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RESUMEN

Este trabajo expone dos aspectos de la investigacion translacional de la metastasis
cerebral en cancer de mama. Primero, el desarrollo de un modelo pre-clinico de
tratamiento, demostrando su utilidad para investigar la efectividad de terapias contra
la metastasis cerebral mediante experimentos que combinan radioterapia vy
quimioterapia. Y por otro lado, el desarrollo de la validacion de biomarcadores
predictivos de metastasis cerebral (GRP94 y FN14) en un estudio clinico
multicéntrico con pacientes diagnosticadas de carcinoma infiltrante de mama. Este
estudio muestra el valor de la determinacién de la expresion de estas proteinas en el
tumor primario para estratificar a las pacientes con un riesgo aumentado de

desarrollar metastasis cerebrales en el curso de su enfermedad.

El estudio pre-clinico experimental esta basado en el disefio de un modelo de
irradiacion craneal en ratones hembra atimicos previamente inoculados, via
intracarotidea, con células seleccionadas de adenocarcinoma de mama humana con
capacidad para atravesar la barrera hemato-encefalica y desarrollar metastasis
cerebrales. En este modelo terapéutico hemos optimizado tanto la técnica de
inoculacion intracarotidea como la dosis de radiacion holocraneal combinada con
quimioterapia via oral. Es un modelo facil de aplicar, reproducible, fiable y
econdmicamente accesible a investigadores pre-clinicos en un entorno hospitalario

con la infraestructura de un Servicio Clinico de Oncologia Radioterapica.

El estudio clinico retrospectivo engloba pacientes de tres hospitales diagnosticadas
entre 1989 y 2009 con un seguimiento clinico medio de 6 afnos. La serie incluye
pacientes que no habian metastatizado, pacientes que habian metastatizado en
otros organos sin afectacion cerebral y pacientes con metastasis cerebrales, y ha
permitido establecer la sensibilidad y especificidad predictiva y el valor prondstico de

los biomarcadores al relacionarlos con la supervivencia libre de metastasis cerebral,
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especialmente en pacientes con receptores hormonales positivos y con tumores

triple-negativos.

Como conclusién, proponemos una nueva pauta de seguimiento clinico en cancer de
mama que nos ayude al diagnostico precoz y a la prevencion de la metastasis
cerebral, teniendo en cuenta la relevancia que dichos marcadores tienen sobre la

prediccidon de la misma y su posible valor en la toma de decisiones terapéuticas.
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SUMMARY

This work exposes two aspects of the translational research of brain metastasis in
breast cancer. First, the development of a preclinical model of treatment, proving its
usefulness to research the effectiveness of therapies against the brain metastasis by
means of experiments that combine radiotherapy and chemotherapy. And, on the
other hand, the development of the validation of predictive biomarkers of brain
metastasis (GRP94 and FN14) in a multicentric clinical study with patients diagnosed
of breast infiltrating carcinoma. This study shows the value of determining the
expression of these proteins in the primary tumour to stratify the patients with an

increased risk to develop brain metastasis in the course of their disease.

The experimental preclinical study is based on the design of a cranial irradiation
model on athymic female mice previously inoculated, via intracarotid, with selected
cells of human breast adenocarcinoma with ability to cross the blood-brain barrier
and to develop brain metastases. In this therapeutic model we have optimised both
the intracarotid inoculation technique and the dose of whole cranial radiation
combined with oral chemotherapy. It is a model easy to apply, reproducible, reliable
and economically accessible to preclinical researchers in a Hospital environment with

the infrastructure of a Clinical Department of Radiation Oncology.

The retrospective clinical study encompases patients from three hospitals diagnosed
between 1989 and 2009 with a mean clinical follow-up of six years. The serie
includes patients who had not metastatised, patients who had metastatised in other
organs without brain involvement and patients with brain metastases, and it has
allowed to establish the sensitivity and predictive specificity and the prognostic value
of the biomarkers when they relate to brain metastasis free survival, especially in
patients with positive hormone receptors and with triple negative tumours.
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In conclusion, we propose a new guideline of clinical follow-up in breast cancer that
help us to an early diagnosis and prevention of the brain metastasis, keeping in mind

the importance that such markers have on its prediction and its possible value on the

therapeutic decision-making.
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1.1. METASTASIS CEREBRAL EN EL CANCER DE MAMA.
ASPECTOS CLINICOS

La metastasis encefalica es un tumor maligno secundario que se desarrolla en el
cerebro, cerebelo o tronco cerebral y cuyas células provienen, a través de la
circulacion sanguinea sistémica, de un tumor maligno primario originado en otro
organo, en nuestro caso en la mama. Gran parte de las metastasis encefalicas son

cerebrales (MC).

1.1.1. RELEVANCIA DE LA METASTASIS CEREBRAL EN LOS DIFERENTES
SUBTIPOS MOLECULARES DEL CARCINOMA DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad altamente heterogénea y la progresion
metastasica a cerebro varia con las caracteristicas patoldgicas del tumor. Se
consideran los criterios inmunohistoquimicos de valoracién de los receptores
estrogénicos (RE), receptores progestagenos (RP), Ki-67 y Her2 en el tumor
primario de mama para definir los subtipos moleculares 12, que sientan las bases de

la estratificacion clinica:

1. Luminal A: RE positivos, Ki-67 <14% y expresion normal de Her2.
2. Luminal B: RE positivos, Ki-67 214% y expresion normal de Her2.
3. Luminal/Her2+: RE positivos y sobreexpresion de Her2 (Her2 positivo).
4. Her2-enriched: RE negativos y sobreexpresion de Her2 (Her2 positivo).

5. Triple-negativo (TN):  RE negativos, RP negativos y expresién normal de Her2.

Asi, la inmunotincién de los RE y RP se define como positiva cuando se detecta en
el 1% o mas de los nucleos de las células tumorales 34. Por otro lado, el Ki-67 es un
marcador nuclear de proliferacion celular que tenia su punto de corte a partir del
14% de nucleos tumorales positivos ° y que se establecidé en el Consenso de St.
Gallen 2013 en mas del 20%, debido a la alta variabilidad que presenta este
marcador segun el observador . Se volvié a redefinir en el Consenso de St. Gallen
del 2015, aceptandose en estos momentos un punto de corte de Ki-67 superior al

20-29% 7. La ausencia de estandarizacién junto con la presencia de un punto de
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corte poco preciso para separar los subgrupos clinicos ha supuesto un problema
para su evaluacion, especialmente en casos de Ki-67 de caracter intermedio
(superior al 14% e inferior al 25%) &°.

Por lo que se refiere al grado de expresion de Her2 en la evaluacion
inmunohistoquimica, éste es catalogado como 0, 1+, 2+ y 3+, siendo considerado
como no-sobreexpresado (Her2 negativo) cuando la tincion de membrana es de
intensidad 0 6 1+, y se considera sobreexpresado (Her2 positivo) cuando la tincion
muestra intensidad 3+. Los tumores cuyo resultado de tincibn muestran intensidad
2+ (“borderline”) necesitan una evaluacion con técnicas de hibridacion in situ, p.e.
FISH, para evidenciar si hay amplificacion del gen, alteracion que subyace en los

aumentos de expresion de Her2 24,

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

En el cancer de mama la aparicién de MC ocurre entre el 10-20% de las pacientes,
siendo el segundo 6rgano de procedencia después del cancer de pulmon, con un
30-50%, y seguido del melanoma con un 10-20% '°. Otros canceres que pueden
originar MC en menor porcentaje son los de rifidn, colon, pancreas, piel, ovario,

cérvix, testiculo y prostata.

Las metastasis del sistema nervioso central (SNC) suelen localizarse en los
hemisferios cerebrales en un 80% de casos, en el cerebelo en el 15% y en los
ganglios basales y tronco cerebral en el 5% ', preferentemente en las uniones entre
sustancia blanca y sustancia gris, y en los limites de los territorios vasculares

arteriales 1213,

En general, la incidencia de MC esta aumentando debido al mejor control de la
enfermedad sistémica, con el uso de esquemas de quimioterapia y terapias
biolégicas mas eficaces, a la deteccion precoz de la enfermedad subclinica y a la
presencia cada vez mayor de poblacion longeva. En general, la MC se diagnostica
entre el 10-30% de las pacientes con cancer de mama, pudiendo ser la primera

manifestacion del cancer y, ademas, puede presentarse junto con la enfermedad
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sistémica de forma sincrdnica, es decir, sin haberse diagnosticado previamente el
tumor primario, en el 5-10% de casos, aunque la forma de presentacion mas
frecuente, en mas del 80% de los casos, es de forma metacronica a la enfermedad
neoplasica conocida, es decir, aparecer un tiempo después de haber sido
diagnosticada la neoplasia primaria. Ademas, en el 20-30% de las pacientes la MC
se presenta como un foco unico, en alrededor del 20-30% presentan 2 6 3 MC,
pacientes denominadas oligometastasicas, y un tercio o mas se presentan con 4 6

mas MC, siendo estas pacientes consideradas polimetastasicas .

En relacion con el fenotipo del tumor primario, las pacientes con los subtipos Luminal
Ay Luminal B presentan una incidencia de MC del 2.2 y 4.7%, respectivamente; en
el subtipo Luminal/Her2+ es del 7.9%, mientras que en aquéllas con los subtipos
Her2-enriched y triple-negativo (TN) la incidencia de MC es mayor '3, representando

el 14.3 y el 18.1% de los casos, respectivamente 314,

La MC ocurre con mayor frecuencia no s6lo en las pacientes con tumores primarios
que tengan RE negativos %', sino también en las que presentan Her2 positivo, lo
cual podria asociarse a un mayor control de la enfermedad sistémica, con una mayor
supervivencia debido al tratamiento sistémico, tanto con quimioterapia como con
trastuzumab (anticuerpo monoclonal anti-Her2), con la consecuente aparicidn tardia

de la MC entre el 30-55% de estas pacientes '8-23,

En las pacientes con tumores del fenotipo TN la MC ocurre con frecuencia en el
contexto de progresion de enfermedad extracraneal simultanea '8. Asi, estudios
recientes muestran que las pacientes con subtipo TN, al igual que sucede con las
pacientes Her2-positivo que presentan diseminacién metastasica extracraneal, como
metastasis pulmonares, hepaticas y 0seas, tienen una mayor incidencia de MC,
siendo del 30.8% y 28%, respectivamente 2.

La presencia en las pacientes de metastasis a distancia en el momento del
diagndstico conlleva también mayor probabilidad de desarrollar MC con respecto a
aqueéllas con enfermedad limitada, siendo esta probabilidad del 36% y 18%,

respectivamente, y ademas la incidencia de MC es también alta en mujeres con

35



INTRODUCCION

carcinoma de mama inflamatorio, asociandose a edades jovenes (premenopausicas)

y a otras metastasis extracraneales 2°.

Debido al largo periodo de latencia que suele haber entre el diagnostico del tumor
primario y los sintomas clinicos de la MC, existe una creciente necesidad en el
ambito clinico de disponer de biomarcadores predictivos que nos permitan identificar
subgrupos de pacientes con cancer de mama y riesgo de desarrollar MC, con el fin
de disefiar estrategias preventivas.

A este respecto, se han identificado diferentes factores de riesgo para el desarrollo
de MC en las pacientes con cancer de mama. Asi, tenemos: la edad
premenopausica y la ausencia de receptores hormonales como los principales
factores de riesgo 2628, |la presencia de metastasis a distancia 2° y la sobreexpresion

de Her2 y el fenotipo TN 8.

Rudat et al. 2°, en un estudio multivariado que analizaba los factores de riesgo de
MC en pacientes con cancer de mama, concluyd que el unico factor de riesgo
independiente significativo era la ausencia de receptores de estrogenos (RE-
negativos), mostrando ademas que las pacientes con cancer de mama con RE-
negativos y metastasis sistémicas presentaban casi un 50% de riesgo de desarrollar
MC en el transcurso de la enfermedad. También en el cancer de mama avanzado
Her2-positivo, la presencia de metastasis viscerales y la ausencia de administracion
de trastuzumab como tratamiento sistémico parece incrementar la probabilidad de
MC precoz %°. En este contexto, cabe destacar que, las pacientes pertenecientes al
subtipo molecular Her2-enriched, Lum/Her2+ y TN tienen mayor riesgo de MC
comparadas con las del subtipo Luminal A 3'.

En definitiva, la valoracion de la expresion de los receptores hormonales y de Her2
en el cancer de mama se ha convertido en el estandar de marcadores para la
prediccidn de la evolucion metastasica y para la eleccidn del tratamiento de las

pacientes.
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1.1.3. DIAGNOSTICO

Las pacientes con cancer de mama, independientemente del subtipo de tumor,
pueden desarrollar MC clinicas, que se sospecharan por la presencia de signos vy
sintomas neurolégicos, como p.e. cefalea, déficit focal neuroldgico, crisis convulsiva,
ataxia, disfasia o afasia, desorientacién, bradipsiquia, papiledema, sincope o
alteraciones de conducta, o bien sintomas mas inespecificos, como astenia o
vomitos 3233, El diagnostico precoz de la afectacion del SNC tiene, pues, su
importancia, ya que cuando aparecen los sintomas éstos no se controlan faciimente

aunque haya respuesta al tratamiento.

La Tomografia Computerizada (TC) sin contraste es la prueba de imagen de
eleccion para diagnosticar la MC en general en pacientes con clinica neuroldgica; y
la TC con contraste o la resonanacia magnética nuclear (RMN) pueden estar
indicadas posteriormente en funcion de los primeros hallazgos 3. La RMN con
contraste de gadolinio tiene una sensibilidad y una especificidad mayores que la TC
para detectar MC 3%, siendo actualmente la prueba estandar para el diagnéstico y
valoracion de las mismas y para monitorizar la respuesta a tratamiento. No obstante,
la deteccion de MC de cancer de mama suele estar infraestimada, siendo
fundamentales los avances en las técnicas de imagen para desarrollar estrategias
terapéuticas mas eficientes 3¢. Actualmente no se recomienda la RMN craneal de
rutina para detectar MC, aunque debido a su alta incidencia entre las pacientes con
cancer de mama avanzado Her2-positivo, deberia restringirse menos su indicacion
en estos casos ¥, ya que en este grupo concreto de pacientes estaria justificada su

realizacion 38.

Un problema clinico no excepcional es el desarrollo de MC en pacientes
previamente tratadas con radiocirugia estereotaxica (SRS), que han tenido una
respuesta variable de su MC a este tratamiento, y que progresan o recaen
localmente en el SNC; en estas circunstancias, incluso con la RMN craneal podemos
tener dificultades para diagnosticar con precision la zona de recidiva y diferenciarla
de una lesion cerebral yatrogénica (post-tratamiento), como podria ser la
radionecrosis. En estos casos, se puede recurrir a pruebas diagndsticas de medicina
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nuclear, como el PET con ""C-Metionina, para poder diferenciar ambos diagndsticos
y, si fuera el caso, para poder planificar otro nuevo tratamiento con SRS *, lo que
puede conllevar un mayor riesgo de toxicidad cerebral.

1.1.4. TRATAMIENTO

La determinacion del estado general (KPS o “Karnofsky Performance Sataus”), la
evaluacion de la clinica neurolégica y de la extension de la enfermedad fuera y
dentro del SNC son aspectos fundamentales para un correcto manejo de las
pacientes de cara a decidir el mejor tratamiento de la MC. Existe una gran
heterogeneidad celular entre los carcinomas infiltrantes de mama, y los tratamientos
sistémicos disponibles no atraviesan de forma eficiente la barrera hemato-encefalica
(BHE), aun existiendo disrupcién de la misma por la inflamacion que provoca la
invasion tumoral, por lo que la eficacia de un tratamiento sistémico para combatir la

MC esta condicionada “0.

1.1.4.1. Tratamiento Local

Los pilares en los que se basa el tratamiento local de la MC incluyen: reseccion
quirurgica completa, radioterapia holocraneal (WBRT) y/o radiocirugia estereotaxica
(SRS), independientemente del subtipo tumoral 3741,

1.1.4.1.1. Cirugia

La reseccion quirurgica se recomienda, en general, para la MC unica con un
diametro maximo superior a 2 cm o con un volumen superior a 8-10 ml, que sea
sintomatica o produzca efecto masa y sea operable 4243, especialmente en pacientes
con un KPS mayor o igual al 70% (KPS favorable) y con la enfermedad primaria

controlada 4.
En estos casos, se puede indicar también la combinacién de reseccion quirurgica

con WBRT si hay una unica MC o si hay entre 1 y 3 MC, obteniéndose con esta

combinacion de tratamiento un aumento en la supervivencia mediana comparado
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con la WBRT sola, siendo de 10 meses y de 3.7 meses, respectivamente, un
aumento en el control local, siendo del 80% y del 48%, respectivamente, y un
aumento en la calidad de vida 4546, Asimismo, la reseccion quirdrgica combinada con

SRS en la MC unica también disminuye la tasa de recurrencia local 4°.

1.1.4.1.2. Radioterapia Holocraneal (WBRT)

Tras un tratamiento local como la reseccion quirurgica o la SRS, la WBRT
administrada de forma adyuvante disminuye la recurrencia en el SNC. No obstante,
ante la presencia de 1 a 3 MC en un paciente con KPS mayor o igual al 70% se
deberia plantear primero el tratamiento con cirugia o SRS y no administrar de
entrada la WBRT.

Asi, en pacientes con MC de reciente diagnostico se administra WBRT sola en los
siguientes casos: 1. Pacientes con KPS inferior al 70% o con KPS mayor o igual al
70% pero que tengan mas de 3 MC, independientemente de que la enfermedad
primaria esté o no controlada '*. 2. Pacientes con enfermedad diseminada y pocas
posibilidades de tratamiento sistémico 4.

Se sigue un esquema de fraccionamiento clasico de 30 Gy en 10 fracciones o0 un
esquema con dosis efectiva biolégica (BED; con a/f=10) de 39 Gy. Debido a la
relacion entre la aparicion de toxicidad neurocognitiva y el aumento de la dosis total
y dosis/fraccion de WBRT, no se recomiendan dosis superiores a 30 Gy en 10
fracciones, es decir, dosis superiores a 3 Gy/fraccion, ni esquemas con BED similar,
excepto en pacientes con KPS desfavorable (inferior al 70%) o con prediccion de

corta supervivencia 4%,

1.1.4.1.3. Radioterapia Local

Tras la reseccion quirurgica completa previa de la MC unica, la radioterapia 3D
conformacional local postoperatoria, con dosis entre 30 Gy en 10 fracciones y 50.4

Gy en 28 fracciones, sobre el lecho quirurgico con margenes, produce una excelente
tasa de control local, siendo del 100% a los 2 afios #'.
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1.1.4.1.4. Radiocirugia Estereotaxica (SRS)

Esta técnica de radioterapia se puede realizar: 1. Como tratamiento inicial en
pacientes con MC de reciente diagndstico que presenten un KPS superior o igual al
70% (favorable), entre 1 y 3 MC, todas ellas inferiores a 3 cm de diametro 8 y con
enfermedad primaria controlada o con opciones de tratamiento sistémico 4%; o bien
de forma adyuvante a la WBRT si la enfermedad primaria no esta controlada 4. 2.
En pacientes con KPS favorable que tengan mas de 1 MC con un volumen
acumulado inferior a 7 ml 424%, mejorando asi el control local si tienen como maximo
4 MC, o la supervivencia mediana total si tienen mas de 4 MC 4°. 3. En MC con
menos de 2 cm de diametro maximo, profundas y asintomaticas 4°. 4. En la MC
unica de reciente aparicion o recurrente como alternativa a la reseccion quirurgica,
para disminuir el riesgo de progresion local 4°. 5. Como tratamiento paliativo en
algunos pacientes con MC con el fin de mejorar sintomas focales y calidad de vida

funcional 4°.

Segun Brown el al. 48, con SRS sola se administran 24 Gy en lesiones inferiores a 2
cm de diametro y 20 Gy en lesiones de 2 a 2.9 cm de diametro, a todas en dosis
unica y prescrita en la linea de isodosis mas grande que englobe la metastasis, es
decir, en la periferia de la MC, reduciéndose esta dosis a 22 Gy y 18 Gy
respectivamente si se asocia la SRS con WBRT. Por otro lado, Prabhu et al. 4°
muestra que una dosis mediana de 15 Gy en fraccién unica con SRS preoperatoria
comporta un menor riesgo de radionecrosis al no ser necesario irradiar un volumen
mayor con margenes. Hay otros autores como Yamamoto et al. 3 que incluso han
propuesto tratar inicialmente con SRS a los pacientes con KPS favorable que
presenten MC multiples, hasta en numero de 10, que sean inferiores a 3 cm de
diametro maximo cada una y que presenten un volumen total acumulado maximo de
15 ml, ya que concluye que entre los pacientes con 2 a 4 MC y aquéllos con 5 a 10
MC no hay diferencias ni en la supervivencia total ni en la incidencia de efectos

adversos por el tratamiento.

Cuando la SRS esta indicada, afiadir a este tratamiento la WBRT mejora el control

local, pero no mejora la supervivencia total y hay mayor riesgo neurocognitivo a
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corto plazo 8. La SRS proporciona un excelente control local de las MC de cancer
de mama; no obstante, las pacientes Her2-positivo parecen mostrar tasas de recaida
intracraneal mayores que las pacientes Her2-negativo, lo que sugiere la necesidad
de tratamientos adyuvantes eficaces para prevenir y tratar las MC en las pacientes
Her2-positivo 5.

En caso de recurrencia local en SNC se recomienda: 1. Nueva reseccion total en
bloque tras reseccion quirurgica o SRS iniciales, aunque sigue siendo actualmente
motivo de discusion 4°. 2. Considerar cirugia, SRS, radioterapia estereotaxica
fraccionada, WBRT o quimioterapia en funcién del tratamiento local previo recibido??.
3. WBRT si previamente no fue administrada, o soporte paliativo si hay progresion
sistémica con pocas opciones de tratamiento y/o KPS inferior al 70% 2.

Finalmente, en la actualidad no hay evidencia clinica suficiente para recomendar la
braquiterapia intersticial u otros tratamientos como ultrasonidos de alta intensidad o

la termoterapia intersticial con laser 4.

1.1.4.2. Tratamiento Sistémico

1.1.4.2.1. Quimioterapia

Hasta el momento, el tratamiento sistémico es una opcidn para aquellas pacientes
con MC que han progresado tras el tratamiento local, sea cirugia o radioterapia 44, ya
que su capacidad para atravesar la BHE es limitada %2, por lo que la administracion
rutinaria de quimioterapia para las MC, sola, o tras WBRT o SRS, no esta
recomendada “°. No obstante, aunque actualmente no hay aprobados tratamientos
sistémicos de forma especifica para las MC por cancer de mama, determinados
esquemas de tratamiento sistémico parecen ser efectivos y se contintdan
estudiando**%3, Farmacos que se han utilizado clasicamente como tratamiento
sistémico para las MC del cancer de mama son: cisplatino 543, etopdsido %%
carboplatino %, lomustina %, topotecan 57°8 temozolomida 355961 vinorelbina 56.60,
capecitabina 6162 y metotrexate 3, presentando todos ellos una respuesta variable.

Por otro lado, los farmacos con base liposomal, como la doxorrubicina liposomal,
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atraviesan la BHE, por lo que esquemas de quimioterapia con este tipo de
compuestos se han probado en pacientes con cancer de mama que presentan MC,
habiendo o no recibido radioterapia previamente, obteniéndose una tasa de
respuesta objetiva (TRO) en la MC del 50% y 41.4%, respectivamente 4.

Pocos estudios han evaluado el papel del tratamiento sistémico en la MC de cancer
de mama, por lo que muchas recomendaciones se han basado en estudios de casos
(Tabla 1).

Tabla 1. Quimioterapia utilizada en pacientes con metastasis cerebral de

cancer de mama

Datos obtenidos de Lin NU et al. (Am Soc Clin Oncol Educ Book, 2017), mostrando los farmacos utilizados para
el tratamiento de las MC de cancer de mama en los distintos estudios realizados entre los afios 1986 - 2014.
*Farmaco administrado solo o formando parte de esquemas quimioterapicos. **TRO SNC: Tasa de Respuesta
Objetiva en el SNC, que contempla la suma de respuestas completas (desaparicion total de lesiones) y de
respuestas parciales (disminuciéon minima del 50% del tamafio total, o disminucion segun criterios RECIST).

Por otra parte, actualmente no se dispone de evidencia clinica suficiente para
recomendar el uso de farmacos con finalidad radiosensibilizante, como p.e. la

temozolomida (TMZ), junto con WBRT para tratar las MC por cancer de mama 5.
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1.1.4.2.2. Terapias Dirigidas

Hasta el momento no hay consenso sobre la estrategia terapéutica a seguir en
aquellas pacientes con progresion intracraneal . Las terapias dirigidas a una diana
que controlan la enfermedad sistémica tienen poca eficacia para combatir las
lesiones cerebrales %. La mayoria de agentes terapéuticos desarrollados se han
dirigido a las siguientes dianas:

Receptor Her2, una proteina de membrana de la familia del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), que al unirse por su dominio extracelular a su
ligando, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), produce su dimerizacion,
activandose las tirosin-kinasas, las cuales a su vez activan las vias de sefalizacion
de la fosfatidilinositol-3-kinasa/serina-treonina kinasa (PI3K/Akt) y de la proteina-
kinasa activada por mitogeno (MAPK), dando como resultado un aumento de la
proliferacion y supervivencia celulares. Para esta diana se desarroll6 el trastuzumab,
anticuerpo monoclonal que bloquea el receptor Her2 al unirse a su dominio
extracelular, impidiendo su dimerizacion y bloqueando estas vias de sefalizacion.
Este mecanismo lo hace indicado para el tratamiento del carcinoma de mama en
pacientes Her2-positivo. No obstante, al ser una molécula grande pasa con dificultad
la BHE 7.

Proteinas tirosin-kinasas, proteinas que se situan en el dominio intracelular de
muchos receptores de membrana, entre ellos los EGFR, a los que pertenece el
Her2, y que activan las vias de senalizacion PI3K/Akt y MAPK; se han utilizado para
desarrollar los inhibidores de las tirosin-kinasas (TKI), como el neratinib o el
lapatinib. Estos compuestos de molécula pequeina tienen mayor capacidad para
atravesar la BHE, demostrandose en modelos pre-clinicos que son captados por las
MC ©8, siendo eficaces para inhibir y reducir el numero de MC Her2-positivo ©°.

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), una proteina de membrana
con un dominio extracelular e intracelular que actua como ligando de su receptor
(VEGFR), estimulando la angiogénesis y favoreciendo el crecimiento del tumor. El

bevacizumab es un anticuerpo monoclonal que al unirse con el VEGF impide que
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éste se una a su receptor y se inhibe asi la angiogénesis del tumor. En modelos pre-
clinicos, los agentes antiangiogénicos que actuan bloqueando el VEGF son eficaces
para disminuir el crecimiento de las MC '® y reducen el crecimiento de la MC en

pacientes con cancer de mama 7°.

1.1.4.2.3. Terapias Combinadas

Los tratamientos dirigidos con anticuerpos anti-Her2 o inhibidores de tirosin-kinasas
(TKI), como lapatinib o neratinib, no producen respuestas completas en el SNC 7.
No obstante, la combinacion de diferentes modalidades terapéuticas puede aportar
un beneficio para estas pacientes. En esta linea, se ha visto que el uso de SRS en
combinacion con TKI mejora la supervivencia total, la supervivencia libre de recidiva
local, la supervivencia libre de recidiva a distancia y el periodo libre de WBRT al afo

de seguimiento 72.

Recientemente, se ha visto que la SRS combinada con lapatinib de forma
concomitante en pacientes con MC de cancer de mama Her2-positivo mejora, de
forma significativa, el control local de la metastasis que tenga un volumen maximo
de 1.10 cm?® con respecto a la tratada con SRS sola, observandose un 5.7% y un
15.1% de recidiva local al afo, respectivamente; todo esto sin aumentar la tasa de
radionecrosis y con un aumento significativo en la supervivencia mediana en las
pacientes tratadas con esta terapia combinada, siendo de 27.3 meses vs. 19.5
meses ’3. Ademads, en las pacientes tratadas con esta combinacion terapéutica la
tasa de respuesta objetiva fue del 100% y en las que recibieron SRS sola fue del
70%, mientras que la tasa de respuesta completa fue del 35% y 11%

respectivamente 4.

En la Tabla 2 se recogen estudios clinicos cerrados y otros que todavia estan en
proceso, realizados con terapias dirigidas con o sin quimioterapia. La tasa de
respuesta objetiva (TRO) que muestran los estudios ya evaluados se define como la
tasa en la que aparece una reduccion minima del 50% en la suma de volumenes de
todas las MC evaluables en ausencia de nuevas, o de progresidn o de incremento
en el uso de corticoides; o bien como la suma de respuestas completas y parciales
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segun criterios de guias RECIST ("Response Evaluation Criteria In Solid Tumours",
afos 2000 y 2009) 7576, Asi, segun los criterios RECIST y evaluando las lesiones
mesurables, la respuesta completa se define como la desaparicién de todas las
lesiones, y la respuesta parcial como una disminucion minima del 30% en la suma
de los diametros mayores de las lesiones mesurables teniendo como referencia esta

suma en situacion basal.

Tabla 2. Terapias sistémicas dirigidas en metastasis cerebral de cancer de

mama

Datos obtenidos de Lin NU et al. (Am Soc Clin Oncol Educ Book, 2017), Kabraji S et al. (Clin Cancer Res, 2018)
y NIH ClinicalTrials.gov. *TRO: Tasa de Respuesta Objetiva, definida como la tasa en la que aparece una
reduccion del 50% o mas en la suma de volimenes de todas las MC evaluables, en ausencia de nuevas o de
progresion o de incremento de uso de corticoides; o definida como la suma de respuestas completas y parciales
segun criterios de guias RECIST (v1.1). TP: ha recibido tratamientos previos como trastuzumab, o inhibidores de
tirosin-kinasas, o quimioterapia, o radioterapia. NTP: No tratamientos previos. ** La identificacion de los estudios
que hay en marcha viene determinada por una cifra precedida de las siglas NCT. Se indica el estado en el que
se encuentran dichos estudios (Fuente: NIH ClinicalTrials.gov; https://Clinicaltrials.gov, Febrero 2019).
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El mejor resultado, considerando la duracion de los periodos libres de progresion, se
obtiene en general en aquellos estudios en los que se han combinado determinados

agentes quimioterapicos, como la capecitabina, con la terapia dirigida (Tabla 3).

Tabla 3. Tiempo libre de progresion tras quimioterapia y/o terapia dirigida en

pacientes con metastasis cerebral de cancer de mama

*Datos obtenidos a partir de las referencias aportadas por Lin NU et al. (Am Soc Clin Oncol Educ Book, 2017).
**Datos obtenidos a partir de las referencias aportadas por Kabraji S et al. (Clin Cancer Res, 2018). NTP: No
tratamientos previos.
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Clasicamente, el mal prondstico de las pacientes con cancer de mama que
desarrollaban MC hacia que fueran excluidas de los ensayos clinicos con terapias
sistémicas, por lo que hay carencia de estudios clinicos randomizados que
comparen un tratamiento local estandar con uno sistémico, y las recomendaciones
dependen de factores como el KPS, subtipo molecular del tumor, estado de la
enfermedad extracraneal, tratamientos previos recibidos, comorbilidades asociadas
y expectativa de vida, siendo preferible que la administracion del agente

quimioterapico sea en forma Unica secuencial en lugar de poliquimioterapia 44.

En base, pues, a los datos disponibles, se han recomendado determinados
tratamientos en funcion del subtipo molecular del tumor primario (Tabla 4).

Tabla 4. Recomendaciones de tratamiento sistémico en pacientes con

metastasis cerebral de cancer de mama

Tabla adaptada con los datos obtenidos de Lin NU et al. (Am Soc Clin Oncol Educ Book, 2017).
*Tratamiento recomendado en las pacientes con el subtipo Triple-Negativo sobre todo si presentan BRCA1/2 +.
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En las pacientes con MC difusas el tratamiento clasico estaba basado en WBRT,
con pocas opciones terapéuticas sistémicas disponibles. Asi, el lapatinib se
considerd que podria ser un farmaco activo para el tratamiento de las MC en el
cancer de mama Her2-positivo 77, siendo actualmente la combinacién de lapatinib
con capecitabina la opcion terapéutica sistémica mejor establecida para estas
pacientes, considerandose un tratamiento de primera linea 78, aunque hay otras
menos estudiadas, como la utilizacibn del compuesto trastuzumab-emtansina,

basado en un conjugado de anticuerpo-farmaco citotoxico 7°.

En un estudio fase-lll realizado en pacientes con cancer de mama avanzado que
progresaron después de ser tratadas con trastuzumab, se vi6é que la combinacién de
lapatinib con capacitabina era mas efectiva que la capecitabina sola para prevenir
que el SNC sea el primer 6rgano de recaida 8. Otros trabajos han reflejado que las
pacientes tratadas de forma secuencial con trastuzumab y con la combinacion de
lapatinib y capecitabina tenian una supervivencia significativamente mas larga
comparada con las pacientes tratadas solo con trastuzumab 8'. Ademas, parece que
la administracion de trastuzumab o lapatinib de forma concurrente con WBRT mejora

la tasa de respuesta 8283,

Como hemos visto, los tratamientos anti-Her2, como trastuzumab y lapatinib, ofrecen
un beneficio en la supervivencia tras el diagnostico de MC de tumores Her2-positivo.
También, el pertuzumab asociado a la combinacién de trastuzumab con docetaxel
parece un esquema efectivo para reducir las MC en pacientes Her2-positivo, aunque

se necesitan mas estudios para confirmar o no la ventaja de este tratamiento 84,

En definitiva, conocer el estado de los RE y la expresion de Her2, asi como los
tratamientos sistémicos previos de las pacientes y el estado de la enfermedad
extracraneal, es fundamental para determinar las opciones terapéuticas sistémicas.
Finalmente, hay ensayos clinicos en curso que valoran la combinacion de
inmunoterapia y radioterapia en las MC 8, aunque todavia no hay evidencia clinica

solida para su recomendacion 45.
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1.1.5. SUPERVIVENCIA, PRONOSTICO Y CALIDAD DE VIDA

1.1.5.1. Supervivencia

La supervivencia total de las pacientes con MC es mala. En las pacientes que no
han recibido tratamiento oscila entre 1-2 meses, pudiendo llegar hasta 3-6 meses si
reciben WBRT y sobreviviendo mas de un afio menos del 20% de las mismas 8687,
Cuando el tumor esta diseminado, la supervivencia depende también de un
adecuado tratamiento de la enfermedad extracraneal. Segun el estudio de Niwinska
et al. 8, en el que el 97% de las pacientes recibié WBRT y el 72% recibio tratamiento
sistémico tras WBRT, la supervivencia de las pacientes con cancer de mama y MC
depende del tipo bioldgico del tumor primario (Tabla 5) asi como del tratamiento
sistémico recibido tras WBRT (Tabla 6).

La quimioterapia (QT), la hormonoterapia (HT) y el tratamiento biolégico dirigido han
prolongado la supervivencia de las pacientes con MC del subtipo luminal y Her2-
positivo, debiéndose aplicar dicho tratamiento sistémico tras la WBRT. En cambio, la
carencia de beneficio del tratamiento sistémico en las pacientes TN con MC parece
deberse al bajo KPS y a la no-respuesta a la QT. Una vez desarrollada la MC, las
pacientes Her2-positivo tratadas con la combinacién de trastuzumab y lapatinib
tienen mayor supervivencia que las tratadas solo con trastuzumab, sdélo con lapatinib
o sin ninguno de ellos (p <0.001); y ademas, cuando las pacientes son Her2-positivo,
independientemente del estado en el que estén los RE, la presencia de mas de tres

MC disminuye la supervivencia total .

Por otra parte, no hay diferencia en la supervivencia entre pacientes con MC
sincronica y metacronica, teniendo las pacientes TN un prondstico desfavorable en
ambos grupos, mientras que las que reciben tratamiento local, mejoran su
supervivencia en los seis meses posteriores al tratamiento, pudiendo tener un
beneficio adicional con tratamiento sistémico . Finalmente, las pacientes del
subtipo Lum/Her2+ que presentan MC aislada tienen, de forma significativa, una

mayor supervivencia total 3031,
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Tabla 5. Medianas de supervivencia en pacientes con cancer de mama en

funcion del subtipo tumoral

Tabla adaptada de Niwinska A et al., 2010. MC: metastasis cerebrales. (n= 205 pacientes).

Tabla 6. Supervivencia mediana (meses) desde el diagnéstico de metastasis
cerebral por cancer de mama en funcion del tratamiento sistémico recibido
tras WBRT

Tabla adaptada de Niwinska A et al., 2010. WBRT: Radioterapia holocraneal. QT: Quimioterapia. HT:
Hormonoterapia. (n= 205 pacientes).

1.1.5.2. Prondstico

Para el manejo apropiado de las pacientes con MC de cancer de mama es necesario

una valoracién de factores pronosticos independientes, con el fin de mejorar la

50



INTRODUCCION

funcion neurologica y la supervivencia, evitando asi tratamientos innecesarios. Estos
factores estudiados han incluido: KPS, edad, numero de MC, tipo histolégico, grado
histologico, receptores hormonales y control del tumor primario. De todos estos, el
indice KPS ha sido, en muchos estudios, el mayor determinante de la supervivencia
(Tabla 7), aunque la edad también es un factor prondstico importante a considerar

en cualquier decision terapéutica que se plantee.

Tabla 7. Escala de valoracion de actividad y estado general (KPS: "Karnofsky
Performance Status")

Fuente: Yates JW et al. Cancer, 1980. Schag CC et al. J Clin Oncol, 1984.
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En general, para valorar mejor el pronostico de las pacientes con MC, se han
utilizado métodos estadisticos que analizan el significado que diversas variables
clinicas tienen en la supervivencia o en el periodo libre de enfermedad cerebral
(Tabla 8).

Asi, tenemos el método estadistico RPA (“Recursive Partitioning Analysis”), el cual,
en funcion del resultado de las variables que analiza, como son el KPS, la edad, el
estado del tumor primario y la presencia de metastasis extracraneales, agrupa a los
pacientes en tres clases prondsticas % : clase 1, clase 2 y clase 3 (ver Anexo 10.1.).

Posteriormente, se vié que el numero de MC podria tener un valor prondstico
adicional °', por lo que se propuso un nuevo sistema de valoracion prondstica, el
GPA (“Graded Prognostic Assessment”), que incluia como variables el KPS, la edad,
el numero de MC y la presencia de metastasis extracraneales °2, siendo validado en
estudios posteriores 3. Con este sistema se pretendia tener mas precision en la
estimacion de la supervivencia para elegir el tratamiento potencialmente apropiado y
estratificar los ensayos clinicos para pacientes con MC % (ver Anexo 10.1.).

