compararon los niveles de expresion, la MVS y la MVD entre muestras
pareadas pre- y postquimioterapia, se encontrd que los niveles de todos los miembros del
clister miR-17-92 aumentaban sistematicamente (Tabla 65). No hubo cambios ni en la
expresion de PDGFA, ni de VEGFA, ni en el tamafio vascular.

Tabla 65. Cambios globales en la expresion de microRNAs y mRNA de genes codificantes con el

tratamiento quimioterapico.

miRNA/Gen N Rangos N Rango Suma de Cambio
pareado promedio rangos inducido
valido§

miR-17 Negativos 38,04

Positivos 17 22,12 376

p*

-4,766 Aumento

miR-18a 70 Negativos 49 37,31 1828 -3,426 Aumento <,001
Positivos 21 31,29 657
miR-19b 70 Negativos 52 39,00 2028 -4,597 Aumento <,001
Positivos 18 25,39 457
miR-20a 70 Negativos 54 40,09 2165 -5,399 Aumento <,001
Positivos 16 20,00 320
miR-92a 67 Negativos 55 36,24 1993 -5,335 Aumento <,001
Positivos 12 23,75 285
HIF1A 61 Negativos 44 34,32 1510 -4,055 Aumento <,001
Positivos 17 22,41 381
PDGFA 60 Negativos 38 30,50 1159 -1,796  Sin cambio ,072
Positivos 22 30,50 671
THBS1 62 Negativos 42 37,24 1564 -4,119 Aumento <,001
Positivos 20 19,45 389
VEGFA 62 Negativos 37 32,30 1195 -1,532 Sin cambio 0,126
Positivos 25 30,32 758
CTGF 63 Negativos 55 34,11 1876 -6,306 Aumento <,001
Positivos 7 11,00 77
Empates 1
54 Negativos 23 28,08 645,00 -0,839  Sin cambio ,401
Positivos 31 27,10 840,0
54 Negativos 35 33,03 1156,00 -3,560 Aumento <,001
Positivos 19 17,32 329,00

5.4 Analisis de la relacion entre la expresion de miR-17-92 y la respuesta
angiogénica a la quimioterapia
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Se analizd el valor predictivo de la expresion basal de los miembros del clister miR-17-
92 con la respuesta angiogénica al tratamiento con quimioterapia neoadyuvante. Se observd
qgue miR-19b-1 era el Unico miembro del clister con valor predictivo para la respuesta
angiogénica, de forma que aquellos tumores con expresiéon elevada (por encima de la
mediana) de miR-19b-1 respondieron menos que aquellos que tuvieron menor expresion (OR:
0,277;1C95% 0,083-0,922; p=0,036) Tabla 66 y Figura 15.

Tabla 66. Andlisis de la relacidn entre la expresidn basal del clister miR-17-92 y la respuesta
angiogénica a la quimioterapia.
microRNA Respuesta angiogénica

OR 1C95% p
miR-17 1,385 ,412-4,653 ,599
miR-18a ,399 ,124-1,285 ,124
miR-19b ,277 ,083-,922 ,036
miR-20a ,399 ,124-,1285 ,124
miR-92a 1,780 ,526-6,020 ,354

Figura 15. Relacién entre la expresidon de miR-19b y la respuesta angiogénica.

Respuesta angiogénica

B Sin res puesta angiogénica
B Con respuesta angiogénica

N? de pacientes

Bajos Altos

Niveles de expresion basales de miR-19b

5.5 Estudio in vitro del potencial angiogénico de miR-17-92

Se seleccionaron para evaluar el potencial angiogénico los miembros del cldster miR-
17-92 en los cuales se obtuvieron previamente mejores datos clinicos: miR-19b-1, miR-18a (ver
Capitulo VI) y miR-20a. No se observaron diferencias en el potencial angiogénico tras
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comparar transfeccion con un miRNA control negativo y sobre-expresar miR-19b-1 (p=NS) y
tampoco al sobre-expresar o inhibir miR-20a, ni en MCF7 (p=NS) ni en MDA-MB-231 (p=NS)
(Figura 16).

Figura 16. Andlisis del potencial angiogénico de medio condicionado (por lineas celulares
tumorales sobre- o infra-expresando miR-20a) sobre células EA.hy926.
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Cuando se analizé el efecto que inducia la sobreexpresion de miR-20a sobre los
marcadores angiogénicos seleccionados previamente por el estudio in silico, se observé una
disminuciéon efectiva de la expresion de VEGFA y de F3 en MDA-MB-231 (Tabla 67). No se
observaron cambios en la linea celular MCF7 (Tabla 68).

Tabla 67. Cambios inducidos en los marcadores angiogénicos tras sobre-expresar miR-20a en
MDA-MB-231.

Transfeccion Rango Suma de

promedio rangos

miR20a Control 3
miR-20a 3 5,00 15,00
Total 6
TGFBR3 Control 3 3,00 9,00 ,513
miR-20a 3 4,00 12,00
Total 6
Control 3 2,17 6,50 ,077
miR-20a 3 4,83 14,50
Total 6
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Control 3 5,00 15,00 ,046
miR-20a 3 2,00 6,00

Total 6
Control 3 5,00 15,00 ,049
miR-20a 3 2,00 6,00

Total 6
Control 3 3,00 9,00 ,513
miR-20a 3 4,00 12,00

Total 6

CXCL12 Control 3 3,50 10,50 1

miR-20a 3 3,50 10,50

Total 6
Control 3 3,67 11,00 ,827
miR-20a 3 3,33 10,00

Total 6

Tabla 68. Cambios inducidos en los marcadores angiogénicos tras sobre-expresar miR-20a en
MCF7.

Transfeccion N Rango Suma de p
promedio rangos
miR20a Control 3 2,00 6,00 ,049
miR-20a 3 5,00 15,00
Total 6
TGFBR3 Control 3 3,00 9,00 ,513
miR-20a 3 4,00 12,00
Total 6
Control 3 3,33 10,00 ,827
miR-20a 3 3,67 11,00
Total 6
Control 3 3,00 9,00 ,513
miR-20a 3 4,00 12,00
Total 6
Control 3 2,33 7,00 ,127
miR-20a 3 4,67 14,00
Total 6
Control 3 3,00 9,00 ,513
miR-20a 3 4,00 12,00
Total 6
CXCL12 Control 3 2,83 8,50 ,376
miR-20a 3 4,17 12,50
Total 6
Control 3 3,67 11,00 ,827
miR-20a 3 3,33 10,00
Total 6
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5.6 Conclusiones del Capitulo V

Como conclusién del quinto capitulo de resultados, la expresién de miR-19b-1 se
correlacioné inversamente con MVD prequimioterapia, pero no se confirmé en tumor residual.
La expresion de miR-19b-1 se correlaciond inversamente con MVS tras el tratamiento. La
expresion de miR-20a se correlaciond directamente con la MVS pre- y postquimioterapia. La
expresion de miR-20a se correlaciond directamente con VEGFA y THBS1 e inversamente con la
expresion de PDGFA prequimioterapia. En tumor residual sdlo se correlaciond inversamente
con CTGF. La expresién de miR-19b-1 y de miR-20a se asocié con la presencia de GMP en
tumor basal. La expresion de miR-18a, miR-19b-1 y miR-20a, pero no de miR-92a se asocié con
el perfil vascular de alto riesgo. Solo la expresién de miR-20a se asocié con este perfil de forma
independiente al subtipo triple negativo y a VEGFA. La quimioterapia produce un aumento de
expresion de miR-19b-1, miR-20a y MVD, sin producirse cambios de expresion en VEGFA o en
MVS. La expresion de MiR-19b-1 (dicotomizando por mediana de expresion) fue variable
predictora de respuesta angiogénica. Aquellas pacientes con mayor expresién de miR-19b-1
tuvieron menor tasa de respuestas angiogénicas que aquellas que tuvieron niveles de
expresion inferiores. El estudio in vitro de la angiogénesis tumoral no mostré diferencias al
sobre-expresar miR-19b-1 ni miR-20a. La sobreexpresion de miR-20a in vitro disminuyd los
niveles de expresion de VEGFA y de F3 en la linea celular MDA-MB-231, pero no en la linea
celular MCF7.
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CAPITULO VI
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CAPITULO VI: MIR-18A Y PROGRESION TUMORAL

6.1 Caracteristicas de la serie clinica

Las caracteristicas globales de las pacientes en este capitulo se corresponden con las
descritas en el Capitulo | de esta tesis doctoral.

6.2 Perfil de expresion de miR-18a basal y postquimioterapia

La expresion de hsa-miR-18a-5p pudo ser evaluada en 95 casos prequimioterapia y en
100 casos postquimioterapia (total de casos pareados =86). Se objetivd que la quimioterapia
indujo un aumento global de la expresidon de miR-18a en 1,25 veces (prueba de los rangos con
signo de Wilcoxon; mediana de expresién de 0,0008 (pre-QT) vs. 0,001 (post-QT); p=0,008),
teniendo un buen grado de correlaciéon entre muestras pre- y postquimioterapia (coeficiente
de correlacién de Spearman: 0,553; p<0,0001).

6.3 Estudio in silico

En el andlisis in silico entre miR-18a y los biomarcadores candidatos, obtuvieron la
mejor puntuacién CXCL12, TGFBR3, CTGF, F3, HIF1A, THBS1 y VEGFA (ver Capitulo Il). De estos,
VEGFA fue descartado por su correlacion directa con miR-18a en nuestra serie clinica y en
otras externas.