En el caso del cancer de mama, el factor prondstico mas relevante del sistema GPA
fue el KPS 9. No obstante, para precisar mas el prondstico se analizaron, ademas
del KPS y del numero de MC, el estado de Her2 y de los receptores hormonales,
configurandose asi el GPA-especifico de mama % (ver Anexo 10.1.). Con
posterioridad, otro indice, el Breast-GPA (“Breast Graded Prognostic Assessment”),
cuyos factores prondsticos significativos incluyen el KPS, la edad y el subtipo
tumoral o genético, se desarrollé para predecir la supervivencia total de las
pacientes de cancer de mama con MC que recibieron tratamiento local (Tabla 9),
confirmando el efecto del subtipo sobre la supervivencia ° y sobre la mejora de la
sensibilidad %8. Por tanto, el indice Breast-GPA es significativamente mas predictivo
que el subtipo tumoral sélo en diferenciar pacientes con buen y mal prondstico,

pudiendo afectar en ultima instancia a la decision clinica.
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Tabla 8. Sistemas de valoracidn pronéstica utilizados en pacientes con

metastasis cerebrales

(*) La puntuacién total obtenida en los sistemas de valoracion GPA es el resultado de la suma de las
puntuaciones parciales obtenidas de cada variable clinica analizada. RPA: "Recursive Partitioning Analysis".
GPA: "Graded Prognostic Assessment". WBRT: radioterapia holocraneal. SRS: radiocirugia estereotaxica. KPS:
Karnofsky Performance Status (Score). MC: metastasis cerebral. RE: receptores de estrogenos. RP: receptores
de progesterona. (1): Datos obtenidos de Gaspar L et al., RTOG (“Radiation Therapy Oncology Group”), 1997;
pacientes con diversos esquemas de fraccionamiento de WBRT con/sin sobreimpresion y con/sin
radiosensibilizacién farmacoldgica; los tumores primarios incluyen: pulmén, melanoma, mama y otros. (2): Datos
obtenidos de Mahmoud-Ahmed AS et al., 2002. (p=0.0147); pacientes tratadas Unicamente con WBRT. (3):
Datos obtenidos de Niwinska A et al., 2010. (p=0.0000); pacientes tratadas con WBRT con/sin tratamiento
sistémico. (4): Datos obtenidos de Sperduto PW et al., 2008. (p< 0.0001); pacientes con diversos esquemas de
fraccionamiento de WBRT con/sin SRS con/sin radiosensibilizacion farmacoldgica; los tumores primarios
incluyen: pulmon, melanoma, mama y otros. (5): Datos obtenidos de Sperduto PW et al., 2010; pacientes con
cancer de mama (n=642) donde el Unico factor prondstico significativo de los cuatro evaluados en el GPA original
fue el KPS (p< 0.0001).; pacientes tratadas con WBRT solo o combinada con cirugia y/o SRS. (6): GPA
especifico de cdncer de mama. Sperduto PW et al. ASCO Annual Meeting, 2010.(p< 0.0001).
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Tabla 9. “Breast-GPA” . Pacientes con cancer de mama y metastasis cerebral

Puntuacién
Factor 0.0 0.5 1.0 15 2.0
KPS <50 60 70-80 90 - 100 -
Subtipo genético Basal - Luminal A Her2 Luminal B

Edad (anos) 260 <60 - - -

La puntuacion total obtenida en cada paciente sera la suma de las puntuaciones parciales correspondientes a
cada factor pronéstico, obteniéndose cuatro categorias prondsticas en funciéon de la puntuacion total obtenida:
0.0-1.0; 1.5-2.0; 2.5-3.0 y 3.5-4.0, y siendo la supervivencia mediana de 3.4, 7.7, 15.1 y 25.3 meses,
respectivamente (p< 0.0001). Tabla adaptada de Sperduto PW et al. 2012.

En un estudio posterior se observé que dentro de los pacientes en general que son
tratados de su MC, aquéllos con MC unica presentan una mayor supervivencia
mediana con respecto a los que tienen MC multiples . No obstante, la variable
‘numero de MC’, aun siendo una variable de alta relevancia clinica, no se ha
incorporado a menudo al modelo final, con lo que Subbiah et al. '° incorporé esta
variable al Breast-GPA. Por tanto, este “Breast-GPA Modificado” (Tabla 10)
incorpora cuatro parametros clinicos de alta significancia pronodstica: KPS, edad,
subtipo tumoral y numero de MC.

Tabla 10. “Breast-GPA Modificado”. Pacientes con cancer de mama y

metastasis cerebral

La puntuacion total obtenida en cada paciente sera la suma de las puntuaciones parciales correspondientes a
cada factor pronéstico, obteniéndose cuatro categorias prondsticas en funciéon de la puntuacion total obtenida:
0.0-1.0; 1.5-2.0; 2.5-3.0 y 3.5-4.0, TNBC: "Triple-negative breast cancer". Tabla adaptada de Subbiah IM et al.
2015.
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En el estudio de la supervivencia total, ésta se ha comparado utilizando el indice
“Breast-GPA” original y el “Breast-GPA Modificado”, concluyendo que menos del
50% de las pacientes con el mejor prondstico, es decir, aquéllas con la puntuacion
total mas alta, sobreviven 3 afios, y menos del 10% de las pacientes con el peor
prondstico, que presentan la puntuacion total mas baja, sobrevive 1 afio (Tabla 11).
En definitiva, el objetivo de estos indices es precisar el pronostico con el fin de
definir mejor la estrategia terapéutica a seguir en cada grupo y de obtener grupos lo

mas homogéneos posible para disefar futuros ensayos clinicos.

Tabla 11. Comparacioén de la supervivencia total entre el “Breast-GPA” original
y el “Breast-GPA Modificado”.

SM: Supervivencia mediana. ST: Supervivencia total. (p < 0.001; Cl 95%). Datos obtenidos de Subbiah IM et al.,
2015.

Finalmente, si bien hay estudios que sugieren que el prondstico en las pacientes con
MC de cancer de mama depende del subtipo 1°"192) otros sugieren que el prondstico
estaria en funcion de marcadores tumorales conocidos, como LDH, albumina, CEA o

CA15.3, aunque sin resultados concluyentes 1°3.

1.1.5.3. Calidad de vida

Las pacientes, ademas de su mal prondstico, presentan un gran deterioro de su
calidad de vida, con sintomas neurolégicos y menor autonomia. Por ello, se han
utilizado cuestionarios con escalas objetivas de valoracion de calidad de vida (QLQ)
pre y post-tratamiento (p.e. el EORTC QLQ-BN20 o el FACT-Br % | el QLQ-C30 "%,
el BASIQ v1.0 1% | etc.). Estos cuestionarios se basan, en general, en la valoracion
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mediante puntuacibn o escala de la presencia de determinados sintomas
neurologicos, de funciones cognitivas y motoras, del estado general y del grado de

autonomia personal del paciente.

1.2. BIOLOGIA DE LA METASTASIS CEREBRAL DE CANCER DE
MAMA

1.2.1. BARRERA HEMATO-ENCEFALICA (BHE): ESTRUCTURA Y FUNCION

La BHE es una estructura vascular especializada que separa los compartimentos
vascular y neural (parénquima) del SNC. Esta formada por: células endoteliales,
membrana basal, pericitos y terminaciones finales de los astrocitos (Figura 1), y para
su correcto funcionamiento se requiere de una intensa interaccion entre sus

componentes 107108,
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Figura 1. Esquema general de la estructura de la BHE. A: Terminaciones podocitarias de los Astrocitos. MB:
Membrana Basal. CE: Célula Endotelial. LV: Luz Vascular. TJ: “Tight Junctions” o uniones estrechas. AJ:
“Adherens Junctions” o uniones adherentes. P: Pericitos.
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1.2.1.1. Células Endoteliales

Recubren la parte luminal del capilar y forman el endotelio vascular. Este endotelio
presenta uniones estrechas intercelulares o “tight junctions” y uniones adherentes o
“adherens junctions”, que limitan la difusion intercelular de sustancias metabdlicas y
otros solutos y estan compuestas por diferentes complejos protéicos 07199 (Figura
2).

Luz Vascular

%q%j w TJ
N = 1{, R

a- B CAT | VE-CAD |a-B CAT

AFA NE AFA;

Parénquima Cerebral

Figura 2. Estructura de las uniones intercelulares en el endotelio de la BHE. TJ: “Tight Junctions”. A:
filamentos de Actina. ZO: “Zonula Occludens”. CLA: Claudina. OCL: Ocludina. JAM: “Junctional Adhesion
Molecule”. TRI: Tricelulina. AJ: “Adherens Junctions”. a-BCAT: o y B Cateninas. VE-CAD: Cadherina de
endotelio vascular. AFA: Afadina. NEC: Nectina. Datos obtenidos de Sa-Pereira | et al. Mol Neurobiol, 2012.

Comparado con las células endoteliales de otros érganos, las de la BHE tienen
uniones estrechas mas amplias, sistemas de transporte vesicular pinocitico disperso,
no presentan fenestraciones, tienen una superficie con carga negativa y unos
sistemas de receptores y transporte especifico para la incorporacién de nutrientes y
hormonas necesarias para la funcién cerebral, como transportadores de glucosa
(GLUT-1) y proteinas transportadoras dependientes de ATP, como p.e. la
glicoproteina-P (gp-P) y las proteinas asociadas a resistencia a farmacos (MRP) 19,
Por otro lado, la BHE no es completamente impermeable a grandes moléculas,

siendo el transporte de vesiculas por transcitosis mediada por receptor el
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mecanismo por el que muchas proteinas la atraviesan (Figura 3). La transcitosis
conlleva los siguientes pasos: 1. Internalizacion, incorporacion de macromoléculas u
otros solutos al interior de la célula endotelial (endocitosis). 2. Transporte de las
moléculas en forma de vesiculas a través del interior celular y posterior clasificacion
de las mismas en los endosomas. 3. Expulsion al polo celular opuesto de las

moléculas, ya clasificadas y seleccionadas (exocitosis).

Membrana Luminal (Luz Vascular) / Membrana Basolateral (Parénquima Cerebral)
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Figura 3. Mecanismos de transcitosis en la célula endotelial de la BHE. Vias de transporte intracelular en las
células endoteliales de la BHE. Se admite que estos mecanismos de transcitosis ocurren en ambos sentidos
dentro de la célula endotelial: luz vascular - parénquima y parénquima - luz vascular. Las flechas discontinuas
muestran vias todavia no comprobadas experimentalmente.

1: Endocitosis dependiente de caveolina. 2: Endocitosis dependiente de clatrina. 3: Endocitosis dependiente de
endofilina. EP: Endosoma Precoz o inicial. ET: Endosoma Tardio. El: Endosoma Intermedio. CMV: Cuerpos
Multi-Vesiculares. L: Lisosoma. AG: Aparato de Golgi.

Datos obtenidos de: Villasefior R et al. Cell Mol Life Sci. 2018; y de www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, 2019.
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Por su parte, tal como se muestra en la Figura 3, en el proceso de internalizacion o
endocitosis se pueden formar diferentes tipos de vesiculas: 1. Vesiculas caveolares
o caveolas, formadas mediante endocitosis dependiente de caveolina, que es una
proteina integral de membrana plasmatica que interviene en el transporte de
moléculas independiente de receptor. 2. Vesiculas recubiertas, formadas mediante
endocitosis dependiente de clatrina, que es una proteina formada por tres cadenas
ligeras y tres pesadas que esta localizada en la cara citoplasmatica de las organelas
intracelulares y que interviene en el transporte de macromoléculas, envolviendo la
cara citoplasmatica de las vesiculas. 3. Vesiculas no-recubiertas, formadas mediante
endocitosis dependiente de endofilina, que es una proteina con actividad enzimatica
que interviene en el transporte de ligandos extracelulares, receptores y patégenos.

Las vesiculas recubiertas de clatrina se fusionan con los endosomas precoces o
iniciales, que son el compartimento intracelular donde se clasifican las moléculas
que llegan por endocitosis. Desde aqui, o bien se forman vesiculas o tubulos de
transcitosis, o bien los endosomas precoces maduran hacia endosomas tardios o
cuerpos multivesiculares, los cuales se fusionan con los lisosomas para la
degradacion de la carga molecular que transportan. Esta carga también puede ser
enviada desde los lisosomas al aparato de Golgi y a los endosomas precoces
(transporte retrogrado), produciéndose la exocitosis cuando las vesiculas se

fusionan con la membrana plasmatica %8,

1.2.1.2. Membrana Basal

Las células endoteliales y los pericitos estan envueltos por una membrana basal,
que las separa de las terminaciones de los astrocitos y esta constituida por:
proteinas estructurales, como colageno y elastina; proteinas especializadas, como
fibronectina y laminina; y proteoglicanos. Su funcién de anclaje juega un importante
papel en la integridad, estabilidad y propiedades de la BHE 0.

1.2.1.3. Pericitos

Los pericitos cubren el 60-70% de la superficie endotelial extraluminal y rodean el
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endotelio de los capilares y de las vénulas post-capilares. Estan rodeados por un
desdoblamiento de la membrana basal, que los separa de las células endoteliales y
de los podocitos astrocitarios 1°.

Los pericitos regulan la BHE facilitando la formacién de las “tight junctions” y
reduciendo el transporte de vesiculas en las células endoteliales, por lo que su
disminucién podria conllevar un aumento de la permeabilidad, con extravasacion de
macromoléculas por aumento del transporte transcelular. Ademas, la interaccion
entre las células endoteliales y los pericitos esta sostenida por la lamina basal,
siendo importante para la regulacion, de forma reciproca y por via paracrina, de la

adhesion celular, proliferacién y diferenciacién 1°8,

Por otro lado, hay otros procesos biologicos en los que también intervienen los
pericitos "9 : 1. Intervienen en la angiogénesis, aumentando la produccion de VEGF
en condiciones de hipoxia e hipoglucemia. 2. Presentan propiedades contractiles, ya
que poseen algunas caracteristicas de células musculares lisas, pudiendo contribuir
a la regulacion del flujo sanguineo. 3. Intervienen en la homeostasis vascular,
participando en la formacion de trombina por la via extrinseca de la coagulacién ante
una lesidn vascular y disminuyendo el activador tisular del plasminégeno endotelial,
produciendo asi una accidn procoagulante, aunque también han presentado
actividad antitrombina, es decir, accion anticoagulante, “in vitro”. 4. Intervienen en
mecanismos inmunoldgicos, como en la presentacion de antigenos a los linfocitos T,
produccion de citokinas inmunorreguladoras, como el TGF-$ e interleukinas (IL-1,
IL-6) y presentan funcion fagocitica de pequefias moléculas solubles provenientes
de la luz vascular, fluido intersticial o incluso de células. 5. Presentan propiedades
de células pluripotentes, es decir, capacidad de diferenciarse en otros tipos

celulares.
1.2.1.4. Astrocitos
Los astrocitos son esenciales para el correcto funcionamiento neuronal y sus

terminaciones finales o podocitos establecen contacto con las dendritas de muchas

neuronas y ademas contribuyen a cubrir diferentes vasos sanguineos proximos,
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pudiendo enviar sefiales a las células musculares lisas vasculares para regular el
flujo sanguineo cerebral en respuesta a la actividad neuronal local '"°. Los astrocitos
liberan factores de crecimiento importantes para el buen funcionamiento de la BHE a
través del control de la homeostasis cerebral, y sus terminaciones podocitarias, que
cubren casi el 100% del endotelio extraluminal y cubren también a los pericitos 108,

contribuyen a restringir la permeabilidad de la BHE %°.

Una correcta funcion de la BHE depende del contacto entre los elementos que la
forman, como el endotelio, la membrana basal endotelial-astroglial, los pericitos y el
lecho de podocitos astrocitarios interconectados, el cual forma una segunda barrera
llamada “glia limitans”, que es clave en la regulacién neurovascular 7. Ademas, la
formacion de “tight junctions” en la “glia limitans” es un proceso astroglial inducido en
respuesta a inflamacion y limita la infiltracion de células inflamatorias como los

leucocitos en el SNC 1,

1.2.2. PROGRESION METASTASICA

Las células de carcinoma de mama necesitan superar diferentes etapas desde el
tumor primario hasta llegar a colonizar y crecer en el érgano diana 12113, Este
proceso soélo lo completan unas pocas células y se puede llegar a interrumpir por un
mecanismo de apoptosis en cualquier momento 4115 por lo que las alteraciones
asociadas a la inhibicién de apoptosis favoreceran la progresion metastasica ''6. En
el tejido de origen, las células cancerosas participan en una serie de procesos o
fases antes de llegar al torrente circulatorio; estos procesos son la seleccion clonal,
la evasion inmune, proliferacion, neoangiogénesis y la transicion epitelial-

mesenquimal (EMT) 107.109,

El proceso de EMT es aquel mediante el cual las células malignas epiteliales van
perdiendo el fenotipo epitelial, que es proliferativo y no-invasivo, y van adquiriendo
un fenotipo mesenquimal, caracterizado por ser no-proliferativo e invasivo, por lo que
estas células sobreviven al fenomeno apoptoético de "anoikis" ''7. Posteriormente,
estas células cancerosas que adquieren el fenotipo mesenquimal migran y realizan

la intravasacion o migracion transendotelial, bien penetrando entre las uniones de
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las células endoteliales, proceso conocido como migracion paracelular, o bien
penetrando dentro de las propias células endoteliales y atravesandolas desde su
polo abluminal hasta su polo luminal, proceso denominado migracion transcelular.
En la intravasacion la mayoria de mecanismos que aumentan la permeabilidad
endotelial son provocados por células inmunes y estromales, y cuando las células
cancerosas logran entrar en la luz vascular y pasan a ser células tumorales
circulantes (CTCs) la mayoria sufriran apoptosis, y solo una minoria con alto
potencial metastasico y adaptacién a estas condiciones sobrevivira. Tanto el proceso
de intravasacion como el de extravasacion en el 6rgano diana requieren la adhesion
de las células cancerosas al endotelio vascular y la disrupcién transitoria de las
uniones intercelulares endoteliales, por lo que estos dos procesos pueden
considerarse pasos limitantes del proceso metastasico, ya que so6lo un numero

reducido de células malignas consigue superarlos "9,

Por otro lado, segun la teoria patogénica de la metastasis “Self-seeding”, las CTCs
pueden moverse de forma multidireccional, implantandose no solo en lugares
distantes sino también en sus tumores de origen '8 por lo que un tumor no sélo
creceria por si mismo sino también por autoimplante, es decir, por el retorno de
células tumorales circulantes que originalmente salieron de él y fueron a la
circulacion 120, Las células que migren, logren sobrevivir en el torrente circulatorio y
consigan extravasarse en el 6rgano diana podran formar la metastasis. Incluso a
partir de esta metastasis, podrian volver a reintroducirse en el torrente circulatorio e
invadir otras localizaciones, formandose la metastasis secundaria ("metastasis de la
metastasis") 15. La variabilidad y heterogeneidad celular se encuentran dentro de la

metastasis y entre diferentes metastasis 2.

1.2.2.1. Formacioén del nicho pre-metastasico en el SNC

La teoria patogénica de la metastasis “Seed and Soil” asume que el éxito en el
crecimiento de las células metastasicas depende de propiedades e interacciones
entre las células tumorales seleccionadas (“seeds”) y su microambiente en los
6rganos diana potenciales (“soil”) 22123, Para la formacion de la metastasis es

necesario que el tumor primario produzca determinados factores que, al ser
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liberados, promuevan en el érgano diana la formacién de un microentorno celular
adecuado que facilite la implantacion de las células metastasicas 24125, Este nuevo

microentorno es conocido como nicho pre-metastasico (Figura 4).

Un aspecto esencial en todo proceso oncogénico y metastasico es, por tanto, la
comunicacién entre las poblaciones celulares implicadas. A este respecto, adquieren
especial importancia dos componentes celulares: los exosomas y los microRNAs
(miR).

Los exosomas son pequefas vesiculas de 30-100 nm rodeadas de membrana que
son secretados al espacio extracelular por muchos tipos de células, como p.e. las
células cancerosas y gliales, pudiendo contener diferentes proteinas y material
genético como miR 26127 E| intercambio celular de proteinas y material genético a
través de los exosomas es un medio potencialmente eficaz para la comunicacion
intercelular y para la supervivencia del tumor y la metastasis '?7. Asi, los exosomas
tumorales transportan moléculas como p.e. TGF-B, HIF1a y B-catenina, que
favoreceran el proceso de EMT vy, por tanto, la migracion e invasividad en las

células receptoras 128,

Por su parte, los miR son pequefios fragmentos de RNA no-codificante que
interactuan con regiones no-traducidas de los mRNAs codificadores de proteinas,
produciendo desestabilizacién del mRNA y/o inhibicién de la traduccion. Intervienen
en la migracion celular, en la rotura de las uniones estrechas endoteliales, en la
angiogénesis, en la remodelacién de la MEC y en la regulacion de la expresion
geénica de las células receptoras, por lo que la desregulacion en su produccion esta
asociada a oncogénesis. Ademas, podemos encontrarlos en el medio extracelular,
unidos a proteinas, a lipidos 0 como componentes principales de los exosomas, se
pueden detectar tanto en el tumor primario como en la circulacién en estadio precoz
0 pre-metastasico y pueden actuar como ligandos en las células inmunes,

contribuyendo a la preparacion del nicho '26.
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Figura 4. Proceso de formacion del nicho pre-metastasico. Diagrama con datos obtenidos de: Zhou W et al.
Cancer Cell, 2014; Syn N et al. Trends Pharmacol Sci, 2016; Camacho L et al. PLoS One, 2013; Custddio-
Santos T et al. Biochim Biophys Acta Rev Cancer, 2017; Celia-Terrassa T et al. Nat Cell Biol, 2018.

Ademas, la movilizacién y reclutamiento hacia el SNC de células inmunes-
inflamatorias, asi como las células y citoquinas del propio SNC aportarian también
condiciones Optimas para el desarrollo y crecimiento de las células
metastasicas'%%12%.130_ En el parénquima cerebral las células mieloides derivadas de
médula O0sea se acumularian y expresarian altas cantidades de quimioquinas

inflamatorias, atrayendo a mas células mieloides y a CTCs '%°. La mayoria de las
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citoquinas quimiotacticas interaccionarian con multiples receptores 3132 y |os
componentes de la MEC y las metaloproteinasas (MMP) contribuirian al

establecimiento y mantenimiento del nicho pre-metastasico '3 (Figura 4).

Por otro lado, cuando las CTCs de cancer de mama que han sido viables en el
torrente circulatorio llegan, de forma aislada o formando agregados, a los pequefios
capilares cerebrales, se inician los siguientes pasos: 1° interaccion de las CTCs con
el endotelio de la BHE vy, 2° migracion transendotelial o extravasacion.

1.2.2.2. Interaccion de las CTCs con el endotelio de la BHE

Las CTCs de cancer de mama que han sobrevivido y llegan a los capilares
vasculares de la BHE interaccionan molecularmente con las células endoteliales,
produciéndose dos procesos antes de iniciar la migracion transendotelial o
extravasacion: 1°. Rodadura de las células malignas por la superficie luminal de las
células endoteliales. 2°. Adhesiéon de las células malignas a la membrana de las
células endoteliales % (Figura 5).

ICAM-1 VCAM-1

Célula endotelial de la BHE 4

Figura 5. Interaccion de las CTCs con las células endoteliales de la BHE. PSGL-1: Platelet selecting
glycoprotein ligand-1; sLe*: Sialyl-Lewis X; MUC-1: Mucin-1; ICAM-1: Intercelular adhesion molecule-1; VCAM-
1: Vascular cell adhesion molecule-1. Datos obtenidos de Custddio-Santos T et al., Biochim Biophys Acta Rev
Cancer. 2017.
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En estos procesos estan implicadas proteinas de membrana, como E-selectina y sus
ligandos (PSGL-1, sLeX, Mucin-1, CD24 y CD44), moléculas de adhesion (ICAM-1y
VCAM-1) e integrinas (Figura 5).

1.2.2.3. Migracion transendotelial: proceso de extravasacion

El proceso de extravasacion hacia el parénquima cerebral esta mediado por
proteasas y moléculas de adhesion, y solo una fraccion de las CTCs lo realizan con

éxito 107,

Tanto las células metastasicas como las endoteliales pueden expresar y secretar
moléculas que favorecen la migracion transendotelial paracelular. Asi, por un lado,
las células metastasicas que logran adherirse a las células endoteliales inducen el
reordenamiento de sus uniones intercelulares y provocan la disrupcién de sus
complejos protéicos mediante la produccion y secrecion de determinadas moléculas:
1. Cathepsina-S, enzima proteolitico que actia sobre la unién JAM-B. 2. Acido 12S-
hidroxieicosatetraenoico (12S-HETE), que promueve la retraccion de las células
endoteliales. 3. miR-105, que rompe las uniones estrechas intercelulares
endoteliales. 4. Metaloproteinasas de la MEC (MMP-1, 2 y 9), que producen
disrupcién de los complejos protéicos de las uniones intercelulares y degradacion de
la membrana basal de la BHE. 5. TGFB1, que favorece la transicién endotelial-
mesenquimal, en la que se produce pérdida de marcadores endoteliales y de
conexiones intercelulares, facilitando la migracion transendotelial. 6. Disrupcion del
complejo E-cadherin/catenin de las uniones adherentes. No obstante, el grado de
afectacion de la BHE depende del grado de agresividad de las células de cancer de
mama, ya que las células del subtipo TN, de comportamiento mas agresivo, tienen la
capacidad de producir disrupcion en la misma, mientras que las células Her2-
positivo tienen la habilidad de migrar a través de las células endoteliales
conservando las caracteristicas de esta BHE. Y por otro lado, las células
endoteliales sobreexpresan VEGF y angiopoietin-2, que favorece la disrupcién de las
uniones intercelulares y el aumento de la permeabilidad, y presentan disminucion del
marcador vascular CD105, que favorece también la transicion endotelial-

mesenquimal, la cual sucede tanto en la extravasacion como en la
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intravasacion'09126.134  Por otro lado, las propiedades de las células metastasicas
también estan muy relacionadas con la expresion en su membrana de receptores de
quimioquinas, como p.e. el CXCR4, receptor que se activa cuando interacciona con
su ligando soluble del entorno, la quimioquina CXCL12, que es sintetizada por las
células endoteliales, siendo esta interaccion CXCR4/CXCL12 la que activa la via de
sefalizacion PI3K/AKkt, la cual es necesaria para el proceso de migracion 135136 ya
que el ligando CXCL12 produce aumento de la permeabilidad y estimula la
quimiotaxis de las células cancerosas que expresan CXCR4 109,137,

Finalmente, cuando las células metastasicas completan la extravasaciéon, su
capacidad para interaccionar de forma reciproca con el nuevo microentorno en el

SNC puede determinar su destino o futuro 38,

1.2.2.4. Destinos biologicos de la célula metastasica en el SNC

Las células de cancer de mama que logran atravesar la BHE pueden seguir
diferentes caminos (Figura 6): 1. Apoptosis. 2. Interaccion con el microentorno

(nicho pre-metastasico) y formacion del nicho metastasico.

1.2.2.4.1. Apoptosis

Este proceso podria producirse de las siguientes maneras: 1. Que las sefiales que
provengan de la MEC no activen las vias de senalizacion de supervivencia celular,
como p.e. las vias PI3K-AKT, MAPK y NF-kB, no permitiéndose la implantacién de
las células cancerosas en el nicho. 2. Que las células metastasicas no expresen la
molécula de adhesion celular L1 (L1CAM) y no produzcan serpinas, por lo que no se
inhibe la formacion de plasmina y se produce la forma soluble de Fas-L (sFas-L) por
parte de los astrocitos. 3. Que los astrocitos no activen la via de sefalizacién de NF-
kB en las células cancerosas. 4. Que no se produzca transferencia de miR-19a
desde los exosomas astrocitarios a las células metastasicas, con lo que no se
disminuye la expresion del gen supresor tumoral PTEN, se disminuye la sefializacion

de NF-kB y la secrecion de la quimioquina CCL2, no produciéndose el reclutamiento
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Célula de cancer de mama

(fenotipo mesenquimal)

Figura 6. Destinos bioldgicos de las células metastasicas en el SNC. BTB: Barrera Hemato-Tumoral.
Diagrama con datos obtenidos de Custddio-Santos T et al. Biochim Biophys Acta Rev Cancer, 2017; Celia-
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de células mieloides que estimulen la proliferacion de las células metastasicas 2.

1.2.2.4.2. Interaccion con el microentorno (nicho pre-metastasico) y formacion del

nicho metastasico

La interaccién de las células cancerosas con el nuevo microentorno o nicho pre-

metastasico formara el nicho metastasico.

Hay una gran variedad de interacciones, identificandose cuatro funciones comunes
en los nichos metastasicos: 1. favorecer el anclaje fisico de la célula metastasica,
gracias en parte al soporte nutricional; 2. proteger la célula metastasica frente al
sistema inmune y otros agentes; 3. favorecer la supervivencia celular, gracias a la
activacion de sefales de supervivencia y obtencion de energia y, en ultima instancia,

4. favorecer la proliferacion de la célula metastasica 2.

En general, la capacidad de implantacion es necesaria pero no suficiente para crear
colonias en los tejidos diana '3°. Asi, una vez conformado el nicho metastasico, las
sefales que provienen de las células del parénquima cerebral o de la MEC pueden
facilitar la proliferacion de las células metastasicas, dando lugar a la formacion de la
macrometastasis, o bien facilitar su entrada en un estado silente, como es la fase GO
del ciclo celular, durante décadas en estos “foci”, estado denominado de quiescencia

("Dormancy") 133:140.141,

1.2.2.5. Interaccion de la célula metastasica con células del SNC

La MC suele desarrollarse ainos después del diagnostico del tumor primario, ya que
las células cancerosas deben interactuar y adaptarse al microentorno del SNC,
adquiriendo un fenotipo que les permita obtener energia y sobrevivir 130142 (Figura 7).
El SNC posee un microentorno unico, formado por neuronas, astrocitos, microglia,

oligodendrocitos y pericitos, formando la unidon neuro-vascular, asi como también un

alto contenido en acido hialurénico, el cual es el ligando de la proteina de superficie
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CD44 presente en las células metastasicas, o que podria facilitar la colonizacion y

crecimiento de la MC 18.143,

Células supresoras
derivadas mieloides

Astrocitos BHE
Células
Metastasicas
7 \
Neuronas Microglia
Linfocitos

T-citotoxicos

Figura 7. Interacciones de la célula metastasica en el parénquima del SNC. Diagrama basado en datos
obtenidos de Hoshide R et al., Clin Exp Metastasis, 2017.

Dos tipos de células adquieren una especial importancia en su interaccion con las

células metastasicas: 1. los astrocitos y 2. las células microgliales.

1.2.2.5.1. Interaccidon con los Astrocitos

Las células cancerosas que llegan al parénquima cerebral pueden producir una
reaccion astrocitaria en las fases iniciales, actuando los astrocitos reactivos como
primera linea de defensa 7' y como un protector frente a farmacos citotdxicos '44.
Estos astrocitos reactivos secretan una variedad de moléculas que actuan sobre las
células metastasicas (Tabla 12). Los astrocitos reactivos, al secretar estas

moléculas, limitan la progresion metastasica durante las primeras fases de la
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colonizacion, pero una vez instaurada la MC actuan promoviendo el crecimiento y la

autorrenovacion de las células cancerosas 145146,

Tabla 12. Moléculas secretadas por los astrocitos reactivos asociados a

metastasis cerebral de cancer de mama

Datos adoptados de Wasilewski D et al. Front Oncol, 2017. (*) Fuente: www.ncbi.nim.nih.gov/gene (afio 2019).
END1: Endotelin-1; HGF: hepatocyte growth factor; BDNF: brain derived neurotrophic factor; CCL7: C-C motif
chemokine ligand 7; MMP2: matrix metalloproteinase 2; MMP9: matrix metalloproteinase 9; miR-19a: microRNA-
19a; IFNa: Interpheron a; TNFa: tumor necrosis factor a; tPA/uPA: activadores del plasminégeno; sFas-L: Fas-L
soluble; NTRK2: neurotrophic receptor tyrosine kinase 2; PTEN: Phosphatase and tensin homolog
(fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa); MEC: matriz extracelular.

Los astrocitos reactivos presentan alteraciones en su fenotipo, como son: 1. la
sobreexpresion de una proteina de los filamentos intermedios, la proteina glial fibrilar
(GFAP), siendo ésta una caracteristica diferencial del microentorno
metastasico'#%147; 2. la secrecion de citoquinas y proteasas; y 3. la secrecion de

exosomas con miR-19a, que induce la disminucion o pérdida de la expresion de la
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proteina supresora de tumor PTEN en la célula metastasica, aumentando su

agresividad 7.

Por otra parte, los astrocitos reactivos activarian la formacién de plasmina y de sFas-
L, lo que produciria una reduccion por apoptosis en el numero de células iniciadoras
de metastasis; en cambio, la formacién de plasmina se inhibiria si las células
metastasicas expresaran moléculas de adhesion (p.e. L1CAM) y serpinas, por lo que
la interaccion inicial de las células metastasicas con los vasos depende de que éstas
expresen moléculas de adhesion, como L1CAM y B1-integrina 7%, en cuyo caso
estas células sobrevivirian en el nicho perivascular, interactuando con los vasos ya
existentes a través del mecanismo de “vascular co-option”, que implica el
acoplamiento de estas células cancerosas alrededor de los pequefios vasos,
obteniendo asi un aporte de nutrientes y oxigeno suficientes para sobrevivir sin
necesidad de activar mecanismos de angiogénesis, mientras que aquellas células
que fracasen en el proceso de “vascular co-option” moririan a pesar de haber sido
capaces de atravesar la BHE '4849, Por tanto, el nicho perivascular se convertiria,
pues, en un punto critico para la supervivencia de las células cancerosas, ya que la
mayoria no son capaces de resistir la reaccion neuroinflamatoria provocada por los
astrocitos y la microglia '%’. Ademas, los astrocitos expresan también RE en grado
variable y cuando son expuestos a la accion de los estrogenos "in vitro" producen un
incremento en los ligandos del EGFR, activandose este receptor en las células
malignas y aumentando la proliferacion, migracion e invasividad de las células TN
que metastatizan en SNC 150,

Por otro lado, las células malignas supervivientes expresan también protocadherin-7,
que promueve la union de estas células con los astrocitos reactivos mediante “GAP-
junctions”. Esto favorece el paso de mediadores como el Ca?* y la guanosina-
adenosina monofosfato ciclico (cGAMP) a los astrocitos, activando sus vias de
sefalizacion para la secrecion de TNF-a e IFN-a, que induciran a su vez la
proliferacion de las células cancerosas 7. Ademas, en un entorno hipoxico, las
células metastasicas sobreexpresan y secretan el factor 1a-inducible por hipoxia
(HIF-1a), el cual puede producir: 1. activacion de la transcripcibn de genes

implicados en el metabolismo energético, angiogénesis y apoptosis, y 2. liberacion
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de neuregulina-1 (NRG-1) al entorno por parte de astrocitos, microglia y neuronas3,
la cual actuaria como ligando de los receptores Her3 '5'. La interaccion entre el
dimero Her3-Her2 y NRG1 induciria migracion transendotelial 152,

1.2.2.5.2. Interaccion con la Microglia

La microglia, compuesta por células macrofagicas del SNC, regula la respuesta
inflamatoria, sintetizando citoquinas pro-inflamatorias que afectan la permeabilidad
de la BHE "% Su morfologia puede ser ramificada, cuando se encuentra en
situacion de reposo Yy vigilancia, o fagocitica, cuando se encuentra en situacion de
activacion 9. Su interaccion con las células de cancer de mama conlleva el
aumento de expresion del receptor-4 de quimioquina (CXCR4), del factor-A de
crecimiento plaquetario (PDGF-A), del factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) y de otras citoquinas, regulando la proliferacion, angiogénesis y respuesta
inmune. Las células de microglia son atraidas y migran hacia la zona donde se
localizan las células metastasicas, situandose en su zona de infiltracion. La microglia
contacta estrechamente con las células metastasicas, favoreciendo la colonizacién e
invasion y actuando como transportadoras de las células malignas a través del
parénquima cerebral '%3. Ademas, las células cancerosas expresan neurotrofina-3

(NTF-3), que disminuye la citotoxicidad microglial '%4.

1.2.2.6. Relacidn de las células metastasicas con los neurotransmisores

Los astrocitos también intervienen en la sintesis de determinados
neurotransmisores, como la serotonina, y en el equilibrio homeostatico del
metabolismo de la glutamina, facilitando este metabolito a las neuronas para la
sintesis de glutamato y GABA "%,

1.2.2.6.1. Serotonina (5-hidroxitriptamina)

La serotonina (5-hidroxitriptamina 6 5-HT) es una amina biolégica que se distribuye

ampliamente por diferentes 6rganos y que en el SNC actua como neurotransmisor,

siendo sintetizada a partir del aminoacido triptéfano. Sobre el triptéfano actua el
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enzima triptéfano-hidroxilasa (TPH), formandose 5-hidroxitriptofano y sobre el cual
actuaria el enzima decarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos, formandose asi la 5-

hidroxitriptamina o serotonina 156.157,

Las células de carcinoma de mama TN muestran, con respecto a la 5-HT, un efecto
autocrino, ya que estas células expresan mas triptéfano-hidroxilasa 1 (TPH-1) que
las que tienen receptores hormonales y presentan receptores HTR7 de 5-HT, los
cuales, al ser estimulados activarian la via de sefializaciéon PI3K/Akt, produciendo un

aumento en su proliferacion y capacidad invasiva %8159,

Ademas, la 5-HT también promueve la angiogénesis por un mecanismo parecido al
del VEGF '%°. También se ha observado que, por un lado, la triptéfano-hidroxilasa 2
(TPH-2) esta muy expresada en los astrocitos, aumentando la produccion de 5-HT y
favoreciendo también la proliferacién "in vivo" de las células Her2-positivo en el
SNC; y por otro, que existe una relacidon entre el receptor serotoninérgico HTR2A y
el CXCRA4, sugiriendo la hipotesis de que la 5-HT liberada por los astrocitos reactivos
podria también interactuar con las células de cancer de mama metastasicas que
expresan CXCR4 137,

1.2.2.6.2. GABA (Acido y-aminobutirico)

La glutamina es el precursor en la sintesis de dos neurotransmisores importantes en
el SNC: el glutamato, neurotransmisor estimulador, y el GABA, neurotransmisor
inhibidor (Figura 8).