6.4 Asociacidon de miR-18a con caracteristicas clinicas y patoldgicas

En tumor primario pretratamiento no hubo diferencias en la expresion de miR-18a en
funcién del estatus menopausico de las pacientes (p=0,709). En el estudio fenotipico se
observd que la expresion de miR-18a se asociaba fundamentalmente con ausencia de
receptores hormonales (p<0,001), con tumores triple negativo (p=0,002) y grado histoldgico 3
(tumores indiferenciados) (p=0,016). No se encontrd asociacidon con la sobreexpresion de Her2
(p=0,597) ni con el tamafo del tumor primario (p=0,615) ni con la afectacién ganglionar
(p=0,054) (Capitulo Il). La asociacién de miR-18a con tumores mas agresivos concuerda con lo
publicado previamente en la bibliografia [385]. En tumor residual se confirmaron todas las
observaciones: el subtipo triple negativo (p=0,037), ausencia de receptores hormonales
(p=0,009), tamafio del tumor primario (p=0,068), afectacion ganglionar (p=0,054) (Capitulo Ill)
y el grado histoldgico 3 (p=0,008), demostrandose el alto grado de concordancia del tumor
residual con el tumor basal.

6.5 Estudios de correlacidn en la expresion génica y asociativos

MiR-18a correlacioné fuertemente con el resto de microRNAs analizados, tanto en
tumor primario pretratamiento como en tumor residual En relacion al resto de biomarcadores,
en tumor basal, miR-18a correlacioné directamente (incluyendo validacidn externa) con
VEGFA, CCNB1, MKI67 y MYBL2, e inversamente con CXCL12, PDGFA y CTGF, mientras que en
tumor residual correlacioné directamente con MKI67 y MYBL2 e inversamente con CXCL12, F3,
CTGF y TGFBR3 (Tabla 69). No se pudo aplicar validacién externa en el caso del tumor residual
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debido a que no existen series clinicas publicas en las que se haya analizado el tumor residual y
que dispongan de datos de miR-18a a la vez que datos de expresion de genes codificantes, por
lo que se tomdé como valor orientativo de referencia el disponible en el tumor primario previo
a tratamiento.

Tabla 69. Analisis de correlaciones entre miR-18a con el resto de biomarcadores estudiados. Se
incluye la validacidn externa en la serie clinica de cancer de mama del TCGA.

. miR-18a Validacion miR-18a
Variable Pre-QT TCGA externa Post-QT
CXCL12 r -219" -,268 -,407"
p ,045 <,0001 Si 0,000194
n 84 685 79
r -,148 -,170 -,492"
p ,187 <,0001 No 0,000008
n 81 685 75
r ,098 ,141 -,037
p ,375 <,0001 No ,746
n 84 685 78
r -298" -,132 -,180
p ,006 <,0001 Si 1115
n 83 685 78
r -,007 -,226 -,118
p ,953 <,0001 No ,301
n 84 685 79
r 241" ,149 -,011
p ,027 <,0001 Si ,926
n 84 685 79
r ,016 425 -,107
p ,891 <,0001 No ,419
n 77 685 59
r ,302° ,363 ,094
p ,008 <,0001 Si ,467
n 77 685 62
MKI67* r ,280° ,354 ;3417
p ,014 <,0001 Si ,007
n 77 685 62
MYBL2* r 317" ,423 1292
p ,005 <,0001 Si ,021
n 77 685 62
r -263 -,100 436"
p ,015 <,009 Si 0,000067
n 86 685 78
r -,167 ,065 -,346"
p ,125 ,087 Si ,002
n 86 685 78
r -,103 -,079 ,315
p ,370 ,038 No ,022
n 78 685 53
TGFBR3 r -,131 -,100 -,424"
p 1231 <,009 No 0,0001
n 86 685 78
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-167 ,065 -346"

r

p ,125 ,087 Si ,002
n 86 685 78
r -,103 -,079 ,315
p ,370 ,038 No ,022
n 78 685 53

* Confirmados también en las series de Cartagena (tejido fresco), de Oslo y de Oxford.

A partir de los genes candidatos del andlisis de correlacion, se realizd un andlisis de
prediccién de funciones por asociacién de este grupo de genes con datos publicos disponibles
que incluyen interacciones genéticas y proteicas, rutas, co-expresidn, co-localizacién y
similitud de dominios proteicos. De los resultados de este andlisis se infirid que las funciones
de miR-18a podian estar relacionadas de forma directa con proliferacién celular y
vasculogénesis e inversamente con quimiotaxis celular y desarrollo de vasos sanguineos en el
tumor primario previo a tratamiento. En tumor residual, se infirid que las funciones eran de
forma directa proliferacion e inversamente quimiotaxis celular y respuesta a TGF beta. (Tablas
70/71 y Figuras 17/18).

Tabla 70. Funciones directas de miR-18a inferidas a partir del estudio de asociacion.

Funciones directas (pre- y postquimioterapia) Genesen Genesen el
Input: VEGFA, CCNB1, MKI67 y MYBL2 lared genoma

Transicion G2/M del ciclo mitético celular 0,0000049

Transicién de fase G2/M del ciclo celular 0,0000049 7 152
Regulacion negativa de procesos celulares 0,0245174 5 209
Transicién G1/S del ciclo mitético celular 0,0245174 5 201
Vasculogénesis 0,0444591 3 38
Ruta de senalizacion de VEGF 0,0444591 3 37
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Figura 17. Red de interacciones de los principales genes correlacionados directamente con
miR-18a (VEGFA, CCNB1, MKI67 y MYBL2).
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Tabla 71. Funciones inversas de miR-18a inferidas a partir del estudio de asociacion.

Funciones inversas (pre- y postquimioterapia) Genes en Genes en
Input: CXCL12, F3, CTGF, TGFBR3, PDGFA lared genoma
Unidn a receptor del TGF beta

Regulacion positiva de la motilidad celular

Regulacién positiva de la migracion celular

Regulacion positiva de la locomocidn

Regulacién positiva de la locomocién de componentes
celulares

Ruta de sefalizacidn de receptores serin/treonin quinasa
transmembrana

Ruta de senalizacion celular del TGF beta

Regulacién de la quimiotaxis
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Figura 18. Red de interacciones de los principales genes correlacionados directamente con
miR-18a (CXCL12, F3, CTGF, TGFBR3, PDGFA).
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6.6 Estudio predictivo y prondstico

La expresion de miR-18a (tomando como referencia la mediana) no tuvo valor
predictivo de respuesta clinica al tratamiento ni impacto prondstico relevante en el tumor
primario basal (con excepcién de la supervivencia libre de recaida a distancia, p=0,037). Sin
embargo, el estudio prondstico en los tumores que mostraron enfermedad residual tras la
quimioterapia, potencialmente correspondiente al tumor resistente al tratamiento, revel6 que
la expresion elevada de miR-18a se asociaba con menor supervivencia global (p=0,041), libre
de enfermedad (p=0,004) y libre de recaida a distancia (p=0,003) en el andlisis univariante.
Estos resultados se confirmaron en un modelo multivariante que incluia las variables clinicas
mas relevantes (Capitulos Il y 1ll) para la supervivencia libre de enfermedad (HR: 3,092; IC95%:
1,015-9,416; p=0,047) y para la supervivencia libre de recaida a distancia (HR: 3,879; 1C95%:
1,105-13,621; p=0,034).
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6.7 Perfil de expresion de miR-18a en tumor basal y residual

Dado que miR-18a tenia como diana en el estudio in silico a mediadores angiogénicos
que ademas correlacionaban inversamente con éste en nuestra serie clinica (CTGF y PDGFA),
se estudio si miR-18a podia jugar algun papel promoviendo angiogénesis via inhibicidon de estas
dianas. Para ello se analizd en primer lugar la correlacion de miR-18a con la densidad
microvascular (MVD) y con el tamafio medio de los vasos (MVS). No se encontré asociacion
alguna con estas dos variables ni previamente al tratamiento (coeficiente de correlacion de
Spearman; MVD: r=-0,093; p=0,421 y MVS: r=0,075; p=0,516) ni en el tumor residual
(coeficiente de correlacion de Spearman; MVD: r=-0,181; p=0,194 y MVS: r=0,250; p=0,071).

En el estudio in vitro utilizando medio condicionado de lineas celulares representativas
del subtipo luminal (MCF7) y triple negativo (MDA-MB-231), se observd que cuandomiR-18a se
sobre-expresaba, el medio condicionado producia un efecto antiangiogénico sobre células
modelo endoteliales (EA.hy927) en el caso de MCF7 (p=0,001) pero no en el caso de MDA-MB-
231 (p=0,085) y que cuando se silenciaba con antimiR-18a mostraba un efecto proangiogénico
en el caso de MCF7 (p=0,027) pero no en el caso de MDA-MB-231 (p=0,145) (Figura 19).
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Figura 19. Ensayo de formacion de redes vasculares in vitro utilizando la linea celular modelo
EA.hy927 sobre una matriz de Matrigel y en medio condicionado por MCF7 y MDA-MB-231.
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Ante los resultados obtenidos in vitro en el modelo luminal, se estudié el grado de
correlacién entre miR-18a, MVS y MVD en el subgrupo con expresidon positiva de receptores de
estrégenos, no encontrandose correlacion alguna en el tumor basal (coeficiente de correlacién
de Spearman; MVD: r=-0,112; p=0,430 y MVS: r=-0,058; p=0,684). En tumor residual se
encontré una correlacién directa entre la expresion de miR-18a y la MVD, pero no con la MVS
(coeficiente de correlacion de Spearman; MVD: r=0,389; p=0,013 y MVS: r=-0,081; p=0,621).
Finalmente, nuestros resultados tomados globalmente no sustentaron que el impacto
prondstico adverso de la sobreexpresion de miR-18a pueda deberse a una regulacién del
proceso angiogénico.