Los astrocitos, que expresan de forma exclusiva la enzima glutamina-sintetasa,
sintetizan la glutamina a partir del glutamato, por lo que proveen de glutamina a las
neuronas glutamato-érgicas para que sinteticen glutamato, y a las neuronas GABA-
érgicas para que sinteticen GABA 5.
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Glutamina (GIn)

Glutamina- .
sintetasa Glutaminasa

Glutamato (Glu)

Aminotransferasa
Glutamato-
decarboxilasa (GAD)

o-Cetoglutarato

. NAD* Acido y-Aminobutirico
2 NADH + 2 H 7 \\ /, (GABA)
v / \\
A KCRII(E:ES | '« GABA-transaminasa
S h J | NADH + H*
2 NAD* ~ \ /
\ / Semialdehido
\ . 7/ Succinico
Succinato

Semialdehido succinico-
deshidrogenasa (SSADH)

NADH + H* NAD*

Figura 8. Vias metabolicas en la sintesis de glutamato y GABA. Datos adoptados de Schousboe A, et al.
(2013), Mehler AH (Bioguimica. Cap 12. TM Devlin, tomo |, 1988) y Olson MS (Bioquimica. Cap 6. TM Devlin,
tomo |, 1988).

Las células de cancer de mama que formaran la MC sobreexpresan un fenotipo
GABA-érgico, metabolizando este neurotransmisor para obtener energia. En las
células de la MC este fenotipo GABA-érgico se expresaria en diferentes niveles
moleculares: 1. Receptores. 2. Proteinas transportadoras. 3. Vias metabdlicas y

enzimas. 4. Proteinas especificas de interneuronas GABA-érgicas '42.

1. Receptores GABA-érgicos. El GABA induce aumento de la proliferacion celular
en células Her2-positivo y TN, y aunque los receptores de GABA estan
significativamente aumentados con respecto a sus tumores primarios, la proliferacion
no parece estar mediada por estos receptores, aunque la alteracion de los mismos
podria afectar su capacidad migratoria e invasiva. Asi, la estimulacion de los
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receptores produce el paso de Ca?* a través de la membrana celular, produciendo

una cascada de sefializacion intracelular con activacion de proteinas-kinasas 6°.

2. Proteinas transportadoras de GABA. Incorporan el GABA desde el microentorno
al interior de la célula metastasica. Estas proteinas son: “Vesicular GABA
transporter” (VGAT), “GABA transporter 1-3” (GAT1-3) y “GABA-betaine transporter”
(BGT), pudiendo sobreexpresarlas las células Her2-positivo y TN que metastatizan
en SNC.

3. Vias Metabdlicas y Enzimas. Las células metastasicas y las neuronas GABA-
érgicas expresan glutamato-decarboxilasa 67 (GADG7), que convierte el glutamato
en GABA. Las células metastasicas Her2-positivo y TN, los astrocitos y las neuronas
expresan GABA-transaminasa (ABAT), que facilitara el paso de GABA a succinato,
con formacién de NADH como fuente de energia. Por tanto, a partir del glutamato se
obtendria energia a través de la formacién del NADH, tanto por la via de catabolismo
del GABA como por la via oxidativa del ciclo de Krebs 155157161 (Figura 8).

4. Proteinas Especificas de Interneuronas GABA-érgicas: parvalbumina y reelina.
La parvalbumina, proteina de unién al Ca?* moduladora de la plasticidad sinaptica en
neuronas GABA-érgicas, esta sobreexpresada en las células metastasicas Her2-
positivo y TN con respecto a su tumor primario. Por otro lado, la reelina,
glicoproteina de secrecion de la MEC, esta implicada en la arquitectura celular

cerebral y en la capacidad migratoria de las células tumorales.

Existe una relacién de co-localizacién espacial, es decir, de asociacion molecular,
entre la reelina y el Her2, por lo que la reelina esta sobreexpresada en las células

Her2-positivo.

Los carcinomas de mama TN podrian tener hasta un 30% de células con tincion de
membrana para Her2, aunque estuvieran catalogados como Her2-negativo, por lo
que dentro del subtipo TN esta presencia de Her2 se asocia con la expresion de

reelina.
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1.2.2.7. Quiescencia celular (“Dormancy”)

En el proceso de quiescencia las células metastasicas entran en fase GO del ciclo
celular, con disminucion del factor nuclear de proliferaciéon Ki67, estando este
proceso ligado a la capacidad de adaptacidén e interaccion de las células
metastasicas con el microambiente del érgano diana, pudiendo reanudar el ciclo

celular en caso de presentarse un microentorno favorable para su crecimiento 140.162,

En este fendmeno de quiescencia adquieren importancia la composicion vy
remodelacién de la MEC vy el reordenamiento del citoesqueleto celular '3, asi como
las vias de sefializacion que intervienen en la estimulacion o inhibicién de la
proliferacion celular, la alteracion de las vias metabdlicas y los mecanismos de
reparacion del DNA e inestabilidad genomica (Figura 9). En este sentido, tenemos
que las vias de senalizacion PI3K-AKT, ERK y Wnt presentan disminucién de su
actividad y la via p38-MAPK presenta actividad aumentada, lo que conlleva al final a
la disminucién de la produccién de ciclinas, con aumento de p53, p21 y p27 e
inhibicién del complejo de ciclina CDK4, lo que desemboca en una disminucion de la

capacidad proliferativa y en una parada del ciclo celular 4.

Las células quiescentes se localizan, de forma solitaria o en pequefios grupos, en
situacion perivascular, estableciendo “GAP-junctions” con la cara abluminal de las
células endoteliales, con lo que de esta manera obtienen oxigeno y nutrientes para
sobrevivir indefinidamente. En este nicho perivascular, ademas de las interacciones
célula metastasica-endotelio, las interacciones entre pericitos-endotelio también

favorecerian la supervivencia celular y la quiescencia '%’.

Por otro lado, cuando las células metastasicas entran en fase G1 y completan el
ciclo celular formaran la micrometastasis. Los factores que influyen en la
estabilizacién o estancamiento del crecimiento de la micrometastasis resultan del
equilibrio entre los mecanismos de proliferacion y los de muerte celular. Entre estos
ultimos, destacan las sefales que disminuyen el aporte vascular o angiogénesis,

como la disminucion de VEGF y el aumento del inhibidor angiogénico
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trombospondina-1 (TSP-1), ademas de la presencia de células inmunolégicas que

intervienen en la inmunovigilancia, como CD4, CD8 y NK '4° (Figura 9).

Estimulos mitégenos y Célula cancerosa superviviente Factores de

de estrés celular: o
crecimiento

hipoxia, daino DNA, ROS

\

PIBK-AKT
Wnt
p38 > ERK
Ciclina D1
CDK4
p27
GRP78-94
HSP47

PI3K-AKT
Wnt
p38 < ERK

VEGF CD4
TSP CD8
HSP27 NK

Figura 9. Mecanismos generales que influyen en el estado de quiescencia y proliferacion de las células
cancerosas . Texto en color verde: moléculas / vias sefalizacion en estado de baja expresion / inactivacion.
Texto en color rojo: moléculas / vias sefalizacion en estado de mayor expresion / activacion.

Datos adoptados de Yadav AS et al. Front Oncol, 2018.

1.2.2.8. Formacion de la metastasis cerebral

En el nicho perivascular y con los estimulos adecuados la célula metastasica puede
adaptarse al nuevo microentorno a través de: 1. La adquisicion de un fenotipo
epitelial, completando la transicion mesenquimal-epitelial (MET). 2. Reactivando la

proliferacion celular y la neoangiogénesis. 3. Contribuyendo en la formacién de una
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Barrera Hemato-Tumoral (“Blood-Tumor Barrier” o BTB). Todo ello dara como

resultado la formacion de la macrometastasis.

1.2.2.8.1. Transicion Mesenquimal - Epitelial (MET)

El nicho metastasico modularia la transicion del fenotipo mesenquimal (EMT) al
fenotipo epitelial (MET) de las células con habilidad metastasica a cerebro '?5. En el
proceso de MET participaria el adenosina-monofosfato ciclico (CAMP) intracelular
como segundo mensajero, regulando multiples efectores en la cascada de
sefializacion, como p.e. la proteina-kinasa A (PKA). El cAMP y la PKA determinan el
equilibrio “epitelial versus mesenquimal” de las células epiteliales, siendo el aumento
del cAMP intracelular el que mantiene el fenotipo epitelial '%4. La sobreexpresion de
la proteina-kinasa nuclear pro-proliferativa VRK1 disminuye los marcadores y el
fenotipo mesenquimal e incrementa los marcadores epiteliales, promoviendo la
MET'85. La neurotrofina-3 (NTF-3), secretada por las células cancerosas y que
produce disminucion de la capacidad migratoria, las conexinas, que son proteinas de
las “GAP-junctions”, y la pérdida de expresion del factor de transcripcion BNC1

también contibuirian a este proceso de MET 109,166,

1.2.2.8.2. Proliferacién Celular y Neoangiogénesis

En la activacion de la proliferacion de las células metastasicas estan implicados:

1. La interaccion con la MEC. 2. La reorganizacion de las proteinas del
citoesqueleto. 3. La participacion de las integrinas, como la integrina 1, que
interaccionan con las células endoteliales 3. 4. Los cambios genéticos vy
epigenéticos en las células metastasicas. 5. La activacion de la angiogénesis '4'. 6.

La infraexpresion de antigenos asociados a tumor y evasion inmune 138,

Las células de carcinoma de mama interaccionan en la MEC con la glicoproteina
laminina de la membrana basal a través de su receptor de superficie celular (67LR),
participando no sélo en la migracion, adhesion e invasion, sino también en la

proliferacion celular y angiogénesis, produciendo un desequilibrio entre las vias de
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sefalizacion apoptoticas y las vias que promueven el crecimiento, la migracion y la

invasion 167-169

Por su parte, la neovascularizacion crea un microentorno que favorece la
reactivacion metastasica a través de factores de crecimiento secretados por el
endotelio y proteinas de la MEC %0, En el inicio de la micrometastasis cerebral, la
contribucion de los mecanismos de angiogénesis y “vascular co-option” dependera
del numero de células y del aporte vascular local. Asi, cuando la metastasis alcance
un tamafio macroscopico se estimulara la angiogénesis por aumento de VEGF-A y
angiopoyetina-2 por parte de las células cancerosas. Las células pueden proliferar a
nivel perivascular e intravascular, provocando disrupcion de la BHE y pequefias

lesiones similares a infartos tromboticos en el parénquima cerebral 79,

Ademas, las células cancerosas pueden ser capaces de formar redes tubulares
similares a las vasculares pero sin endotelio, proceso denominado 'mimetismo
vasculogénico', que es independiente de angiogénesis, aportando un suplemento
sanguineo para el crecimiento. Estas redes estarian compuestas por membrana
basal y células cancerosas con diferenciacion “endotelial-like”, existiendo uniones
entre estas estructuras y los vasos propiamente dichos, por lo que se formaria una
interfase vascular-extravascular. Las células de cancer de mama mas agresivas
expresan Serpina-2 y secretan la proteina inhibidora de las proteasas de serina

(SLPI), que serian las responsables del mimetismo vasculogénico 71172,

1.2.2.8.3. Formacion de la Barrera Hemato-Tumoral (BTB)

El tamano de las moléculas solubles, su carga eléctrica y su grado de liposolubilidad
influyen en su capacidad para atravesar la BHE desde el torrente sanguineo. En
condiciones normales, moléculas de masa superior a 400 Da no suelen ser capaces
de pasar por difusion pasiva a través de las uniones intercelulares de las células
endoteliales. No obstante, cuando se desarrolla la MC el tejido normal de la BHE va
adquiriendo unas diferencias fisioloégicas que conllevaran a un aumento en su
permeabilidad, transformandose entonces la BHE en BTB. Ademas, dentro de una

misma MC, la integridad vascular y el grado de permeabilidad de la BTB son muy
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heterogéneos '73, por lo que una parte de esta MC seguiria teniendo la barrera
intacta, y en consecuencia, el paso de moléculas a su través seguiria siendo muy

reducido 107.174

Los factores que pueden influir en el grado de permeabilidad de la barrera en la MC
serian: 1. El tamafo de la MC, siendo aquéllas de tamaiio inferior a 0.25 mm las que
presentan una barrera intacta, sin disrupciones 74176 2. El grado de necrosis, mas
evidente en su parte central que en su parte periférica invasiva, aunque tampoco
seria suficiente como para permitir una difusion eficiente de farmacos 7. 3. La
activacion de la via TNF-TNFR1 y la presencia de angiopoyetina-2, que provocaria
el aumento del tamafo de las fenestraciones capilares y la disrupcion de las uniones
estrechas intercelulares del endotelio, respectivamente '73. 4. El fenotipo de los

pericitos 173,

También, a nivel experimental sobre modelos de MC de cancer de mama, podemos
ver alteraciones en los componentes que conformarian la BTB: 1. Respuesta
neuroinflamatoria en el parénquima circundante. 2. Alteraciones en los podocitos de
los astrocitos. 3. Alteraciones en las células endoteliales. 4. Alteraciones en los
componentes de la membrana basal del parénquima. 5. Alteraciones en las
subpoblaciones de pericitos 47 (Tabla 13).

1. Respuesta neuroinflamatoria. Esta respuesta, con presencia de astrocitos
reactivos y de células microgliales activadas, parece ser fundamental en la
constitucion de la BTB. Asi, los astrocitos reactivos sobreexpresarian GFAP y las
células microgliales activadas sobreexpresarian la molécula CD11b o ITGAM, que
es la subunidad o-M de integrina y que interviene en la adherencia de células
fagocitarias al endotelio, y la molécula CD45, que es una proteina reguladora de la
sefalizacion en los linfocitos T y B. Todas estas proteinas estarian sobreexpresadas
en las MC de los subtipos Her2-positivo y TN, aunque no se correlacionarian con el
grado de permeabilidad de las metastasis.
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Tabla 13. Alteraciones observadas en la BTB con respecto a la BHE y su
relaciéon con la permeabilidad

Alteracion de

818 permeabilidad

Respuesta neuroinflamatoria si

Astrocitos reactivos

GFAP 1t no
Microglia reactiva
CD11b 1t no
CD45 t no
Astrocitos
Podocitos no
AQP4 no
Células endoteliales
Dilatacion vascular si no
CD31 4 no
Z0-1 no
VEGF 1 no
Membrana basal
Colageno IV "‘ no
Laminina-a2 t
Pericitos
PDGFR-B no
Subpoblacién Desmina + " t
Subpoblacién CD13 + ! )

Hallazgos observados en la BTB de la MC comparados con la BHE del tejido cerebral normal. Flecha roja:
parametros aumentados / sobreexpresados. Flecha verde: parametros disminuidos / infraexpresados. Datos
obtenidos de Lyle LT et al., 2016.

2. Alteraciones en los podocitos astrocitarios. Los astrocitos pueden alterar la
capacidad de difusion de la BHE '73. Las terminaciones finales podocitarias de los
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astrocitos asociados a la BTB se encuentran disminuidas, al igual que la proteina
acuaporina (AQP4), que funciona como canal selectivo de agua en las membranas
plasmaticas y es importante en la homeostasis hidrica en el SNC. En las MC la
AQP4 no parece estar uniformemente localizada en las terminaciones podocitarias
de los astrocitos que rodean los vasos, aunque no se relacionaria con diferencias

significativas en la permeabilidad de la BTB.

3. Ateraciones en las células endoteliales. El endotelio de los capilares intactos
expresa la molécula CD31 o PECAM1 (“Platelet and Endothelial Cell Adhesion
Molecule-17"), que esta implicada en la migracion de leucocitos, angiogénesis y
activacion de integrinas. En la BTB de las MC los capilares son mas extensos y
menos densos, presentando su endotelio sobreexpresion tanto de CD31 como de
VEGF y disminucidn de la proteina “zonula occludens” (ZO-1), aunque estos

hallazgos no se correlacionarian con el grado de permeabilidad.

4. Alteraciones en la membrana basal del parénquima. El colageno IV, que forma
parte de la membrana basal de células endoteliales y astrocitos, podria estar
aumentado en la BTB de algunas MC, aunque sin relacionarse con el grado de
permeabilidad de la barrera. En cambio, la laminina-a2, que es una proteina de la
membrana basal producida por los astrocitos que controla o previene la
diferenciacion de los pericitos a un estado contractil, aparece disminuida en la BTB,

lo que si se correlaciona con un aumento de su permeabilidad.

5. Alteraciones en las subpoblaciones de pericitos. Los pericitos, que expresan el
receptor 3 del factor de crecimiento plaquetario (PDGFR- B), estan disminuidos en la
BTB. Dentro de los pericitos, hay dos subpoblaciones que también expresan otros
marcadores, como la desmina, proteina estructural de los filamentos intermedios tipo
lll, y el CD13, aminopeptidasa de membrana implicada en el metabolismo de
péptidos reguladores. En las MC Her2-positivo y TN los pericitos desmina-positivo
estarian aumentados y los CD13-positivo estarian disminuidos, relacionandose

ambos hallazgos con un aumento en la permeabilidad de su BTB.
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En definitiva, la BTB presenta cambios en muchos de sus componentes celulares,
que, en general, no suponen modificaciones significativas en la permeabilidad. No
obstante, las alteraciones fenotipicas encontradas en las subpoblaciones de
pericitos, asi como la disminucion de la laminina-a2 en la membrana basal, si

parecen estar asociados con una mayor permeabilidad de la BTB.

1.2.3. ALTERACIONES GENETICAS Y EPIGENETICAS ASOCIADAS A LA
METASTASIS CEREBRAL DE CANCER DE MAMA

La capacidad de metastatizar en el SNC estd “codificada” genética o

epigenéticamente en el tumor primario e influenciada por factores ambientales '%7.

1.2.3.1. Alteraciones genéticas

Las alteraciones genéticas encontradas frecuentemente en el cancer primario de
mama suelen también ser detectadas en las MC, aunque determinadas vias de
sefializacion no presentan el mismo grado de alteracion que en el tumor primario '°7.
La expresion genética puede verse afectada por: 1. Alteraciones en la regulacion. 2.
Mutaciones genéticas. 3. Alteraciones cromosomicas.

1. La alteracion en el grado de expresion génica, ya sea por sobreexpresion o por
infraexpresion, aparece en muchos genes que estan implicados en diversos
procesos celulares: proliferacion, diferenciacion, adhesion celular,
migracion'43:148.151.177-182 -y, quimiotaxis 36137, supresién tumoral y reparacién del
DNA 183184 regulacion de la transcripcion 07185 traduccion y vias de transduccion
de sefial como las vias AKT y MAPK '3, mecanismos antioxidantes '8, de
inflamacion, resistencia a apoptosis, evasion inmune o angiogénesis 18187189
procesos metabdlicos como gluconeogénesis '°, remodelacion de la MEC 9" o
interaccion con membrana basal '%° y los que intervienen en la reversion al estado
epitelial ', permiten la interaccion con astrocitos '°? o estan implicados en la

induccion de un fenotipo GABA-érgico 42 (Tabla 14).
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Tabla 14. Caracteristicas moleculares asociadas a las metastasis cerebrales de

cancer de mama.

Gen / Proteina Funcién/es Estado_c'ie Referencia
Expresion
ABAT Catabolismo del GABA. 1; Neman J et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 2014
ATAD2 Proliferacién celular inducida por estrégenos. t Salhia B et al., PloSOne. 2014
Chaperona.
ATM Control del ciclo celular y estabilidad genémica. 1 | Salhia B et al., PloSOne. 2014
AURKB Intervencion en la mitosis asociandose con t Salhia B et al., PloSOne. 2014
microtubulos.
BARD1 Interaccion con BRCA1 t Woditschka S et al., J Natl Cancer Inst.
2014
BGT Transporte de GABA. t Neman J et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 2014
BNC1 ** Regulacion de la proliferacion y del rRNA. i Pangeni RP et al., Clin Epigenetics.
2015
BRAF Regulacion de la via MAPK/ERK, afectando a la t Salhia B et al., PloSOne. 2014
division y diferenciacion celulares.
BRCA1* Mantenimiento de estabilidad genémica y B McMullin RP et al., Breast Cancer Res.
supresion tumoral. Reparacién del DNA. 2014
CADM1 ** Adhesioén celular. Citotoxicidad mediada por A—L Wikman H et al., Oncotarget. 2014
células NK 'y CD8+.
CAT Antioxidante. t Kim HM et al., Int J Clin Exp Pathol.
2014
CCDCS8 ** Apoptosis mediada por p53. B Pangeni RP et al., Clin Epigenetics.
2015

CD44 Interaccion célula-célula, adhesion celular y
migracion. Crecimiento tumoral y progresion.

Da Silva L et al., Breast Cancer Res.
2010

COX-2 Inflamacion, proliferacion, adhesion celular,
motilidad, resistencia a apoptosis y
angiogénesis.

Bos PD et al., Nature. 2009
Lin NU et al., Clin Cancer Res. 2013

CRYAB Actividad "chaperone-like". Arquitectura
intracelular.

| Salhia B et al., PloSOne. 2014
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Tabla 14. (continuacidn)

Gen / Proteina

Funcién/es

Estado de
Expresion

Referencia

CTNNBA1

CXCR4

DERL1

EDN3 ***

EGFR

FGFR1

FBP1

FOXM1

GABAAR

GADG67

GALNT9 **

GAT1-3

GNAS

HBEGF

HER2

Regulacion del crecimiento celular y adhesion.

Anclaje del citoesqueleto de actina.

Receptor de quimioquina. Quimiotaxis y
migracion celular.

Respuesta de degradacion de proteinas con

alteraciones en su plegamiento.

Péptido vasoactivo derivado del endotelio.

Proliferacion celular.

Proliferacion y diferenciacion celulares.

Gluconeogeénesis.

Proliferacion celular y reparacion del DNA.

Receptor de GABA.

Sintesis de GABA.

Glicosilacion de proteinas.

Transportadores de GABA.

Estimulacién de vias de transduccion de sefial

intracelular (CAMP).

Proliferacion celular.

Proliferacion celular.

1)
1)

» » 5 » 5 »

o

S

Bollig-Fisher A et al., Oncotarget. 2015

Sato R et al., Biomed Res Int. 2017
Cabioglu N et al., Ann Oncol. 2009

Salhia B et al., PloSOne. 2014

Salhia B et al., PloSOne. 2014

Da Silva L et al., Breast Cancer Res.
2010

Bollig-Fisher A et al., Oncotarget. 2015

Chen J et al., Cancer Res. 2015

Salhia B et al., PloSOne. 2014

Neman J et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 2014

Neman J et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 2014

Pangeni RP et al., Clin Epigenetics.
2015

Neman J et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 2014

Bollig-Fisher A et al., Oncotarget. 2015

Bos PD et al., Nature. 2009

Da Silva L et al., Breast Cancer Res.
2010
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Tabla 14. (continuacion)

Estado de

s Referencia
Expresion

Gen / Proteina Funcién/es

HER3

HER4

HPSE

HSPB2

ITGAM ***

KRT8 ****

L1CAM

MIAT

NEK2A

NRG1

NTF-3

NTRK1

PCDH7

PENK ***

PIK3CA

Proliferacion y diferenciacion celulares.

Proliferacion y diferenciacion celulares.

Remodelaciéon de matriz extracelular.

Metabolismo celular dependiente de mitocondria.

Adherencia de leucocitos al endotelio y
fagocitosis.

Integridad estructural celular y diferenciacion.

Adhesién, migracion, proliferacion y

diferenciacion.

Proliferacion.

Regulacion mitética y division celular.

Proliferacion y diferenciacion.

Proliferacion. Facilita reversion al estado epitelial

(MET).

Diferenciacion celular.

Ensamblaje de astrocitos con células

metastasicas a través de "gap-junctions".

Apoptosis y respuesta a estrés (?)

Proliferacion, supervivencia y motilidad.

L)
L)

N

» =» =

Da Silva L et al., Breast Cancer Res.
2010

Da Silva L et al., Breast Cancer Res.

2010

Zhang L et al., Cancer Res. 2011

Salhia B et al., PloSOne. 2014

Salhia B et al., PloSOne. 2014

Salhia B et al., PloSOne. 2014

Schréder C et al., Oncol Rep. 2009

Valiente M et al., Cell. 2014

Sato R et al., Biomed Res Int. 2017

Salhia B et al., PloSOne. 2014

Saunus JM et al., J Pathol. 2015

Louie E et al., Oncogene. 2013

Bollig-Fisher A et al., Oncotarget. 2015

Chen Q et al., Nature. 2016

Salhia B et al., PloSOne. 2014

Bollig-Fisher A et al., Oncotarget. 2015
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Tabla 14. (continuacion)

Estado de

Gen / Proteina Funcion/es . Referencia
Expresion
PLLP Transporte i6nico en membranas. t Sato R et al., Biomed Res Int. 2017
PTEN Regulacion negativa de la via de sefializacion 1 Wikman H et al., Breast Cancer Res.
PI3K/AKT/mTOR. Supresor tumoral. s 2012

PVALB Regulacion del calcio del citosol. Neman J et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 2014

RAD51 Reparacion del DNA. Woditschka S et al., J Natl Cancer Inst.
2014

RELN Regulacién de migracion. Neman J et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 2014

RPSA/67LR Adhesién, migracién, angiogénesis, proliferacion. Martin B et al., J Proteome Res. 2008

SERPIN-B2 Inhibicién de activacion del plasminégeno. Valiente M et al., Cell. 2014

Inhibicién de apoptosis.

SERPIN-I1 Inhibicién de activacion del plasminégeno. Valiente M et al., Cell. 2014

Inhibicién de apoptosis.

SLC7A11 Transporte de aminoéacidos. Sato R et al., Biomed Res Int. 2017
SLC8A2 Homeostasis celular del calcio. Sato R et al., Biomed Res Int. 2017
SOX11 Regulacion de transcripcion. Saunus JM et al., Int J Mol Sci. 2017
SOX2 Regulacion de transcripcion. Mantenimiento de Bollig-Fisher A et al., Oncotarget. 2015

células madre en el SNC.

STAT3 Activacion de transcripcion. Progresion del ciclo
celular. Proliferacion celular.

Lee HT et al., Oncotarget. 2015

ST6GALNACS Modulacién de la interaccion célula-célula. Bos PD et al., Nature. 2009

Lin NU et al., Clin Cancer Res. 2013

TMEMG65 Respiracion mitocondrial. Regulacion de Saunus JM et al., Int J Mol Sci. 2017

comunicacion de "gap-junctions” (?).

A R N N R -
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Tabla 14. (continuacion)

Estado de

Gen / Proteina Funcién/es . Referencia

Expresion
TNFSF4 Interaccién entre células inmunes. t Sato R et al., Biomed Res Int. 2017
TUBB3 Formacion de microtubulos. Kanojia D et al., Mol Cancer Ther. 2015

TxNIP Acumulacién de ROS. Kim HM et al., Int J Clin Exp Pathol.
2014

VCAM1 Adhesién celular entre endotelio y leucocitos. Sato R et al., Biomed Res Int. 2017

VEGF Angiogénesis. Aumento de permeabilidad Kim LS et al., Clin Exp Metastasis. 2004

vascular. Inhibicién de apoptosis.

Neman J et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 2014

VGAT Transporte del GABA.

= w om om ow

Flecha verde: inactivacion / infraexpresion. Flecha roja: amplificacion / sobreexpresion. (*) "Deficient-like" (no
mutacion). (**) Metilacién. (***) Hipermetilacion. (****) Hipometilacion. MC: Metastasis Cerebral. La valoracién de
la expresion de estos genes se realizé sobre muestras de MC de carcinoma de mama humana, comparando o
no con sus respectivos tumores primarios, o bien sobre lineas celulares de carcinoma de mama o de MC
humanas. Las funciones relacionadas con las diferentes proteinas y genes han sido obtenidas en las siguientes
fuentes: GeneCards® Human Gene Database. Copyright © 1996-2019; Weizmann Institute of Science.
https://www.genecards.org/.; National Center for  Biotechnology Information  (NCBI). https://
www.ncbi.nim.nih.gov/gene.

2. Las mutaciones genéticas se han detectado en proteinas implicadas en la
reparacion del DNA '3, en genes de la familia RAS y EGFR '*® y en proteinas o

genes supresores de tumor, como p.e. PTEN 94,

3. Se han observado alteraciones cromosdmicas, como ganancias en 1q, 5p, 8q,
11qy 20q, y delecciones en 8p, 17p, 21p y Xq que facilitarian la progresion 178,

1.2.3.2. Alteraciones epigenéticas
Las alteraciones en el material genético que modifican la expresion génica pero sin

producir cambios en la secuencia de codificacion del DNA se denominan

epigenéticas, pudiendo influir en ellas factores ambientales y son heredables. En las
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MC de cancer de mama pueden producirse por: 1. Alteraciones en el grado de

metilacion del DNA. 2. Alteraciones en el grado de expresion de microRNAs (miR).

1. La metilacion e hipermetilacion del DNA implican silenciacion del gen; en cambio,
la hipometilacion provocaria un aumento en su expresion. El grado de metilacion del
DNA esta generalmente incrementado, con lo que habria silenciacion de genes que
intervienen en la regulacion de la proliferacion y de la glicosilacidon protéica, en la
adhesion celular y en la apoptosis 166178 asi como en la citotoxicidad mediada por
inmunidad celular '%°. Esto facilitaria la supervivencia, proliferacion y evasiéon inmune

de las células cancerosas.

2. Por lo que se refiere a la expresion de microRNA (miR), se ha observado un
aumento de miR-20b en la MC 1% y de miR-10b en el tumor primario de pacientes
que desarrollan MC "7, aumentando ambos la capacidad invasiva celular "in vitro".
El miR-181c, secretado por las células metastasicas, produciria ruptura de la BHE, lo
que promoveria la formacion de la MC "in vivo" "%, Por otra parte, la disminucion de
miR-7 en células "in vitro" se asocia a un aumento de la capacidad metastasica
cerebral '%°; la disminucion de miR-1258 se relaciona con la sobreexpresion de la
heparanasa, enzima que excinde el heparan-sulfato en la MEC formando fragmentos
con actividad tumorogénica, proangiogénica y prometastasica, y con la presencia de
MC 9%; y la disminucién de miR-509 se relaciona "in vivo" con el aumento de la
capacidad invasiva celular y de la permeabilidad de la BHE, favoreciendo la

formacion de la MC 299,

1.3. ANTECEDENTES DEL GRUPO EN EL ESTUDIO DE LA
METASTASIS CEREBRAL DEL CANCER DE MAMA

La patogénesis de la metastasis cerebral del cancer de mama ha sido una linea de
investigacion  prioritaria  utilizando varios modelos celulares y modelos
experimentales "in vivo". Se utilizaron técnicas protedmicas, transcriptomicas y
bioinformaticas para estudiar en un modelo experimental de cancer de mama el

fenotipo de las células que "in vivo" metastatizaban en cerebro, con el fin de definir
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perfiles de expresidn génica que ocasionaran la organoespecificidad de la

metastasis.

Mediante electroforesis bidimensional se analizé la expresion diferencial entre las
células de adenocarcinoma TN de mama humana MDA-MB-435 y su variante
metastasica en cerebro 435-Br1. El analisis de MALDI-TOF proporcioné la identidad
de 19 proteinas, la mayoria estructurales, chaperonas, proteinas de estrés,
reguladoras del estado redox y del transporte intracelular. Con el programa
bioinformatico PIANA se analizé cémo estas proteinas se conectaban entre si
formando redes de interaccion, deduciéndose funciones celulares que luego se
validaron experimentalmente. Las GRPs, entre ellas la GRP94, aparecieron en
nodos con funciones de regulacion metabdlica y de estrés. Posteriormente, se valido
la expresion en tejidos de MC humanas emparejadas con el tumor primario mediante
IHQ, encontrandose un paralelismo en la expresién citoplasmatica de las parejas de
muestras de un mismo paciente, tanto en células metastasicas como en los

astrocitos reactivos, y de forma similar a las células de los tumores primarios'®°.

El analisis transcriptomico se realizé en 23 muestras de metastasis de cancer de
mama: metastasis pulmonares, hepaticas, cutaneas, Oseas y cerebrales. Al
compararlas entre si permitio identificar 1193 genes, que constituian el perfil
organoespecifico de los tumores que metastatizan a cerebro. El analisis protedbmico
previo del modelo experimental se utilizé para nutrir con datos experimentales las
redes de interaccion predichas a través de la herramienta bioinformatica PPIN,
obteniéndose fenotipos tumorales que podrian favorecer la aparicion de MC en
aquellos canceres de mama que los sobrexpresaran. Posteriormente se validd, en
una serie de pacientes, que la sobreexpresion en el tumor primario de las proteinas
GRP94, proteina de 94 kDa regulada por glucosa, y FN14, proteina de membrana
miembro de la familia del TNFR, se asociaba de forma significativa con la progresion
metastasica a cerebro, permitiendo discriminar entre las pacientes con mas riesgo

de desarrollar la enfermedad 201,
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HIPOTESIS

El aumento de la incidencia de metastasis cerebral en cancer de mama, debido a los
avances en el diagnostico y tratamiento de la enfermedad sistémica, hace necesario
disponer de herramientas diagndsticas que nos permitan predecir esta complicacion
antes de que se desarrolle, y poder proponer a las pacientes tratamientos para

prevenirla.

Para ello, ademas del conocimiento de las caracteristicas fenotipicas de los tumores,
se necesitan modelos experimentales que reproduzcan con fidelidad la enfermedad
metastasica y nos ayuden a desarrollar terapias especificas para combatirla. Es por
eso que el desarrollo de modelos pre-clinicos es de gran importancia para estudiar
los efectos de las terapias, de forma aislada o combinada, sobre los diferentes
aspectos patogénicos de la metastasis cerebral y poder acelerar la traslacion a la

clinica de nuevos esquemas terapéuticos.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO PRINCIPAL

El trabajo se engloba en un objetivo general de estudio patogénico de la metastasis
cerebral en cancer de mama utilizando el analisis de muestras de tumores primarios
provenientes de pacientes para generar hipotesis que luego se validan en modelos

experimentales "in vitro" e "in vivo".

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.1. Validar en un estudio multicéntrico amplio marcadores de prediccion y
pronostico de metastasis cerebral, previamente descritos, utilizando muestras de
carcinoma infiltrante de mama de pacientes con un seguimiento clinico medio de

seis anos.

2.2. Desarrollar un modelo experimental de metastasis cerebral que permita estudios
pre-clinicos de tratamiento basados en pautas que combinen quimio y radioterapia.
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41. DESARROLLO DEL MODELO EXPERIMENTAL DE
METASTASIS CEREBRAL “IN VIVO”

4.1.1. CELULAS Y TRANSDUCCION RETROVIRAL

Se utilizaron las células de procedencia humana 435-Br1, amablemente cedidas por
la Dra. Angels Fabra (Institut d’Investigacié de Bellvitge-IDIBELL). Estas células se
obtuvieron originalmente de una metastasis cerebral inducida en un raton
inmunodeprimido al que se le inoculd, ortotépicamente en la mama, la linea celular
MDA-MB-435, derivada de una paciente caucasiana con cancer de mama triple-
negativo (TN). Estas células son un modelo util de carcinoma de mama muy

indiferenciado que expresan marcadores epiteliales y melanociticos 2°2.

Para nuestros experimentos, las células 435-Br1 se infectaron con el vector retroviral
preGFP-CMV-PLuc, el cual contiene el gen de la proteina verde fluorescente eGFP,
bajo el control del promotor 5’LTR, y el gen de la photinus luciferasa PLuc, bajo el
control del promotor del citomegalovirus (CMV). La preparacion del vector y el
empaquetamiento de las particulas virales se realizé tal como lo describe Roman et
al. 23, Una poblacién celular que expresaba uniformemente altas concentraciones
de eGFP se seleccion6 mediante FACS (“Fluorescence-Activated Cell Sorting”;
MoFlo, Cytomation, Dako, Denmark). Dichas células se utilizaron para los
experimentos ulteriores bajo el nombre de células BR-eGFP-CMV/Luc (Figura 10).

Figura 10. Células BR-eGFP-CMV/Luc. Cultivo visto bajo microscopio de fluorescencia (20X).
Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci, 2013.
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4.1.2. CONDICIONES DE LOS CULTIVOS

4.1.2.1. Cultivos estandar

Las condiciones de cultivo de las células BR-eGFP-CMV/Luc y su mantenimiento
eran estandares en una mezcla de medio DMEM y Ham F12 (DMEM/F-12, Life
Technologies, Inc. Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA), en proporciéon 1:1 (v/v),
suplementada con suero bovino fetal (FBS) al 10%, 1 mM de piruvato y 2 mM de L-
glutamina. Las células se mantenian en un incubador humedificado, en un ambiente
del 5% de CO2 a 37°C.

4.1.2.2. Cultivos primarios

La obtencion de células de cultivos primarios de tejido tumoral se realizaba utilizando
medio DMEM/F-12 con el 50% (v/v) de FBS, una solucion de L-glutamina y piruvato
al 2% (v/v), una solucion antibiética PSN 100X (Gibco, Gaithersburg, MD, USA)
formada por penicilina 1 mg/ml, estreptomicina 1 mg/ml y neomicina 2 mg/ml,
anadiendo ademas gentamicina a 0.2 mg/ml y anfotericina-B (Fungizone) a 2.5
pg/ml. Las células se mantenian en un incubador humedificado, en un ambiente del
5% de CO2 a 37°C. Tras el establecimiento del cultivo, si las células mostraban un
crecimiento oOptimo, reduciamos el FBS al 20% y retirabamos gradualmente la
solucién antibidtica, para obviar cualquier contaminacion larvada. Finalmente,
pasabamos a mantenerlas con el medio estandar DMEM/F-12 al 10% FBS con L-
glutamina y piruvato. Una vez que se comprobaba que el cultivo estaba libre de
mycoplasma, se congelaban unas alicuotas, se expandian las células y se

preparaba una suspension celular para inocular en los ratones.

4.1.3. PREPARACION DEL INOCULO CON LA SUSPENSION CELULAR

El cultivo de células BR-eGFP-CMV/Luc se dividia al llegar a la fase de crecimiento
exponencial. Una solucion de Tripsina-EDTA (Life Technologies, Gaithersburg, MD,

USA) durante 1 minuto a temperatura ambiente era suficiente para resuspenderlas.
Posteriormente se lavaban dos veces en solucion salina tamponada HBSS (“Hanks’
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Buffer Saline Solution”) y se contaban utilizando una camara de Neubauer. La
viabilidad, cuantificada por exclusion con tincion "Trypan-Blue", se encontraba
siempre entre el 90-97%. Posteriormente se resuspendian nuevamente en HBSS
para obtener una concentracion final de inoculacién en el animal de experimentacion
de 1x108 células/100 ul en cualquiera de las técnicas utilizadas, bien en ventriculo

izquierdo o bien en la arteria carétida interna de los ratones.