No se encontraron diferencias de expresion a nivel proteico en los lisados celulares
(western-blot) al analizar F3, THBS1, PDGF, HIF1A, MYBL2, CXCL12 y VEGFA tras sobre-expresar
miR-18a ni en MCF7 (Figura 20) ni en MDA-MB-231 (p=NS en ningln caso).
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Figura 20. Analisis por western-blot en MCF7 del cambio de la expresién en factores
angiogénicos tras 48 horas de sobreexpresion de tres controles (SCR) y de tres transfectadas
con miR-18a.
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6.8 Papel en la regulacion del receptor de estrégenos en la proliferacion y en la
apoptosis

Se sabe que miR-18a regula de forma directa al receptor de estrégenos alfa,
reduciendo de forma efectiva su concentracién en la célula [386, 387]. En primer lugar, se
quiso confirmar que miR-18a silenciaba de forma efectiva al receptor de estrégenos alfa,
realizando transfeccidon transitoria para aumentar o disminuir los niveles de miR-18a en MCF7
(Figura 21-A). Se confirmd experimentalmente que miR-18a silenciaba al receptor de
estrégenos alfa, tanto a la isoforma ER66 como a la ER36 (p<0,05) (Figura 21-B). Estos
resultados se confirmaron también por IHQ a partir de células fijadas e incluidas en parafina
(p<0,001) (Figura 21-C). Sin embargo, no pudimos confirmar que miR-18a produjese un
decaimiento del RNA mensajero del receptor de estrégenos (RT-qPCR y chips de expresion;
p=NS a 24 y 48 horas post-transfeccion), lo cual sugiere que al menos en nuestro modelo
experimental, el mecanismo regulatorio dominante es exclusivamente el bloqueo traduccional.

La sobreexpresidn de miR-18a producia un estimulo proliferativo sobre células MCF7 in
vitro 48 horas post-transfeccién (XTT; p<0,05) (Figura 21-D). Este efecto se corrobord por
contaje celular (p<0,05). Se comprobo6 ademas en nuestra serie de validacién de tejido fresco
gue los tumores con TP53 mutado tenian a su vez mayores niveles de miR-18a (p=0,0001), y
esta observacién pudo ser confirmada en la serie clinica del TCGA (p<0,0001) (Figura 21-E).
Tras transfectar células MCF7 con 100 nM de miR-18a mimic, antimiR-18a y dos controles por
triplicado, se realizd un microarray de expresion génica (ver apartado en Material y Métodos)
y se comprobd cuales eran los genes mayormente afectados por la sobreexpresién de miR-18a
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(Figura 21-F). Un nuevo estudio de asociacién con GENEmania confirmé los resultados del
estudio bioinformatico inicial, mostrando que las principales funciones de los genes alterados
eran en la proliferacién celular (Figura 21-G). No se pudo confirmar que el estimulo
proliferativo fuese por induccion indirecta de la expresion de MKI67 ni de MYBL2 (western
blot; p=NS) ni que estos promoviesen la expresion de miR-18a mediante plasmidos de
expresion constitutiva de MKI67 y MYBL2 (western-blot; p=NS).

Figura 21. MiR-18a regula al receptor de estrégenos alfa y estimula la proliferacion de células
MCF7 in vitro.
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Cuando se realizd el andlisis de expresidon génica a nivel exdnico, se confirmd
nuevamente que miR-18a provocaba una reprogramacion compatible con un estado pro-
proliferativo de la linea celular MCF7 (Figura 22).
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Figura 22. Resultados del microarray a nivel exdnico. (A y B) La mayoria de exones que
sufrieron cambios fueron de genes relacionados con procesos celulares relativos a mitosis y
ciclo celular. (C) La mayor parte de exones sobre-expresados se relacionaban con sefalizacion
y proliferacién. (D) Lista de genes que sufrieron mayor remodelacién exénica.
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Por ultimo, se trato de confirmar una diana directa o indirecta de miR-18a, ademas del
receptor de estrégenos alfa, que justificase el impacto adverso. Gracias a los estudios in silico y
sumados a los datos experimentales disponibles en la bibliografia con microarrays de lisados
de proteinas [387], se sospechd que CXCL12 pudiese ser una diana directa o al menos
indirecta, debido a que se conoce que la expresion de CXCL12 esta fuertemente promovida por
el receptor de estréogenos alfa. De esta forma, el silenciamiento del R& podria per se reducir
los niveles de CXCL12, independientemente de ser diana directa de miR-18a.

Se realizd un estudio in silico con Findtar3 para localizar sitios de unidon de miR-18a
tanto en el CDS como en el 3'UTR de CXCL12, encontrandose cinco sitios de unién en la
isoforma alfa y uno en la isoforma beta (Figura 23-A). A su vez, se realizaron transfecciones
con 100 nM de miR-18a, antimiR-18a y controles de transfeccién. Por RT-gPCR se observé que
la sobreexpresion de miR-18a disminuia los niveles de CXCL12 en la linea celular MCF7 (p<0,05)
(Figura 23-B), lo que fue confirmado mediante microarrays de expresion (p<0,05). Sin
embargo, no se demostrd que el silenciamiento de miR-18a aumentase los niveles de CXCL12,
lo cual podria justificarse en parte debido a que los niveles de este microRNA y de CXCL12 son
muy bajos en esta linea modelo experimental (Figura 23-C). A su vez, se realizaron
experimentos en células MCF7 en el contexto de estimulacién del receptor de estrégenos con
10 nM de estradiol (Figura 23-D), confirmandose que la estimulacién estrogénica aumenta el
nivel de expresién de CXCL12 hasta en cinco ciclos de gPCR, y que la sobreexpresiéon de miR-
18a mitiga parcialmente este aumento de expresion de CXCL12.
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Figura 23. Estudio de la interrelacion entre miR-18a y CXCL12. (A) Estudio in silico. (B) MiR-18a
silencia la expresién de mRNA de CXCL12 en MCF7. (C) Confirmacidon del silenciamiento por
microarrays de expresion. No se pudo confirmar el efecto contrario al silenciar a miR-18a. (D)
El estradiol incrementa en hasta cinco ciclos de gPCR la expresién de CXCL12 en MCF7. Este
efecto fue parcialmente revertido al sobreexpresar miR-18a.
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No se observd que la sobreexpresion de miR-18a tuviese efectos sobre la apoptosis en
MCF7, ni en controles, ni con tratamiento con docetaxel a concentraciones de 1 y 10 nM
(Figura 24). Tampoco se observaron efectos de la sobreexpresién o el silenciamiento de miR-
18a en la migracién e invasion en células MCF7 ni en MDA-MB-231 (p=NS).
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Figura 24. Tratamiento con docetaxel en células MCF7 transfectadas con miR-18a o con
inhibidor de miR-18a. No se observaron diferencias en apoptosis ni a 1 ni a 10 nM de
docetaxel.
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Cuando se profundizé en los datos de expresién de miR-18a y de CXCL12, se observd
que ademds de estar inversamente correlacionados (Figura 25-A), cuando se estudiaba la
expresion de CXCL12 por cuartiles de expresion, la expresion muy baja del mismo se asociaba
con un impacto prondstico adverso en el andlisis univariante (Figura 25-B), que no se confirmd
en el analisis multivariante, pero si en otras publicaciones previas [388].
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Figura 25. (A)Correlacion inversa de miR-18a con CXCL12. (B) Impacto prondstico de CXCL12
dicotimizado por el percentil 25.
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6.9 Conclusiones del Capitulo VI

Como conclusion del sexto capitulo de resultados, nuestros resultados muestran que la
sobreexpresion de miR-18a en el tumor residual es un factor de mal prondstico. MiR-18a
provoca un estimulo proliferativo in vitro en MCF7 (no observado en MDA-MB-231) que podria
justificar en parte el prondstico adverso. A nivel clinico miR-18a muestra una potente
correlacién con factores de proliferacion, tanto en nuestra serie como en otras externas. Su
expresion elevada se asocia a su vez a subtipos mas agresivos. Entre los mecanismos que
parece desencadenar miR-18a (ademds de los puramente proliferativos), esta la disminucion
de los niveles proteicos del receptor de estrégenos alfa, asi como una disminucién efectiva de
los niveles de SDF-1 (al menos a nivel de mRNA), lo cual podria promover un mayor estado
pro-invasivo en las células, al disminuir la via autocrina de producciéon de CXCL12, provocando
asi que éstas migrasen a favor de gradiente de concentracién de esta quimiocina.
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DISCUSION



Serie clinica

La serie propdsito de este estudio contiene un nimero de pacientes limitado (n=121)
con cancer de mama localmente avanzado (Estadios II-lll) y con indicacion de recibir
guimioterapia neoadyuvante. La serie esta balanceada en cuanto al estatus menopausico de
las pacientes y subtipos tumorales. La mayoria de los tumores presentaron histologia ductal.
Fueron homogéneamente tratadas con antraciclinas seguidas de taxanos en mds del ochenta
por ciento de los casos, lo que minimiza la variabilidad interindividual debida a farmacos.

Se alcanzd una tasa de respuestas completas patoldgicas (ypTO/ypTis + ypNO) en el
17% de los casos, acorde con otras series descritas en la bibliografia que también utilizan el
esquema NSABP-B27 (Adriamicina: 60 mg/m” y Ciclofosfamida: 600 mg/m? x 4ciclos, seguido
de Docetaxel 100 mg/m?* x4 ciclos). Asi mismo, se lograron mayor nimero de RCp en los
subtipos Her2+ y triple negativos. El trastuzumab para los casos Her2+ se aplicé cuando estuvo
indicado, y supuso un 14% del total de pacientes la serie. El subtipo tumoral fue el principal
factor predictivo de respuesta completa patoldgica (p=0,006). La obtencion de respuesta
completa patoldgica se asocié con buen prondstico para la supervivencia libre de enfermedad
(p=0,02) mientras que la afectacidn ganglionar severa se mostré como un factor de mal
prondstico para la misma (p=0,01) y para la supervivencia global (p=0,01), si bien el
seguimiento de la serie no ha permitido alcanzar todavia las medianas de supervivencia.

En conjunto, a pesar del nimero limitado de casos, nuestra serie muestra una buena
concordancia en prondstico y tasa de respuestas con los datos disponibles en la literatura, lo
que avala el valor de la misma para la realizacidn de estudios moleculares. Otra limitacion de la
misma es la no disponibilidad de tejido congelado, si bien el desarrollo en los ultimos afios de
tecnologias de extraccidon y analisis de acidos nucleicos a partir de muestras FFPE ha permitido
el abordaje de laboratorio. Los resultados del estudio inmunohistoquimico y molecular se
muestran y discuten en los capitulos siguientes.

Expresion de mediadores angiogénicos y de microRNA en cdncer de mama

Los analisis in silico realizados en las bases de datos publicas de interaccion
MiRNA/mRNA muestran que los miembros del clister 17-92a y los demdas candidatos
seleccionados tienen potencialmente como dianas a varios factores importantes en
angiogénesis, proliferacion y/o quimiotaxis. Del estudio descriptivo realizado sobre los niveles
de expresion basales se puede concluir que miR-200c es el miRNA mayormente expresado en
nuestra serie en cdncer de mama entre los candidatos seleccionados, y es acorde con los datos
experimentales disponibles en la red que muestran a este microRNA como uno de los que mas
expresion muestran en cancer de mama. Por otra parte, miR-519c aparece como uno de los
gue menos se expresa en tejido mamario. Los miembros del cldster 17-92 poseen expresion
alta y similar entre ellos, a excepcién de miR-18a que se expresa en menor medida. En cuanto
a genes codificantes, los genes con mayor grado de expresion son los asociados con procesos
proliferativos (MKI67, MYBL2), tipicos de células neopldsicas en proliferacidon activa, mientras
que PDGFA fue el gen que menor grado de expresidon mostrd en nuestra serie.
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Cuando se estudio la correlacion entre microRNAs y mRNAs, se observd que los
miRNAs en general correlacionaban directamente con genes de proliferacion e inversamente
con genes asociados con procesos angiogénicos y/o quimiotdacticos. Esta asociacién con
factores de proliferacidon soporta la evidencia del papel del clister 17-92 como oncomiR vy
sustenta la posibilidad de que haya interdependencias entre estos genes y los miRNAs. Sin
embargo, no siendo el objetivo de esta tesis doctoral, esta posibilidad debera ser demostrada
en trabajos posteriores. La correlaciéon inversa con factores antiangiogénicos sugiere la
posibilidad de que los miRNAs estudiados puedan tener algin papel antiangiogénico en este
contexto, si bien los mecanismos moleculares son desconocidos.

En relacion a las caracteristicas clinicas y patoldgicas, no se observaron diferencias de
expresion de ningin marcador en cuanto al estatus menopdusico de las pacientes, lo que
sugiere que la expresidon de estos marcadores a priori no es dependiente de los niveles
fisiolégicos hormonales. La expresiéon demiR-17-92, VEGFA y THBS1 se asocid con subtipo
tumoral triple negativo, lo cual apoya la idea de que la sobreexpresion de estos factores puede
ser de mal prondstico. Se observé mayor afectacidon ganglionar en aquellas pacientes cuyos
tumores tenian mayores niveles de expresién de miR-200c, miR-19b-1 y miR-20a, MKI67 y
MYBL2, de forma que estos genes podrian estar implicados en mecanismos relacionados con la
proliferacién, la invasividad y la metastasis. Por otra parte, la expresidon de miR-18a, miR-20a y
miR-17 se asocid con grado histoldgico indiferenciado, lo que nuevamente sustenta la idea de
que estos microRNAs se comportan como oncogenes también en cancer de mama. Los genes
PDGFA, THBS1 y CTGF se asociaron sin embargo con tumores mayormente diferenciados, que
suelen mostrar un menor indice angiogénico, y concuerda con las funciones generalmente
antiangiogénicas o angiostaticas que se atribuyen a estos genes (en especial THBS1 y CTGF) en
algunos contextos [136, 137, 157, 158]. Ninguno de los genes analizados se asocid con la
respuesta completa patoldgica. La sobre-expresion de miR-429 mostrd tener valor prondstico
adverso para supervivencia libre de enfermedad y supervivencia libre de recaida a distancia,
tanto en el analisis univariante como en el modelo multivariante. Este resultado pone de
manifiesto una vez mas la importancia de uno de los miembros de la familia de miR-200 en
cancer de mama.

Expresion de mediadores angiogénicos y microRNA tras quimioterapia neoadyuvante

Del estudio del tumor residual se puede confirmar que miR-200c es el microRNA con
mayor expresion en el tumor primario, de entre los que fueron analizados y de igual forma que
se observd en los tumores previo a tratamiento. MiR-107 por otra parte se mostré como el
microRNA con menor nivel de expresién en tumor residual y a diferencia de antes del
tratamiento, en la que fue miR-519c. Esta variacién puede deberse a una respuesta
cuantitativamente diferencial de los microRNAs con menor expresiéon basal en respuesta al
tratamiento quimioterapico, o bien debido a la seleccion que se realiza al erradicar a los
tumores sensibles a quimioterapia. De nuevo en el tumor residual los genes con mayor grado
de expresion fueron los implicados con procesos de proliferacién activa (MKI67 y MYBL2), que
pone de manifiesto que esta enfermedad residual sigue activa. El gen que menor expresion
mostré fue PDGFA. Esto parece estar en concordancia con lo publicado en la bibliografia: PDGF
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se asocia al mantenimiento de redes capilares diferenciadas y maduras [104], y lo que se
observa en tumor residual (en nuestra serie) es un aumento de la densidad microvascular. Para
gue dicho incremento ocurra, posiblemente sea necesario el mantenimiento de bajos niveles
de PDGF.

Los miRNAs analizados mostraron una potente correlacién directa con genes
implicados en proliferacion activa, mientras que mostraron una correlacién inversa con genes
importantes en quimiotaxis y en angiogénesis. Esto confirma los resultados observados en
tumor primario basal, objetivando un buen grado de correlacién entre biopsias pre- vy
postquimioterapia que avala de nuevo la posibilidad de la utilizacion de muestras clinicas de
archivo incluidas en parafina para realizar estudios de expresién génica. Por otro lado, estos
datos sugieren que los microRNAs podrian estar participando en estos procesos proliferativos,
bien silenciando genes supresores de tumores, o bien a otros genes perjudiciales para el
tumor, cooperando en la progresion tumoral, en especial aquellos microRNAs que se asocian
también con fenotipos mas agresivos, como son los miembros de miR-17-92, que se asocian a
fenotipo triple negativo y con mayor expresién de THBS1 y de VEGFA. CTGF y VIM se asociaron
con subtipo luminal en el tumor residual. Esto podria reflejar un cierto grado de respuesta
antiangiogénica a la quimioterapia y/o un cierto grado de TEM o de invasion del nicho tumoral
por parte de células mesenquimales en este subtipo de tumores.

MiR-17-92 junto a miR-106b, miR-200c y miR-9 se asociaron con tumores residuales de
mayor tamafio. Estas diferencias que no fueron observadas previamente al tratamiento,
podrian ser debidas a que los tumores con mayor nivel de expresidon de estos marcadores sean
intrinsecamente mas resistentes a la quimioterapia; sin embargo, la ausencia de asociacion
con respuesta completa patoldgica de estos marcadores no sustenta dicha hipdtesis. No se
observd asociacion de ninglin marcador postquimioterapia con la afectacién ganglionar
residual. La quimioterapia indujo un aumento en la expresién de todos los microRNAs
analizados, asi como también de factores importantes en angiogénesis, asi como una
disminucién en la expresion de factores importantes en proliferacién celular. Esto pone de
manifiesto por una parte que la quimioterapia funciona disminuyendo la tasa proliferativa del
tumor residual, a pesar de no conseguir respuesta completa patoldgica, y por otra que provoca
una respuesta angiogénica a ésta. Por otra parte, la disociacién entre el aumento de expresion
de los microRNAs y la disminucion de la de los factores de proliferacién, sugiere al menos que
la expresién de los miRNAs no es dependiente directamente de la expresidon de MKI67 y de
MYBL2 y que esa correlacién positiva entre ambos podria deberse bien a una co-expresidn sin
interdependencia, o a mecanismos comunes de regulaciéon indirecta. La expresién de miR-18a
en el tumor residual se asocid con mal prondstico en cuanto a supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia libre de recaida a distancia, tanto en el analisis univariante, como
en el modelo multivariante. Los resultados de miR-18a se discuten con detalle mas adelante.

Perfil angiogénico del cancer de mama pre- y post-quimioterapia neoadyuvante

En este apartado describimos un perfil angiogénico basal en el contexto del cancer de
mama, definido por caracteristicas de los vasos CD34+ y por la expresion de los principales
factores angiogénicos, asi como su cambio tras administracidon secuencial de quimioterapia
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neoadyuvante basada en antraciclinas y taxanos. Nuestros resultados muestran que el patron
angiogénico del cancer de mama, si bien no es relevante para prediccién de respuesta clinica o
patoldgica, muestra valor prondstico cuando la morfologia vascular y los niveles de expresion
de VEGFA son tenidos en consideracion.

Los cambios angiogénicos inducidos por quimioterapia se caracterizaron por un
incremento de la densidad microvascular, la estabilidad del tamafio medio vascular, y cambios
variables en el equilibrio de biomarcadores angiogénicos. La respuesta angiogénica, definida
como cualquier descenso en la densidad microvascular, se asocid fundamentalmente con
disminucién del estadio del tumor primario, pero no se asocié con otros factores prondsticos o
patoldgicos del cancer de mama (postquimioterapia), notandose la dificultad en la integracion
de las estrategias antiangiogénicas con quimioterapia convencional en el esquema
neoadyuvante.

Mientras que el impacto prondstico de la densidad microvascular en el cancer de
mama ha sido previamente descrito por varios grupos en cohortes grandes de pacientes en
esquemas adyuvantes [203], solo existe un reducido nimero de trabajos que han abordado la
relevancia de la morfologia vascular en el cdncer de mama. En nuestra serie, un mayor tamafio
medio vascular se asocié consistentemente con caracteristicas desfavorables del tumor:
subtipo triple negativo y con menor supervivencia libre de enfermedad. Se han publicado
recientemente resultados similares utilizando parametros relativos al tamafio vascular vy
complejidad en una cohorte amplia de cancer de mama [209].