4.1.4. PROCEDIMIENTO DE SELECCION DE UNA POBLACION CELULAR
ALTAMENTE METASTASICA

Con las células BR-eGFP-CMV/Luc recogidas del tejido cerebral de los animales
pasadas 4-6 semanas desde la inoculacion en el ventriculo izquierdo (ver seccion
4.1.7.1.), se volvia a establecer un nuevo cultivo primario, hasta llegar a obtener un
cultivo en fase de crecimiento estabilizado, el cual, cuando presentaba un aspecto
subconfluente, que era signo de crecimiento exponencial, se volvia a reinyectar en el
ventriculo izquierdo de nuevos animales. Este ciclo se repitid cinco veces. Las
células obtenidas del cerebro tras la primera inoculacion en el ventriculo izquierdo
las denominamos BR-eGFP-CMV/Luc V1 (BRV1), y asi sucesivamente hasta
obtener del cerebro las células correspondientes a la quinta inoculacion en el

ventriculo, las células BRVS (Figura 11).

Las células BR-eGFP-CMV/Luc V5 (BRVS), una vez aisladas del cerebro y crecidas
en cultivo primario se preservaron para los diferentes experimentos y se procesaron
para inocularlas en la arteria carotida (CA) interna (ver seccion 4.1.7.2.), siguiendo
un meétodo que disminuia el tiempo de latencia en la induccion de la MC.
Posteriormente, las células obtenidas por cultivo primario de estas MC se pasaron a
denominar BR-eGFP-CMV/Luc V5CA (Figura 11). Estas fueron las células que se
utilizaron en los sucesivos experimentos de MC para establecer el modelo de

tratamiento con radio-quimioterapia.
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1x108 células

% <= 12|noculacion en ventriculo izquierdo (V)

A

4 — 6 semanas ‘

s

% — 1x108 células (V1)

Cultivo primario L. . R
P <4=—=_23 |noculacion en ventriculo izquierdo
% (con V1: células obtenidas del cerebro tras la
’ 12 inoculacién en ventriculo izquierdo)

4 — 6 semanas
<4=——=37 Inoculacion en ventriculo izquierdo

(con V2: células obtenidas del cerebro tras la

4 — 6 semanas 22 inoculacién in ventriculo izquierdo)

@ 43 Inoculacién en ventriculo izquierdo

‘ (con V3: células obtenidas del cerebro tras la
4 — 6 semanas

’ % 1x108 células (V4)
é% <4=—==5? Inoculacion en ventriculo izquierdo

(con V4: células obtenidas del cerebro tras la

32 inoculacion en ventriculo izquierdo)

4 — 6 semanas 42 inoculacion en ventriculo izquierdo)

% : 1x108 células (V5)

Cultivo primario
<= 1? Inoculacion en arteria carétida interna (CA)

(con V5: células obtenidas del cerebro tras la
52 inoculacion en ventriculo izquierdo)

Figura 11. Procedimiento de seleccion celular. Esquema representativo de los diferentes pases realizados
con las células tras las inoculaciones en ventriculo izquierdo, desde V1 hasta V5, asi como la primera
inoculacion en arteria carétida interna. Basado en el esquema de Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.

4.1.5. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron distintas cepas de ratdn para la optimizacion del modelo en las

diferentes fases del estudio. Asi, se utilizaron ratones hembra CD1 (non-nude),

ratones hembra Balb-c-nude y ratones hembra atimicos Nude-Foxn1nu (Tabla 15).
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Tabla 15. Caracteristicas de los ratones utilizados y su aplicacién para el

desarrollo final del modelo experimental

(*) Fuente: Charles River Laboratories, Inc. USA. https://www.criver.com/
(**) Los tipos de experimentos realizados durante todo el desarrollo del modelo hasta su obtencién final han sido:

experimentos "piloto", aquéllos realizados para comprobar la validez y reproducibilidad del modelo y esquema de
irradiacion disefiados, del modelo de inoculacién intracarotidea con sus modificaciones, y para comprobar el
desarrollo de MC por imagen de RMN; y experimentos "finalistas", aquéllos realizados para conseguir una
finalidad, un resultado que apoye o rechace la hipétesis planteada en cada caso.

(***) Simoes RV et al. (2008)

(****) Martinez-Aranda A et al. (2013).

107



MATERIAL Y METODOS

Todos estos animales se adquirieron en Charles-River Laboratories (Wilmington,
MA, USA) y se hospedaron en el estabulario de I'Institut d’Investigacio de Bellvitge
(IDIBELL) en condiciones libres de patogenos (SPF: “Specific Patogen Free”), a una
temperatura de 20-24°C, con una humedad relativa del 60% y con periodos de luz-
oscuridad de 12-12h. Los animales tuvieron libre acceso a agua, tratada

previamente con radiacion UV, y a una dieta estéril adecuada.

Todos los procedimientos relacionados con animales expuestos en la Tabla 15 se
realizaron de acuerdo con las “National Institute of Health Guidelines for the Care
and Use of Laboratory Animals” y con la aprobacion del comité ético de cuidado
animal del IDIBELL.

4.1.5.1. Ratones hembra CD1 (non-nude)

Para los experimentos se utilizaron animales con pesos en un rango entre 29.9 y
48.9 gr. (peso medio £ SD: 35.5 + 5.4). Con esta cepa se realizaron diferentes

experimentos piloto:

4.1.5.1.1. Experimento piloto de tolerancia y supervivencia a la irradiacién craneal.

Los animales se dividieron en dos grupos, un grupo control y un grupo irradiado,
aplicandose un esquema clasico en clinica humana de irradiacion craneal de 3
Gyl/fraccion, 1 fraccion/dia y 5 dias/semana, hasta completar una dosis total de 30

Gy, con nuestro modelo de irradiacion (ver seccion 4.1.12.2.).

4.1.5.1.2. Experimentos piloto de inoculacion intracarotidea.

El objetivo fue realizar modificaciones sobre la técnica quirurgica de inoculacion
inicial 2°* con la finalidad de aumentar la supervivencia de los animales y llegar a
adaptar la técnica de inoculacion al modelo de tratamiento. Tras la optimizacion de la
instrumentacion y el abordaje quirurgico, se comprobd que las células tumorales
fluorescentes que se inyectaban llegaban a los vasos sanguineos cerebrales en

cantidad suficiente.
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4.1.5.2. Ratones hembra Balb/c-nude

4.1.5.2.1. Experimento piloto de tolerancia y supervivencia a la irradiacién craneal.

El peso de los ratones al inicio del experimento tenian un rango entre 20.7 y 23.3 gr.
(peso medio + SD: 22.2 + 0.9). Al igual que con los CD1, los animales se dividieron
en dos grupos, un grupo control y un grupo irradiado, aplicandose el esquema
clasico de irradiacion craneal en clinica humana de 3 Gy/fraccion, 1 fraccion/dia y 5
dias/semana, hasta completar una dosis total de 30 Gy con nuestro modelo de
irradiacion (ver seccion 4.1.12.2.).

4.1.5.2.2. Experimentos de evaluacion por RMN craneal del crecimiento de la

metastasis tras la inoculacioén intracarotidea.

Estos experimentos se enmarcaron en una colaboracion con el Departament de
Bioquimica i Biologia Mol-lecular de la Universitat Autobnoma de Barcelona (Simoes
et al., 2008) 24 para demostrar "in vivo" mediante RMN el desarrollo de las MC tras
la inoculacion intracarotidea y realizar el seguimiento de la progresion metastasica
en SNC. Para estos experimentos se utilizaron ratones cuyo peso estaba

comprendido entre 22.0 y 24.0 gr.

4.1.5.3. Ratones hembra Atimicos (Nude-Foxn1nu)

4.1.5.3.1. Experimento piloto de tolerancia y supervivencia a la irradiacion craneal.

Los animales se distribuyeron teniendo en cuenta sus pesos, que estaban en un
rango entre 27.1 y 31.7 gr. (peso medio + SD: 28.7 + 2.6). Para el tratamiento se
dividieron en dos pequefios grupos, un grupo control y un grupo irradiado. El
esquema de tratamiento estaba basado en el concepto de dosis efectiva bioldgica
(BED) del Modelo Lineal-Cuadratico en Radiobiologia (ver Anexos 10.2 y 10.3). Se
aplico un esquema modificado no clasico de irradiacion craneal disefiado a tal
efecto, consistente en 5.5 Gy/fraccidn, 1 fraccion/dia en 3 dias consecutivos, hasta
completar una dosis total de 16.5 Gy.
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4.1.5.3.2. Experimento piloto de evaluacibn por RMN craneal de la técnica

optimizada de inoculacién intracarotidea.

El objetivo era constatar el desarrollo de MC utilizando la imagen de RMN, tras
haber inoculado los ratones con células BR-eGFP-CMV/Luc (V5CA) y haber
aplicado todas las modificaciones técnicas de implementacién llevadas a cabo en los
experimentos anteriores, a fin de definir la técnica actualizada de inoculacién. Se

utilizaron ratones cuyo peso estaba comprendido entre 22.0 y 28.0 gr.

4.1.5.3.3. Experimentos de seleccion celular y de tratamiento combinado.

Se utilizaron animales con pesos en un rango entre 22.0 y 28.0 gr. (peso medio +
SD: 25.6 + 1.4) para desarrollar un modelo de MC que consistia en inocular las
células en el ventriculo izquierdo de los ratones y esperar el desarrollo de MC, para
luego obtener por cultivo primario las células metastasicas, que se volvian a inyectar
de nuevo en el ventriculo izquierdo de otros animales. En una primera fase, este
proceso se llevd a cabo sucesivamente para obtener unas células altamente
metastasicas en cerebro, que desarrollaban la enfermedad tras un corto periodo de
latencia, al haberse seleccionado células con capacidad de atravesar la BHE. Una
vez obtenidas células altamente metastasicas, disefiado el protocolo de irradiacién
craneal y optimizada la técnica de inoculacion intracarotidea se estudio "in vivo" la

respuesta a un tratamiento combinado radio-quimioterapico de las MC inducidas.

4.1.6. PROCEDIMIENTOS DE ANESTESIA

Las pautas de anestesia se adaptaron a las exigencias del procedimiento a realizar.

4.1.6.1. Inoculacién intracardiaca (ventriculo izquierdo)

Los ratones se anestesiaron con una combinaciéon de ketamina, a dosis de 100

mg/Kg, y de xilacina, a dosis de 10 mg/Kg, administrada por via intraperitoneal. El

procedimiento se realiz6 bajo condiciones estériles en una camara de flujo.
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4.1.6.2. Inoculacién en la arteria carétida interna (técnica optimizada)

Los ratones se anestesiaron por via inhalatoria bajo condiciones estériles en una
camara de flujo, usando una mezcla de O: e isofluorano al 5% a un flujo de 4 L/min
para la induccién, y al 1.5 — 2.0% a un flujo de 0.3 L/min como pauta de

mantenimiento.

4.1.6.3. Exploracion del proceso metastasico mediante RMN

La anestesia por via inhalatoria se realizé usando una mezcla de O e isofluorano al
2.5 - 3.0% con un flujo de 2 L/min para la induccién, y al 0.7 - 2.5% con un flujo de
0.3 L/min para el mantenimiento. La frecuencia respiratoria se mantuvo entre 40 y 60
respiraciones/min. La temperatura corporal, medida con una sonda rectal, se
mantuvo entre 36.5 y 37.5 °C aplicando un sistema de agua caliente recirculante
incorporado al lecho del animal. La frecuencia respiratoria y la temperatura corporal
se monitorizaron constantemente (SA Instruments, Inc, New York, NY, USA). Este
procedimiento se realizd en la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), en el

contexto de la colaboracion con el Departament de Bioquimica i Biologia Mol-lecular.

4.1.6.4. Tratamiento holocraneal con radiacion ionizante

Una vez configurado el modelo de irradiacion, y bajo condiciones estériles en una
campana de flujo, anestesiamos a los animales via intraperitoneal con una
combinacion de ketamina, a una dosis de 100 mg/Kg, y de xilacina, a una dosis de
10 mg/Kg, antes de introducir los animales en decubito supino dentro de la caja
disefiada expresamente para la irradiacion craneal (ver seccion 4.1.12.2.).

4.1.6.5. Analisis por Bioluminiscencia
La anestesia inhalatoria, con una mezcla de Oz e isofluorano, se administré a los

ratones antes de la adquisicibn de imagenes: la induccion anestésica, con

isofluorano al 4% a 2 L/min, se realiz6 fuera de la camara de bioluminiscencia,
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mientras que la pauta de mantenimiento, con isofluorano al 2% a 0.3 L/min, se

proporcion6 dentro de la camara con los animales en posicion de prono.

4.1.7. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS PARA INDUCIR LA METASTASIS
CEREBRAL

4.1.7.1. Inoculacion en ventriculo cardiaco izquierdo

La inyeccion intracardiaca en ventriculo izquierdo es una técnica ampliamente
utilizada para la induccion de metastasis 2%, incluidas las cerebrales, menos
agresiva y con menor mortalidad que la inyeccion intracarotidea. Por ello, se
realizaron inicialmente experimentos de inoculacion de las células BR-eGFP-
CMV/Luc en el ventriculo cardiaco izquierdo, como paso previo para seleccionar las

células con mayor capacidad de atravesar la BHE y llegar al parénquima cerebral.

Primero se realiz6 el procedimiento de anestesia correspondiente (ver seccion
4.1.6.1.). Después se colocaron los animales en posicidon de supino vy, tras limpiar la
piel con solucién antiséptica yodada, se procedi6 a visualizar las costillas abriendo la
piel longitudinalmente en la linea paraesternal izquierda. Posteriormente, las células
BR-eGFP-CMV/Luc, a una concentracion de 1x10° células / 100 upl HBSS, se
inyectaron en el 3° espacio intercostal izquierdo, entre la 32 y la 42 costillas 2%,
perpendicularmente a la superficie de la pared toracica (Figura 12).

Después de haber traspasado la pared toracica con la aguja, seguiamos
introduciéndola poco a poco y, sin variar su direccion, realizabamos pequefias
aspiraciones con el émbolo de la jeringa a medida que ibamos introduciendo la
aguja, hasta que el volumen de la suspension cargado en la jeringa se mezclaba
bruscamente con sangre arterial oxigenada, de color rojo vivo, signo de que la aguja
estaba dentro del ventriculo izquierdo. Llegado a este punto, se proseguia
inoculando la suspension de forma lenta durante unos 15 segundos. Una vez
inyectada la suspension, se procedid a cerrar la piel con grapas. Cuando los
animales mostraban signos de haber desarrollado las metastasis, como

hipomovilidad, asimetria de movimientos, alteraciones en la marcha o caquexia, se
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sacrificaron mediante inyeccidn intraperitoneal de pentobarbital sédico (ver seccion
4.1.10.1.). El cerebro y otros o6rganos como pulmones, higado, glandulas
suprarrenales, ovarios, ganglios linfaticos mediastinicos y abdominales se extirparon
y se examinaron bajo el microscopio de fluorescencia para detectar la presencia de
células BR-eGFP-CMV/Luc, que expresaban la proteina verde.

A Plano frontal B Plano lateral
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Figura 12. Técnica de inoculacion celular en ventriculo cardiaco izquierdo. (A) Visién en el plano frontal.
(B) Vision en el plano lateral.

4.1.7.2. Inoculacién en arteria carétida interna (técnica optimizada)

La arteria carotida elegida para la inoculacion fue siempre la derecha, por motivos de
orientacion respecto al campo visual para el experimentador diestro. Una vez
realizado en el animal el procedimiento de anestesia correspondiente (ver seccion
4.1.6.2.) y previamente a la intervencion, se le inyectaba via subcutanea 20
ml/Kg/dia de suero glucosalino conjuntamente con meloxicam al 5% a dosis de 100
pl/20gr/dia y buprenorfina a dosis de 0.01 mg/Kg/dia durante dos dias; todo ello con
el fin de mantener una buena hidratacion y un Optimo efecto analgésico,
respectivamente. Seguidamente, el cuello del animal se desinfectaba con solucién

antiséptica yodada, y una vez que la anestesia se regul6 y el animal se mantuvo

113



MATERIAL Y METODOS

dormido se procedié a abrir la piel del cuello con una incisién longitudinal en la linea
media para, una vez llegada a la horquilla esternal, continuar con una incisién lateral
derecha, adoptando la incision una forma de “siete invertido”, con el objetivo de
obtener un amplio campo quirurgico (Figura 13A). Se mantuvo el campo quirurgico
abierto estirando la piel de cada lado con hilos de seda (Figura 13B) y
posteriormente se disecaron todos los tejidos blandos, liberando cuidadosamente las
estructuras para identificar claramente la arteria carétida derecha, con sus
principales ramas, asi como los demas tejidos y estructuras circundantes (Figura
13C). Posteriormente, pinzamos con unas pequefas pinzas microvasculares
(Vascular Clamps F.S.T. ref.00396-01-S&T, Switzerland) la raiz de la arteria carétida
externa, bajo el origen de su rama occipital, y luego la rama estapedial, localizada
profunda y cranealmente en el cuello. De esta manera, aseguramos que la mayoria
de las células inoculadas (1x10® células/100 ul HBSS) accediesen lentamente al
cerebro a través de la rama carétida interna. Justo antes de la inoculacion, para
mantener inmovil la arteria carétida comun se podia utilizar bien un hilo de seda
rodeando la arteria, para que al estirar lateralmente de él por sus dos extremos
pudiésemos redirigirla e inmovilizarla, o bien unas pinzas que la sujetaran
caudalmente cerca de la base del cuello. En este ultimo caso, el punto de inyeccion
de la suspension celular se realizaria justo cranealmente a las pinzas. (Figura 13D).
Para la inyeccion se utilizaba una jeringa Hamilton® (100 ul, Bonaduz, Switzerland) y
aguja Hamilton® de 33 Gauge (PK6), Una vez que la aguja estaba dentro de la luz
de la arteria carotida comun aflojabamos el hilo o las pinzas, dependiendo de lo que
hayamos utilizado para inmovilizar la arteria, y seguidamente dirigiamos la aguja
hacia la luz de la arteria carétida interna y, una vez aqui, liberabamos la suspension
celular lentamente en su totalidad. Después comprimiamos con una torunda el punto
de inoculacion y retirabamos la aguja, manteniendo la compresion durante unos
minutos, realizandose asi la hemostasia por compresion. Mientras realizabamos la
hemostasia compresiva, retirabamos las pinzas microvasculares que habiamos
colocado para que se reanudara el flujo vascular fisiolégico. Una vez comprobado
que no habia sangrado (Figura 13E), se limpiaba el campo quirurgico con suero
fisiologico y solucion yodada, se cerraba la piel con grapas y se limpiaba la herida
con solucion yodada (Figura 13F). Finalizabamos interrumpiendo el flujo de la

mezcla con isofluorano y administrando una alta concentracion de Oz durante unos
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segundos, antes de colocar al animal bajo una fuente de calor seco para una rapida

recuperacion.

Figura 13. Esquema grafico de los pasos seguidos para la inoculacion intracarotidea con la técnica
optimizada. 1. Arteria carétida comin. 2. Nervio vago. 3. Vena yugular. 4. Bifurcacion carotidea. 5. Arteria
carétida externa. 6. Arteria carétida interna. 7. Rama arterial occipital. 8. Rama arterial estapedial. 9. Rama
arterial carétida interna. 10. Glandula submaxilar. 11. Traquea. En la Figura 13C, la arteria carétida interna
parece externa, pero en realidad, esta localizada en un plano mas profundo, por detras de la arteria carétida
externa. Al disecar y liberar las estructuras puede apreciarse por detras y ligeramente por fuera de la arteria
cardtida externa. Ademas, en su parte mas craneal, muy cerca de la base del craneo, da la rama arterial carétida
interna propiamente dicha, que es la que se introduce en el craneo e ira al parénquima cerebral.
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4.1.8. ANALISIS POR RMN

La imagen por RMN (MRI) del cerebro permite visualizar con mayor precision que la

tomografia computerizada (TC) diferentes estructuras anatomicas.

Para constatar por imagen la aparicion de MC en los ratones atimicos inoculados en
la arteria cardétida interna segun la técnica descrita (ver seccion 4.1.7.2.), se estudio
un grupo de 6 animales, inoculados en el estabulario del IDIBELL y supervisando su
recuperacion post-operatoria durante las 48 horas siguientes a la inoculacion.
Después del periodo de recuperacion se trasladaron al estabulario de la UAB, donde
se aislaron y se sometieron a cuarentena 48 horas. Este tiempo también permitio

que se recuperaran del estrés ocasionado por el traslado.

Los estudios de imagen de RMN se llevaron a cabo en un espectrémetro horizontal
de alto campo, ubicado en el Servicio de Resonancia Magnética Nuclear de la
Universitat Autonoma de Barcelona (UAB-CIBER-BBN), utilizando un iman horizontal
de 7T (BioSpec 70/30; Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany) equipado con gradientes
blindados o protegidos activamente, por una bobina de gradiente B-GA12 insertada
en un sistema de gradiente B-GA20S, y una bobina de superficie de recepcién en
cuadratura, activamente desacoplada de un resonador de volumen con un diametro

interno de 72 mm.

Tras el procedimiento de anestesia correspondiente (ver seccidén 4.1.6.3.) todos los
animales se exploraron en los planos axial y coronal con imagenes de resonancia
magnética de alta resolucién en secuencia T2. Para ello, se eligi6 una secuencia
RARE; campo de vision (FOV) de 19.2 x 19.2 mm; matriz (MTX) de 256 x 256 (0.075
x 0.075 mm/pixel); numero de cortes (NS): 10; grosor de corte (ST) de 0.50 mm;
tiempo de ECHO (TE) de 12 ms (TE efectivo: 36 ms); tiempo de reciclaje (TR) de 4.2
s; numero de promedios o medias (NA): 4; tiempo total de adquisicién (TAT) de 6
min y 43 s. Las imagenes se obtuvieron semanalmente y solo a nivel de cerebro,
dado que la sonda de superficie estaba optimizada para esta zona. Cuando se
aprecio el deterioro clinico en consonancia con la imagen de las lesiones, los

animales se sacrificaron segun el procedimiento habitual (ver seccion 4.1.10.1.).

116



MATERIAL Y METODOS

4.1.9. ANALISIS DE BIOLUMINISCENCIA

La luciferina es una sustancia quimica que se encuentra en las células de varios
organismos bioluminiscentes. Cuando el enzima luciferasa la oxida en presencia de
ATP se produce la emision de una luz verde azulada, que puede registrarse y

cuantificarse con un sistema de analisis de imagen luminométrico.

Las células BR-eGFP-CMV/Luc, que llevan incorporado el gen de la luciferasa,
emiten luminiscencia en contacto con la luciferina, por lo que pueden ser detectadas
"in vivo", lo que permite realizar un seguimiento de la evolucion de las células

metastasicas en el cerebro de los animales tras el tratamiento administrado.

La solucion de luciferina (D-Luciferin Firefly potassium salt, L-8220-Biosynth AG; 1
gr/vial) se prepar6é de acuerdo con la hoja de recomendaciones para el uso del
producto o “data sheet”. Asi, preparamos 1 gr de luciferina en PBS sin Mg?* ni Ca?*,
para conseguir una concentracion de 15 mg/ml y posteriormente la filtramos a través
de un filtro de 0.2 um para esterilizarla. Una vez reconstituida se preservd en

alicuotas a -20°C.

La solucion de luciferina se inyectaba a temperatura ambiente via intraperitoneal a
10 pl/gr de peso, 10 minutos antes de la adquisicion de las imagenes. El periodo de
tiempo planificado para la adquisicion de imagenes fue el mismo para todos los

grupos de animales de un mismo experimento y se mantuvo hasta concluirlo.

Los animales anestesiados segun el procedimiento (ver seccion 4.1.6.5.)
permanecian estables durante el proceso de adquisicion de imagenes. A tal fin se
utilizé un sistema Caliper (LifeSciences. Hopkinton, MA, USA) con un analisis de
imagen incorporado (Living Image 4.1 image analysis software), con el que se
efectuaba la adquisicion luminiscente "in vivo" del proceso metastasico y su
seguimiento. El numero de fotones estaba expresado en fotones por segundo (p/s).
El parametro elegido para la evaluacion del tratamiento fue el “Average Radiance
(AVR)” (p/slcm?/sr). Para la cuantificacion total de la imagen se tenia en cuenta el

numero de fotones por pixel de un area de interés, esto es, la media de fotones por
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pixel. Las sefiales inespecificas de quimioluminiscencia se sustraian de todas las
medidas de bioluminiscencia craneal como parte del analisis de las imagenes. Para
ello, un ratdon sano, no inoculado con células tumorales, recibia solucién de luciferina
intraperitonealmente, a dosis de 10 pl/gr 10 minutos antes de la adquisicidon de las

imagenes.

4.1.10. PROCEDIMIENTOS DE SACRIFICIO, NECROPSIA Y PRESERVACION DE
CEREBRO

4.1.10.1. Sacrificio

Los animales se sacrificaron mediante inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sédico (Dolethal®), a una dosis letal de 150 mg/Kg, dosis triple de la dosis
anestésica a partir de la solucion madre de 20 gr/100ml, cuando aparecian signos
clinicos de enfermedad o se detectaba pérdida de peso progresiva.

4.1.10.2. Necropsia

El procedimiento de necropsia fue igual, siguiendo el mismo orden y de forma

metodica, en todos los experimentos:

1°. Con el ratén en decubito prono, se realizaba la apertura amplia de la piel del
craneo por su linea media, dejando al descubierto toda la superficie exterior del
craneo. Seguidamente, con unas tijeras pequenas de puntas agudas se seccionaban
ambas caras laterales del craneo partiendo del orificio occipital y en sentido anterior,
y luego se seccionaba todo el craneo por su linea media en sentido sagital. Una vez
realizadas estas tres secciones, se abria la cavidad craneal a modo de libro,
exponiendo todo el encéfalo sin dafiarlo ni cortarlo. Con unas pinzas finas de punta
roma se separaba el encéfalo de la base del craneo, seccionando todos los pares
craneales y la parte distal del bulbo. De esta manera se extraia todo el encéfalo

integro.
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2°. Con el raton en decubito supino, separando las cuatro extremidades del tronco y
fijandolas en la superficie de apoyo y fijando la cabeza en hiperextension, se
procedia a la apertura amplia de la piel del térax por su linea media y en sentido
ascendente, empezando por debajo de la apdfisis xifoides del esterndn, pasando por
la fosa supraesternal y acabando en el mentdn mandibular. Seguidamente, se
seccionaba el esterndn con tijeras pequenas por su linea media o paraesternal en
sentido ascendente, se abria la caja toracica y, tras una primera inspeccion, se
seccionaba en bloque el mediastino con los pulmones, traquea, es6fago y corazon.
Tras la extraccion de los organos toracicos éstos se inspeccionaban
macroscopicamente con detenimiento, al igual que la parte interna de toda la pared
toracica y cupulas diafragmaticas. Al final de esta parte del proceso, se abria la cara
anterior del cuello y se inspeccionaba ambos lados del mismo.

3° Manteniendo el raton en la posicion de decubito supino, se seccionaba
ampliamente la piel abdominal por linea media y en sentido descendente hasta
llegar al area genital. A continuacion, se seccionaba en sentido descendente la
pared abdominal por su linea media y se exponia todo el contenido abdomino-
pélvico. Tras una inspeccidén general de todos los 6rganos abdominales, se extraia
en bloque todo el tubo digestivo, desde la parte distal del es6fago hasta el recto,
liberando y disecando sus estructuras para su inspeccidn macroscopica. Después se
extraia higado, pancreas, bazo, rinones, glandulas suprarrenales, vejiga y genitales
internos. Una vez extraidos los 6rganos abdomino-pélvicos, se inspeccionaba toda

la pared interna abdominal.

Todos los dérganos extraidos se lavaban con suero fisioldégico para limpiarlos de
sangre y se colocaban sobre papel secante antes de su analisis macroscopico
individualizado.

4.1.10.3. Preservacion de cerebro

Tras extraer el encéfalo en la necropsia, lo lavabamos con suero fisiologico y lo

colocabamos unos segundos sobre papel secante. Seguidamente, para fijar el tejido
cerebral se sumergia el 6érgano en paraformaldehido (PFA) al 4% durante 24 horas
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aproximadamente. Tras este tiempo, se le hacia un lavado con solucion salina con
fosfato tamponada (PBS) al 1% y se trasladaba a una solucién de sacarosa al 30%
(30 gr sacarosa con 100 ml de PBS) durante 12-24 horas aproximadamente, hasta
que el cerebro se depositaba en el fondo del recipiente. Después de este tiempo se
dejaba escurrir en papel secante unos segundos, para colocarse finalmente en un
molde y cubrirlo con medio de congelacidén tisular OCT (Sakura Tissue-Tek®),
evitando que quedaran burbujas. Paralelamente, se disponia en un pequefo
recipiente metalico una pequena cantidad de metilbutano, la base del cual la
poniamos en contacto con nitrogeno liquido hasta que se enfriara, unos 30
segundos aproximadamente. Para realizar la congelacion de la muestra se
introducia el molde con la muestra en OCT dentro del recipiente metalico, flotando
en el metilbutano, y se volvia a poner la base de este recipiente en contacto con el
nitrogeno liquido hasta que quedara todo completamente congelado, cosa que
sucedia cuando el OCT con la muestra pasaba de ser viscoso y transparente a ser
sélido y de color blanco opaco. Una vez congelada, la muestra se preservaba
archivada en el congelador de -80°C hasta ser procesada.

4.1.11. ESTUDIO HISTOLOGICO

4.1.11.1. Microscopia de fluorescencia

Para demostrar la llegada de células fluorescentes a la circulacion cerebral tras la
inoculacion intracarotidea se utilizaron ratones hembra CD1, que se sacrificaron a
los 5 minutos después de la inoculacion y se les extrajo el cerebro, realizandose el
procedimiento de preservacion en OCT (ver seccion 4.1.10.3.). El analisis
microscopico del tejido se realizé en cortes criostaticos de 20 ym de espesor que se
analizaron con el microscopio de fluorescencia (40X).

Por otra parte, tras el sacrificio de los ratones hembra atimicos utilizados en los
experimentos de inoculacion en el ventriculo cardiaco izquierdo como procedimiento
de seleccion celular o6rgano-especifica en los distintos pases, se realizo el
procedimiento de necropsia, con la extraccion de los érganos para su inspeccion

macroscopica y con el microscopio de fluorescencia. Los 6rganos a estudio como
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encéfalo/cerebro, pulmones, higado, glandulas suprarrenales, ovarios y ganglios
linfaticos macroscopicos mediastinicos y abdominales se lavaron con suero
fisioloégico en una placa de Petri y se disgregaron con un bisturi de forma minuciosa
en sus respectivas placas, con el fin de evaluar la presencia de células tumorales

fluorescentes.

4.1.11.2. Tincion con hematoxilina-eosina

Para demostrar que las lesiones observadas en RMN correspondian a MC
alternativamente se realizaron analisis histoldgicos de los cerebros congelados en

OCT y tefidos con la tincion de hematoxilina-eosina (H&E).

En el criostato, manteniendo una temperatura de -27°C, se realizaron cortes de 5 um
de grosor en los bloques de cerebros en OCT. Las muestras de cerebro se
dispusieron en portas de cristal tratados con polilisina y se tifiieron con el siguiente

procedimiento:

1°. Se dejaron los cortes realizados a temperatura ambiente durante 15 min.

2°. Se les aplico un breve lavado de 1 min en agua destilada.

3°. Se introdujeron en la cubeta con hematoxilina durante 3 min.

4°. Se realizé un bano en agua destilada durante 2 min.

5°. Se realizé un lavado rapido en solucién acida.

6°. Un lavado en una cubeta con agua corriente durante 2 min para conseguir el
viraje de color, evitando que el agua cayera directamente sobre el tejido.

7°. Introduccion de las muestras en la cubeta con eosina durante 1 min.

8°. Inicio de deshidratacion, introduciendo las muestras de forma consecutiva y
ordenada en alcohol etilico a concentraciones crecientes: alcohol 70%, 2
bafios de 5 min cada uno; alcohol 96%, 3 bafios de 5 min cada uno; y alcohol
100%, 3 bafos de 5 min cada uno.

9°. Fijacion en bafios de xilol: 3 bafios de 5 min cada uno.

10°. Al final del proceso, se puso una gota de medio de montaje DPX en el porta

encima de cada muestra y luego se coloco encima de cada una de ellas un

cubreobjetos.
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Las muestras tefiidas se observaron bajo el microscopio optico inicialmente a 4X,y a

20X en las zonas donde se apreciaban lesiones.

4.1.12. RADIOTERAPIA

4.1.12.1. Infraestructura

Para calcular la distribucion de dosis en el cerebro de los animales que se
sometieron a tratamiento, utilizamos un escaner helicoidal de tomografia
computerizada (TC) de uso clinico, y para realizar las sesiones de radioterapia
utilizamos un acelerador lineal CLINAC-2100 (Varian Oncology Systems) también
de uso clinico, ambos ubicados en el Servei d’'Oncologia Radioterapica de I'lnstitut
Catala d’Oncologia (I.C.O.) Hospital Duran i Reynals, L’Hospitalet de Llobregat,

Barcelona.

Una vez obtenidas las imagenes de TC del craneo de los animales, éstas se
utilizaron para realizar el calculo dosimétrico, el cual se hizo utilizando el “CADplan
Treatment Planning Software" (Varian Dosimetry Software, Darmstadt, Germany), un
programa de planificacién de radioterapia externa ubicado en las instalaciones del
Servei de Fisica Médica de I'Institut Catala d’Oncologia (1.C.O.) del Hospital Duran i

Reynals, L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona.

4.1.12.2. Diseino del Modelo

Tanto para realizar el calculo dosimétrico como posteriormente las sesiones de
tratamiento, el disefio del modelo que utilizamos constaba de los siguientes

elementos (Figura 14):

1. Una caja de estabulacion hermética, con unas marcas dibujadas en las cinco
caras de la misma para alinear y referenciar la posicion de los animales. 2. Un
soporte solido flexible de gel de silicona o Bolus (Lorca Marin, S.A., 30007, Murcia.
Espafna), de densidad agua, de 3 cm de espesor, sobre el cual se excavaron
previamente, de forma alineada, unos lechos individuales para el apoyo de las
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cabezas de los animales en posicidén de supino. 3. Un segundo soporte de gel con el

gue se cubrian las cabezas de los ratones una vez colocadas en su lecho.

En la campana de flujo del estabulario se colocaba el soporte o bolus en el fondo de
la caja alineandolo con las marcas que previamente habiamos hecho en las caras de
la misma (Figura 14A), y una vez que los animales se anestesiaron segun el
procedimiento correspondiente (ver seccion 4.1.6.4.) se colocaron en decubito
supino sobre el bolus, colocando las cabezas de aquéllos en cada uno de los huecos
del soporte realizados para tal fin. Los animales, una vez colocados en la posicion
de supino, se fijaron al soporte con esparadrapo de papel, vigilando que la via aérea
estuviera libre y que respiraran bien (Figura 14B). A continuacion, las cabezas de los
animales se cubrieron con otra lamina de bolus, de tal manera que el aire fluyera sin

problemas hacia la boca y los orificios nasales (Figura 14C).

A B Cc

Figura 14. Elementos constitutivos del modelo de irradiacion craneal. A. Bolus alineado con las marcas de
la caja. Por las marcas negras dibujadas en la caja es por donde pasaran las luces laser de alineamiento (lineas
rojas discontinuas) de la sala de tratamiento. B. Las cabezas de los animales anestesiados se colocan en
posicidon de supino sobre el bolus en cada uno de sus lechos correspondientes. C. El segundo bolus cubre las
cabezas, quedando representado como estaran alineados en la mesa del acelerador (lineas rojas de los laseres)
y cual sera el campo de tratamiento, delimitado por lineas amarillas. Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.

4.1.12.3. Calculo Dosimétrico
La tomografia computerizada (TC) obtenida del craneo de los animales se utilizd

para obtener, mediante el programa de planificacion, el calculo dosimétrico en el
tejido que queriamos irradiar. Las imagenes de TC dan informacion de las
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densidades de los diferentes tejidos y érganos, y esta informacion es la base para la
realizacion del calculo de la dosimetria, es decir, del calculo de las lineas de isodosis
(lineas que unen puntos con la misma dosis) y su distribucién en el volumen de
tejido que queriamos tratar, para una energia de radiacién de fotones de rayos-X

determinada.

Asi, los parametros suministrados por nosotros para la realizacién de la dosimetria

fueron los siguientes:

1. Energia de fotones de rayos-X: 6 MV (megavolts).

2. Rotacion del cabezal del acelerador (“gantry”): 180°.

3. Tamano de campo (hemicampo):
X1 =X2=7.5cm (dimensién total de X = 15.0 cm)
Y1=0.0cmeY2=50cm.

4. Distancia foco-superficie (SSD)= 100.0 cm.

5. Dosis prescrita por fraccion en el cerebro: 5.5 Gy.

6. Tasa de dosis: 240 UM/min (unidades de monitor/min).

Al realizar el calculo, y una vez visualizada la distribucion de las curvas de isodosis
en el monitor del planificador, pudimos determinar a qué profundidad del tejido y en
qué curva de isodosis queremos referenciar la dosis que queriamos administrar. Asi,

tras la realizacion de la TC y el calculo, obtuvimos los siguientes datos:

1. Los cerebros de los animales estaban situados a una profundidad entre 2.3 - 3.0
cm desde el isocentro del acelerador, ubicado en nuestro caso en la superficie de la
mesa de tratamiento.

2. El acelerador tenia que administrar 557 UM (unidades de monitor) para poder
depositar 5.5 Gy/fraccion en la isodosis del 100%.

3. La homogeneidad de dosis que obteniamos en el eje del haz fue de 5.5 Gy
(100%) como dosis minima y de 5.6 Gy (102%) como dosis maxima, y en la zona de
mayor dosis (a medio camino entre el eje del haz y su limite, aproximadamente) fue
de 5.6 Gy (102%) como dosis minima y de 5.7 Gy (104%) como dosis maxima. Por

tanto, los cerebros de los animales, situados a una profundidad entre 2.3 y 3.0 cm,
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se irradiaron con una dosis minima de 5.5 Gy y con una homogeneidad del 4%, es

decir, recibieron entre 5.5y 5.7 Gy/fraccion (Figura 15).

A (vista coronal)
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Figura 15. Representacion esquematica de la conformaciéon del campo de tratamiento y distribucion de
las curvas de isodosis. A. Vista coronal de las imagenes de TC reconstruidas sobre el modelo. Se aprecia la
representacién de las dimensiones del campo de tratamiento X = 15.0 cm e Y2 = 5.0 cm, limitado por el
rectangulo amarillo (en este caso, Y1 = 0.0 cm). El punto rojo indica la proyeccién del isocentro del acelerador en
relacion al campo de tratamiento. El isocentro es el punto en el espacio alrededor del cual gira el foco de
radiacion ubicado en el cabezal del acelerador; punto del radio de giro del foco de radiacion. B. Distribucion de
las curvas de isodosis (% de dosis) en un corte de imagen axial del modelo de irradiacion cerebral, poniendo de
manifiesto cémo incide la radiacion sobre la cabeza de los animales. Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.
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4.1.12.4. Tratamiento

En los dias de tratamiento los animales se transportaron en la caja cerrada
herméticamente, desde la campana de flujo del estabulario a la unidad de
tratamiento donde esta el acelerador lineal (Figura 16), no abriéndose la caja en
ningun momento durante todo el procedimiento. Solo cuando finalizaron el
tratamiento y volvieron de nuevo a la campana del estabulario es cuando la caja se

abri6 para reubicarlos en sus jaulas.

A B

Figura 16. Disposicion del modelo de irradiacion en la sala de tratamiento. A. Caja herméticamente cerrada
conteniendo los animales anestesiados y colocada en la mesa de tratamiento, con las marcas negras de la caja
ajustadas con las luces laser de la sala, con el fin de alinearla en relacién al foco de radiacién del acelerador. B.
Posicion de giro que adopta el cabezal del acelerador (180°) en relacion a la caja alineada en cada sesion de
tratamiento.

4.1.13. QUIMIOTERAPIA
4.1.13.1. Temozolomida
Los farmacos antineoplasicos del grupo de los agentes alquilantes actuan
directamente sobre el DNA, incorporando grupos alquilo que dan lugar a la

formacion de puentes inter o intracatenarios responsables de la alteracién funcional

del DNA y, en ultimo término, de la muerte celular.
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La temozolomida (TMZ) es un agente alquilante, derivado de imidazotetrazina, que
actua como un profarmaco y se hidroliza espontaneamente, es decir, sufre hidrélisis
no-enzimatica a pH fisiologico, formandose su metabolito activo, la 5-(3-metiltriazen-
1-il) imidazol-4-carboxamida (MTIC), que también por hidrolisis produce otros
metabolitos como la 5-amino-imidazol-4-carboxamida (AIC) y la metilhidrazina. La
citotoxicidad de MTIC se debe fundamentalmente a la alquilacion (metilacion) del
DNA en las posiciones O6 y N7 de la guanina, formando O[6]-metilguanina, que
resulta en la inhibicion de la replicacion del DNA y causa la muerte celular
dependiente de la proteina p53. La TMZ es un inhibidor del ciclo celular no

especifico, teniendo lugar la detencion del ciclo celular entre las fases G2 y M 206209,

Desde el punto de vista farmacocinético, se trata de una molécula lipofilica que tras
su administracion via oral se absorbe rapidamente. Atraviesa la BHE, siendo su
concentracion en el SNC aproximadamente el 20-30 % de la plasmatica 2°°. Se une
en un 15% a proteinas y su tiempo de vida media (t 12) es de 1.8h. Es frecuente la
aparicion de resistencia a este farmaco en humanos. Alrededor del 39% de la dosis
de la TMZ se elimina por la orina. Por otro lado, clinicamente la TMZ se ha utilizado
en el tratamiento de gliomas y melanomas metastasicos combinada con la

radioterapia 2.

4.1.13.2. Preparacion y administraciéon

Para nuestro estudio, 100 mg de TMZ (= 98% HPLC, solid T2577, Sigma-Aldrich
Quimica, St. Louis, MO, USA) se resuspendieron en 0.5 ml de dimetil-sulfoxido
(DMSO, D5879 Sigma-Aldrich Quimica, St. Louis, MO, USA) como vehiculo, con una
concentracion final de 200 mg/ml como solucion madre. Para obtener homogeneidad
en la solucion, ésta se tratd con ultrasonidos (UPS0H Ultrasonic Processor,
Hielscher, Ultrasound Technology, Teltow, Germany), administrando cuatro pulsos
de 5 segundos de duracion, y cada uno de ellos con una amplitud del 30%, con
intervalos de 5 segundos entre ellos. La solucion madre se preservo congelada a
una temperatura de —80°C, dividida en alicuotas con las cantidades adecuadas para

cada administracion.
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La dosis de TMZ administrada a los ratones fue de 60 mg/Kg/dia, basada en el
protocolo consultado gracias a la cortesia del Departament de Bioquimica i Biologia
Mol-lecular de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB - CIBER-BBN).

Una vez calculado el volumen de la solucidon madre para cada raton, se afadia
DMSO hasta completar 20 pL de solucion de TMZ con DMSO, y una vez
completados estos 20 pyL se anadian 180 pL de suero fisioldgico, obteniendo un
vehiculo de administracion DMSO en suero salino al 10% (v/v), de tal manera que el
volumen final de administracién era de 200 uL cada dia de tratamiento por via oral
mediante una canula flexible estéril intragastrica (Instech Solomon, Plymouth, PA,
USA).

4.2. ESTUDIO CLINICO

4.2.1. PACIENTES

Se reclutaron un total de 318 pacientes diagnosticadas de carcinoma infiltrante de
mama entre 1989 — 2009 en tres centros hospitalarios: 252 pacientes del Hospital
Duran i Reynals - Institut Catala d’Oncologia con Hospital Universitari de Bellvitge
(L’'Hospitalet de Llobregat, Barcelona); 24 pacientes del Consorci Hospitalari Parc
Tauli (Sabadell, Barcelona) y 42 pacientes del Hospital Universitari Germans Trias i
Pujol - Institut Catala d’'Oncologia (Badalona, Barcelona).

En el estudio se tuvieron en cuenta variables clinico-patoldgicas, asi como factores
de riesgo conocidos clasicamente por su intervencién en el desarrollo de metastasis

en pacientes con cancer de mama. Se analizaron un total de 22 variables:

Edad en afios (<40 / 40-49 / >50); presencia de metastasis a distancia (M1) en el
momento del diagndstico del tumor primario (No / Si); administracion de
quimioterapia neoadyuvante (No / taxanos / no-taxanos); cirugia (No / tumorectomia
/ mastectomia / tumorectomia con linfadenectomia axilar / mastectomia con
linfadenectomia axilar / tumorectomia con ganglio centinela / mastectomia con

ganglio centinela); administracion de quimioterapia adyuvante (No / taxanos / no-
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taxanos); hormonoterapia adyuvante (No / tamoxifeno / otros); administracion de
trastuzumab adyuvante (No / Si); administracion de radioterapia post-operatoria (No
/ Si); recidiva local (No / Si); recidiva regional (No / Si); metastasis a distancia (M1)
(No / Si); localizacion de las metastasis; tamafo del tumor primario en mm (<20 /
>21); grado histologico (1 / 2 / 3); tipo histolégico (ductal / lobular / mucinoso /
medular); presencia de ganglios axilares positivos (0 / 1-3 / >4); estado de
receptores estrogénicos (negativos / positivos); estado de receptores progestagenos
(negativos / positivos); indice de Ki-67 (<14 % / >14 %); estado de triple-negativo
(No / Si); estado del Her2 (negativo / positivo) y subtipo molecular (Luminal A /
Luminal B / LumHer2+ / Her2-enriched / Triple-negativo).

La recogida de datos se hizo revisando la historia clinica de cada paciente. Al
tratarse de un estudio retrospectivo que incluia pacientes con un seguimiento medio
de seis afnos (rango: 8 meses - 12 afos), los valores de algunas de las variables no
estaban debidamente registrados en las historias; en este caso, la informacién se
recogio como datos perdidos a efectos de ser consideradas como “missing data” en
el analisis estadistico.

4.2.2. TEJIDOS

4.2.2.1. “Tissue Microarrays (TMAs)”

Los TMAs se prepararon con muestras de pacientes diagnosticadas de carcinoma
infiltrante de mama, archivadas en bloques de parafina en los respectivos
laboratorios de Anatomia Patoldgica de los diferentes hospitales. El patélogo utilizd
las secciones tefiidas con H&E para seleccionar tres areas representativas del
tumor. Los cilindros de 1 mm de diametro de cada area se obtuvieron usando un
sacabocados para biopsia cutanea y se depositaron en contenedores de bloques de

parafina (Tissue Arrayer. Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, USA).

Una vez obtenido el bloque con los TMAs se realizaron las secciones de 3 ym de

grosor y se transferian a los portas de cristal para el analisis inmunohistoquimico.
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4.2.2.2. Desparafinizacion y tincion con hematoxilina-eosina

Con las muestras se realizaron los siguientes pasos de forma ordenada vy

consecutiva:

1°.
2°.

3°.
4°,
5°.
6°.
7°.
8°.

9°.
10°.

11°.

Bafios en xilol: 3 bafios de 5 min cada uno.

Proceso de hidratacion, con bafios en alcohol etilico a concentraciones
decrecientes: en alcohol 100%, 3 bafios de 5 min cada uno; en alcohol 96%, 3
bafios de 5 min cada uno; y en alcohol 70%, 2 bafios de 5 min cada uno.

Un lavado de las muestras en agua corriente durante 5 min.

Un breve lavado de 1 min en agua destilada.

Sumergir las muestras en hematoxilina durante 3 min.

Aplicar un bafio en agua destilada durante 2 min.

Aplicar un lavado rapido en solucién acida.

Un lavado en agua corriente durante 2 min para que se produzca el viraje de
color, evitando que el agua caiga directamente sobre el tejido.

Sumergir las muestras en eosina durante 1 min.

Proceso de deshidratacion, bafios en alcohol etilico en concentraciones
crecientes y de forma ordenada: alcohol 70%, 2 bafios de 5 min cada uno;
alcohol 96%, 3 bafos de 5 min cada uno; y alcohol 100%, 3 bafios de 5 min
cada uno.

Proceso de aclaramiento: se vuelven a realizar bafios en xilol, con 3 bafios de
5 min cada uno. Y al final de este proceso de deshidratacién, se aplica una
gota de medio de montaje DPX sobre las muestras de tejido en el porta y se

coloca encima un cubreobjetos para proceder al examen microscopico.

4.2.2.3. Inmunohistoquimica

Para el analisis de la expresion protéica, se utilizaron anticuerpos especificos y

técnicas inmunohistoquimicas adaptadas a las caracteristicas de cada proteina a

estudio: Her2, receptores hormonales estrogénicos y progestagenos, Ki67, GRP94 y
FN14.
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Her2

Para estudiar el grado de expresion de Her2 se utilizaron el anticuerpo monoclonal
‘rabbit” Anti-Human HERZ2, clone anti-Her-2/NEU(4B5), pre-diluido (PATHWAY
HER2 4B5, Ventana Medical Systems, Inc.; AZ, USA) y el anticuerpo primario
policlonal “rabbit” Anti-Human HERZ2 (A0485. Dako, Glostrup. Denmark), clone c-
erbB-2 oncoprotein, a dilucion 1/350. Se utilizd el kit de deteccion Ultraview
Universal DAB (Ventana Medical Systems, Inc.; AZ, USA) en un sistema de tincidon
automatico (Benchmark TX, USA).

Segun criterios de la SEAP-SEOM, guias de la FDA y de ASCO-College of American
Pathologists 219, en la determinacién del estado de Her2 el resultado se considero:

1. Negativo (0), en ausencia de tincion de membrana o tincion en <10% de las
células;

2. Negativo (1+), en caso de tincion de membrana débil e incompleta en >10% de
las células;

3. “Borderline” (2+), en caso de tincion completa, débil o moderada, en >10% de
las células o tincion completa e intensa en 10-30% de las células;

4. Positivo (3+), en caso de tincion de membrana completa e intensa en >30% de

las células.

En los casos en que se objetivo un resultado “borderline” (2+) para Her2, se realizd
la técnica de "Hibridacion in situ con Cromogeno” (CISH) o de "Hibridacion in situ
con Fluorescencia" (FISH) para evaluar el numero de copias del gen de Her2 en el
nucleo celular y, asi, determinar su amplificacion. Para ello se siguieron los criterios
de las guias de la FDA y de ASCO-College of American Pathologists, y se interpreto

el resultado como:

1. No amplificado: si la ratio de sehales del gen Her2 frente a sefiales del
cromosoma 17 era menor de 1.8.
2. Amplificado: si la ratio de sefiales del gen Her2 frente a sefales del cromosoma

17 era mayor de 2.2.
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3. “Borderline”: si la ratio de sefiales del gen Her2 frente a sefiales del cromosoma
17 estaba entre 1.8y 2.2.

4. No interpretable, si ocurria al menos una de las siguientes
circunstancias: ausencia de sefales de una u otra sonda en al menos 20 células;
si estas sefales eran débiles o inexistentes en mas del 25% de las células; si no
era posible valorar como minimo dos areas diferentes de carcinoma infiltrante o si

los controles no mostraban el resultado esperado.

Receptores hormonales (RE, RP)

Para la evaluacion de los receptores estrogénicos (RE) se utilizaron el anticuerpo
monoclonal “mouse” Anti-Human-ER (NCL-L-ER-6F11; Novocastra™/ Leica
Biosystems), clone 6F11, a dilucién 1/40; y el anticuerpo monoclonal “mouse” Anti-
Human-ER (M7047; Dako. Glostrup. Denmark), clone ID5, a dilucién 1/30.

Para la evaluacion de los receptores de progesterona (RP) se utilizaron el anticuerpo
monoclonal “mouse” Anti-Human-PR (NCL-L-PGR-312; Novocastra™/ Leica
Biosystems), clone 16, a dilucion 1/40; y el anticuerpo monoclonal “mouse” Anti-
Human-PGR (N1630; Dako. Glostrup. Denmark), clone PgR-636, prediluido.

La valoracion inmunohistoquimica de RE y RP se realizo utilizando el sistema
automatizado de Ventana Benchmark Immunostainer con el kit Ultraview Universal.
Ambos receptores hormonales se consideraron positivos si la positividad nuclear

estaba presente en >5% de las células tumorales.

Ki67

La evaluacion del Ki67 se realizé utilizando el anticuerpo monoclonal “mouse” Anti-
Human-Ki67 (Dako. Glostrup, Denmark), clone MIB-1, a dilucién 1/600; y el
anticuerpo monoclonal “mouse” Anti-Human-Ki67 (NCL-L-Ki67-MM1; Novocastra™),
clone MM1, a dilucién 1/50.
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La valoracién inmunohistoquimica de Ki67 se realizd utilizando el sistema

automatizado de Ventana Benchmark Immunostainer con el kit Ultraview Universal.

Ki67 se valor6 como el porcentaje de células con positividad nuclear. Para su
determinacién se contabilizaron > 200 células totales. El valor del resultado se dio en
porcentaje: <10%, >30%, y para los valores comprendidos entre 10-30% se
especificd el valor porcentual correspondiente. El resultado fue revisado por dos
patologos y se considerd positivo cuando el porcentaje de células con positividad

nuclear era > 14% y negativo cuando era <14%.

GRP9Y%4

Para optimizar el analisis inmunohistoquimico se utilizd tejido de carcinoma de
mama como tejido control para la expresion de GRP94. Para desenmascarar el
antigeno se utilizé el calentamiento de la muestra en un recipiente a presion durante
7 min en tampon citrato. Se utilizo el anticuerpo primario policlonal “goat” anti-
GRP94 sc-1794 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) a dilucién
1/2000. Se diluyé en el tampon Dako Real™ Antibody Diluent Buffer
(Dakocytomation, Dako, Glostrup, Denmark): "Tris buffer" a pH= 7.2, y 15 mM NasN.
Se utilizé el kit de visualizacion "Labelled Streptavidin-Biotin System, Horseradish
Peroxidase" (LSAB System, HRP; Dakocytomation), incluyendo como anticuerpos
secundarios inmunoglobulinas “anti-goat” biotiniladas en PBS, estreptavidina
conjugada con HRP (peroxidasa) en PBS, y 3-3’diaminobenzidina (DAB) liquida

como sustrato cromogeno.

La optimizacion de las tinciones, los parametros de evaluacion y los analisis se
establecieron por dos patdlogos que desconocian los datos clinicos. Para determinar
el grado de expresion se tuvieron en cuenta tejidos con expresion positiva del

biomarcador y controles negativos de la tincion IHQ.
Para cuantificar la positividad de la proteina GRP94 en las muestras de carcinoma
primario de mama, vistas bajo microscopio Optico a 20X, se considerd positiva

aquella muestra con >70% de células tumorales con expresidn de la proteina
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catalogada por el patélogo como de intensidad 3+, y como negativa cuando la
expresion en las células tumorales era débil, es decir, de intensidad 1+ 6 2+, o
ausente, con el fin de evitar falsos positivos.

FN14

Para optimizar el analisis inmunohistoquimico de la proteina FN14 se utilizé como
control de expresion tejido renal. Se desenmascaro el antigeno como se describe
para la GRP94. Se utilizo el anticuerpo primario policlonal “goat” anti-FN14 sc-27143
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) a dilucién 1/3000. Se diluy6 en el
tampon Dako Real™ Antibody Diluent Buffer (Dakocytomation, Dako, Glostrup,
Denmark): "Tris buffer" a pH= 7.2, y 15 mM NasN. Se utilizo el kit de visualizacion
"Labelled Streptavidin-Biotin System, Horseradish Peroxidase" (LSAB System, HRP;
Dakocytomation), incluyendo como anticuerpos secundarios inmunoglobulinas “anti-
goat” biotiniladas en PBS, estreptavidina conjugada con HRP (peroxidasa) en PBS, y
3-3’diaminobenzidina (DAB) liquida como sustrato cromégeno.

Al igual que en la determinacién de GRP94, de manera independiente dos patélogos
analizaron las muestras previamente anonimizadas. Para determinar el grado de
expresion se tuvieron en cuenta tejidos con expresion positiva del biomarcador y

controles negativos de la tincion IHQ.

Para cuantificar la positividad de la proteina FN14 en las muestras de carcinoma
primario de mama, vistas bajo microscopio Optico a 20X, se considerd positiva
aquella muestra con >70% de células tumorales con expresion de la proteina
catalogada por el patélogo como de intensidad 3+, y como negativa cuando la
expresion en las células tumorales era débil, es decir, de intensidad 1+ 6 2+, o

ausente, con el fin de evitar falsos positivos.
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4.3. ESTADISTICA

4.3.1. ANALISIS DE DATOS EXPERIMENTALES

Para el estudio del tiempo de supervivencia de los ratones usamos el test no-
paramétrico de Mann-Whitney (“2-tailed”). Con este test se analizaron los resultados
de los experimentos de inoculacion en ventriculo izquierdo y los de inoculacion

intracarotidea.

Para la cuantificacion de las metastasis en los experimentos "in vivo", los datos
obtenidos de la bioluminiscencia se transformaron usando la funcién log(1+x), donde
x= AVR, con el fin de obtener siempre un valor positivo en el logaritmo, ya que si no,
al representar los datos en escala logaritmica (log en base 10), el logaritmo de un
valor para AvR >0 e <1 daria negativo, y para obtener también una distribucion mas
regular. Seguidamente, los datos de las determinaciones de los dias posteriores se
normalizaron respecto a los de la primera observacion (dia 14 post-inoculacion)

mediante la ratio de valores "1+AvR".

Para el estudio de la eficacia de los tratamientos, los grupos tratados se compararon
mediante el test t-Student (“2-tailed”). Las curvas de supervivencia para cada
tratamiento se estimaron por el método de Kaplan-Meier, y el test Log-Rank se

utilizoé para valorar si eran significativamente diferentes.

Valores de p< 0.05 se consideraron significativos.

4.3.2. ANALISIS DE DATOS CLIiNICOS

Las frecuencias de las variables categoricas se compararon entre los grupos

utilizando el test Chi-cuadrado o el test exacto de Fischer cuando estaba indicado.
Asi, el test Chi-cuadrado se utilizd para: 1. Relacionar el desarrollo o no de
metastasis con las caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes. 2. Estudiar la

asociacion entre las caracteristicas clinico-patolégicas y la expresion de los
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biomarcadores de MC. 3. Evaluar la distribucién de los subtipos moleculares en

relaciéon a la presencia o no de metastasis.

Asimismo, las diferencias entre los grupos luminal y no-luminal con respecto a
parametros clinico-patologicos se estudiaron también mediante el test Chi-cuadrado
o el test exacto de Fisher, segun estuviera indicado. Este ultimo test también se
utilizé para estudiar la distribucién de los biomarcadores de MC y de Her2 en las
pacientes de los grupos luminal y no-luminal y relacionarlos con la presencia o no de

la enfermedad.

Las muestras tefiidas por IHQ se clasificaron en una escala de tres categorias segun
su resultado: negativo (-), positivo débil (1+ 6 2+) y positivo fuerte (3+). Los
marcadores GRP94 y FN14 se catalogaron como “sobreexpresados” solo en las

muestras con resultado “positivo fuerte”.

Se realizd el calculo de la sensibilidad, entre los tumores que desarrollaron la
metastasis, y de la especificidad, entre aquellos que no la desarrollaron. La
sensibilidad y especificidad de los biomarcadores, solos y en combinacion, también
se evaluo teniendo en cuenta el subtipo histolégico de los tumores: luminal vs. no-
luminal. La combinacién de biomarcadores se considerd positiva cuando al menos
uno de ellos era positivo, y negativa cuando todos ellos eran negativos. Asimismo,
los indices de probabilidad positivos y negativos se calcularon también como indices
predictivos integrados, obteniéndose areas bajo la curva (AUC) ROC. Se realiz6 un
analisis multivariado, que comparaba las muestras de pacientes que presentaron
MC con aquellas de pacientes que recayeron en otros 6rganos o que no presentaron
metastasis. El analisis se corrigidé por las siguientes covariables: tamafo tumoral,
grado histologico, estado de ganglios linfaticos, receptores hormonales, Her2 y
tratamiento (quimioterapia adyuvante y antiestrogenos). Se calculé la “Odds Ratio”
asociada con el biomarcador, su intérvalo de confianza del 95% vy el valor p.

Por otra parte, los marcadores se valoraron utilizando un modelo de regresion

logistica multivariado en un procedimiento por etapas o “paso a paso” (“forward
stepwise”) para identificar la mejor combinacion de marcadores para predecir la MC.
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Debido a que el Her2 es un factor de riesgo de metastasis conocido, también se
introdujo en el analisis, considerandolo como referencia basal, ademas del analisis

estratificado para tumores Her2-positivo y Her2-negativo de cada marcador.

Otro analisis de regresién logistica multivariado ajustado por covariables se llevé a
cabo en los grupos luminal y no-luminal para estudiar la presencia de los
biomarcadores en las pacientes con MC vs. aquellas que no habian desarrollado
MC. Las covariables utilizadas fueron: edad (=50, 40-49, <40), ganglios axilares
positivos (0, 1-3, >4), Her2 (negativo, positivo) y presencia de metastasis pulmonar
(no, si), donde la primera categoria mencionada para cada variable fue la referencia.
Se calcul6 la “Odds Ratio” asociada con el biomarcador, su intérvalo de confianza
del 95% vy el valor p. En este analisis, la variable TN (no, si) no fue incluida como
una covariable debido a que se reportd negativa en todas las pacientes del grupo
luminal. Ademas, el estado del Her2 no fue incluido como una covariable cuando la
combinacion de tres marcadores (GRP94 con FN14 y Her2) fue usada como

biomarcador.

Por otro lado, la supervivencia libre de MC se estimé para cada grupo utilizando el
método de Kaplan-Meier, y se comparo entre ellos utilizando el modelo de riesgos
proporcionales de Cox (“Cox proportional hazards model”), estimando su ratio de

riesgo (“hazard ratio”) y un intervalo de confianza del 95%.

En todos los analisis, las asociaciones se consideraron significativas cuando

presentaban una p< 0.05.
Programa utilizado en los andlisis: R Core Team (2014). R: A language and

environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria. URL http://www.R-project.org/.
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51. OBTENCION DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE
METASTASIS CEREBRAL

Para nuestros estudios pusimos a punto dos métodos de induccion de la metastasis
cerebral en ratones a partir de células metastasicas de origen humano: inyeccion
intracardiaca en ventriculo izquierdo e inyeccion intracarotidea. El primer método
(inyeccion intracardiaca) es mas restrictivo, al vehiculizarse las células en el torrente
sanguineo y difundirse a todos los tejidos, y se utilizd para la seleccion de una
variante altamente metastasica a cerebro. El segundo (inyeccidn intracarotidea)
permitia una mayor reproductibilidad del proceso de crecimiento metastasico,
disminuyendo la variabilidad intraexperimental y la interexperimental, ya que los
ratones evolucionaban de manera similar facilitandose la comparacion entre
respuestas terapéuticas o modificaciones génicas. La complejidad de la cirugia
influyé en la mortalidad durante la induccion y en el periodo postoperatorio, siendo la
mortalidad perioperatoria de los animales del 11% tras la inoculacion en el ventriculo

izquierdo y del 8% tras la inoculacion en la arteria cardtida.

5.1.1. SELECCION DE CELULAS ALTAMENTE METASTASICAS EN CEREBRO:
BR-eGFP-CMV/LUC-V5

Se transfectaron las células 435-Br1 para que expresaran de forma uniforme altas
concentraciones de eGFP (BR-eGFP-CMV/Luc) y tras identificar por FACS las mas
positivas para la proteina verde (ver seccion 4.1.1. de Material y Métodos) se
utilizaron para la seleccién de células altamente metastasicas en cerebro, ya que
tras la inyeccion eran facilmente identificables en los tejidos al presentar la sefal

fluorescente.

Al inicio del proceso de seleccion, tras 4-6 semanas de la primera inyeccion en
ventriculo izquierdo, aparecian signos de enfermedad, como pérdida de peso,
hipomovilidad o tiraje intercostal, que obligaba al sacrificio de los animales. Una vez
procesados los cerebros para la obtencion de cultivos primarios, las células
metastasicas presentes, facilmente identificables por su fluorescencia (Figura 17),

predominaban en el cultivo, y tras varias divisiones del mismo se conseguia
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estabilizar el crecimiento exponencial del cultivo, momento en el cual las células
eran reinoculadas nuevamente en el ventriculo izquierdo de nuevas hembras
atimicas. Este procedimiento se repitio de forma ciclica hasta cinco veces (BR-V1 a
BR-V5).

Figura 17. Células BR-eGFP-CMV/Luc en cultivo. Fenotipo fibroblastico de las células BR-eGFP-CMV/Luc
bajo microscopio éptico (izquierda) y de fluorescencia (derecha), adquiridos a 20 X.

En los primeros pases con BR-V1 y BR-V2, la necropsia evidencié grandes
metastasis mediastinicas macroscépicas en los animales inoculados, corroborado
mediante fluorescencia, mientras que el cerebro y los pulmones solo presentaban
afectacion microscopica y sin metastasis macroscépicas. Ademas, en el pase con
BR-V2 también se observo una gran afectacion macroscopica en forma de nédulos y
masas en ovarios y glandulas suprarrenales. Posteriormente, observamos que los
animales inoculados con las células BR-V3 en el ventriculo izquierdo presentaban
una incidencia de afectaciéon microscoépica cerebral del 40%, pulmonar del 100%,
hepatica del 80% y mediastinica del 100% (Tabla 16). En este pase la afectacion
mediastinica era tanto microscopica como macroscépica, con presencia de
conglomerados adenopaticos en todos los animales y ocasionando pérdida de peso
asociada a dificultad respiratoria, siendo esto su principal causa de muerte, ya que
en la necropsia no habia metastasis macroscopicas pulmonares en ningun animal.
En cambio, en el pase posterior con las células BR-V4 disminuyé la tendencia a
formar metastasis micro y macroscopicas en los ganglios mediastinicos,
presentandose en 4 animales de 6 inoculados (66.7%). Seguidamente, los animales
inoculados con las células BR-V5 en la arteria carétida interna presentaban ya una
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incidencia de afectacion cerebral microscopica del 100%, mientras que la afectacion
pulmonar se mantenia igual (100%) y la afectacidn hepatica y mediastinica se

reducian al 20% y 60%, respectivamente (Tabla 16).

Tabla 16. Distribucion de la incidencia de animales con presencia

microscopica de células tumorales (BRV3 vs BRV5) en los 6érganos estudiados

Evolucion del proceso in vivo tras la cuarta inoculacion en ventriculo izquierdo de las células eGFP-CMV/Luc-V3
(BR-V3) y el resultado obtenido tras la primera inyeccioén intracarotidea de las células BR-V5. El porcentaje de
ratones afectados se evalué demostrando la presencia de células tumorales fluorescentes a nivel microscépico
en los distintos 6rganos extraidos. Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.

Un analisis posterior mostrd, ademas, una diferencia en la supervivencia entre los
animales de los pases con BR-V3 (via ventriculo izquierdo) y BR-V5 (via arteria
carotida interna), ya que tras el pase por la arteria carétida se consiguié una menor
afectacion ganglionar mediastinica tanto micro como macroscépica, 0 que supuso

un aumento significativo de la supervivencia (Figura 18).

143



RESULTADOS

Figura 18. Supervivencia de los ratones en la mitad y final del procedimiento de seleccion. (Test Mann-
Whitney, 2-tailed, p=0.016). Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.

Por tanto, este procedimiento de seleccion (ver seccion 4.1.4. de Material y Métodos;
Figura 11) did6 como resultado una disminucion progresiva en las metastasis
mediastinicas y un aumento progresivo en la afectacion cerebral, desde el primer
hasta el quinto pase, compatible con organoespecificidad. Y como era de esperar, la
inoculacion de las células BR-V5 en la arteria carétida interna aplicando la técnica
que habiamos optimizado (ver seccion 4.1.7.2. de Material y Métodos; Figura 13),
dié como resultado un 100% de eficiencia en cerebro, siendo estas células BR-
eGFP-CMV/Luc V5CA (BRV5CA) las que utilizamos en las posteriores inoculaciones

para los experimentos de radio-quimioterapia.
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5.1.2. VALIDACION DE LA TECNICA MODIFICADA DE INOCULACION
INTRACAROTIDEA

Para comprobar la eficacia de los cambios introducidos en el procedimiento
quirurgico de induccion de MC, tras la extraccion del cerebro y su lavado con
solucién salina se realizaron multiples secciones del mismo, comprobandose en
cortes seriados que habia células fluorescentes en la luz de los vasos del
parénquima cerebral (Figura 19), quedando asi demostrada la llegada fisica de las

células al interior de la microvasculatura.

Figura 19. Imagen de fluorescencia del parénquima cerebral en ratones CD1. Presencia de fluorescencia en
la luz de los microvasos cerebrales (flechas) a los cinco minutos de la inoculacién celular en la arteria carétida
interna (corte de 20 ym, a 40X). Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.

En una segunda etapa de la validacion de la técnica para inducir MC se inocularon
las células BRV5CA en un grupo de hembras atimicas, que se analizaron cada
semana mediante imagen de RMN, en secuencias T2w y de alta resolucion en los
planos coronal y axial. Las imagenes obtenidas en los dias 7, 14 y 21 post-
inoculacion no mostraron sefiales anormales en el cerebro ni tampoco hubo signos
clinicos de enfermedad. En los dias 29 y 35 post-inoculacion, 2/6 ratones atimicos
(~33%) presentaron lesiones visibles en las imagenes (Figura 20A), ademas de
signos clinicos de afectacion de su estado general, confirmandose histolégicamente
en el tejido de la necropsia la presencia de MC (Figura 20B). Estos resultados
confirmaban que la técnica optimizada inducia MC que remedaba el proceso clinico,

permitiendo el seguimiento “in vivo”.
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Figura 20. Imagenes de metastasis cerebral en ratones hembra atimicos. A. Imagenes por RMN, axial
(izquierda) y coronal (derecha), de las lesiones en el hemisferio cerebral derecho (flechas). B. Imagen histolégica
de lesiones vistas al microscopio optico (flechas) con tincion de H&E tras corte de 5 ym de espesor a 4X de
aumento (izquierda) y a 20X de aumento (derecha). Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.

5.2. OPTIMIZACION DE LA RADIOTERAPIA EXPERIMENTAL

Una vez obtenido un modelo experimental de MC reproducible, el objetivo era tratar
todo el craneo de los ratones (irradiacion holocraneal) con el esquema de
tratamiento clasico para humanos, consistente en 3 Gy/fraccidén en 1 fraccion/dia 'y 5
dias/semana, hasta completar una dosis total nominal de 30 Gy; en total 10
fracciones repartidas en dos semanas. Esta pauta terapéutica se llevo a cabo en dos
cepas diferentes de ratones hembra: en ratones inmunocompetentes CD1 y en
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ratones inmunodeprimidos Balb-c nude, con el fin de analizar si la sensibilidad a la
radiacion de sendas cepas podia condicionar su tolerancia a esta pauta y, en
consecuencia, su supervivencia. A tal efecto, los animales se monitorizaron
periodicamente, registrandose el peso y su estado general durante todo el
procedimiento y hasta el dia de la muerte por sacrificio, que se realizdé en cada caso

atendiendo a la evolucion clinica de cada uno (Tabla 17).

Tabla 17. Evolucién del peso medio (gr.) en ratones hembra CD1 y Balb-c nude

sometidos a irradiacién craneal con 30 Gy

Valores medios del peso en gramos + SD

En el caso de los ratones CD1, no hubo diferencias en la evolucion del peso medio
entre el grupo control y el sometido a 30 Gy durante su periodo de seguimiento de 4
meses (Figura 21A), llegando a sobrevivir los animales de ambos grupos hasta ocho
meses tras el tratamiento. En todo este tiempo, los animales irradiados soélo
presentaron opacidades corneales bilaterales como efecto secundario. En cambio,
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los pesos medios de los ratones Balb-c nude irradiados disminuyeron, sobreviviendo
solo entre 55 y 60 dias (Figura 21B).

A

Figura 21. Evolucién del peso medio en ratones hembra CD1 y Balb-c nude tras la irradiacion craneal.
Ratones sometidos a irradiacion craneal con el mismo esquema (dosis total: 30 Gy) utilizando nuestro modelo de
irradiacion. A. Ratones CD1 (inmunocompetentes). B. Ratones Balb-c nude (inmunodeprimidos).
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A pesar de la diferente sensibilidad de ambas cepas de ratones a un mismo
esquema de tratamiento, el analisis histologico del cerebro de los ratones CD1 vy
Balb-c nude no mostré diferencias estructurales microscopicas entre los animales
control y los irradiados. Estos resultados constataban una mayor sensibilidad de los
ratones Balb-c nude y nos obligd a elegir una cepa de ratones inmunodeprimidos en
general mas resistentes, como son los atimicos, y a proponer un nuevo esquema de

irradiacion craneal.

Para el disefio de un nuevo esquema de irradiacion se utilizé el concepto de Dosis
Efectiva Biologica (BED), descrito en un modelo matematico clasico de “dosis -
supervivencia celular a la radiacion” llamado Modelo Lineal Cuadratico 21216 (ver
Anexo 10.2.), que nos permite calcular el cambio de fraccionamiento entre dos
esquemas de tratamiento manteniendo el mismo isoefecto, tanto en el tumor como
en el tejido sano, asi como calcular la BED para diferentes esquemas de tratamiento
y para tejidos con diferente tasa de recambio celular (ver Anexo 10.3.).

Al tener como premisa que el tratamiento se debia administrar en tres dias, se
preseleccionaron diferentes esquemas con el mismo numero de fracciones (n= 3) y
se calcularon sus respectivas BED (ver Anexo 10.3.). Asi, para no correr riesgos con
los animales, se selecciond un esquema cuya BED para el tejido de recambio lento
(tejido nervioso) fuera inferior a 50 Gy y cuya BED para tejido de recambio rapido
(tumor, metastasis) fuera lo suficientemente grande como para evaluar la respuesta
de la MC por imagen. Asi pues, con este criterio, se propuso un esquema de 5.5
Gyl/fraccion en 3 fracciones hasta una dosis total nominal de 16.5 Gy, con BED para
tejido de recambio rapido de 25.6 Gy y con BED para tejido de recambio lento de
46.7 Gy (ver Anexo 10.3.).

Este nuevo esquema de irradiacion, se probd de forma preliminar en un grupo de
ratones hembra atimicos Nude-Foxn1nu, con un rango de peso entre 27.1 y 31.7 gr.
(peso medio: 28.7 + 2.6) constatando que tanto el control como el grupo de los

animales irradiados sobrevivieron mas de 60 dias tras el tratamiento (Figura 22).
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Figura 22. Evolucion del peso medio en ratones hembra Atimicos Nude-Foxn1nu tras la irradiacion
craneal. El esquema de irradiacion craneal utilizado consistia en 5.5Gy/fraccion en 3 fracciones (dosis total de
16.5Gy), siguiendo la pauta optimizada en experimentos anteriores.

5.3. RADIO-QUIMIOTERAPIA EXPERIMENTAL Y SEGUIMIENTO “IN
VIVO” POR BIOLUMINISCENCIA

Una vez validados tanto nuestra técnica de inoculacién intracarotidea para la
induccion de MC en ratones hembra atimicos como el modelo y esquema de
irradiacion craneal, se diseid un experimento con el objetivo de estudiar “in vivo” la
respuesta a un tratamiento combinado de quimioterapia oral con radioterapia
craneal, estandarizando el modelo pre-clinico que imitaba una situacién clinica. Para
ello, los animales se inocularon con células BR-eGFP-CMV/Luc V5CA (BRV5CA),
que tenian incorporado el gen de la luciferasa y podian emitir actividad
bioluminiscente en presencia del sustrato luciferina, lo que facilitaba hacer el
seguimiento. A efectos de randomizar la terapia, se diseii6 un protocolo de
tratamiento en el cual se dividieron aleatoriamente los animales en tres grupos
(Figura 23): grupo “control” (n=5), grupo de “radioterapia sola” (n=10) y grupo de
“radioterapia con TMZ” (n=10). El tratamiento se planifico en 5 dias consecutivos. Al
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grupo “control” se le administré 20 yl de DMSO y 180 ul de suero salino fisiologico,
con un volumen final de 200 pl, cada dia durante los 5 dias (dias 1 a 5 del
protocolo). A los animales pertenecientes a los grupos de irradiacion, se les aplico el
siguiente esquema: 5.5 Gy/fraccion en 1 fraccidén/dia y 3 dias consecutivos (dias 2 a
4 del protocolo), completando una dosis total de 16.5 Gy. Ademas, a los animales
del grupo de “radioterapia con TMZ” se les administro el farmaco quimioterapico via
oral 60 mg/Kg/dia en un volumen final de 200 pl, 20 pyl de solucion de TMZ con
DMSO y 180 ul de suero salino fisiologico, durante los 5 dias (dias 1 a 5 del
protocolo), utilizando un catéter flexible y estéril intragastrico (Instech Solomon,
Plymouth, PA, USA). En este ultimo grupo la TMZ se administré 1 hora antes de la

irradiacion craneal.