Hasta donde sabemos, no existen datos clinicos previos que aborden la relacién entre
la morfologia vascular del cdncer de mama y la expresién de biomarcadores angiogénicos. En
nuestras pacientes, patrones vasculares diferentes se asociaron con distintos perfiles de
expresion de biomarcadores angiogénicos, y esta asociacion fue consistente con un modelo en
el cual la densidad vascular, determinada por la densidad microvascular, se asocié con la
expresion de factores antiangiogénicos como CTGF y THBS1, mientras que la morfologia de los
vasos peritumorales (tamafio medio vascular y proliferaciones microvasculares glomerulares),
con mayor impacto prondstico, se asociaron con la expresién de VEGFA y THBSI1. Estos
resultados estan en concordancia con datos experimentales previos que mostraron un tamafo
mayor de vasos en cancer de mama en el modelo murino THBS1 knockout [389] y que la
expresion sostenida de VEGFA induce una mayor densidad y mayor tamaiio de las redes
vasculares tumorales [239].

No encontramos impacto prondstico para densidad microvascular, lo cual estd en
desacuerdo con lo publicado en el contexto adyuvante; sin embargo, el tamafio muestral y el
predominio de afectacion ganglionar positiva podria justificar esta discrepancia [203, 390]. Aln
asi, la expresion de VEGFA fue por si misma un factor determinante de peor supervivencia de
las pacientes. Ademas de los potenciales efectos tumorales independientes de angiogénesis
gue promueve VEGFA [391], la sobreexpresion de VEGFA se asocid con la presencia de un
patrén vascular andmalo caracterizado por tamafio medio vascular grande y presencia de
proliferaciones microvasculares glomerulares, lo que sugiere la implicacién de VEGFA en este
proceso, puesto que es el mayor estimulo proliferativo para las células endoteliales [392].
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Nuestros resultados sugieren que este perfil angiogénico podria contribuir a un
prondstico desfavorable, habiéndose publicado datos en el mismo sentido para las
proliferaciones microvasculares glomerulares [206] y para la sobreexpresion de VEGFA [218,
393, 394] por otros grupos, tanto en cancer de mama como en otros tumores. De forma
similar, se ha observado un mayor grado de expresién de VEGFA en cancer de mama triple
negativo, que confiere también a su vez una menor supervivencia [395].

La respuesta angiogénica inducida por quimioterapia, definida arbitrariamente como
cualquier descenso en la densidad microvascular, se relaciond con el descenso del estadio del
tumor primario en nuestras pacientes. Una correlacidn similar de la respuesta angiogénica con
la respuesta tumoral ha sido observada en otros esquemas de tratamiento midiendo cambios
funcionales por imagen como marcador subrogado de modificaciones en densidad
microvascular [396]. Sin embargo, el impacto de los cambios angiogénicos en la supervivencia
es variable, dependiendo de los farmacos utilizados y del contexto del tumor, y en nuestro
caso no encontramos ninguna asociacion clara entre el cambio en la densidad microvascular
en el tumor primario y el impacto en la supervivencia o en la respuesta patoldgica, lo cual
sugiere un papel limitado de la respuesta angiogénica basada en la densidad microvascular
como marcador subrogado en el esquema de quimioterapia neoadyuvante.

La utilizaciéon del cambio en la densidad microvascular como criterio subrogado de
respuesta en el contexto del tratamiento neoadyuvante, es obstaculizado por el doble y
potentemente divergente efecto de la quimioterapia, que causa contraccion de la masa
tumoral y efectos vasculares: diferentes combinaciones de ellos podrian dar lugar a aumentos
aparentes o disminuciones de la densidad microvascular independientemente de la accién
angiogénica real de la quimioterapia [396, 397]. Datos experimentales recientes también
sugieren que las razones para dicha discordancia podrian deberse a diferencias entre los
efectos del tratamiento en las metastasis y en el tumor primario, junto a diferencias en el tipo
de respuesta angiogénica, que podria ser diferente cuando es inducida por quimioterapia o
por agentes anti-VEGFA [398, 399].

Independientemente del valor cuestionable de la densidad microvascular como criterio
subrogado de respuesta, tanto el 35% de respuestas angiogénica como el patrén del cambio
en los factores angiogénicos observado tras la quimioterapia apoyan la nocion de que los
regimenes de quimioterapia neoadyuvante ejercen un efecto antiangiogénico. Nuestros
resultados muestran que, en el contexto clinico, el incremento de THBS1 y otros factores
antiangiogénicos como CTGF, no estd restringido a los esquemas metrondmicos de
quimioterapia [222], sino que también ocurre tras tratamiento convencional con antraciclinas
y taxanos. Por el contrario, no encontramos un descenso significativo de los niveles de VEGFA,;
un efecto que es frecuente en la terapia hormonal y tras la quimioterapia metronémica [400],
pero no después de la quimioterapia convencional [220]. La falta de impacto de la
guimioterapia neoadyuvante en los niveles de VEGFA y el tamafio medio vascular, que parecen
ser los principales factores pronésticos relacionados con la angiogénesis en nuestra serie,
podria explicar la escasa relevancia prondstica de sus efectos antiangiogénicos. De hecho, solo
encontramos una tendencia a tener menor tamario vascular medio en los tumores primarios
de las pacientes en las que se obtuvo RCp tras la quimioterapia. Estos datos podrian ser
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relevantes para el disefio de combinaciones de farmacos antiangiogénicos y quimioterapia
convencional en el esquema neoadyuvante.

Nuestros resultados por tanto apoyan dos posibilidades:

1- La primera, que la quimioterapia es capaz de generar un microambiente con
predominio de factores antiangiogénicos sin cambios relevantes en VEGFA, o en otros factores
proangiogénicos, como sugiere tanto el aumento absoluto de la trombospondina y los niveles
de CTGF como el mayor incremento relativo de THBS1 y CTGF cuando se comparan con los
niveles de expresion de HIF1A y PDGFA (ligeramente aumentados o estables). En ese contexto,
la incorporacién de tratamientos adicionales con agentes anti-VEGF podria ser de limitada
utilidad clinica, mientras que quiza la combinacidn de andlogos de trombospondina podria ser
una estrategia mds potente de agentes cooperativos con la quimioterapia [139].

2- La segunda, la ausencia de descensos en la expresion de VEGFA tras la
quimioterapia, que también ha sido observada en otras series tratadas con docetaxel
neoadyuvante [401], podria apoyar la idea del valor de VEGFA como diana oncoldgica,
particularmente en tumores mas angiogénicos como son los triple negativo. Se necesita
profundizar mds en el significado bioldgico de la pauta de incremento de los factores tanto
antiangiogénicos como proangiogénicos tras el tratamiento quimioterapico; sin embargo, la
definicidn de la funcién precisa y del efecto vascular de cada uno de ellos en particular queda
fuera del alcance del objetivo de esta tesis doctoral.

Nuestro trabajo tiene ciertas limitaciones. En primer lugar, el tamafio muestral no
permite un analisis mas detallado de los patrones angiogénicos entre los diferentes subtipos
del cancer de mama ni del sentido de los cambios del tamafio vascular dentro del grupo de
pacientes con RCp. En segundo lugar, la correlacion de la densidad microvascular determinada
en biopsias con aguja gruesa con la determinada en la pieza quirurgica ha sido previamente
cuestionada, aunque algunos datos previos apuntan a una mejor correlacién cuando se
evallan tumores mas grandes y se analiza un drea mayor [402, 403]. Por ello, a pesar de la no
disponibilidad de otros tipos de muestras en el contexto neoadyuvante, la evaluaciéon de un
area de entre 2,4 a4 mm’y el tamafio del tumor alrededor de 2 cm en la mayoria de los casos,
puede haber compensado esta limitacién metodoldgica. En tercer lugar, no realizamos un
analisis funcional por imagen o inmunohistoquimica de la normalizacién vascular [404], que
podria haber aportado mas datos sobre potenciales mecanismos antiangiogénicos o sobre la
posible cooperacién entre el efecto directo antitumoral y efecto antiangiogénico de la
qguimioterapia. Nuestros datos de la asociacion del descenso del tamafio vascular
postquimioterapia con la RCp sugieren que el cambio angiogénico podria estar relacionado con
este modelo de normalizacidn vascular, pero esta hipdtesis debera ser confirmada en otros
disefos experimentales y estudios con cohortes mas amplias.

Finalmente, no evaluamos otros biomarcadores angiogénicos, como NRP1 o ANGPT2,
potencialmente implicados en la resistencia por evasion antiangiogénica. Sin embargo, la
comparaciéon pareada de secciones completas de biopsias pre- y postquimioterapia y la
correlacién entre factores angiogénicos fortalecen nuestras conclusiones y proveen nuevos
datos clinicamente relevantes acerca del usualmente olvidado efecto antiangiogénico de la
guimioterapia neoadyuvante.
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Como conclusion, el mayor tamafio vascular en el tumor y los mayores niveles de
expresion de VEGFA se asociaron con caracteristicas clinicas y patoldgicas adversas, asi como
menor supervivencia libre de enfermedad. A pesar de que el descenso de la densidad
microvascular se observd solo en una tercera parte de las pacientes, nuestros datos sugieren
que los esquemas de quimioterapia neoadyuvante ejercen efectos antiangiogénicos, con un
marcado incremento de los factores antiangiogénicos como THBS1 y CTGF, y un
mantenimiento o ligero incremento en los niveles de biomarcadores proangiogénicos, como
VEGFA. Estos cambios angiogénicos mediados por la quimioterapia se correlacionan con un
descenso del estadio del tumor primario, si bien no se asocian con respuesta clinica o
patoldgica ni con prondstico. Dados los limitados resultados de las terapias antiangiogénicas
en el contexto neoadyuvante, con solo ligeras mejoras en la tasa de respuestas [405, 406] y las
deficiencias en los modelos experimentales actuales [407], se necesitan urgentemente
mejores biomarcadores de respuesta angiogénica en conjunto con una mejor comprension de
la cooperacién que existe entre quimioterapia y terapia antiangiogénica, tanto en esquemas
clinicos de tratamiento como en modelos experimentales relevantes.