Figura 23. Esquema del protocolo del tratamiento combinado. Esquema de tratamiento administrado en los
diferentes grupos de estudio, correspondiendo el dia 1 del protocolo de tratamiento al dia 26 post-inoculacion,
momento en el que se empez6 a apreciar sefial de bioluminiscencia craneal. DMSO: Dimetilsulfoxido. RT:
Radioterapia. TMZ: Temozolomida. Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.

Después de las inoculaciones intracarotideas, se dejaron pasar 14 dias para que los
animales se recuperasen. La Figura 24 muestra la evolucion de la carga metastasica
craneal con bioluminiscencia desde el primer dia de aplicacién del protocolo y a lo
largo del seguimiento en los tres grupos de estudio.

151



RESULTADOS

Figura 24. Evolucion de la bioluminiscencia tras la aplicaciéon del protocolo de tratamiento. A. Imagenes
representativas de la evolucién de la bioluminiscencia craneal de un animal de cada grupo de tratamiento,
obtenidas desde el dia 26 post-inoculacion (dia 1 del protocolo). EI nimero de fotones estaba expresado en
fotones por segundo (p/s) y el parametro elegido para evaluar el tratamiento fue el “Average Radiance (AvR)”
(p/s/cm?/sr), teniendo en cuenta en la cuantificacion la media de fotones por pixel en el area de interés. B.
Grafica que muestra el grado de sefial expresado como el log del ratio de valores (1+AvR), obtenido de forma
normalizada en cada grupo de tratamiento tras cada evaluacion con respecto al dia 14 post-inoculacion (primer
dia de adquisicién de imagenes sin apreciarse sefial craneal). Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.
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Asi, el primer dia de adquisiciéon de imagen de bioluminiscencia fue el dia 14 post-
inoculacion, no observandose sefal en el craneo que indicara actividad metastasica.
El dia 26 post-inoculacion ya se apreciaba sefial bioluminiscente compatible con
actividad de crecimiento celular a nivel craneal, momento en el cual se inicio el
tratamiento (dia 1 del protocolo). Tras finalizar el tratamiento el dia 30 post-
inoculacion (dia 5 del protocolo), se siguid la evolucion de la sehal de
bioluminiscencia craneal en los tres grupos de animales, comparandose los grupos
tratados con el grupo control, el cual solo recibié oralmente el vehiculo DMSO. El
seguimiento se realiz6 hasta el dia 42 post-inoculacion. La carga metastasica
craneal fue mas evidente en el grupo “control” a partir del dia 34 post-inoculacion,
momento en que los animales se iban muriendo, y se continud registrando sélo las
diferencias de bioluminiscencia entre el grupo de “radioterapia sola” y el de
“‘radioterapia con TMZ” (Figura 24). También se observo seial bioluminiscente en el
hocico de la mayoria de animales de los grupos de estudio, confirmandose la
presencia microscopica de células fluorescentes tras el sacrificio. No obstante, en
ningun animal este hallazgo supuso la aparicion de masas macroscopicas que
dificultaran la alimentacion y, en consecuencia, comprometieran su supervivencia.
En la Tabla 18 se muestran los valores obtenidos al comparar la carga metastasica
craneal media de los ratones entre los grupos de tratamiento durante los dias de

evaluacion.

Tabla 18. Comparacion de los valores de p (“p-value”) en referencia a la carga

metastasica entre los diferentes grupos durante el seguimiento

Valores de p (“p-value”) obtenidos de acuerdo a la carga metastasica media apreciada en las imagenes de
bioluminiscencia en el cerebro de los animales de cada grupo a lo largo de los diferentes dias de seguimiento
tras la inoculacion intracarotidea. Grupo “control” (n=5); Grupo “radioterapia sola” (n=7; ya que un animal de este
grupo murié en el post-operatorio y dos durante el tratamiento) y Grupo “radioterapia con TMZ (n=9; ya que un
animal de este grupo muri6 durante la inoculacién). Test t-Student; 2-tailed. (*): Diferencia significativa.
Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.
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Se aprecia una diferencia, aunque no significativa (p=0.0552) en la captacién de
sefal entre los animales del grupo “control” y los sometidos a “radioterapia con TMZ”
en el dia 31 post-inoculacidn, pasando a ser esta diferencia significativa (p=0.0115)
en el dia 34 post-inoculacion. Asimismo, la comparacion entre los grupos “control” vs
“radioterapia sola” por un lado y entre los grupos “radioterapia sola” vs “radioterapia
con TMZ” por otro, muestran una diferencia, aunque no significativa, en el dia 34
(p=0.0526) y en el dia 42 (p=0.0589) post-inoculacion, respectivamente.

Por otra parte, analizando la supervivencia entre los tres grupos de animales
estudiados (Figura 25), observamos diferencia en los ratones tratados con
“radioterapia sola” con respecto a los “controles” (60.29 + 8.65 vs. 47.20 £ 11.14
dias), aunque no significativa (“control” vs. “radioterapia sola”: Log Rank -Mantel-
Cox-: Chi-Square 2.456; df = 1; p = 0.117). La supervivencia fue también mayor en el
grupo de “radioterapia con TMZ” con respecto al de “radioterapia sola” (121.56 +
52.53 vs. 60.29 + 8.65 dias) y de forma significativa (“radioterapia sola” vs.
‘radioterapia con TMZ”: Log Rank -Mantel-Cox-: Chi-Square 13.669; df = 1; p <
0.001). Finalmente, se demostro también un aumento significativo de la
supervivencia en el grupo “radioterapia con TMZ” con respecto al grupo “control”
(“control” vs. “radioterapia conTMZ”: Log Rank -Mantel-Cox-: Chi-Square 16.649;
df =1; p < 0.001).

Figura 25. Curvas de supervivencia de los animales de los tres grupos a estudio. (Método Kaplan-Meier:
Log Rank -Mantel-Cox-; Chi-Square 22.022; df = 2; p < 0.001). Martinez-Aranda A et al. Int J Mol Sci. 2013.
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Estos resultados muestran el beneficio de la combinacion terapéutica propuesta de
TMZ con el esquema corto de radioterapia para tratar de manera eficaz las MC

inducidas con las células BRV5CA.

5.4. ESTUDIO CLINICO

5.4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS PACIENTES

Se reclutaron para el estudio 318 pacientes diagnosticadas de carcinoma infiltrante
de mama, de las que se recogio el seguimiento clinico y las caracteristicas clinico-

patoldgicas.

Como se describe en la Tabla 19, el rango de edad de las pacientes era de 24 a 88
afnos (edad media: 55 afos). El 64.2% de las pacientes (n=204) tenian 50 anos o
mas. El rango del periodo de seguimiento fue de 8 a 146 meses (seguimiento medio:
76.6 meses). Solo el 3.1% (n=10) tenia metastasis a distancia (M1) en el momento

del diagnostico.

En relacién a los tratamientos recibidos, esquemas con quimioterapia neoadyuvante
se administraron en el 29% de las pacientes (n=91/314): taxanos (paclitaxel o
docetaxel) en 17 pacientes, de las cuales taxanos sélo en 1, en 14 se combind con
antraciclinas y en 2 con antraciclinas y gemcitabina; 71 recibieron solo antraciclinas
y 3 CMF (Ciclofosfamida con Metotrexate y 5-Fluorouracilo).

El 98.4% de las pacientes (n=313/318) se sometieron a cirugia, recibiendo
tratamiento conservador de la mama el 73.3% de ellas (n=233) y mastectomia el
25.1% (n=80). Las cinco pacientes restantes que no se intervinieron quedaron

excluidas, por definicion, de los tratamientos adyuvantes.

Tras la cirugia, el 62.9% (n=193/307) de las pacientes recibié quimioterapia
adyuvante, administrandose esquemas con taxanos en 33 pacientes (10.8%), de las
cuales 21 recibieron solo taxanos y 12 recibieron taxanos con antraciclinas.

Esquemas sin taxanos se administraron a 160 pacientes (52.1%), de las cuales 68
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recibieron esquema CMF, 32 recibieron soélo antraciclinas y 60 recibieron

antraciclinas con CMF.

La hormonoterapia adyuvante se administro en el 65.1% de las pacientes
(n=203/312), de las cuales 170 (54.5%) recibieron tamoxifeno y las 33 restantes
(10.6%) otros antiestrogenos, como anastrozol en 11, letrozol en 10, exemestano en
9, toremifeno en 1, tamoxifeno con exemestano en 1, y letrozol con andlogos LHRH

en 1.

Por otro lado, cabe resaltar que s6lo el 1% de las pacientes (n=3/313) recibid
trastuzumab en régimen adyuvante, debido a la fecha en la que se habian
diagnosticado la mayoria de pacientes, ya que el trastuzumab se aprobd por la FDA
en Estados Unidos en 1998 para el tratamiento del cancer de mama metastasico en
pacientes Her2-positivo, como agente Unico o tras quimioterapia 217218 siendo

incluido posteriormente en las guias clinicas de NCCN 21°.

La radioterapia postoperatoria se administré al 84.3% (n=264/313) de las pacientes,
en toda la mama afecta tras la cirugia conservadora a una dosis total de 50 a 50.4
Gy y con un fraccionamiento estandar de 1.8 a 2 Gy/fraccion, o bien, cuando habia
indicacion, en la pared toracica tras mastectomia utilizando el mismo esquema. La
sobreimpresidon del lecho tumoral o pared toracica con una dosis adicional de 10 a
20 Gy a 2 Gy/fraccién, asi como la irradiacion de los ganglios linfaticos regionales a
dosis total de 50 a 50.4 Gy con un fraccionamiento estandar de 1.8 a 2 Gy/fraccion,

se realizaron en los casos en que se requeria.

Respecto a las recidivas, la recaida local ocurrié en el 11.9% de las pacientes
(n=38/318), mientras que la recaida en los ganglios linfaticos regionales ocurrio en el
5.3% (n=17/318). Por otro lado, la recaida metastasica a distancia (M1) ocurrio en el
43.4% (n=138/318) de las pacientes, de las cuales 89 (64.5%) desarrollaron
metastasis Oseas, 84 (60.9%) metastasis cerebrales (MC), 54 (39.1%) metastasis
hepaticas, 47 (34.1%) metastasis pulmonares, y 40 (29.0%) metastasis ganglionares

no-regionales.
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Tabla 19. Caracteristicas Clinicas
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Tabla 19. (continuacion)

* En referencia a aquellas pacientes que no recibieron tratamiento adyuvante debido a que no se sometieron a
cirugia.

Otras localizaciones metastasicas menos frecuentes fueron: pleura (13.8%), piel
(8.7%), meninges (6.5%), tejidos blandos (5.1%), glandulas suprarrenales (3.6%),
médula 6sea (2.9%), peritoneo (1.4%), pericardio (1.4%), ovario (1.4%), coroides
(1.4%), médula espinal (0.7%) y cérvix (0.7%).

Mas de la mitad de las pacientes (56.6%; n=180/318) no presentaron progresion
metastasica a distancia a lo largo del seguimiento (Tabla 19).
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En referencia a las caracteristicas patoldgicas (Tabla 20), en el 58.4% de las
pacientes (n=174/298) el tamafo del tumor primario era inferior o igual a 20 mm y en
el 41.6% restante era superior o igual a 21 mm.

Respecto al grado histolégico (GH), sélo el 5.7% de las muestras (n=17/296) eran
GH 1, mientras que el 49.0% eran GH 2y el 45.3% GH 3.

El tipo histologico de carcinoma ductal infiltrante fue el mas representativo (94.1%;
n=299/318), seguido por el tipo lobular en el 5% (n=16), mucinoso en el 0.6% (n=2) y

medular en el 0.3% (n=1).

El 50.7% (n=155/306) no presentaban afectacion ganglionar axilar, el 27.1%
presentaban de 1 a 3 ganglios afectados y el 22.2% tenian 4 o mas ganglios

afectados.

En cuanto a los receptores hormonales, los receptores estrogénicos (RE) eran
positivos en el 74.7% (n=227/304), y los receptores de progesterona (RP) eran
positivos en el 65.9% (n=197/299).

El marcador de proliferacion Ki-67 se determin6 en 179 pacientes, de las cuales el
52.0% (n=93) tenia un indice inferior al 14%, mientras que en el 48.0% restante el
indice era igual o superior al 14%.

Por otro lado, solo el 14.2% (n=42/296) tenia sobreexpresion de Her2. Y la
determinacion de los receptores hormonales junto con la de Her2 definio a las
pacientes “triple-negativo” (TN), que representaban el 15.6% (n=47/302).

Como se muestra en la Tabla 20, la clasificacion de las pacientes atendiendo al
subtipo molecular se pudo realizar en 211 casos, de los cuales el 40.3% (n=85)
correspondian al subtipo “Luminal A” (RE positivo, Ki-67 inferior a 14% y expresion
normal de Her2); el 18.5% (n=39) eran “Luminal B” (RE positivo, Ki-67 superior o
igual a 14% vy expresion normal de Her2); el 9.0% (n=19) era del subtipo
“‘Luminal/Her2+” (RE positivo y sobreexpresion de Her2); el 10.0% (n=21) era “Her2-
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enriched” (RE negativo y sobreexpresion de Her2) y el 22.2% (n=47) eran del

subtipo “Triple-negativo” (RE negativo, RP negativo y expresion normal de Her2).

Tabla 20. Caracteristicas Patolégicas y Subtipos Moleculares
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Tabla 20. (continuacion)

* En referencia a aquellas pacientes no sometidas a cirugia. ** El Tipo Histolégico se obtuvo mediante andlisis de
pieza quirurgica y/o biopsia. *** En referencia a aquellas pacientes cuyo Subtipo Molecular no fue posible valorar
debido a la falta de datos inmunohistoquimicos completos.

5.4.2. CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS ATENDIENDO A LOS
SUBTIPOS MOLECULARES

Clinicamente resulta util la clasificacion del carcinoma de mama atendiendo a los
subtipos definidos anteriormente, ya que el tratamiento y la evolucién de las
pacientes vienen determinados en gran parte por las caracteristicas moleculares del

tumor.
En nuestra serie, debido a su limitado tamafio, establecimos dos grupos principales

de pacientes: 1. Pacientes pertenecientes al que denominamos grupo Luminal,
aquéllas cuyos tumores primarios tenian RE positivos. 2. Pacientes pertenecientes al
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que denominamos grupo no-Luminal, aquéllas cuyos tumores primarios tenian RE

negativos.

Como se muestra en la Tabla 21, hay parametros clinico-patolégicos que
presentaban diferencias entre las pacientes del grupo Luminal con respecto a las del

grupo no-Luminal.

Asi, el 32.61% de las pacientes del grupo Luminal y el 5§5.56% de las del grupo no-

Luminal tenian un tamafo de tumor primario superior o igual a 21 mm (p=0.002).

En cuanto al grado histolégico, también los tumores de GH 3 eran mas frecuentes en
el grupo no-Luminal (81.25% vs. 32.12%; p<0.0001); y la afectacion ganglionar
regional con 4 o mas ganglios axilares positivos era también mayor en el grupo no-
Luminal (35.39% vs. 14.39%; p=0.0008).

En relacion al tratamiento, hay que mencionar que el 18.18% de las pacientes del
grupo Luminal recibié quimioterapia neoadyuvante vs. el 41.79% de las del grupo
no-Luminal (p=0.0002).

La cirugia conservadora se realizo en el 83.22% de las pacientes del grupo Luminal
vs. el 55.88% de las del grupo no-Luminal (p<0.0001).

En relacién a la quimioterapia adyuvante, el 55.24% de las pacientes del grupo
Luminal la recibio vs. el 81.97% de las del grupo no-Luminal (p=0.001).

Por otro lado, el 85.92% de las pacientes del grupo Luminal recibieron
hormonoterapia adyuvante vs. el 6.06% de las del grupo no-Luminal (p< 0.0001),

siendo el tamoxifeno el antiestrégeno mas utilizado en los dos grupos.

Finalmente, las recaidas clinicas fueron menos frecuentes en las pacientes del
grupo Luminal que en las del grupo no-Luminal, tanto las locales (8.39% vs.19.12%,
p=0.024), como las regionales (1.40% vs. 16.18%, p<0.0001) y las producidas a
distancia (27.27% vs. 73.53%, p<0.0001).
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Tabla 21. Caracteristicas de las pacientes con cancer de mama de acuerdo

con los grupos Luminal vs No-Luminal
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Tabla 21. (continuacion)

(*) Del total de 318 pacientes se recogieron todos los parametros inmunohistoquimicos en 211, mientras que las
107 pacientes restantes se excluyeron debido a la ausencia de datos en uno o mas de estos parametros. (**) En
este grupo se incluyeron todas las pacientes con los subtipos Luminal A, Luminal B y Lum/Her2+. (***) En este
grupo se incluyeron todas las pacientes con los subtipos Triple-negativo y “Her2-enriched”. Las frecuencias de
las variables categoéricas se compararon entre los grupos utilizando el Test Chi-cuadrado o el Test exacto de
Fisher cuando era apropiado.
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5.4.3. PROGRESION METASTASICA: METASTASIS CEREBRAL VERSUS
METASTASIS NO-CEREBRAL

Al estudiar el seguimiento clinico de las pacientes observamos que la presencia de
metastasis a distancia en relacién al subtipo molecular del tumor primario era

diferente en su incidencia, su distribucion en 6rganos secundarios y localizacion.

5.4.3.1. Diferencias en la distribucion de las metastasis

La Tabla 22 recoge la distribucién de la progresion metastasica entre los distintos
subtipos. Asi, vemos que en el 25.0% (13/52) de las pacientes con MC su tumor
pertenecia a los subtipos moleculares del grupo Luminal, mientras que el 75.0%
(39/52) restante el tumor pertenecia a los subtipos del grupo no-Luminal.

Tabla 22. Distribucion de los subtipos moleculares de cancer de mama de

acuerdo con la presencia de metastasis

(*) Pacientes incluidas en estas tres categorias (N=208/318). 105 pacientes de las 318 totales se excluyeron
debido a que no tenian registrados todos los parametros que definen el subtipo molecular. (**) Las pacientes
incluidas en la categoria “Metastasis (M1) No-Cerebral” eran aquellas con metastasis en uno o mas de los
siguientes 6rganos: hueso, pulmén, higado y ganglio linfatico no-regional, pero sin metastasis cerebral. En esta
categoria, 5 pacientes se excluyeron previamente debido a que sdélo tenian metastasis cutanea (n=2), o solo
tenian metastasis pleural (n=2) o sélo tenian metastasis meningeas (n=1). Martinez-Aranda A et al. Front Oncol.
2017.
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En las pacientes con metastasis no-cerebrales los subtipos del grupo Luminal
representaban el 70.6% (24/34) vs. el 29.4% (10/34); y en aquéllas sin metastasis
los subtipos del grupo Luminal representaban el 85.3% (104/122) vs. el 14.7%
(18/122).

El 75.0% de las pacientes con MC tenian RE negativos en su tumor primario, de las
cuales el 51.9% pertenecian al subtipo TN. El 29.4% de las pacientes con
metastasis no-cerebrales tenian RE negativos, de las cuales el 20.6% correspondian
al subtipo TN; vy sélo el 14.7% de las pacientes sin metastasis tenian RE negativos,

siendo el 9.8% de las mismas del subtipo TN.

Por lo que se refiere a la presencia de Her2, su sobreexpresion era mas frecuente
en las pacientes con MC que en las que tenian metastasis en otras localizaciones o
que no presentaban metastasis (34.6% vs 17.6% vs 13.1%, respectivamente; p<
0.0001).

Otros parametros clinico-patolégicos que también se asociaban de forma
significativa con la presencia de metastasis se muestran en la Tabla 23, e incluyen la
edad, el tamafo del tumor primario, el GH, los ganglios axilares afectados, el estado
de los receptores hormonales y del Her2 y el indice proliferativo (Ki-67).

El 50% (42/84) de las pacientes con MC tenian menos de 50 afios, mientras que el
38.8% (19/49) de las pacientes que tenian metastasis en otras localizaciones y el
28.3% (51/180) de las que no presentaban metastasis, eran menores de 50 afos
(p=0.001).

El tamafio del tumor primario era superior o igual a 21 mm en el 52.1% (38/73) de
las pacientes con MC, en el 58.7% (27/46) de las pacientes con metastasis no-
cerebral y en el 33.3% (58/174) de las pacientes sin metastasis (p=0.001).

El Her2 estaba sobreexpresado en el 24.7% de las pacientes con MC, en el 12.8%

de las que recaian a distancia en otras localizaciones y en el 10.1% de las que no
presentaban metastasis (p=0.01).
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Tabla 23. Distribucion de las caracteristicas clinico-patolégicas de las

pacientes con cancer de mama en relacidén con la presencia de metastasis

(*) Pacientes incluidas en estas tres categorias (N=313/318). (**) Las pacientes incluidas en la categoria de
“Metastasis (M1) No-Cerebral” son aquellas con metastasis en uno o mas de los siguientes 6rganos: hueso,
pulmén, higado y ganglios linfaticos no-regionales. En esta categoria, 5 pacientes se excluyeron previamente
debido a que tenian sdlo metastasis cutaneas (n=2), o solo metastasis pleural (n=2) o sélo metastasis
meningeas (n=1). Cada categoria presenta un nimero variable de pacientes con datos perdidos (“missing data”).
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Finalmente, las pacientes con MC presentaban, de forma muy significativa (p<
0.0001) mayor incidencia de carcinoma con: GH 3 (71.1%), presencia de 4 o mas
ganglios axilares afectos (38.0%), RE negativos (56.2%), RP negativos (60.8%) y un
alto indice proliferativo celular con una expresion de Ki-67 superior o igual a 14

(88.5%), con respecto a las pacientes sin MC.
5.4.3.2. Supervivencia libre de metastasis
Analizamos la supervivencia libre de metastasis no-cerebrales en funcion del subtipo

y del grupo molecular (Figura 26).
A

Figura 26. Supervivencia libre de metastasis no-cerebral, en funcién del subtipo molecular (A) y en funcién
del grupo molecular (B). Método Kaplan-Meier, usando el modelo de Cox (“proportional hazards”).
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Observamos que las diferencias entre los subtipos TN y Her2-enriched no fueron
estadisticamente significativas (HR=0.81; 95%CI: 0.41 - 1.60; p=0.53).

Por el contrario, los subtipos Luminal/Her2+ (HR=0.41; 95%CI: 0.18 - 0.96; p=0.039),
Luminal B (HR=0.33; 95%CIl: 0.17 - 0.64; p=0.0012) y Luminal A (HR=0.16; 95%CI:
0.08 - 0.30; p<0.0001) mostraron una incidencia significativamente menor de
metastasis no-cerebrales que los carcinomas de mama TN (Figura 26A).

Debido al bajo numero de efectivos en cada subgrupo, se analiz6 también la
supervivencia libre de metastasis no-cerebral reagrupando las pacientes segun
tuvieran tumores catalogados como Luminal o no-Luminal (Figura 26B), dando como
resultado un mayor riesgo de metastasis no-cerebrales en las pacientes del grupo
no-Luminal (HR=4.01; 95%CI: 2.52-6.38; p<0.0001).

Por otra parte, también analizamos la supervivencia libre de metastasis cerebrales

(MC) en funcidn del subtipo y del grupo molecular (Figura 27).

Asi, en la Figura 27A, observamos que el subtipo Her2-enriched no diferia de forma
significativa del subtipo TN en cuanto a la supervivencia libre de MC (HR=0.79;
95%Cl: 0.40 - 1.55; p=0.49).

En cambio, los restantes subtipos si que mostraron un riesgo de MC
significativamente menor que el TN (Luminal/Her2+: HR=0.33, 95%CI: 0.13 - 0.80,
p=0.014; Luminal B: HR=0.13, 95%CI: 0.05 - 0.33, p<0.0001; y Luminal A: HR=0.02,
95%ClI: 0.005 - 0.09, p<0.0001).

Por otra parte, atendiendo a la subdivision que consideraba las pacientes del grupo
no-Luminal respecto a las del grupo Luminal (Figura 27B), se vid que estas
pacientes diferian significativamente entre si (HR=10.57; 95%CI: 5.60-19.96;
p<0.0001).
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Figura 27. Supervivencia libre de metastasis cerebral, en funcion del subtipo molecular (A) y en funcién del
grupo molecular (B). Método Kaplan-Meier, usando el modelo de Cox (“proportional hazards”).

5.4.4. DESARROLLO DE BIOMARCADORES DE METASTASIS CEREBRAL EN
CARCINOMAS INFILTRANTES DE MAMA

5.4.4.1. Validacion de biomarcadores de prediccion y pronéstico

Previamente ya se habia descrito un perfil organoespecifico de progresion

metastasica a cerebro utilizando técnicas transcriptomicas y protedmicas que
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combinadas “in silico” definian un perfil funcional que las células de cancer de mama

desarrollan para conseguir su actividad metastasica en cerebro 6°.

Posteriormente, se valido la expresion de algunas moléculas en un “array” de tejido
que contenia 122 muestras de carcinoma ductal infiltrante de mama, con un
seguimiento clinico minimo de cinco afos, incluyendo tumores que no habian
metastatizado, tumores que habian desarrollado metastasis sistémicas y aquellos
que habian progresado a cerebro 2°1.

Dicho estudio comparativo y el analisis multivariado basado en regresion logistica
reveld que las proteinas GRP94, FN14 e inhibina eran la mejor combinacion para
discriminar las MC (AUC=0.85; 95%CI: 0.73-0.96), superando a la prediccion que
facilitaba la sobreexpresion del Her2 (AUC=0.76; 95%CI: 0.58-0.93), la variable mas
estrechamente relacionada con las MC. Ademas, la discriminacion o prediccidon de
las MC mejoraba si a la combinacion de la expresion de GRP94, FN14 e inhibina se
anadia el Her2 (AUC=0.91; 95%CI: 0.77-1.00).

Por otra parte, en el estudio multicéntrico retrospectivo con nuestra serie de
pacientes diagnosticadas de carcinoma infiltrante de mama se pretendia validar la
expresion de las proteinas GRP94 y FN14 como biomarcadores de MC, analizando
su expresion en las muestras de los tumores primarios mediante técnicas de IHQ
con anticuerpos especificos, buscando correlacionar dicha expresiéon con los
factores de riesgo clinico-patologicos clasicos, con la incidencia de metastasis, con
los subtipos moleculares a los que pertenecian las muestras y con el riesgo de

metastasis cerebral.

La valoracion de la expresidon de cada una de estas proteinas con anticuerpos
especificos se realizd siguiendo los protocolos de deteccion que previamente se
habian puesto a punto 2°" (ver seccion 4.2.2.3. de Material y Métodos), teniendo en
cuenta que la expresion de la proteina GRP94 era eminentemente citoplasmatica

mientras que la del receptor FN14 era citoplasmatica y de membrana (Figura 28).
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Figura 28. Valoracion inmunohistoquimica de los biomarcadores al microscopio optico. Tincion
representativa de GRP94 y FN14 y tabulacién de su expresion protéica en muestras de cancer de mama. Las
tinciones de intensidad débil o negativa se consideraron negativas bajo una valoracién semi-cuantitativa, con el
fin de evitar falsos positivos, y solo los tumores primarios con una evidente y fuerte intensidad en la tincion
(>70% de células tumorales positivas) se consideraron como positivos (sobreexpresion). Magnificacion a 10X.
Recuadros: muestras de tejido control positivo estandar utilizadas en cada determinacion. Martinez-Aranda A et
al. Front Oncol. 2017.

Seguidamente, se analizé la relacion entre la expresion de estos marcadores y los

factores de riesgo clinico-patologicos clasicos (Tabla 24).

La expresion de la proteina GRP94 se correlacionaba de forma significativa con la
afectacion de los ganglios linfaticos axilares, siendo positiva en el 56.1% de las
pacientes con 4 o mas ganglios axilares (p= 0.049), y con la presencia de Her2, ya
que un 65.9% de estos tumores sobreexpresaban GRP94 (p= 0.013). En cambio, la
positividad de GRP94 en las muestras no se correlacionaba con el tamafio tumoral,
el GH, el estado de los receptores hormonales ni con el subtipo molecular TN.

La expresion de FN14 se correlacionaba con el GH, siendo positiva en el 25.2% de
los tumores con GH 3 (p= 0.004). Al igual que sucedia con la GRP94, la positividad
de FN14 también se correlacionaba en el 35.0% de los casos con sobreexpresion de
Her2 (p= 0.005). En cambio, FN14 no se correlacionaba con el tamafo tumoral,
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grado de afectacion axilar, estado de receptores hormonales ni con el subtipo
molecular TN.

Tabla 24. Asociacion entre las caracteristicas clinico-patolégicas y la

expresion de los biomarcadores en el cancer de mama

(*) La variacion en los denominadores es el resultado de tener en cuenta los valores perdidos en los datos
inmunohistoquimicos (pérdida de tejido, tincion inviable, fondo, etc.). (**) Porcentajes de tumores positivos
distribuidos de acuerdo con las caracteristicas clinicas y patoldgicas de las pacientes. Tabla adaptada de
Martinez-Aranda A et al. Oncotarget. 2015.
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Como se observa en la Tabla 25, el 65.1% (54/83) de pacientes que desarrollaron
MC tenian tumores que sobreexpresaban GRP94 , mientras que la sobreexpresion
de esta proteina en el resto de pacientes con metastasis no-cerebrales o sin
metastasis se observo en el 42.2% (97/230). FN14 se sobreexpresaba en el 38.3%
(31/81) de las pacientes con MC y s6lo en el 10.6% (24/227) del resto de pacientes.

Tabla 25. Riesgo de metastasis cerebral de acuerdo con la expresiéon de los

biomarcadores en los tumores primarios

La variacién en los denominadores es el resultado de tener en cuenta los valores perdidos en los datos
inmunohistoquimicos (pérdida de tejido, tincidn inviable, fondo, etc.). M1: Metastasis a distancia. Tabla adaptada
de Martinez-Aranda A et al. Oncotarget. 2015.

El analisis multivariado, que comparaba las muestras de pacientes que presentaban
MC con aquellas en que la metastasis apareci6 en otros dérganos o que no
presentaron metastasis, indicaba que la probabilidad de recaida cerebral en
pacientes con tumores primarios GRP94-positivos era 2.55 veces mayor (95%ClI:
1.52 — 4.30; p=0.0003), mientras que este riesgo se incrementaba a 5.24 veces
cuando las pacientes tenian tumores FN14-positivos (95%Cl: 2.83 — 9.71;
p<0.0001). Estos resultados indicaban, en su conjunto, el potencial predictivo de
ambas moléculas para establecer el riesgo asociado con un tumor que muestra

estas caracteristicas.
Se analiz6 la distribucion de la expresion de GRP94 y FN14 entre los subgrupos

moleculares, tanto en las pacientes con MC como en aquellas sin MC. En un primer

analisis se observd que la distribucion de GRP94 y FN14 entre los subtipos
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moleculares de los grupos del estudio ‘metastasis no-cerebral’ y las categorizadas
como ‘sin metastasis’ no era diferente (Fisher's exact test; p= 0.230) y consideramos
ambas categorias de pacientes dentro de un unico grupo (pacientes sin MC) a
efectos de comparar la expresion de los biomarcadores de MC entre los tumores
Luminal (RE positivos; n= 141) y no-Luminal (RE negativos; n= 67).

Tal como muestra la Tabla 26, el FN14 estaba sobreexpresado en el 14.5% (20/138)

de los tumores Luminales y en el 23.1% (15/65) de los tumores no-Luminales.

Ademas, en los tumores Luminales, la expresion de FN14 fue significativamente
diferente entre las pacientes con MC y las que no tenian MC, con un 53.8% (7/13)
vs. el 10.4% (13/125), respectivamente (Fisher's exact test, p= 0.0005).

Por otro lado, en los tumores no-Luminales, la expresidon de FN14 también fue
diferente, aunque no de forma significativa (Fisher's exact test, p= 0.07), entre las
pacientes con MC y las que no tenian MC, siendo de un 31.6% (12/38) vs. un 11.1%

(3/27) respectivamente.

Con esto, pudimos afirmar que la expresion de FN14 en los tumores de mama
Luminales se asociaba con progresion a MC.

Por lo que se refiere a la expresion de GRP94, esta proteina la encontramos
sobreexpresada en el 47.5% (66/139) de los tumores Luminales y en el 50.0%

(33/66) de los no-Luminales.

En los tumores Luminales la expresion de GRP94 era también significativamente
diferente entre las pacientes con MC de aquéllas sin MC, 76.9% (10/13) vs. 44.4%
(56/126), respectivamente (Fisher’s exact test, p= 0.04), mientras que su expresion
en los tumores no-Luminales fue similar en las pacientes con MC, con un 57.9%
(22/38), y en las pacientes sin MC, con un 39.3% (11/28); Fisher's exact test, p=
0.21.

175



RESULTADOS

Tabla 26. Distribucion de los biomarcadores en pacientes con metastasis
cerebrales (MC) y sin metastasis cerebrales (No-MC) en los grupos Luminal y

no-Luminal.

Pacientes incluidas en estos grupos: N=208/318. 105 pacientes del total de 318 se excluyeron debido a que no
tenian registrados todos los parametros que definen el subtipo/grupo. * Esta categoria comprende a aquellas
pacientes “sin metastasis” y a aquellas con “metastasis a distancia no-cerebrales” (metastasis oOseas,
pulmonares, hepaticas y ganglionares no-regionales; en esta categoria, 5 pacientes se excluyeron previamente
debido a que sdélo tenian metastasis cutéaneas n=2, sélo tenian metastasis pleural n=2 y soélo metéstasis
meningeas n=1). Las diferencias mostradas en el nimero de pacientes (N) en cada grupo son debidas a
aquellas pacientes cuya evaluacién del biomarcador no fue posible (desconocido): ** El biomarcador FN14 se
valoré en 138 pacientes pertenecientes al grupo luminal (sélo en 3 no fue posible) y en 65 pertenecientes al
grupo no-luminal (s6lo en 2 no fue posible). *** El biomarcador GRP94 se valord en 139 pacientes pertenecientes
al grupo luminal (s6lo en 2 no fue posible) y en 66 pertenecientes al grupo no-luminal (sélo en 1 no fue posible).
Martinez-Aranda A et al. Front Oncol. 2017.

En 211 tumores se pudo definir el subtipo molecular; y entre ellos, 52 (24.6%)
habian originado MC. En base a esto, analizamos si la expresion de FN14 y GRP94
estaba o no asociada a la sobreexpresion de Her2 (Tabla 27), encontrando que la
expresion de FN14 era independiente del estado de Her2 en los tumores del grupo
Luminal (Fisher's exact test; p= 0.59). Por el contrario, la expresion de FN14 en
tumores no-Luminales se asociaba de forma significativa (Fisher's exact test; p=
0.017) con el subtipo molecular Her2-enriched (63.6%) y no con el subtipo triple-
negativo (18.5%).

Por lo que se refiere a la expresion de GRP94, ésta resultd ser independiente de la
expresion de Her2, tanto en las tumores Luminales (Fisher's exact test; p= 1.00)
como en los no-Luminales (Fisher’'s exact test; p= 0.30).
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Tabla 27. Distribucion de los biomarcadores en los grupos Luminal y no-
Luminal de acuerdo con el estado de Her2 en las pacientes con metastasis
cerebrales

* De las 39 pacientes que pertenecen a este grupo, una se excluyé (estado desconocido de los biomarcadores).
** Seis pacientes pertenecientes al subtipo Lum/Her2+. *** Once pacientes pertenecientes al subtipo “Her2-
enriched”.

Finalmente, se estudio la sensibilidad y especificidad de los biomarcadores para
predecir las MC y se analiz6 en funcion del grupo molecular (Tabla 28), teniendo en

cuenta el valor predictivo de Her2 en los tumores de estas pacientes.

Como resultado se obtuvo que las pacientes que pertenecian al grupo Luminal, con
bajo riesgo de MC a priori, FN14 y Her2 mostraron mas especificidad (89.60% y
89.84%, respectivamente) que GRP94 (55.56%), mientras que la GRP94 mostro
mas sensibilidad (76.92%) que el FN14 y el Her2 (53.85% y 46.15%,
respectivamente) para predecir la afectacion metastasica cerebral. Asimismo, en
pacientes con un mayor riesgo de MC, como las pertenecientes al grupo no-Luminal,
FN14 fue la proteina mas especifica (88.89%) para discriminar tumores que
desarrollaron MC, seguida de Her2 (67.86%) y GRP94 (60.71%). La sensibilidad de
la GRP94 en este grupo de pacientes fue también mas alta (57.89%) que la obtenida

con el FN14 o con el Her2 (31.58% y 30.77%, respectivamente).

Por otra parte, la combinacion de FN14 con GRP94 mejoraba la sensibilidad en la

valoracion del riesgo de MC en ambos grupos de pacientes, aunque fue mayor en
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aquellas que tenian tumores Luminales (84.62%) que en las que tenian tumores no-
Luminales (68.42%).

Tabla 28. Sensibilidad y Especificidad de los biomarcadores, en solitario o en
combinacidén, con respecto a las MC en las pacientes de los grupos Luminal y

no-Luminal

Pacientes evaluadas: 208/211. Tres pacientes se excluyeron (dos pertenecientes al grupo Luminal y una
perteneciente al No-Luminal). (*) En cada caso, estas combinaciones se consideraron con resultado “positivo”
cuando en al menos una de las moléculas valoradas era “positivo”; y se consideraron con resultado “negativo”
cuando en todas ellas era “negativo”. (**) Las diferencias en el niumero de pacientes (N) eran debidas a aquellas
pacientes cuya valoracién de los biomarcadores, en solitario o en combinacién, era desconocida. Martinez-
Aranda A et al. Front Oncol. 2017.

La especificidad de la combinacion FN14 y GRP94 fue menor que la
correspondiente a la de los biomarcadores de forma individual, tanto en el grupo
Luminal (50.00%) como en el no-Luminal (57.14%). Cuando se analizo la expresion
de FN14 y GRP94 junto con la evaluacién de Her2, no se modificaba la sensibilidad
(84.62%) y se empeoraba la especificidad (45.24%) en las pacientes del grupo
Luminal; en tanto que en las pacientes del grupo no-Luminal, ahadir la evaluacion
del Her2 mejoraba levemente la sensibilidad (71.79%), aunque también empeoraba
la especificidad (42.86%). Asi, la combinacién de estos tres marcadores incrementa

la sensibilidad para predecir la evolucion a MC en el grupo no-Luminal.

La alta especificidad mostrada por el FN14 y por el Her2 evaluados individualmente

decrecia cuando se evaluaban en combinacion, sugiriendo que ambos
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biomarcadores estratificaban diferentes subgrupos de pacientes con arreglo al

riesgo de sufrir MC en el curso de la enfermedad.