Implicacion del clister miR-17-92 en la angiogénesis del cdncer de mama

Nuestros resultados sugieren que solo los miembros del clister miR-17-92: miR-18a,
miR-19b-1 y miR-20a correlacionan con los pardmetros angiogénicos clasicos
inmunohistoquimicos con CD34", mientras que miR-17 y miR-92a no parecen asociarse con la
angiogénesis en este modelo. Entre los que se asocian con parametros angiogénicos, y de igual
forma que ocurre en otros procesos regulados por el clister, el comportamiento que siguen
difiere de forma consistente entre los distintos miembros.

En los tumores prequimioterapia se observa una relacién inversa entre miR-19b-1 y
densidad microvascular, mientras que miR-20a se asocia directamente con mayor tamano de
los vasos, y no se observa asociacion alguna de miR-18a con los pardmetros angiogénicos. En
las muestras postquimioterapia, sin embargo, los tres microRNAs se asocian directamente con
mayor tamafo vascular, no observandose asociacién alguna con densidad microvascular. Con
los datos que disponemos de biomarcadores no es posible explicar este tipo de
comportamiento, ya que los tres microRNAs correlacionan de forma similar con los mismos, no
encontrandose una relacién clara diferencial que pueda explicar este patrén.

La quimioterapia con antraciclinas y taxanos provoca un aumento consistente en la
expresion de todos los microRNAs, asi como ocurre en la densidad microvascular, sin
apreciarse cambios en el tamafio vascular y con cambios variables de los biomarcadores
angiogénicos estudiados, lo cual tampoco permite elaborar una hipdtesis biolégica consistente
que justifique la interrelacion existente entre estos microRNAs y la angiogénesis.

La expresidn elevada tanto de miR-19b-1 como de miR-20a se asocia directamente con
la aparicién de proliferaciones microvasculares glomerulares, mientras que la expresion
elevada de todos salvo de miR-92a se asocia con el perfil vascular de alto riesgo definido en el
Capitulo IV. Este hallazgo refuerza el papel adverso de su sobreexpresion en cancer de mama,
sin que en el presente estudio haya sido posible encontrar un mecanismo claro, aunque tanto
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miR-19b-1 como miR-20a muestran una correlacion positiva con VEGFA y con THBS1 e inversa
con PDGFA, lo cual sugiere que podrian estar participando en el proceso angiogénico a través
de alguna/s de sus multiples dianas.

El caso de miR-19b-1 en el tumor primario basal es muy interesante, por tres motivos
fundamentales:

El primero, porque su nivel de expresidén muestra una correlacién inversa con la
densidad microvascular, lo cual indica que podria jugar un papel antiangiogénico en el
contexto del microambiente tumoral en el cdncer de mama. A favor de este punto tenemos su
correlacién directa con THBS1, el principal biomarcador antiangiogénico, e inversa con PDGFA,
un factor proangiogénico importante. Sin embargo, miR-19b-1 también correlaciona
directamente con VEGFA, el principal factor proangiogénico, lo que sugiere un complejo
equilibrio entre factores pro- y antiangiogénicos dificil de elucidar. Varios estudios han
sefialado previamente funciones antiangiogénicas de algunos de los miembros del cluster,
incluyendo a miR-19b-1 y a miR-19a (también miembro del clister y familia de miR-19b-1, con
alta homologia de secuencia) [344, 345, 408].

Algunos autores han propuesto que los miembros del cluster tendrian distintas
funciones dependiendo de si las condiciones son fisioldgicas o patoldgicas, debido a que por
ejemplo, la inhibicion simultanea de miR-17 y miR-20a con antagomiR incrementa la
vascularizacion en células endoteliales sobre matrigel, lo cual es consistente con una funcidn
antiangiogénica de los mismos en las células endoteliales, y sin embargo, no parecen afectar a
la angiogénesis tumoral in vitro. Un estudio reciente a su vez demuestra que la expresion del
cluster en células endoteliales estd promovida por el estimulo de VEGF via activacion de
ERK/ELK1 [334], lo cual podria justificar la correlacion directa observada con este biomarcador.
Sin embargo, no explicaria el aumento de miR-19b-1 inducido por quimioterapia, ya que los
niveles de VEGFA no cambian con la quimioterapia, lo cual demuestra que no sélo es
dependiente de esta via. Estos autores ademas muestran que el incremento en el cldster es
necesario para la proliferacién y diferenciacidon de las células endoteliales, lo cual sugiere un

papel bioldgico pleiotrdpico importante del clister miR-17-92.

El segundo, porque los niveles elevados de miR-19b-1 se asocian con un subtipo
vascular prondsticamente desfavorable, consistente en la presencia de proliferaciones
microvasculares glomerulares y un mayor tamafio vascular [208]. La presencia de GMP ha sido
asociada con subtipos mas agresivos y con un prondstico desfavorable por multiples autores
en diversas neoplasias sdlidas [205, 206, 409]. De igual forma, el tamafio medio de los vasos
peritumorales también ha sido relacionado con un prondstico desfavorable en el cancer de
mama [209]. De esta forma, miR-19b-1 podria servir como un marcador que integrase ambas
variables, siendo mas facilmente analizable, automatizable y de mayor precisién, ya que su
anadlisis es independiente del observador. EI mecanismo bioldgico por el cual se relacionan
estas variables sigue siendo desconocido, aunque parece estar mediado por VEGFA.

El tercero, porque miR-19b-1 parece tener valor predictivo de respuesta angiogénica,
de manera que aquellos tumores con elevada expresion de miR-19b-1 tienen menos
respuestas angiogénicas que aquellos tumores con bajo nivel de expresién de miR-19b-1. Esto
parece ocurrir asi debido a la correlacidén inversa entre ambas variables y al hecho de que
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aquellas pacientes en las que se obtiene respuesta angiogénica tienen tumores con mayor
densidad microvascular. De confirmarse, miR-19b-1 podria servir también como un marcador
subrogado de respuesta angiogénica que podria tener utilidad clinica a la hora de evaluar si un
farmaco antiangiogénico esta funcionando o no.

MiR-20a fue el mejor marcador predictivo de presencia de perfil vascular de alto
riesgo, que se asociaba con un prondstico desfavorable. Esta asociacidn fue independiente del
subtipo triple negativo y de la expresion de VEGFA. La sobre-expresion in vitro de miR-20a
provoco una disminucién de los niveles de expresion de VEGFA en MDA-MB-231, lo cual apoya
la hipdtesis de Chamorro-Jorganes [334] y colaboradores de que es VEGFA el que promueve la
expresion de miR-20a y no al revés, mientras que éste Ultimo podria actuar como un
mecanismo de retroalimentacién negativa sobre VEGFA. El mecanismo por el cual miR-20a se
relaciona con la aparicién de proliferaciones microvasculares glomerulares y con mayor
tamafio vascular es por el momento desconocido.

Valor pronéstico y significado bioldgico de la expresion de miR-18a en cancer de mama

Nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de miR-18a en el tumor residual
tras la quimioterapia es un factor de mal prondstico, lo que podria justificarse al menos en
parte por el discreto estimulo proliferativo que provoca este miRNA in vitro. MiR-18a muestra
una potente correlacién directa con marcadores de proliferaciéon activa, como son MKI67 y
MYBL2, tanto en nuestra serie clinica como en hasta cinco externas. Ademas, su expresion
elevada se asocia con subtipos mas agresivos como es el triple negativo, y con tumores de
grado histolégico pobremente diferenciados. Nuestros datos de proliferacion utilizando XTT y
contaje celular in vitro avalan esta hipdtesis, ya que la sobreexpresién de miR-18a aumenta
ligeramente la proliferacion en la linea celular MCF7, de forma independiente a la expresién de
MYBL2 o de MKI67. A su vez, por microarray de expresion génica, que permite un analisis a dos
niveles (expresién y cambio exdnico), confirmamos que en la linea celular MCF7 se produce
una reprogramacion compleja hacia un estado pro-proliferativo, sin existir asociacion directa
con un gen candidato claro. Estos datos en conjunto concuerdan con lo publicado en la
literatura, en la que se reflejan entre otras funciones del cluster, promover la proliferacidon
celular [410, 411].

Sin embargo, sabemos que las respuestas moleculares que se generan como
consecuencia de su sobreexpresién son mas amplias y mas complejas, y por tanto no sélo se
puede justificar el impacto prondstico por el discreto aumento proliferativo. Por ello
profundizamos en mecanismos adicionales, y mostramos a su vez que miR-18a es capaz de
disminuir los niveles de mRNA de CXCL12.

Se trata de un gen que parece ser diana directa en los estudios in silico, aunque no se
ha confirmado experimentalmente. CXCL12 codifica para el factor derivado de células
estromales 1 (SDF-1). Esta quimiocina es un potente factor quimiotdctico para células
epiteliales y también para células de cancer de mama, y la unién de SDF-1 a su receptor CXCR4
activa a una variedad de rutas de sefializacidn celular y de efectores moleculares que regulan
supervivencia celular, proliferacidon, quimiotaxis, migracion, y adhesién [412]. La expresion a
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nivel de mRNA de CXCL12 paraddjicamente se correlaciona de forma inversa con la recurrencia
metastdsica de la enfermedad [388, 413]. Pese su papel como molécula que promueve
procesos esenciales en las células tumorales [414], algunos autores sugieren como hipétesis
explicativa que bajos o nulos niveles expresion de SDF-1 en el nicho tumoral favorecerian la
supresion de la via autocrina en la célula tumoral, de forma que se favorecerian la migracion
de las células tumorales, a favor de gradiente de concentracién, favoreciendo asi la generacion
de metastasis en tejidos sanos productores de SDF-1 [415].

No se conocen los mecanismos que provocan el descenso de la expresion de CXCL12;
sin embargo, se sabe que estd vinculado en parte a la disminucidn de las sefiales estrogénicas,
ya que in vitro la estimulacidon de células MCF7 con estradiol aumenta considerablemente la
expresion del mMRNA de CXCL12, y hace los niveles de la proteina detectables por western-blot:
el estimulo con 10 nM de estradiol aumenta en hasta cinco ciclos la expresiéon del mRNA de
CXCL12, lo cual muestra que es dependiente de rutas estrogénicas para su sintesis. Este
estimulo se ve parcialmente reducido si miR-18a se sobreexpresa. Este proceso de
silenciamiento, quiza incluye un doble bloqueo: directo e indirecto de la expresion de CXCL12,
y podria contribuir al impacto prondstico adverso en supervivencia libre de enfermedad y libre
de recaida a distancia que producirian altos niveles de miR-18a, al menos en el contexto del
cancer de mama tratado con quimioterapia neoadyuvante.