5.4.4.2. Valor predictivo y prondstico de los biomarcadores en nuestra serie

Para identificar la mejor combinacion para la prediccion de MC sobre el total de
pacientes de nuestra serie (n=318), los marcadores se valoraron en un modelo de
regresion logistica multivariado utilizando un procedimiento de “paso a paso’

(“forward stepwise”).

En la Figura 29A se constata la combinacion de GRP94 con FN14 como la mejor
para predecir la MC, incrementando la capacidad de prediccion del riesgo de MC
(AUC=0.69) sobre la asignada a la sobreexpresiéon de Her2 sdélo (AUC=0.57).
Ademas, la informacion adicional sobre la expresion de Her2 (GRP94 con FN14 y
Her2) no mejoraba la prediccién de MC en pacientes con cancer de mama (AUC=
0.69).

Por otra parte, tras el analisis realizado de los biomarcadores de forma aislada, la
GRP94 fue la que presenté mayor sensibilidad (65.06%), seguida del FN14 (38.27%)
y del Her2 (24.68%). En cambio, el FN14 y el Her2 mostraron mayor especificidad
(89.43% y 89.55%, respectivamente). La combinacién de los biomarcadores GRP94
con FN14 mostr6 una mayor sensibilidad (74.07%) que cuando se evaluaron
aisladamente; en cambio, esta evaluacion conjunta mostré una menor especificidad

(51.98%) en relacion al analisis de los biomarcadores de forma aislada (Figura 29B).

Cuando el analisis multivariado se corregia por las covariables ‘tamano tumoral’,
‘GH’, ‘estado de ganglios linfaticos’, ‘receptores hormonales’, ‘Her2’ y ‘tratamiento’
(quimioterapia adyuvante y antiestrogenos), el mejor marcador predictivo para la
presencia de MC seguia siendo el FN14 (p<0.0001), seguido por la GRP94
(p=0.0017). Estos resultados confirmaban la independencia de ambos
biomarcadores de la categorizacion clasica de los carcinomas de mama y de los
cinco subtipos moleculares de cancer de mama, reforzando su valor intrinseco como

biomarcadores para la prediccion de recaidas en forma de MC.
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Figura 29. Prediccion de MC segtin la combinaciéon de biomarcadores. A. Area bajo la curva (AUC) ROC
obtenida con los indices predictivos integrados, valorando los marcadores en un modelo de regresion logistica
multivariado. Se calcularon las ratios de probabilidad positiva y negativa para valorar la exactitud predictiva de
cada molécula como marcador de MC, considerando la sensibilidad y especificidad de cada una de ellas. B.
Sensibilidad y especificidad mostrada por los marcadores. Figura adoptada de Martinez-Aranda A et al.
Oncotarget. 2015.

Asi pues, la expresion de FN14 en los tumores primarios es el predictor mas fiable
del desarrollo de MC en pacientes con cancer de mama, pudiendo usarse para

estratificar a pacientes de acuerdo con su riesgo de desarrollar MC, tanto para tomar
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una decision terapéutica en el primer diagnostico como para indicar tratamientos con

finalidad preventiva.

Por otra parte, para valorar la utilidad de FN14 y GRP94 como factores
independientes de riesgo de MC en las pacientes de los grupos Luminal y no-
Luminal, se realizé un analisis multivariado incluyendo ‘edad’, ‘afectacion ganglionar
axilar’, ‘estado de Her2’ y ‘presencia de metastasis pulmonar’ como covariables
(Tabla 29).

Tabla 29. Analisis multivariado de los biomarcadores en pacientes con

metastasis cerebrales de los grupos Luminal y no-Luminal.

Las covariables utilizadas en este estudio fueron: edad, afectacion ganglionar axilar, Her2 y presencia de
metéstasis pulmonar. El Her2 no se incluyd como covariable cuando utilizamos como biomarcador la
combinacion GRP94+FN14+Her2. * El nimero de pacientes (N) obtenido en cada grupo corresponde a aquellas
pacientes que tienen disponibles todas las covariables requeridas. ** En cada caso, estas combinaciones se
consideraron con resultado "positivo" cuando al menos una de las moléculas valoradas tenia resultado "positivo",
y "negativo" cuando en todas ellas era "negativo". Martinez-Aranda A et al. Front Oncol. 2017.

Los resultados mostraron que las pacientes que pertenecian al grupo Luminal (RE
positivos) tenian un riesgo significativamente mas alto de desarrollar MC si el tumor
primario expresaba FN14 comparado con los tumores que eran negativos para este
biomarcador (OR: 36.70; 95%CI: 3.65 - 368.25; p= 0.002). La probabilidad, por tanto,
de desarrollar MC en estas pacientes se incrementaba 36.70. Por el contrario,
cuando los tumores primarios sobreexpresaban GRP94, el riesgo de desarrollar MC
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no fue significativo (OR: 5.74; 95%CI: 0.87 - 37.66; p= 0.069), y tampoco al
evaluarse en combinacion con FN14 (OR: 7.10; 95%CI: 0.88 - 57.51; p= 0.066) o en
combinacion con FN14 y Her2 (OR: 5.80; 95%CI: 0.86 - 39.08; p= 0.071). Sdlo en
las pacientes con tumores del grupo no-Luminal (RE negativos), la positividad en la
combinacion de FN14 con GRP94 fue significativamente predictiva de progresion a
MC (OR: 4.04; 95%CI: 1.19 - 13.65; p=0.025).

Se analizé la supervivencia libre de MC en relacion a la expresién en el tumor
primario de FN14, GRP94, Her2 y del fenotipo TN (Figura 30).

A B

Figura 30. Probabilidad de supervivencia libre de metastasis cerebral en funcion de los biomarcadores.
Probabilidad de supervivencia libre de MC sobre el total de nuestra serie de pacientes (n=318) en funcion de la
positividad o no de los marcadores a estudio FN14 y GRP94 y de la positividad o no de parametros clasicos
como el estado de Her2 y el fenotipo TN. Método Kaplan-Meier y valores de p obtenidos mediante el log-rank
test. Martinez-Aranda A et al. Oncotarget. 2015.

182



RESULTADOS

Asi, observamos que las pacientes con tumores primarios FN14-positivos (Figura
30A) tenian una probabilidad de supervivencia libre de MC menor que aquellas que
eran negativas para el marcador, de forma muy significativa (p< 0.0001), al igual que
aquellas pacientes con tumores primarios TN (p< 0.0001), como muestra la Figura
30B.

Por otro lado, las pacientes con sobreexpresion de Her2 en el tumor primario (Figura
30C) y las que presentaban positividad para la GRP94 (Figura 30D) también
presentaban una probabilidad de supervivencia libore de MC menor, de forma
significativa (p= 0.002 y p= 0.002, respectivamente), que aquellas cuyos tumores

primarios no las sobreexpresaban.

Estos resultados indicaban el valor prondstico que tiene la expresion de FN14 y

GRP94 en el carcinoma de mama.

Por otra parte, siendo la quimioterapia adyuvante seleccionada de acuerdo a las
caracteristicas del tumor primario y estadio, evaluamos si la presencia de FN14 y
GRP94 en el tumor podrian predecir la respuesta a la quimioterapia adyuvante y
determinar la supervivencia total (Figura 31).

Tal como se muestra en la Figura 31A, las pacientes tratadas con taxanos tuvieron
una supervivencia menor con respecto a otros regimenes terapéuticos sin taxanos

cuando los tumores primarios eran FN14-positivos (HR=3.21; p= 0.048).

Por el contrario, la supervivencia de las pacientes con tumores primarios FN14-
negativos fue similar en las tratadas con taxanos a las tratadas con otros esquemas

sin taxanos (HR=1.48; p= 0.360), tal como indica la Figura 31B.

Por lo que se refiere a la GRP94 (Figuras 31C-D), observamos que no habia
diferencia en la supervivencia entre las pacientes tratadas con taxanos y las tratadas
con otros esquemas sin taxanos, tanto en aquellas pacientes cuyo tumor primario
era GRP94-positivo (HR=1.69; p= 0.310) como en aquellas GRP94-negativo
(HR=1.63; p= 0.290).
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Figura 31. Probabilidad de supervivencia en pacientes que recibieron quimioterapia adyuvante y su
relacion con la presencia de los biomarcadores. Supervivencia sobre el total de nuestra serie de pacientes
(n=318) que recibieron quimioterapia adyuvante. Método Kaplan-Meier y valores de p obtenidos mediante el log-
rank test. Figuras 31A-B adoptadas de Martinez-Aranda A et al. Oncotarget. 2015.

En su conjunto, estos resultados mostraban que la presencia en el tumor primario de
FN14 podria predecir una disminucién de la supervivencia en las pacientes con
cancer de mama que fueran sometidas a un tratamiento adyuvante basado en

taxanos.

Se analizo la supervivencia libre de MC en pacientes con tumores que expresaban
FN14 tratadas con taxanos (Figura 32A), resultando no significativa (p= 0.066), al
igual que tampoco lo era en las pacientes que tenian tumores primarios FN14-
negativos (Figura 32B; p= 0.134).
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Figura 32. Probabilidad de supervivencia libre de metastasis cerebral en pacientes que recibieron
quimioterapia adyuvante y su relaciéon con el FN14. Supervivencia libre de MC sobre el total de nuestra serie
de pacientes (n=318) que recibieron quimioterapia adyuvante y de acuerdo con la expresién de FN14 en sus
tumores primarios. Método Kaplan-Meier y valores de p obtenidos mediante el log-rank test. Martinez-Aranda A
et al. Oncotarget. 2015.

Dado que los resultados obtenidos en nuestra serie con respecto a la supervivencia
libre de metastasis entre los diferentes subtipos y grupos moleculares son
congruentes con los clinicamente esperados (ver Figuras 26 y 27; seccion 5.4.3.2.
de Resultados), se decidié estudiar la supervivencia libre de MC en los grupos
Luminal y no-Luminal en funcidén de si el tumor primario expresaba o no FN14 y
GRP94 (Figuras 33 y 34).

Asi, la sobreexpresion de FN14 en las pacientes del grupo Luminal (Figura 33A) se
asociaba de forma significativa con una disminucion en la supervivencia libre de MC
(HR=8.25; 95%CI: 2.77 - 24.61; p= 0.00015), a diferencia de las pacientes del grupo
no-Luminal (Figura 33B), donde la asociacion de la expresion de FN14 con la
supervivencia libre de MC no era estadisticamente significativa (HR=1.74; 95%CI:
0.87 - 3.47; p= 0.11).

Por otro lado, al analizar la supervivencia libre de MC en pacientes del grupo
Luminal de acuerdo a la expresiéon de GRP94 (Figura 34A), observamos que la
sobreexpresiéon de este biomarcador en el tumor primario de estas pacientes
también se asociaba a una disminucién en la supervivencia libre de MC, aunque no
estadisticamente significativa (HR=3.58; 95%Cl: 0.98 - 13.11; p= 0.054). Mientras
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tanto, las pacientes del grupo no-Luminal (Figura 34B) no mostraban tampoco una
relacion significativa entre la sobreexpresion de este biomarcador y la supervivencia
libre de MC (HR=1.22; 95%CI: 0.64 - 2.32; p= 0.55).

A B

Figura 33. Supervivencia libre de MC en pacientes con cancer de mama de acuerdo con la expresion de
FN14. Método Kaplan-Meier y modelo de Cox (“proportional hazards”).Martinez-Aranda A et al.Front Oncol. 2017

A B

Figura 34. Supervivencia libre de MC en pacientes con cancer de mama de acuerdo con la expresion de
GRP94. Método Kaplan-Meier y modelo de Cox (“proportional hazards”). Martinez-Aranda A et al. Front Oncol.
2017.

Estos resultados indican que en las pacientes del grupo Luminal la sobreexpresion
de FN14 se asocia a una disminucion de la supervivencia libre de MC vy resalta el
valor intrinseco de FN14 y GRP94 como biomarcadores organoespecificos de MC

en aquellas pacientes con tumores de mejor prondstico 'a priori'.
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DISCUSION

El gran reto que en la actualidad presenta el tratamiento de la MC en cancer de
mama es conseguir mejores protocolos terapéuticos, ya que los actuales presentan
una eficacia limitada. De hecho, se aplican criterios generales en los tratamientos
locales, sea cirugia y/o radioterapia, de las MC de cualquier origen. Para cambiar
este paradigma y avanzar en un tratamiento eficaz se hace necesario incorporar
herramientas para la deteccion precoz de la progresion metastasica a cerebro. Sin
esta implementacion diagndstica no se mejora de manera significativa la expectativa
de vida de las pacientes, por lo que es de maximo interés establecer protocolos de
prediccidon que permitan su prevencion antes de la aparicion de los primeros

sintomas.

El desarrollo de la MC depende no solo del fenotipo de la célula metastasica sino
también de la interaccion de las células tumorales con la inmunidad del huésped y
con el microambiente cerebral, todos ellos factores que pueden afectar la respuesta
de los tumores al tratamiento y condicionar la resistencia al mismo. Desentraiiar los
factores biologicos y las vias de sefializacién celular que promueven y facilitan el
anclaje de células carcinomatosas en el cerebro es una informacion basica para
poder limitar o prevenir el crecimiento organoespecifico de las células que han

conseguido atravesar la BHE y medrar en el SNC.

Basandonos en este razonamiento, nuestro objetivo fue identificar proteinas
involucradas en la progresion metastasica a cerebro del cancer de mama siguiendo
una estrategia de mapeo de perfiles de expresidn transcriptomica y protedmica para
establecer redes de interaccion proteina-proteina de las que pudiéramos obtener
informacion bioldgica relevante y funciones especificas de células de origen epitelial
con capacidad para desarrollar un tumor secundario en el SNC. La construccién
inicial de un fenotipo organoespecifico fue el primer paso para buscar marcadores
de progresidon cerebral en el tumor primario de pacientes con cancer de mama y
analizar el poder predictivo que tenian sobre la enfermedad. Asi, el analisis con
tecnologias dmicas de muestras del tumor primario de las pacientes y metastasis de
distinto origen, incluido higado, pulmén, hueso, piel y cerebro, nos permitio la
sustraccion de las proteinas/genes relevantes para la MC, dando pie a la
estratificacion de pacientes que podrian beneficiarse de un determinado tratamiento
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mas selectivo o personalizado, al mismo tiempo que se identificaban a las pacientes
que no se beneficiarian de la terapia 2°'. De hecho, nuestro trabajo se inici¢ tras
estudios previos en los que se habia descrito este perfil de expresion

organoespecifico de las células metastasicas a cerebro 169201,

El objetivo inicial fue valorizar aquellas moléculas que de manera significativa se
habian asociado a MC, explorando su poder predictivo para prevenirla y/o incidir en
el tratamiento precoz, ya que una vez instaurada las posibilidades terapéuticas no
son eficaces para contrarrestar la disminucion drastica de la supervivencia de las
pacientes. Asi, iniciamos un estudio clinico retrospectivo y multicéntrico donde
participaban tres hospitales, con un total de 318 pacientes, analizando muestras de
tumores primarios de carcinoma infiltrante de mama que habian dado lugar a MC,
metastasis en otras localizaciones o que no habian dado metastasis. En este estudio
se analizo la expresion de las proteinas FN14 y GRP94 en el tumor primario de
estas pacientes y se realizd una primera fase de validacion clinica de estas
proteinas como biomarcadores de MC.

Un biomarcador es “una caracteristica que se puede medir de manera objetiva y es
evaluada como un indicador de un proceso biolégico normal, un proceso patoldgico
o como la respuesta farmacolégica a una intervencion terapéutica” 22°. Esta
definicion se aplica a la evaluacion de genes o perfiles genéticos, de proteinas, de
metabolitos, o incluso parametros fisioldgicos y anatomicos; y entre los tipos de
biomarcadores tenemos los de prediccion, los de prondstico y los de diagnostico. En
el desarrollo metodolégico de deteccion del biomarcador hay que tener en cuenta la
eficiencia del método para detectarlo de forma especifica y evitar la interferencia y
contaminacion cruzada con otras moléculas ?2'. En oncologia, el biomarcador es
aquel parametro que esta presente y se mide en el tejido tumoral o suero (p.e. DNA,
mRNA o proteinas) 2?2 y se aplica al diagnostico, prondstico y seleccién de
tratamiento, permitiendo identificar a los pacientes que se pueden beneficiar de un
tratamiento evitando toxicidades innecesarias 2. Las funciones bioldgicas de las
proteinas FN14 y GRP94 y su asociacion con la progresion metastasica del cancer
de mama hacen que, ademas de biomarcadores especificos, puedan ser
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consideradas dianas terapéuticas para inhibir funciones criticas para la progresion

metastasica.

El resultado mas importante de nuestro estudio clinico-patologico ha sido la
validaciéon multicéntrica de las proteinas FN14 y GRP94 como biomarcadores de
prediccidon y pronostico de MC, ya que su sobreexpresion en los tumores primarios
de carcinoma infiltrante de mama se asocia de forma significativa con un mayor
riesgo de progresion a MC en las pacientes, siendo ambos biomarcadores
independientes de la categorizacion clasica 224225, La determinacion del nivel de
expresion de cada uno o de ambos puede efectuarse a nivel de mRNA o protéico, y
constituye en si mismo una herramienta diagnostica, por lo que el desarrollo de un
‘kit” que tenga como objetivo el analisis de estos biomarcadores permitiria la
aplicacion de terapias antimetastasicas preventivas y nuevas estrategias de
diagnoéstico precoz de las pacientes que tengan un alto riesgo de contraer la
enfermedad, pudiendo también ser utilizado como factor prondstico de la respuesta
a los tratamientos convencionales. En su conjunto, estos resultados originales se
protejieron con dos patentes que definian la relevancia de esta invencién en la
practica clinica, actualmente otorgadas en Europa (Patente N° 2440931) y también
en EE. UU. (Patente N° 9.645.150).

FN14 es una proteina transmembrana de tipo |, receptor de superficie celular,
miembro de la familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), altamente
inducible en cerebro a través de su ligando natural TWEAK, que es producido por
astrocitos activados. FN14 esta implicado en muchas vias de sefalizacidon
intracelular, desencadenando procesos como la proliferacién celular, diferenciacion,
migracion e invasioén, y participando en otras funciones como la apoptosis,
angiogénesis, inflamacién, promocion de la proliferacion tumoral y metastasis 226227,
El FN14, que esta conectado a diversas vias de sefializacién intracelular como la via
del NF-kB, se une a TWEAK, citoquina multifuncional y miembro de la superfamilia
del factor de necrosis tumoral (TNF), que también controla actividades celulares
como la proliferacién, migracion, diferenciacion, apoptosis, angiogénesis e
inflamacion, constituyendo la via de sefalizacion TWEAK-FN14, importante via
fisiolégica mediadora de la reparacion tisular tras una lesion aguda. Asi, la expresion
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de FN14 es baja en organismos adultos sanos, pero aumenta cuando el tejido es
lesionado o se remodela 2%2. El papel de FN14 en la regulacion de la metastasis
tumoral esta siendo desvelado en los ultimos anos, demostrandose su influencia en
la regulacion de la transicion epitelial-mesenquimal (EMT), el citoesqueleto y
degradacion de la matriz extracelular (MEC) 227. El FN14 esta altamente expresado
en muchos tipos de tumores sélidos, relacionandose su expresion con el aumento de
la capacidad metastasica a diferentes érganos 229232 asi como con el aumento de la
capacidad invasiva “in vitro” 226, pudiendo desempeiiar un importante papel tanto en

el crecimiento tumoral como en las metastasis 228.

Con respecto al cancer de mama, se ha visto en modelos “in vitro” que la expresion
de Her2 va paralela al incremento en la concentracion de FN14 y que la deplecion
de FN14 conlleva una disminucién en la capacidad de migracion e invasion 233,
Ademas, la expresion de FN14 es mas alta en lineas celulares de cancer de mama
invasivas con receptores estrogénicos negativos, y la sobreexpresion de FN14 en
lineas poco invasivas resulta en una mayor induccion de la invasion y de la
activacion de la via de sefializacién de NF-kB, apoyando el papel que tiene esta via

mediada por FN14 en la invasion del cancer de mama y sus metastasis 234,

Diferente funcion celular tiene la GRP94, la cual es una proteina regulada por
glucosa (GRP) de la familia de las HSP90 y esta expresada de forma constitutiva en
todos los tipos de células 2%°. Las GRPs se localizan en el reticulo endoplasmico y
mitocondria; son chaperonas que intervienen en el plegamiento estructural,
ensamblaje y degradacion de otras proteinas y ayudan a mantener el equilibrio del
calcio en el reticulo endoplasmico, protegiendo a las células de la apoptosis 2%. Las
células en rapida proliferaciéon necesitan un incremento de la sintesis de proteinas,
por lo que se requiere un aumento de la actividad de las chaperonas para realizar el
plegamiento, ensamblaje y transporte de dichas proteinas 2%’. Las GRPs son
inducibles en diferentes situaciones de estrés, principalmente metabdlico, como el
déficit de glucosa, el estrés oxidativo, la deplecion de calcio del reticulo y la
acumulacion de proteinas con defectos en su plegamiento estructural 228, pudiendo
ser activamente translocadas a otras localizaciones celulares, como la superficie

celular, y actuar como receptores, asumiendo nuevas funciones como regular la
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sefalizacion, proliferacién, invasion, supresion de apoptosis, angiogénesis,
inflamacion, inmunidad y viabilidad celular 237239240 Existen péptidos que inhiben la
interaccion entre la GRP94 y las integrinas, bloqueando la invasion celular 24°. Las
proteinas con funcién chaperona, como la GRP94, también estan relacionadas con
el fenotipo de troncalidad (pluripotencialidad en la diferenciacién celular), con la
transicion epitelial-mesenquimal (EMT) y estan implicadas en los procesos
bioenergéticos celulares, interviniendo en la reprogramacién del metabolismo
energético de las células 2*'. La expresion de la GRP94 se correlaciona con un
estadio avanzado y baja supervivencia en una variedad de canceres, revelando
estudios pre-clinicos recientes que su expresion esta estrechamente ligada al

crecimiento tumoral y metastasis 242,

En estudios con células de cancer de mama humana, éstas presentan uniones de la
GRP94 a la superficie celular, uniéndose también a Her2 en la superficie, regulando
su capacidad migratoria y la actividad promotora oncogénica 2*3. La GRP94
interviene en el mantenimiento de la alta densidad de Her2 en la membrana
plasmatica de células de cancer de mama y actua como chaperona del receptor,
contribuyendo a su buen funcionamiento ?44. Ademas, la sobreexpresion de GRP94
estaria proveyendo a las células de capacidad para superar el estrés de reticulo y
facilitar la adaptacién a microentornos metabdlicamente hostiles '8, De hecho, la
sobreexpresion de GRP94 en tumores que metastatizan a cerebro y en las células
de la metastasis, seria un indicativo de que esta proteina podria intervenir en

diferentes estadios de la evolucién metastasica 2°.

La concentracion de glucosa en el espacio intersticial del parénquima cerebral es
menor que en el plasma sanguineo; en cambio, este espacio intersticial tiene alta
concentracion de aminoacidos, como glutamina, valina, leucina e isoleucina, los
cuales pueden ser utilizados como sustratos energéticos por las células de cancer
de mama que metastatizan en cerebro en ausencia de glucosa. Asi, las células que
metastatizan en cerebro presentan mayor actividad de la via gluconeogénica vy
glucogénica y un mayor metabolismo oxidativo de los aminoacidos, lo que contribuye
a su supervivencia y proliferacion independientemente del aporte externo de

glucosa'®. En este contexto, la deprivacion de glucosa provoca un aumento en la
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expresion de GRP94 en lineas celulares de cancer de mama y, consecuentemente,
un aumento en su capacidad invasiva ?*5. En un estudio "in vitro / in vivo" reciente
con células de cancer de mama, las MC que sobreexpresan GRP94 resisten mas la
deprivacion de glucosa, debido a la induccién de proteinas anti-apoptéticas y a la
activacion del mecanismo de autofagia, lo que les permite sobrevivir 246. Ademas,
otros estudios experimentales recientes muestran que las células cancerosas, con el
fin de aumentar su aporte de glucosa, sobreexpresan también moléculas
transportadoras de glucosa, aumentando su capacidad para metabolizarla y
facilitando la supervivencia de las células de cancer de mama en el cerebro, lo cual
favorece la MC. Estos transportadores de glucosa podrian ser, pues, potenciales
“dianas” terapéuticas para el tratamiento de las MC de cancer de mama 24’. Otro
estudio "in vitro / in vivo" ha demostrado que las células que metastatizan en cerebro
presentan también un fenotipo lipidico diferencial con respecto a las que
metastatizan en otros 6rganos, aumentando principalmente el contenido de los
acidos grasos y su capacidad para oxidarlos en aquéllas con mas habilidad
metastasica, e interviniendo de forma critica la GRP94 en la supervivencia al estrés
metabdlico de las células que metastatizan en cerebro al actuar como moduladora
del metabolismo lipidico 2*8. En consecuencia, la progresion de la MC se veria
favorecida por la disponibilidad de un sustrato bioenergético alternativo, como los
acidos grasos, en situaciones de restriccion de glucosa. Recientemente, se ha
estudiado el papel de la GRP94 sobre el metabolismo de otro tipo de lipidos como
los gangliosidos (GM), lipidos complejos que controlan la dinamica de la superficie
de la membrana celular y su sefalizacion. Asi, se ha observado que la GRP94 actua
como chaperona del cofactor del enzima hexosaminidasa-A, facilitando que este
enzima intervenga en la conversion del GM2 en GM3 en el lisosoma, con lo que
mantiene el equilibrio en la relacion GM2/GM3 en la membrana celular y se favorece
asi el potencial metastasico. En consecuencia, la deficiencia de GRP94 favorece la
acumulacion de GM2 en el lisosoma y la disminucion de la conversion de GM2 a
GM3, haciendo que este desequilibrio contribuya a la disminucion del potencial
metastasico. Por tanto, el cofactor de la hexosaminidasa-A, podria ser una diana

diagndstica y terapéutica para las MC 24°.
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Aunque se han confeccionado y validado nomogramas con variables clinico-
patoldgicas para indicar la probabilidad de MC 2%02%1 |a evaluacion de los
parametros patoldgicos clasicos es todavia insuficiente para predecir el riesgo de
MC, no disponiéndose hasta el momento actual de biomarcadores especificos
independientes de los parametros clasicos para predecir este riesgo ni para actuar
como dianas terapéuticas. La capacidad predictiva de MC de los dos biomarcadores
juntos es mayor que la de cada uno de ellos por separado, y mientras que el FN14
presenta mayor especificidad y la GRP94 mayor sensibilidad, la evaluacion
combinada de ambas moléculas incrementa la sensibilidad, tanto en el grupo

Luminal (RE-positivos) como en el no-Luminal (RE-negativos) 224.22°,

En nuestra serie, la prediccion de MC en las pacientes con carcinoma infiltrante de
mama esta relacionada con el subtipo molecular del tumor primario, siendo el riesgo
mayor en las pacientes con RE negativos. No obstante, las pacientes con un mejor
prondstico “a priori”, como las del grupo Luminal (RE-positivos) pueden ser
estratificadas por su probabilidad de desarrollar MC, teniendo mayor riesgo de
presentarla si sobre todo FN14 esta sobreexpresado (OR= 36.70) 2?4, Al igual que la
deteccidon precoz de la MC y su tratamiento con SRS parece mejorar el prondstico
de las pacientes con cancer de mama metastasico Her2-positivo 2%, la prediccion de
MC de forma mas especifica en las pacientes del grupo Luminal por medio de los
biomarcadores podria plantear estrategias terapéuticas futuras para mejorar el
pronostico de estas pacientes, a la espera de disponer de terapias especificas

dirigidas a las células metastasicas a cerebro.

En las pacientes con cancer de mama del grupo no-Luminal (RE-negativos) la
valoracion combinada de FN14 y GRP94 mejora la evaluacion del riesgo de
progresion a MC, que aumenta si esta combinacion de biomarcadores es positiva,
de manera independiente del estado de Her2 (OR= 4.04). Esto hace que el "kit"
diagndstico propuesto integre la determinacion de los dos biomarcadores. Ademas,
en estas pacientes del grupo no-Luminal, con la combinacion de FN14, GRP94 y
Her2 también se incrementa la sensibilidad para predecir la evolucién a MC 2?4, Los
factores de riesgo que se han asociado al desarrollo de MC de cancer de mama
incluyen: Her2-positivo, RE-negativos, alta actividad proliferativa (Ki-67), tumor de
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alto grado histolégico, tamafio tumoral superior a 2 cm, edad joven (inferior a 50
anos) y afectacién ganglionar linfatica 253255, Las MC en pacientes con cancer de
mama suelen ocurrir en estadios avanzados, pacientes diagnosticadas de
metastasis sistémicas (p.e. pulmonares, hepaticas u 6seas) o amplia afectacion
loco-regional, cuyo tumor primario presenta ademas un estatus Her2-positivo o
TN?24253256 E| patron de expresion genética en el cancer de mama podria utilizarse
como marcador de deteccion precoz de MC 257 y la presencia de formas truncadas
de Her2 mostraria un valor predictivo significativo 2°¢. También se han relacionado
algunos factores socioeconémicos con la presentacion sintomatica de la MC 2%°. El
valor de la expresion de FN14 y GRP94 reside en su capacidad de predecir la MC
con independencia de la expresion de Her2 y/o de receptores hormonales, por lo
que el potencial predictivo del riesgo de desarrollar MC se ejerce tanto en pacientes
TN como Her2-positivas 2?4, Ademads, la expresion de GRP94 no solo es
independiente del estado de los RE, sino también de la edad, tamafio del tumor
primario y grado de afectacion ganglionar regional 2°.

Por otro lado, en nuestro estudio, al igual que las pacientes que sobreexpresan Her2
y aquéllas que son TN, las que sobreexpresan FN14 y GRP94 tienen una
disminucién de la probabilidad de supervivencia libre de MC, por lo que estos
biomarcadores demuestran tener un valor prondstico que se extiende de forma
significativa a aquellas pacientes con tumores Luminales que sobreexpresan FN14,
al igual que es menor en las pacientes del grupo no-Luminal (RE-negativos). La MC
suele desarrollarse de forma tardia en el transcurso de la enfermedad metastasica
de pacientes con cancer de mama, y empeora drasticamente el pronostico de las
pacientes, con una supervivencia del 20% al primer afo, siendo el subtipo molecular
el predictor final de la supervivencia total 2%3. Hay autores que han relacionado
también la presencia de determinadas mutaciones genéticas (p.e. BRCA1) con un
menor periodo libre de MC 281, El estadio, la extension de la enfermedad primaria, el
KPS y los subtipos TN y Her2-positivo juegan un importante papel en el
pronostico?%?2, Ademas del KPS, la existencia de metastasis extracraneales en el
momento del diagndstico de las MC, el numero de MC, el tipo de tratamiento local
administrado y el tratamiento sistémico con trastuzumab influyen en la supervivencia

de las pacientes con cancer de mama que sobreexpresan Her2 263, También la
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edad, sexo, clase de RPA y la radioterapia postoperatoria se han evaluado como
factores prondsticos que influyen en la supervivencia en pacientes que han sido
tratadas quirdrgicamente de su MC 2%4. Por otro lado, el valor prondstico de las
distintas variables clinico-patolégicas en el cancer de mama puede ser diferente si
analizamos las pacientes antes o después de que desarrollen MC 255, Asi, tras el
diagnodstico de MC, la edad joven, el estatus Her2-positivo y la presencia de MC
Unica son factores que mejoran la supervivencia 5. Asimismo, el indice prondstico
GPA-especifico de cancer de mama en las pacientes con MC, basado en las
variables edad, KPS y fenotipo molecular, posee una capacidad prondstica
significativamente mayor que el subtipo molecular sélo 23, y se asocia de forma
significativa con la supervivencia total 2%6. Respecto a la expresion de FN14, ésta es
baja en el tejido mamario normal, pero suele estar significativamente elevada en
todos los subtipos moleculares de cancer de mama, sobre todo en los tumores
primarios TN 267 y Her2-positivo 233. Se ha visto en estudios previos que una elevada
expresion de FN14 se correlaciona de forma significativa con diversos indicadores
de mal prondstico, siendo mas alta en pacientes con el subtipo molecular “Her2-
enriched” 2%*, pudiendo ser un marcador prondstico valido para pacientes con

carcinoma de mama 268,

Otro dato a tener en cuenta es que las pacientes con tumores FN14-positivos que
habian recibido quimioterapia adyuvante con taxanos, tienen una supervivencia
significativamente menor, mientras que la supervivencia libre de MC en estas
pacientes que sobreexpresan FN14 no viene influenciada por la administracion
adyuvante de taxanos. Esto posiblemente pueda deberse a la poca permeabilidad
de la BHE a estos farmacos quimioterapicos, o bien que estos farmacos no actuen
de forma eficaz sobre las células del tumor que sobrexpresan FN14. Estos
resultados, aunque esperanzadores, requeriran una futura ampliacion del estudio ya
que el analisis multivariado y la subclasificacion de las muestras hacen que el

numero de efectivos sobre los que se esta haciendo el seguimiento sea pequefio.
Por otra parte, la determinacion de los dos biomarcadores seria de utilidad para

seleccionar a las pacientes que podrian beneficiarse de un seguimiento por imagen

de RMN craneal de forma regular, desde el momento del diagnostico del tumor
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primario, sobre todo si tenemos en cuenta la supervivencia libre de MC de las
pacientes del grupo Luminal de nuestro estudio. Esto seria especialmente
importante si tenemos en cuenta que, segun el estudio de Molnar IA, et al. 2, las
metastasis detectadas en las pacientes con subtipo Luminal-A de cancer de mama
suelen ser solitarias en mas del 50% de ellas, lo que hace que puedan beneficiarse
de un diagndstico y tratamiento precoces. Los estudios de imagen para el cribaje de
las MC en pacientes con cancer de mama no estan recomendados habitualmente,
puesto que no hay evidencia de que se prolongue la supervivencia total, aun siendo
importante la deteccidén precoz de la MC para actuar con el fin de minimizar el dafo
irreversible al SNC 2%3. No obstante, se esta evaluando la conveniencia o no de
realizar estudios de cribaje o rutina de MC por RMN, tanto en las pacientes Her2-
positivo como en las que son TN, ademas de la adquisicién de imagenes especiales
que detecten alteraciones metabdlicas en el cerebro de forma precoz, y no solo
realizar la RMN cuando haya sintomas neurolégicos (Estudio: NCT03881605).
Asimismo, un estudio clinico esta analizando la utilidad de realizar RMN cerebral de
cribaje en funcion del subtipo molecular (Estudio: NCT04030507). Y otros estudios
qgue estan en marcha se basan en la deteccion de las células de cancer de mama en
el SNC. En este sentido, se esta investigando en fase Il el uso de radionuclidos
dirigidos contra las MC de pacientes Her2-positivo, como el compuesto molecular
conjugado formado por una parte anti-Her2 unida al radionuclido Galio-68 (Ga-68),
donde se intenta evaluar mediante PET-TC la incorporacion de este compuesto por
las células Her2-positivo de la MC de cancer de mama (Estudio: NCT03331601);
este enfoque permitiria detectar las células Her2-positivo de la MC y valorar la
respuesta a terapias anti-Her2 por imagen. También se esta poniendo a prueba el
papel de los ultrasonidos guiados por imagen de RMN en la disrupcion de la BHE,
con el fin de estudiar su factibilidad y seguridad en pacientes con MC de cancer de
mama Her2-positivo (Estudio: NCT03714243).

El disefio de un protocolo en el que incluyera no solo el conocimiento del subtipo
molecular sino también el de la expresion de los biomarcadores FN14 y GRP94
podria aportar una valoracion fiable del riesgo de MC, facilitando el diagndstico
precoz a través del seguimiento por RMN craneal y, en consecuencia, la indicaciéon
precoz del tratamiento local y sistémico de la MC 2?4, Por ello, proponemos que este
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seguimiento realizado con imagen de RMN sea efectuado durante al menos 7 afios
(alrededor de los 80 meses), periodo tras el cual la recaida por MC en las pacientes
del grupo Luminal se estabiliza (Figura 35). Esta es una propuesta novedosa que

revertiria en una mejora de la evolucion clinica de las pacientes.

Diagnéstico Clinico-Patolégico de Cancer de Mama

Subtipos Intrinsecos de Cancer de Mama
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Figura 35. Protocolo propuesto desde el diagnéstico a la profilaxis y/o enfoque terapéutico para
pacientes en riesgo de metastasis cerebral. Negro: Protocolo diagnéstico actual. Azul: Seguimiento
propuesto para aquellas pacientes del grupo Luminal con los biomarcadores positivos. Verde: Profilaxis y
terapias basadas en la expresion de los biomarcadores. Martinez-Aranda A et al. Front Oncol. 2017.

Dados los resultados obtenidos en la practica clinica y en los estudios realizados,
por el momento existen grandes limitaciones tanto en la deteccion precoz como en el

tratamiento de las MC de cancer de mama. No obstante, estamos en espera de
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resultados de los estudios clinicos que todavia estan en curso. Actualmente, la
indicacion de un tipo u otro de tratamiento local (cirugia, WBRT, radioterapia local o
SRS) en la MC viene condicionada por el estadio, evolucion de la enfermedad
primaria, estado general de las pacientes, la accesibilidad quirurgica, la posible
secuela postquirurgica y el tratamiento local previo recibido, asi como por el tamafo
y nimero de las MC 4486.253 | 3 WBRT tiene sus limitaciones, ya que con las dosis
de radiacion habituales existe un riesgo no despreciable de alteracion de las
funciones neurocognitivas 4°. A este respecto, la SRS permite mantener la funcion
neurocognitiva con menores efectos adversos, con mejora en el control local, ventaja
en la supervivencia en pacientes de menos o igual de 50 afios de edad y mejora en
la calidad de vida 253270273 No obstante, la presencia de mdltiples MC y la aparicion
del efecto adverso a la radiacion o ARE (complicaciones basadas en la lesion
endotelial, necrosis, edema vasogénico y efecto masa en el tejido cerebral) 274
limitan su aplicacion, ya que estas complicaciones estan relacionadas con la re-
irradiacion, dosis administrada y volumen de la MC 275, Existen estudios fase Il en
curso sobre el tratamiento de las MC de cancer de mama empleando la SRS y/o
cirugia. El papel de la SRS y/o cirugia en el control de las MC de pacientes Her2-
positivo (Estudio: NCT02898727), asi como la administracion de radioterapia
estereotaxica fraccionada (8 Gy/fraccion, de 3 a 5 fracciones) en lugar de SRS en
pacientes que tengan entre 1 y 10 MC (Estudio: NCT04061408) forman parte de
estudios que evaluan la tasa de control local, la supervivencia libre de progresion y
los efectos adversos. Otro estudio clinico en fase Ill randomizado compara la SRS
con la WBRT en pacientes con un numero mayor de 4 MC, concretamente entre 5 y
20 MC, ya que por el momento se desconoce si la SRS podria mejorar la calidad de
vida en estos pacientes con tantas MC en comparacién con el esquema clasico de
WBRT, es decir, de 30 Gy en 10 fracciones (Estudio: NCT03075072).