El receptor de estrogenos alfa es diana directa de miR-18a [387] y aqui confirmamos
gue es eficazmente silenciado a nivel de proteina en MCF7, lo cual sugiere al menos un
bloqueo indirecto de la expresion de CXCL12. Si bien esta regulacion indirecta podria justificar
los resultados observados a nivel transcriptdémico, el analisis bioinformatico sugiere que miR-
18a también silencia a CXCL12 de forma directa gracias al estudio in silico previo, en el que
detectamos sitios de unién tanto a nivel de CDS como a nivel de 3'UTR en las isoformas alfa y
beta. Nuestros resultados preliminares en ese sentido, utilizando pldsmidos de expresion
constitutiva sin el 3'UTR, sugieren que esa unidn al menos no se produciria en el CDS (p=NS). El
estudio experimental no se ha podido realizar en lineas modelo de triple negativo (con
ausencia de expresion de REa) debido a que éstas (y la mayoria de lineas celulares en general)
presentan sistematicamente silenciado a nivel epigenético al gen CXCL12 y a su vez presentan
mayor expresiéon de miR-18a, lo cual parece una evidencia adicional de la importancia de la
pérdida de expresion de SDF-1 para la agresividad y la progresion tumoral. Un doble bloqueo
de CXCL12 favoreceria eficazmente la disponibilidad de los receptores de esta quimiocina en el
tumor primario, en estadios tempranos y localmente avanzados, donde los niveles de
expresion de CXCL12 aun no se han perdido completamente (Figura 26-A); este bloqueo
promoveria la migracién de las células tumorales y la invasion tisular a favor de gradiente de
concentracién de SDF-1.

Con la progresion de la enfermedad en estadios ya metastdsicos, SDF-1 parece acabar
siendo silenciado sistematicamente, probablemente epigenéticamente (Figura 26-B), lo haria a
las células tumorales totalmente dependientes del aporte exdgeno de la quimiocina. Una
evidencia adicional a este mecanismo de progresidn es que los érganos con mayor frecuencia
de metastasis por cancer de mama a su vez son en los que se encuentran mayores niveles de
SDF-1 (Expression Atlas, EMBL-EBI, Figura 26-C). Conocer los niveles de expresién de miR-18ay
CXCL12 podria permitirnos estratificar a las pacientes por riesgo de recurrencia local y a
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distancia y a su vez desarrollar estrategias terapéuticas que bloqueasen la expresion del
OncomiR-1 (incluyendo a miR-18a) y de los receptores de SDF-1 en estadios tempranos,
tratando de disminuir el riesgo de recaida metastasica.
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Figura 26. Graficos de barras generados con BioGPS (http://biogps.org/) mostrando los niveles
de expresién de CXCL12 en tumor primario (mediana de expresién de 30,5) (A) en lineas
celulares establecidas (mediana de expresion de 3,7) (B) y esquema donde se muestran los
niveles de expresion de CXCL12 (rojo) en drganos humanos (Expression Atlas, EMBL-EBI) (C).
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CONCLUSIONES



Como conclusiones parciales,

- Con respecto a los objetivos 1 y 2, en una serie clinica de cancer de mama con enfermedad
locorregional o localmente avanzada, homogénea en cuanto al tratamiento neoadyuvante y
comparable a la literatura en la tasa de respuestas completas patoldgicas, encontramos que la
expresion basal elevada de VEGFA fue un factor prondstico desfavorable e independiente para
supervivencia libre de enfermedad. Ninguno de los marcadores moleculares se asocié con
respuesta clinica o patoldgica.

- Con respecto al objetivo 3, el tratamiento basado en antraciclinas y taxanos produce un
aumento de expresién de los mediadores antiangiogénicos THBS1 y CTGF en el tumor
primario, mientras que otros factores proangiogénicos como VEGFA y PDGFA no modifican sus
niveles relativos.

- Con respecto al objetivo 4, identificamos un patrén vascular de alto riesgo, compuesto por la
presencia de proliferaciones microvasculares glomerulares y un mayor tamafio vascular, que
junto a mayores niveles de expresién de VEGFA, se asocia a una menor supervivencia libre de
enfermedad. La quimioterapia neoadyuvante produce un aumento de la densidad
microvascular, sin afectar al tamafio medio vascular. Se obtuvo respuesta angiogénica
(definida como descenso de la MVD) solo en un tercio de las pacientes y su significado
prondstico y bioldgico es dudoso.

- Con respecto al objetivo 5, miR-18a, miR-19b-1 y miR-20a se asocian con un perfil
angiogénico desfavorable (elevado tamafio vascular y presencia de GMP), aunque no pudo
confirmarse en un modelo in vitro un efecto proangiogénico de ninguno de ellos. MiR-19b-1
ademas de asociarse con el perfil angiogénico desfavorable, fue una variable predictiva
independiente de la respuesta angiogénica.

- Con respecto al objetivo 6, miR-18a se comporta como un marcador con valor prondstico en

el tumor residual, siendo los niveles de expresion altos una variable prondstica independiente
para la supervivencia libre de enfermedad y libre de recaida a distancia. Este mecanismo
parece ser independiente del contexto angiogénico, y parece estar relacionado con multiples
factores que incluyen una reprogramacion celular hacia un estado pro-proliferativo, y un
silenciamiento al menos indirecto de la quimiocina CXCL12, via represion del receptor de
estrogenos. El silenciamiento de CXCL12 suprimiria la via autocrina, promoviendo la migracion
de la célula tumoral a favor de gradiente de concentracion de CXCL12, localmente y a
distancia.

Como conclusién general:

MiR-17-92 desempefia un papel relevante en la angiogénesis tumoral, asociandose sus
miembros de forma directa con un estado proangiogénico y proproliferativo, a través de
biomarcadores tan importantes como el factor de crecimiento endotelio vascular o la
trombospondina-1.
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Todos los angiomicroRNA analizados en este trabajo de tesis (miR-17, miR-18a, miR-
19b-1, miR-20a, miR-92a, miR-200c, miR-106b, miR-429, miR-141, miR-519¢, miR-9 y miR-107)
sufren un aumento de expresidn consistente en el contexto del tratamiento con quimioterapia
neoadyuvante basada en antraciclinas y taxanos.
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ANEXO |

Sistema TNM

e Este sistema de estadificacion anatdmico es el estandar internacionalmente
aprobado, estando aceptado por la Union for International Cancer Control (UICC) y
la American Joint Committee on Cancer (AJCC) [39]. Se basa en analizar el tamafio
del tumor primario (designado por la letra T), el grado de diseminacién linfatica
proximal (designado por la letra N) y por la presencia de focos metastdsicos
(designado por la letra M). A estas letras se les incluye un nimero que permite
indicar el tamafio o el grado de diseminacion de la enfermedad.

e TUMOR PRIMARIO (T)

i. Tx No evaluable
i. TO Sin evidencia de tumor primario
iii. Tis Carcinoma in situ
iv. Tl Tumor menor de 2 cm en su diametro mayor
v. T2 Tumor > 2 cm pero < 5 cm en su didametro mayor
vi. T3 Tumor mayor de 5 cm en su didmetro mayor
vii. T4 Cualquier tumor primario con extensién directa a la

pared tordcica, afectacion de la piel, combinacién de
ambas o carcinoma inflamatorio
e AFECTACION GANGLIONAR REGIONAL (N)

i. Nx No evaluables los ganglios linfaticos regionales

ii. NO Sin afectacidn ganglionar
iii. N1 Metastasis axilares homolaterales méviles palpables
iv. N2 Metastasis axilares homolaterales fijas o metastasis en

mamaria interna homolaterales detectables por
analisis de imagen o detectables por examen clinico, en
ausencia de afectacidn metastdsica en linfonodos
axilares.

v. N3 Metastasis en linfonodos intraclaviculares
homolaterales o metastasis en linfonodos de mamaria
interna homolaterales detectables por imagen o
examen clinico y evidencia clinica de metdstasis en
linfonodos axilares, o metastasis en linfonodos
supraclaviculares homolaterales con o sin compromiso
de los linfonodos axilares o de la mamaria interna.

e PRESENCIA DE METASTASIS (M)
i. Mx No evaluable
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i. MO Sin metastasis distantes
iii. M1 Enfermedad metastasica presente

. Descriptores adicionales

Cuando la estadificacién se realiza previamente al tratamiento mediante examenes

fisicos, test de laboratorio, analisis de imagen y/o biopsia, recibe el nombre de estadio clinico,

denotado por el prefijo "c¢" minuscula (ejemplo cT, cN, cM). Tras la cirugia, la informacion

obtenida de la reseccién y por andlisis detallados de anatomia patolégica permiten determinar

el estadio patoldgico del tumor, denotado por el prefijo "p" mindscula (pTNM). Generalmente

el cTNM se utiliza para planificar la estrategia de tratamiento inicial, mientras que el pTNM se

utiliza para determinar la necesidad de utilizar quimioterapia adyuvante postquirudrgica y el

seguimiento de las pacientes. Otros descriptores utilizados son la letra "R" como prefijo en

mayusculas para describir la extensién del tumor residual tras el tratamiento, generalmente

tras reseccién quirdrgica (Rx, RO, R1, R2). Asi mismo, la letra "r" minuscula permite describir la

extension del tumor tras recaida (por ejemplo, rcTO,N1,M0).

Estadiaje al diagndstico

A todas las pacientes se les debe determinar el estadio clinico antes del
comienzo de cualquier tratamiento. Cuando se administra quimioterapia
neoadyuvante (o preoperatoria) previa a la reseccién quirurgica, el cTNM o el
pTNM se identifica con el prefijo "y", de forma que el ycTNM o el ypTNM
categorizan el estadio tumoral en el momento del analisis clinico o
anatomopatdgico en neoadyuvancia. El ypTNM considera la presencia o ausencia
de células cancerigenas viables, de forma que este esquema de tratamiento
permite la evaluacidn de la respuesta tumoral a la quimioterapia.

e ESTADIO CLINICO EN FUNCION DEL TNM

i. EstadioO Tis NO MO
ii. Estadiol T1 NO MO
iii. Estadio IIA TO N1 MO

T1 N1 MO
T2 NO MO

iv. Estadio lIB T2 N1 MO
T3 NO MO
v. Estadio llIA TO N2 MO

T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

vi. Estadio IlIB T4 NO MO

T4 N1 MO

T4 N2 MO

vii. Estadio IlIC Cualquier T, N3, MO
viii. Estadio IV Cualquier TN, M1
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ANEXO Il

Tipo de lesion

Tabla 72. Clasificacién morfoldgica del cdncer de mama.

Denominacion
Carcinoma ductal in situ (DCIS)

Frecuencia \
Forma no invasiva mas frecuente

Lesiones no
invasivas Carcinoma lobulillar in situ (LCIS)  Menos frecuente, pero alto riesgo de
transformacion
. Carcinoma ductal invasivo El mas comun de los casos (70-809
Lesiones ( %)
invasiv - — -
asivas Carcinoma lobulillar invasivo 5-10% de los casos
Carcinoma mucinoso Aproximadamente 2% de los casos
Formas -
) Carcinoma medular De 5-7% de los casos
especiales

Carcinoma tubular

Aproximadamente 2% de los casos

Formas menos
frecuentes

Carcinoma papilar Infrecuente
Carcinoma apocrino Infrecuente
Carcinoma secretor Infrecuente
Carcinoma metaplasico Infrecuente
Carcinoma cribiforme Infrecuente
Carcinoma inflamatorio Infrecuente
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ANEXO Il

Macro de Imagel para el andlisis por imagen de las IHQ de CD34
run("Canvas Size...", "width=1270 height=590 position=Center");
run("Colour Deconvolution", "vectors=[H DAB]");

close();

run("Make Binary");

run("Close-");

run("Fill Holes");

run("Analyze Particles...", "size=20-1000 circularity=0.00-1.00 show=0Outlines display exclude
summarize record in_situ");

Combinada con el plugin: Colour deconvolution [416].

http://www.mecourse.com/landinig/software/cdeconv/cdeconv.html
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ANEXO IV

Caracteristicas anatomopatoldgicas disponibles de la Serie de tejido fresco de adyuvancia del
Hospital General Universitario Santa Lucia de Cartagena.

Variable Nimero %

N 100 100
Estadio clinico tumor primario
T1-2 83 83
13-4 14 14
No disponible 3 3
Estadio clinico ganglionar
NO-1 63 63
N2-3 31 31
No disponible 6 6
Receptores hormonales
Negativo 22 22
Positivo 77 77
No disponible 1 1
Sobreexpresion HER2
Negativo 76 76
Positivo 23 23
No disponible 1 1
Triple negativo
[\ [o) 85 85
Si 14 14
No disponible 1 1
Subtipos IHQ
HR+ 77 77
HR+ HER2 + 15 15
HER2/neu + 8 8
Triple Negativo 14 14
No disponible 1 1
Fenotipo de p53
Mutado 22 22
Silvestre 74 74
No disponible 4 4
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ABREVIATURAS

AC: Antraciclinas

ACA45: RNA especifico de cuerpos de Cajal 15 (snoRNA)
AGO/AGO2: Proteina argonauta 2

ALK1: Quinasa similar al receptor de activina 1

ANG-1: ANGPT2

ARNT: Receptor nuclear translocador de aril hidrocarburos
AURKA: Gen de la Aurora quinasa A

ATM: Gen de la serina proteina quinasa ATM

ATP: Trifosfato de adenosina

ATR: Gen de la serina/treonina proteina quinasa ATR

BRCA1/2: Gen de la proteina de susceptibilidad a cancer de mama tipo 1/2
CD31: PECAM-1

CD36: Receptor de trombospondina

CDh47: Proteina asociada a integrina

CDKN1B: Inhibidor 1B de quinasa dependiente de ciclina

CGH: Hibridacion gendmica comparada

CMM: Cancer de mama metastdsico

CTCs: Células tumorales circulantes

CTGF: Gen del factor de crecimiento del tejido conectivo

CXCL12: Gen del factor derivado de célula estromal 1

CXCR4: Receptor de SDF-1 (CXCL12)

DGCRS: Gen de la proteina del complejo microprocesador DGCR8
ddH20 Agua bidestilada

DLL4: Proteina 4 similar a Delta

DNA: Acido desoxirribonucleico

DOC: Docetaxel

DTT: Ditiotreitol

EA.hy926 Linea celular (hibridoma); modelo de célula endotelial

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

EGFL7: Proteina del dominio 7 similar al factor de crecimiento epidérmico
ENG: Endoglina

ESR1: Gen del receptor de estrégenos alfa

F3: Gen del factor tisular

FFPE: Fijado en formalina e incluido en parafina

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

FISH: Hibridacion fluorescente in situ

FOXA1: Gen del factor de transcripcion de la familia forkheadbox Al
FOXC1: Gen del factor de transcripcion de la familia forkheadbox C1
FOXM1: Gen del factor de transcripcion de la familia forkheadbox M1
GMP: Proliferaciones microvasculares glomerulares

GRB7: Gen de la Proteina unida a receptor de factor de crecimiento 7
GTP: Trifosfato de guanosina

HIF1A: Gen del factor inducible por hipoxia 1 alfa
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HMGA2:
HOXD10:
HR:
HRAS:
IHQ:
INPP4B:
IP,:
ITGAS:
JAGGED1:
KRAS:
MCF7:

MDA-MB-231:

MEF2C:
miRNA:
miR-18a:
miR-19b-1:
MKI67:
MMP-2:
MMP-9:
MVD:
MVS:
MYBL2:
MYC:
NGS:
NNAT:
NOTCH:
NRARP:
NRP1:
PAI-1:
PAMS50:
PARN:
PCR:
PDGFA:
PGR:
PIK3CA:
piRNA:
PDGF:
PDGFR
PIGF:
PIP,:
PIP5:
PTEN:
gPCR:
QT:
RB1:
RCp:
REa:
RHOA:
RHOC:
RISC:
RNA:
RP:

Proteina del grupo de alta movilidad HMGI-C

Proteina homeobox Hox-D10

Receptores hormonales

GTPasa Hras o proteina transformante p21
Inmunohistoquimica

Gen de la Fosfatasa-4 de IP, tipo Il

Inositol 3,4-bisfosfato

Integrina alfa 5

Proteina de superficie de la via de sefializacidon Notch
GTPasa Kras

Linea celular de cancer de mama; modelo de subtipo luminal
Linea celular de cancer de mama; modelo de subtipo triple negativo
Factor potenciador especifico de miocito 2C

microRNA

hsa-miR-18a-5p; microRNA 18a humano

hsa-miR-19b-3p

Gen del antigeno Ki-67

Metaloproteinasa-2

Metaloproteinasa-9

Densidad microvascular

Tamafio medio vascular

Gen de la proteina B emparentada con Myb

Factor de transcripcion c-Myc

Next Generation sequencing

Neuronatina

Notch1, proteina transmembrana con multiples dominios EGF
Proteina con repeticiones ankirina regulada por Notch
Neurofilina 1

Inhibidor del factor del plasminégeno-1

Andlisis gendmico; calcula riesgo de recurrencia en cdncer de mama
Ribonucleasa especifica de Poli-A

Reaccidn en cadena de la polimerasa

Gen del factor de crecimiento derivado de las plaquetas A
Gen del receptor de progesterona

Subunidad catalitica de la PIP,-3-quinasa

RNA asociados a piwi

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas

Gen del receptor del factor de crecimiento derivado de las plaquetas
Factor de crecimiento placentario

Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato

Gen de la fosfatasa de especificidad dual y PIP; fosfatasa
Reaccidn en cadena de la polimerasa a tiempo real
Quimioterapia

Gen de la proteina asociada a retinoblastoma

Respuesta completa patoldgica

Receptor de estrogenos alfa

Gen de la familia de genes homdlogos de Ras, miembro A
Gen de la familia de genes homadlogos de Ras, miembro C
Complejo de silenciamiento inducido por RNA

Acido ribonucleico

Receptor de progesterona
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RT:
SG:
siRNA
SLE:
SLP:
SLRD:
SNAI1:

snoRNA:

snRNA:
SOX4:
TAC:
TCGA:
THBS1:
TIMP:
TMA:
TNBC:
TNM:
TP53:
tRNA:

VCAM-1:

VEGF:
VEGFA:
VEGFR:

VEGFR1:
VEGFR2:
VEGFR3:

WNT:
Z0-1:

Retrotranscripcidn o transcripcién reversa

Supervivencia global

RNA de interferencia pequefio

Supervivencia libre de enfermedad

Supervivencia libre de progresion

Supervivencia libre de recaida a distancia

Proteina con dedo de Zinc SNAI1

RNA pequefio nucleolar

RNA pequefio nuclear

Factor de transcripcidon SOX4

Consola de andlisis transcriptémico

The Cancer Genome Atlas

Gen de la trombospondina-1

Inhibidor tisular de metaloproteinasas

Micromatriz (o microarray) tisular

Cancer de mama subtipo triple negativo

Sistema de estadificacidn clinico y patoldgico del cancer de mama
Gen del antigeno celular tumoral p53

RNA de transferencia

Molécula de adhesidn vascular-1 (o CD106)

Factor de crecimiento endotelial vascular A (proteina)

Gen del factor de crecimiento endotelial vascular A

Gen del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular A
Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 1
Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 2 (o FLK1)
Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 3
Proteina WNT (del inglés, Wingless e Int)

Proteina de uniones estrechas 1
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