El papel de la quimioterapia en pacientes con MC de cancer de mama ha sido
controvertido y limitado. Farmacos como la capecitabina y la temozolomida (TMZ) se
han utilizado en el tratamiento de las MC, mostrando la combinacién de ambos una
TRO en el cerebro del 18% 275, La capecitabina es un profarmaco oral que no tiene
actividad antiproliferativa y que se convierte, con la intervencion de la citidina-

deaminasa y la timidina-fosforilasa, en el compuesto citotdxico activo 5-fluorouracilo
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en el tejido tumoral, donde alcanza mas concentracién que en el tejido sano, aunque
tampoco alcanza altas concentraciones en el SNC 277278 E| tratamiento con TMZ, un
agente quimioterapico alquilante via oral que atraviesa la BHE y que ha formado
parte del tratamiento estandar en pacientes con gliomas de alto grado ?°°, no se ha
mostrado eficaz para el tratamiento de las MC cuando se administra solo. En una
revision realizada por Zhu W et al. ?° se analizaron 21 estudios clinicos, de los
cuales en 9 se englobaron pacientes con MC de cancer de mama, que estudiaron el
papel de la TMZ en el tratamiento de las MC. Al utilizar la TMZ como agente unico
se observd que la TRO y la supervivencia libre de progresion cuando se
administraba a dosis estandar (150-200 mg/m?) eran similares a cuando se
administraba con dosis mas altas. Analizando en estos estudios las pacientes con
MC de cancer de mama, se observo que la inmensa mayoria progresé y en una
minoria se estabilizd la enfermedad tras el tratamiento, obteniéndose una
supervivencia libre de progresiéon inferior a dos meses. Estos resultados no han
propiciado la monoterapia con TMZ como opcidén terapéutica. Ademas, muchas de
las pacientes a las que se les administr6 TMZ en combinacidon con otros farmacos
quimioterapicos habian recibido ya tratamientos previos sin éxito, presentando la
mayoria estabilizacién o progresion de sus MC, con una supervivencia libre de
progresion inferior a seis meses. Incluso en un estudio fase Il mas reciente, la
combinacion de TMZ con irinotecan ha demostrado una actividad limitada en
pacientes con cancer de mama de cualquier subtipo molecular que han progresado
en SNC, obteniéndose una supervivencia mediana total de 5.6 meses 2%, Otros
estudios clinicos fase Il han evaluado la respuesta sobre la MC utilizando esquemas
terapéuticos que combinaban TMZ con WBRT, no obteniéndose un beneficio clinico
con esta combinacion, tanto en relacion con la TRO como en relacion con la

supervivencia total y libre de progresion 281-283,

Los estudios farmacocinéticos han mostrado que la concentracion que la TMZ
adquiere en el liquido cefalorraquideo es similar a la que adquiere en el parénquima,
aunque puede llegar a alcanzar el 35% de la concentracion plasmatica cuando se
administra de forma concurrente con radiacion ionizante 2%°. Ademas, existe cierto
efecto radiosensibilizante de la TMZ con dosis inferiores a 150 mg/m? cuando se
combina con WBRT a dosis entre 20-40 Gy; sin embargo, los ensayos que han
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analizado el papel de esta combinacion en las pacientes con MC de cancer de
mama mostraron o bien una respuesta parcial 22 o bien progresion en la mayoria de
las pacientes 285, alcanzando en ambos casos una supervivencia libre de progresion
inferior a un afo. Por otro lado, las pacientes diagnosticadas de su tumor primario y
MC que se someten precozmente a tratamiento sistémico concomitante con SRS
presentan, de forma significativa, mejor supervivencia que aquellas sometidas solo a
SRS 286, En un estudio experimental reciente se ha visto que bajas dosis de TMZ de
forma profilactica puede prevenir la aparicion de MC en modelos murinos de cancer
de mama, por lo que la administracion oral de TMZ a pacientes con MC de cancer
de mama Her2-positivo tras el tratamiento local esta actualmente en estudio dentro

del contexto de un ensayo clinico de prevencion secundaria 2.

Cabe senalar que muchos estudios clinicos realizados en pacientes con MC son
estudios de fase Il en los que se han englobado pacientes con MC de diferentes
origenes, mostrando caracteristicas clinicas heterogéneas entre las pacientes
estudiadas, diferencias entre sus regimenes terapéuticos administrados para las MC
y diferencias entre los tratamientos previos recibidos 279285, Asi, el papel
controvertido que la quimioterapia ha tenido en el control de las MC del cancer de
mama puede depender de la ausencia de datos de estudios randomizados
prospectivos especificamente bien disefiados que incluyan solo pacientes con MC

de cancer de mama 288,

Por otra parte, se han realizado estudios con terapias bioldgicas dirigidas contra
moléculas concretas en pacientes con MC de cancer de mama, en combinaciéon o no
con farmacos quimioterapicos. Ademas, muchas combinaciones entre las diferentes
terapias dirigidas estan actualmente en diferentes fases de estudio clinico. Asi, en
pacientes metastasicas con receptores hormonales (RH) positivos se han estudiado,
en diferentes fases clinicas, el efecto de los antiestrégenos asociados a inhibidores
de las kinasas dependientes de ciclina CDK4/6 (p.e. ribociclib, abemaciclib,
palbociclib) 28%. En un reciente estudio fase Il, el abemaciclib parece tener un
beneficio clinico en las pacientes con RH-positivos y MC, alcanzando
concentraciones terapéuticas en la MC 20, El palbociclib asociado a terapias anti-
Her2 y endocrina esta siendo estudiado en fase lll para pacientes con RH-positivos y
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con MC (Estudio: NCT02947685) y en otros estudios con otras combinaciones
terapéuticas; y por su parte, el ribociclib esta siendo evaluado en estudios fase Ill en
combinacion con antiestrégenos, como el letrozol o el fulvestrant, en pacientes con
RH-positivos y con MC de cancer de mama 2°'. Sobre las pacientes con RH-
positivos también hay estudios en diferentes fases clinicas que asocian
antiestrogenos con inhibidores de via PIBK/AKT/mTOR (p.e. alpelisib, vistusertib,
everolimus). Asi, estan en estudio asociaciones de fulvestrant con alpelisib,

fulvestrant con vistusertib, y letrozol o exemestano con everolimus 2.

Desde un punto de vista experimental, hay estudios que muestran que el promotor
del enzima MGMT esta con frecuencia metilado (silenciado) en las células con RE-
negativos, mientras que este enzima esta sobreexpresado en células de cancer de
mama con RE-positivos, resultando la inhibicion “in vivo” de la MGMT en un
aumento de la sensibilidad a la TMZ de las células de cancer de mama con RE-
positivos 22, La TMZ no evita la aparicion de MC producidas por células de cancer
de mama que expresan MGMT, y en muestras pareadas de pacientes con cancer de
mama se ha observado en el 43.5% de casos una expresion disminuida de MGMT

tanto en la muestra del tumor primario como en la de la MC 23,

Las pacientes con Her2-positivo en el tumor primario de mama son habitualmente
tratadas con trastuzumab (anticuerpo anti-Her2) después de la administraciéon de
quimioterapia, obteniendo una mejor respuesta sistémica 2%. El trastuzumab actua
sobre las metastasis sistémicas prolongando la supervivencia, pero no actua sobre
las MC, ya que la mayoria de anticuerpos o agentes anti-Her2 no atraviesan la BHE;
el trastuzumab solo podria entrar en el SNC y actuar en las células tumorales Her2-
positivas si hubiera una disrupcion en la integridad de la BHE en la propia MC o por
WBRT, por lo que seria razonable tratar las MC de pacientes que expresan Her2 con
farmacos anti-Her2 que atraviesen la BHE 288,

Un estudio en fase Il combina el quimioterapico TMZ con un conjugado de
trastuzumab-emtansina (T-DM1), formado por la union estable de trastuzumab (T) y
un farmaco citotoxico antimicrotubulo (DM1), con el fin de analizar si esta

combinacion es mejor que la administracion sola de T-DM1 en la prevencion
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secundaria de nuevas MC en pacientes Her2-positivo tras SRS (Estudio:
NCT03190967). Otro estudio trata de evaluar la tasa de respuesta en el SNC cuando
se combina el trastuzumab con un inhibidor de la actividad del enzima PI3K (Estudio:
NCTO03765983). En pacientes metastasicas con Her2-positivo se ha estudiado
también los inhibidores de via PI3K/AKT/mTOR (p.e. sirolimus) con trastuzumab,
con significativa eficacia, aunque se ha visto desarrollo de resistencias. Estos
inhibidores también se han estudiado en combinacion con lapatinib mostrando

resultados prometedores 28,

Por otro lado, la proteina Her2 presenta un dominio intracelular con actividad tirosin-
kinasa, que se activa cuando Her2 se une a su ligando, produciéndose a su vez
activacion de vias de sefializacion (p.e. PI3K/Akt y Ras/MAPK) que llevaran, en
Ultima instancia, al aumento de la proliferacion celular y la supresion de apoptosis?%.
Muchos inhibidores de tirosin-kinasa (TKI) no atraviesan la BHE, por lo que su papel
no esta todavia totalmente definido en pacientes con cancer de mama. No obstante,
la inhibicion de la actividad tirosin-kinasa contribuiria a equilibrar estas funciones
disreguladas, por lo que estos farmacos TKI (p.e. lapatinib, sunitinib, pyrotinib,
afatinib, neratinib, tucatinib) han adquirido relevancia en los ultimos afios, sobre todo
aquellos que penetran en el SNC.

Se han realizado estudios clinicos y existen otros en curso en los que, de forma
secuencial o combinada, se administran TKI o anticuerpos monoclonales en
asociacidon o no con quimioterapia. La mayoria de estos estudios clinicos son de
fase Il, en los que que se valora la seguridad y la efectividad de un determinado
tratamiento. Las pacientes Her2-positivo con MC refractarias que han sido tratadas
con quimioterapia, trastuzumab y WBRT presentan una tasa de respuesta objetiva
(TRO) del 6% al tratamiento con lapatinib 27¢, y la combinacion de lapatinib con
capecitabina en pacientes Her2-positivo con MC ha mostrado respuesta objetiva de
la MC en mas del 60% de las pacientes 8, aunque con una toxicidad no
despreciable. Ademas, no se ha observado diferencia significativa en la incidencia
de MC entre las pacientes metastasicas tratadas con lapatinib y capecitabina (3%) o
con trastuzumab y capecitabina (5%) 2%. Otros estudios en fase | y Il han mostrado
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resultados esperanzadores con la combinacion de lapatinib con WBRT, tanto en la

respuesta objetiva como en la supervivencia total 276.

Otro TKI como el sunitinib (inhibidor multikinasa) ha demostrado, en estudios pre-
clinicos en animales, su distribucion en el cerebro y médula espinal tras su
administracion oral o intravenosa 2%, por lo que el argumento para su uso en el
tratamiento de las MC de cancer de mama esta basado en la hipotesis de que
potencialmente es capaz de atravesar la BHE. No obstante, en un estudio clinico en
fase Il, realizado sobre un reducido numero de pacientes con MC de cancer de
mama, se vio que la administracion combinada de capecitabina con WBRT seguido
de capecitabina con sunitinib no prolongaba la supervivencia libre de progresion vy,
en cambio, aumentaba la toxicidad 2°8. Estos datos nos llevan a pensar en la
necesidad de constatar mediante estudios randomizados fase Il el grado de eficacia
del sunitinib al combinarlo con SRS y precisar su grado de toxicidad, con el fin de
determinar su contribucion en la respuesta de la MC de pacientes con cancer de

mama.

En pacientes Her2-positivo con MC también se esta estudiando la TRO en el SNC,
asi como el tiempo hasta la progresion y la supervivencia total cuando se combina el
pyrotinib via oral, un TKI que actua contra los receptores Her1, Her2 y Her4, con la
vinorelbina (Estudio: NCT03933982). Otros farmacos TKI son el afatinib y el
neratinib, que son moléculas mas pequefias que el lapatinib 276. Asi, esta en curso
un estudio fase I/ll en pacientes Her2-positivo con MC refractaria en el que se
combina el afatinib con el compuesto T-DM1, con el objetivo de valorar la TRO y la
supervivencia libre de progresion (Estudio: NCT04158947). Por su parte, el neratinib,
un inhibidor irreversible de todos los receptores Her2, ha mostrado mas eficacia
sistémica que el trastuzumab 2%, y en pacientes Her2-positivo con MC también se
esta estudiando en fase Il en combinacion con capecitabina o con T-DM1, con el fin
de valorar la TRO y la supervivencia libre de progresion (Estudio: NCT01494662).

Finalmente, se ha visto que en pacientes metastasicas Her2-positivo, el tucatinib, un

inhibidor muy selectivo de la tirosin-kinasa de Her2, presenta una tolerancia y
toxicidad aceptables cuando se asocia a trastuzumab y capecitabina 2°°. En estudios
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clinicos randomizados recientes se ha demostrado que el tucatinib, anadido a la
combinacion de trastuzumab y capecitabina, mejora significativamente la
supervivencia libre de progresion a un afo entre las pacientes Her2-positivo con MC
en comparacion con las pacientes que reciben soélo la combinacion de trastuzumab y
capecitabina, mostrando ademas una mayor TRO intracraneal y una mayor
supervivencia mediana 300301 Por tanto, el esquema terapéutico de tucatinib con
trastuzumab y capecitabina es el primero que demuestra una eficacia en el contexto

de estudios clinicos randomizados.

Mencion especial requiere la MC proveniente del cancer de mama triple-negativo
(TN), ya que la agresividad y heterogeneidad biologicas de estas células, su
resistencia a farmacos y la ausencia de receptores hormonales y de expresion de
Her2 complican el disefio de una estrategia terapéutica tanto a nivel pre-clinico como
clinico. Para las pacientes TN la quimioterapia, con el uso de taxanos, antraciclinas y
platino, sigue siendo todavia el tratamiento estandar. No obstante, en estas
pacientes también se ha estudiado el papel de los antiangiogénicos, el de los
inhibidores de los puntos de control inmune y el de los inhibidores de la PARP (Poli
ADP-Ribosa Polimerasa).

Los antiangiogénicos son compuestos que inhiben la formacion de vasos, siendo un
ejemplo de ellos el bevacizumab, que es un anticuerpo monoclonal que inhibe el
VEGF. El desarrollo de las MC se ha relacionado con la expresion de VEGF y la
angiogeénesis, mecanismo ampliamente referenciado en estudios pre-clinicos, donde
la neoangiogénesis es una caracteristica de las MC de ciertos tumores sodlidos,
aunque el desarrollo de la MC en el cancer de mama no esta influenciado por el
tratamiento con bevacizumab, quizas porque su patrén de crecimiento es a lo largo
de las estructuras vasculares preexistentes (“cooptivo”) y no como consecuencia de
neoangiogénesis 3%2. Por tanto, aunque el bevacizumab ha mostrado un grado de
seguridad aceptable tras su administracion, su papel en la MC del carcinoma de
mama tampoco esta del todo definido.

También estan actualmente en curso estudios clinicos fase Il en los que se estan

estudiando compuestos denominados ‘inhibidores de punto de control inmunitario’,
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como el pembrolizumab y el atezolizumab, los cuales intervienen sobre el sistema
inmune bloqueando la via PD-1 (proteina de membrana del linfocito T) / PD-L1
(proteina de membrana expresada en algunos canceres) y, asi, favoreciendo el
efecto citotoxico de los linfocitos T sobre las células malignas. Sobre esta linea de
investigacion se estan estudiando pacientes con cancer de mama y con al menos
dos MC, que reciben tratamiento local con SRS y pembrolizumab sistémico como
anticuerpo monoclonal, el cual bloquea la proteina PD-1 del linfocito T, con el fin de
valorar la progresion cerebral y los efectos adversos de esta combinacion (Estudio:
NCT03449238). El cancer de mama TN es muy inmunogénico y sus células
expresan gran cantidad de PD-L1 33, por lo que en otro estudio se combina la SRS
con el atezolizumab, anticuerpo monoclonal dirigido contra el punto de control
inmunitario PD-L1 de la membrana celular en las células cancerosas, con el fin de
analizar en estas pacientes TN con MC la supervivencia libre de progresion bajo
esta combinacion terapéutica (Estudio: NCT03483012). En el contexto de un estudio
fase | se esta estudiando la toxicidad limitante de dosis de otro anticuerpo
monoclonal anti-PD-1, como el nivolumab, cuando se administra previamente a la

SRS en pacientes con cancer de mama metastasico y MC (Estudio: NCT03807765).

Un inhibidor de la PARP como el olaparib ha mostrado, en un estudio randomizado
fase Ill, un aumento de la supervivencia libre de progresidbn en comparacion con
quimioterapia en pacientes con cancer de mama metastasico Her2-negativo con
mutacion de BRCA 3%, Otros inhibidores estan en diferentes fases de estudio clinico

(veliparib, niraparib, rucaparib, talazoparib).

Por otro lado, en el cancer de mama TN es frecuente la alteracion en la expresion de
diferentes miR (microRNA), la cual puede ayudar a diferenciar el cancer de mama
TN del resto de tipos; incluso hay miR que se han asociado con la resistencia o
sensibilidad de las células TN tanto a farmacos quimioterapicos como a la radiacién
ionizante 3%, Por tanto, el uso de miR como "dianas" terapéuticas permitiria también
estudiar determinadas macromoléculas (p.e. oligonucleétidos antisentido) que
inhiban su accién y, asi, desarrollar terapias con nanoparticulas mas especificas

para el cancer de mama TN y menos toxicas 305306,
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Actualmente, las terapias basadas en nanoparticulas son motivo de un amplio
estudio. El principio que fundamenta la administracién de un farmaco asociado a una
nanoparticula radica en su mayor tiempo de permanencia en la circulacion sistémica
y en su mayor permeabilidad a través de los vasos del tumor. Muchos farmacos son
incapaces de atravesar la BHE por difusion pasiva, por lo que necesitan que las
nanoparticulas, como vehiculo del farmaco, presenten un equilibrio entre su
hidrosolubilidad y su liposolubilidad. Ademas, la BHE en la MC de cancer de mama
presenta una disrupcion parcial que no es suficiente para permitir concentraciones
elevadas de los quimioterapicos en la metastasis, por lo que las nanoparticulas
utilizadas, ademas de estar disefiadas para transportar farmacos de forma selectiva
a las células, deben asociarse a compuestos que modulen la permeabilidad de la
BHE, con lo que se mejora la llegada del farmaco a la MC 307,

Clinicamente se han utilizado para el cancer de mama nanoparticulas no dirigidas
contra ninguna "diana" celular especifica, basadas en polietilenglicol, liposomas o
albumina unidos al farmaco quimioterapico (antraciclina o taxano), mostrando mejor

efectividad y menor toxicidad comparado con el farmaco de forma aislada 438,

En estudios experimentales pre-clinicos “in vitro / in vivo” sobre lineas celulares de
cancer de mama humana de diferentes subtipos moleculares también se han
disefiado diferentes estrategias basadas en nanoparticulas, como p.e. liposomas
ligados a doxorrubicina, nanoparticulas de Oxido de hierro ligadas a pequefios
fragmentos de RNA de interferencia o silenciacion (siRNA), o polimeros ligados a
emtansina o paclitaxel 22°. Se ha observado que las nanoparticulas de oro asociadas
a un conjugado péptido-doxorrubicina son capaces de atravesar la BHE y llegar a las
células metastasicas de cancer de mama, aumentando la citotoxicidad sobre estas

células y la supervivencia de los animales de experimentacion 3%°.

Para células Her2-positivo se ha estudiado a nivel pre-clinico el uso de péptidos que
producen disrupcion de la dimerizacion de la proteina Her2 y apoptosis 3'%; el mMRNA
del trastuzumab vehiculizado por nanoparticulas lipidicas para la formacion
enddgena “in vivo” de trastuzumab 3''; el uso de nanoparticulas con oro, que son

biocompatibles y faciles de sintetizar, transportando anticuerpos anti-Her2 o
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conjugados trastuzumab-farmaco 3'23'3; el uso de nanoparticulas con alta
biocompatibilidad y baja inmunogenicidad, como los exosomas disefiados para
modular la inmunidad celular, denominados SMART-Exo (“Synthetic Multivalent
Antibodies ReTargeted exosomes”), que pueden transportar en su superficie
anticuerpos anti-Her2 y anticuerpos anti-CD3, lo que les permite interactuar con las
células de cancer de mama Her2 positivo y con los linfocitos T 3'4; la utilizaciéon de
nanoparticulas con anti-Her2 y el antibiético salinomicina (molécula ionéfora que
forma complejos con iones, afectando el transporte de iones a través de la
membrana), con propiedad para eliminar las “stem cell” cancerosas y las células
resistentes a apoptosis 3'%; o la utilizacion de nanoparticulas acopladas al complejo
trastuzumab-paclitaxel y que mejoran la hidrosolubilidad y biodisponibilidad del

quimioterapico 316,

No obstante, las peculiares caracteristicas del cancer de mama TN han hecho
plantear disefios terapéuticos "in vivo" con nanoparticulas dirigidas de forma
selectiva contra otras "dianas" de la superficie celular presentes en estas células 3.
Las nanoparticulas ligadas a anticuerpos monoclonales especificos contra proteinas
de superficie celular pueden liberar de forma mas efectiva el farmaco dentro de la
célula via endocitosis. No obstante, a pesar de la eficacia mostrada por las
nanoparticulas en estos modelos, es fundamental realizar mas estudios para mejorar
la farmacocinética y la farmacodinamica de estos compuestos antes de su
introduccién en la clinica 3°8. La doxorrubicina y el paclitaxel son farmacos utilizados
para el tratamiento del cancer de mama TN, aunque su eficacia esta limitada por su
baja hidrosolubilidad, rapida eliminacion, poca selectividad celular y alta toxicidad,
por lo que se ha estudiado el efecto de exosomas con su superficie modificada para
que reconozcan selectivamente las células TN, haciendo que estos liberen

doxorrubicina de forma mas eficiente 318,

También se han utilizado nanoparticulas con mayor especificidad en su capacidad
de adhesion y dirigidas a un receptor celular, nanoparticulas denominadas DART
(“Decresed non-specific Adhesivity, Receptor-Targeted polymeric formulations”),
aunque son necesarias mas investigaciones para definir mejor su papel de vehiculo

del farmaco, asi como su eficacia y seguridad 3'°. No obstante, en un estudio pre-
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clinico reciente sobre un modelo de MC de cancer de mama TN se han utilizado
nanoparticulas DART que vehiculizan paclitaxel y llevan asociadas un anticuerpo
monoclonal anti-FN14, mostrando actividad antitumoral, ya que la expresion de
FN14 en la membrana celular de las células de cancer de mama esta aumentada,

sobre todo en las células TN 267,

Otras estrategias propuestas para las células Her2-negativo van dirigidas a modular
su microentorno tumoral. Asi, el microentorno estaria regulado por exosomas,
modificadores genéticos, hipoxia, vias de senalizacion, quimioquinas, factores de
crecimiento, reguladores epigenéticos, células inmunes, fibroblastos, etc., por lo que
las posibles “dianas” en el microentorno de estas células serian aquellos factores
que intervendrian en la migracion, la proliferacion, la angiogénesis, la evasion de la
apoptosis, y las “stem cells” cancerosas (CSCs) 32°. También se podria intervenir
sobre algunos miR, inhibiendo la proliferacion o regulando la inmunidad 3?'. La
heterogeneidad bioldgica, genética y molecular del cancer de mama TN conlleva a
que este subtipo molecular sea, a su vez, subclasificado en diferentes subtipos: los
subtipos “basal-like 1-2" (BL-1/BL-2), que presentan mutaciones en BRCA1-2,
inestabilidad genomica, alteraciones en los puntos de control del ciclo celular, de
reparacion del DNA y de las vias de sefalizacion de factores de crecimiento, siendo
sensibles a esquemas quimioterapicos con platino; el subtipo “mesenquimal” (M),
que presenta mutaciones de PIK3CA, donde el papel de los inhibidores de PI3K
podria ser importante; el subtipo “mesenquimal-stem like” (MSL), que presenta
expresion de genes implicados en la EMT y asociados con las “stem-cell”, pudiendo
ser sensibles a inhibidores de la EMT; el subtipo “immunomodulatory” (IM), donde
los genes implicados en las vias de sefalizacion de procesos inmunes juegan un
importante papel; el subtipo “luminal-androgen receptor” (LAR), sensible a moléculas
cuya “diana” sean los receptores de androgenos; y el subtipo “unstable” (UNS)320-322,
Estas caracteristicas diferenciales dentro del cancer TN implican también la
existencia de una heterogeneidad biolégica en los componentes inmune,
angiogénico, estromal y metabdlico de sus respectivos microentornos, permitiendo

plantear nuevas estrategias inmunoterapicas segun estos perfiles 320 323,
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Por su parte, los biomarcadores FN14 y GRP94 no sdlo pueden indicar la prediccion
y pronéstico de las MC por cancer de mama, sino que también podrian constituirse
como “dianas” terapéuticas en las MC de estas pacientes. Desde un punto de vista
terapéutico, los anticuerpos anti-FN14 ya han demostrado actividad antitumoral en
modelos experimentales con xenoinjertos utilizando células de cancer de mama,
incluso potenciando la eficacia del paclitaxel %%4. La interaccion de la citoquina
TWEAK con el receptor FN14 es una importante diana terapéutica. Recientemente
se han descrito cuatro péptidos sintéticos capaces de unirse a TWEAK e inhibir la
via de sefalizacion de FN14 en células de cancer de mama metastasicas a
cerebro3?5. Asimismo, anticuerpos anti-TWEAK ya se han administrado en fase | a
pacientes con tumores sélidos avanzados que expresan FN14, observandose una
buena tolerancia y una farmacocinética favorable, siendo la primera evidencia de un
tratamiento especifico contra la via de sefializacion FN14/TWEAK 326, También se
ha estudiado la liberacién dirigida de paclitaxel liposomal en células tumorales FN14-
positivas en un modelo murino, aumentando la supervivencia en las metastasis
pulmonares de carcinoma de mama 3?7, Por otro lado, estudios pre-clinicos y
estudios clinicos fases I-Il han mostrado que el mecanismo de inhibicién de las
proteinas HSP90 puede ser importante en el tratamiento de las pacientes con cancer
de mama avanzado Her2-positivo refractarias a trastuzumab, con lo que los
inhibidores de HSP90 pueden ser prometedores como terapia en futuros ensayos
clinicos. Para estudiar la actividad inhibitoria sobre las proteinas de la familia
HSP90, y sobre la isoforma GRP94 en particular, diversos compuestos naturales,
quimeéricos o sintéticos se han probado en experimentos “in vitro” e “in vivo”. Uno de
los efectos que producen los inhibidores de las HSP90 es la degradacion de la
proteina Her2, debido a que estos inhibidores interfieren con su funcion de
chaperona. Asi, el derivado antibiético geldanamicina, inhibidor de HSP90, ha
mostrado actividad anticancerosa, aunque presenta baja biodisponibilidad vy
solubilidad y un perfil de hepatotoxicidad que ha impedido su valoracion en
posteriores estudios clinicos. Un analogo de la geldanamicina, la 17-alylamino-
geldanamicina (17-AAG), ha mostrado una eficacia similar pero con menos efectos
secundarios. Otro inhibidor como el radicicol presenta mayor afinidad “in vitro” por la
HSP90 que la geldanamicina, pero no presenta actividad antitumoral “in vivo” 328, El
compuesto quimérico (no-natural) radamida, al inhibir las proteinas HSP90, induce la
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degradacion de Her2 “in vitro”; y su analogo, el Bnlm, presenta una actividad
inhibidora selectiva de GRP94 “in vitro”. La inhibicion de la GRP94 se relaciona con
un descenso en la capacidad migratoria, proliferativa e invasiva de las células
metastasicas de cancer de mama MDA-MB-231 328-330 Otros compuestos basados
en purina, como el PU-WS13, presentan actividad inhibidora selectiva “in vitro”
contra la GRP94, inhibiendo las interacciones entre la GRP94 y el Her2 en la
membrana celular, lo que conlleva una inestabilidad de Her2 y, por tanto, facilitando
la degradacion lisosomica de este receptor 3. La exposicion "in vitro" del analogo
purinico sintético BIIB021 con células tumorales MCF-7 promueve la degradacion de
Her2 y de otras proteinas de sefializacién oncogénica, mostrando también actividad
antitumoral "in vivo" contra células de cancer de mama que sobreexpresan Her2 331,
Por otra parte, el ganetespib (STA-9090), un inhibidor de la familia de proteinas
HSP90 que contiene resorcinol, presenta mayor afinidad que la 17-AAG por la
HSP90, mayor penetracion tumoral y mejor perfil de efectos secundarios en estudios
pre-clinicos 328, por lo que a diferencia de los inhibidores de HSP90 de primera
generacion basados en geldanamicina, el ganetespib presenta mejor perfil
farmacolégico y de seguridad, con mejor solubilidad y menor toxicidad, tanto
hepatica como cardiaca y ocular 332333 La accion inhibitoria del ganetespib sobre
HSP90 conduce a la degradacion del receptor Her2, y a nivel experimental “in vivo” e
“in vitro” el ganetespib también actua a diferentes niveles sobre las células de cancer
de mama Her2-positivo, inhibiendo su proliferacion, induciendo su parada del ciclo
celular en fases G2/M vy facilitando la apoptosis por via de las caspasas 332. En
estudios “in vitro” e “in vivo” el ganetespib inhibe la capacidad migratoria e invasiva
de las células de cancer de mama metastasicas MDA-MB-231 y reduce las

metastasis pulmonares 333,

Se han realizado estudios clinicos fase Il con ganetespib en pacientes con cancer de
mama metastasico no seleccionadas, Her2-positivo refractarias al trastuzumab o TN,
y que han recibido tratamientos previos, observandose actividad antitumoral y buena
tolerancia al mismo 334, Asimismo, en otro estudio clinico fase | la combinacién de
ganetespib con paclitaxel y trastuzumab también se ha mostrado segura, bien
tolerada y clinicamente activa en pacientes con cancer de mama Her2-positivo

refractarias al trastuzumab 335. Ademas, el ganetespib potencia los efectos del
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lapatinib, y al combinarlo con taxanos inhibe de forma significativa el crecimiento
tumoral en modelos “in vitro” e “in vivo” de cancer de mama TN 332333 E| ganetespib
también aumenta la citotoxicidad de la doxorrubicina interviniendo en la modulacion
de la respuesta al dafio en el DNA, ya que la HSP90 juega un papel critico en la
reparacion del DNA y en la estabilidad del genoma 33. No obstante, la eficacia del
tratamiento con ganetespib no esta todavia resuelta, pudiendo ser futuramente una
molécula prometedora en el tratamiento del cancer de mama Her2-positivo
refractario a tratamientos actuales, incluso cuando existan mutaciones en los
dominios extracelular y/o tirosin-kinasa del Her2 332, Otro estudio clinico fase II,
utilizando la retaspimicina (IPI-504) como inhibidor de HSP90 en combinacion con
trastuzumab, ha mostrado una buena tolerancia con una moderada actividad
antitumoral en pacientes con cancer de mama avanzado Her2-positivo 336, El
luminespib (AUY922), otro inhibidor de HSP90 que contiene resorcinol, y que ha
mostrado actividad contra células de cancer de mama "in vitro" e "in vivo", se ha
utilizado también en estudios clinicos fase Il en cancer de mama metastasico Her2-

positivo y RE-positivo 328,

La aplicacibn o trasvase bidireccional de los conocimientos obtenidos en las
investigaciones pre-clinicas y clinicas para la solucion de problemas en el ambito de
la biomedicina forma parte de la llamada medicina traslacional, potenciando un
conocimiento entre las diferentes disciplinas con el objetivo de solucionar problemas
de salud. En consecuencia, nuestro enfoque necesita de forma indiscutible de una
perspectiva traslacional, en la que los resultados obtenidos a nivel experimental

permitan trasladar o aplicar estas estrategias a nivel clinico y viceversa.

Los multiples estudios experimentales que han permitido conocer el papel de FN14 y
GRP94 en el proceso metastasico junto con el conocimiento de su grado de
expresion en las muestras humanas del tumor primario de mama, hacen posible el
desarrollo metodoldgico para la validacion de estas moléculas como biomarcadores,
correlacionando su expresion con los datos clinico-patolégicos de las pacientes.
Para una aplicacion clinica 6ptima de los biomarcadores es necesario un amplio
numero de muestras tisulares de pacientes con una buena recogida y seleccion de

las mismas, un correcto desarrollo y optimizacion del procedimiento analitico que
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verifique la fiabilidad del resultado en la deteccidn del biomarcador y su
reproducibilidad (robustez del procedimiento), una correcta validaciéon analitica y
clinica y un correcto analisis estadistico y flujo de datos con adecuadas herramientas
bioinformaticas 2222233%  Todo esto permite identificar pacientes que podrian
beneficiarse de terapias mas selectivas, identificar a pacientes con mayor riesgo de
toxicidad, monitorizar la respuesta al tratamiento ajustando dosis y/o pauta,
simplificar el proceso de desarrollo del nuevo farmaco, optimizar el numero de
pacientes y de estudios clinicos necesarios para demostrar la eficacia del farmaco o
agente biolégico y aumentar la tasa de respuesta objetiva en la subpoblacién de
pacientes que presentan el biomarcador 33, Ademas, continuamente se van
desarrollando tests de biomarcadores o pruebas diagnésticas "in vitro" de forma
paralela al desarrollo de los farmacos dirigidos contra dianas moleculares
especificas (“companion diagnostics”). Estos tests también se conocen como tests
farmacodiagnésticos o farmacogenomicos, deben ser probados a nivel pre-clinico y
clinico antes de utilizarse de forma rutinaria en la practica clinica diaria para
asegurar su validez analitica y clinica y son la guia para el uso de determinadas
moléculas que van dirigidas contra una diana molecular especifica, base para un
tratamiento selectivo y personalizado 33833%. Por tanto, en la mayoria de ensayos
fase Il la determinacién de la expresion de los biomarcadores de MC seria
acompanante en la seleccion de las pacientes subsidiarias de beneficiarse del nuevo

farmaco.

Por otra parte, los resultados obtenidos en clinica con los tratamientos
convencionales asi como con las diferentes terapias ensayadas contra las MC de
cancer de mama, la mayoria de ellas en el contexto de estudios en fases I-Il,
permiten plantear el disefio de estrategias terapéuticas diferentes y mas selectivas
contra las MC. Asi, el disefio de estrategias terapéuticas basadas en nanoparticulas
portadoras de farmaco o agente biolégico que atraviesen la BHE y que, a su vez,
reconozcan selectivamente las “dianas” FN14 y GRP94 en las células metastasicas
de cancer de mama, abre la puerta no s6lo a esquemas de tratamientos mas
personalizados a nivel sistémico para prevenir la aparicion de la MC, sino también al
disefio de terapias combinadas de estas nanoparticulas con diferentes esquemas de

radiacion ionizante una vez que la MC ya se ha formado clinicamente. Ademas, la
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aparicion de continuas mutaciones en las células cancerosas podria desencadenar
resistencia a las terapias bioldgicas dirigidas, produciéndose un fracaso en el
tratamiento selectivo, siendo también necesario desarrollar y disefiar esquemas de
terapia multiple, con varios agentes biologicos selectivos guiados por estos
biomarcadores. De esta forma se actuaria sobre varias vias de sefializacion celular

haciendo mas dificil la aparicion de resistencias 339,

Por tanto, las potenciales aplicaciones clinicas de estas estrategias terapéuticas
combinadas o multiples precisan de su estudio previo pre-clinico en un modelo
experimental aceduado, que permita el analisis “in vitro” e “in vivo” de los efectos de
estos esquemas sobre las células cancerosas y de su posible tolerancia y toxicidad.
Asi, la falta de recursos terapéuticos efectivos para combatir la MC ha llevado a la
necesidad de modelos pre-clinicos que remeden la situacidn patolégica de manera
fiable y ayuden a incorporar en la practica clinica el descubrimiento de nuevos

farmacos, asi como nuevos esquemas de tratamientos combinados.

Por ello, objeto de nuestro interés ha sido perfeccionar un modelo pre-clinico de
induccion de MC vy de irradiacién craneal para optimizar terapias utilizando dos de
las herramientas basicas de que se dispone en la actualidad: radioterapia vy
quimioterapia. Las implementaciones que hemos aportado a la técnica clasica de
inoculacién intracarotidea junto con el disefio de nuestro modelo de irradiacion
craneal permiten el estudio pre-clinico “in vivo” de las MC por carcinoma de mama

cuando son sometidas a esquemas terapéuticos basados en radio-quimioterapia.

La formacién espontanea de MC es poco frecuente en los modelos experimentales
de cancer de mama, teniéndose pues que desarrollar diferentes métodos para
estudiar los mecanismos patogénicos y la respuesta a terapias, por lo que tener
modelos “in vivo” que reproduzcan estos mecanismos es necesario para desarrollar
estrategias diagnosticas y terapéuticas que den respuesta a los problemas en el
manejo de la enfermedad 340344 Asi, basicamente se conocen dos métodos
distintos: la induccién mediante la inyeccién de células tumorales directamente en el
cerebro o en el torrente sanguineo, utilizando la via intravenosa (vena de la cola del

raton), la via intracardiaca (ventriculo cardiaco izquierdo) o la via intracarotidea; o
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alternativamente, haciendo una seleccion gradual de las células metastasicas al
cerebro para obtener lineas celulares que, una vez vehiculizadas, se alojen

preferentemente en él y proliferen.

El método de inoculacién en ventriculo cardiaco izquierdo produce metastasis en
muchos 6rganos, ocasionando una gran variabilidad en la eficiencia del crecimiento
tumoral, lo que dificulta el posterior analisis y evaluacion terapéutica '8. Ademas,
presenta dos problemas: controlar de forma fiable el numero exacto de células
tumorales inyectadas, teniendo en cuenta que se ha de mantener la aguja en el
interior del corazén que late durante todo el proceso de inoculacién, y determinar el
numero de células que llegaran a cada uno de los 6rganos, incluido el cerebro. En
nuestro caso, tras la inoculacion celular en el ventriculo cardiaco izquierdo, el
tropismo de las células 435Br1 por colonizar inicialmente el pulmén y mediastino
dificultaba la obtencion de MC, ya que los ratones morian por la enfermedad
mediastinica antes de desarrollar la enfermedad cerebral, mucho mas selectiva y
tardia. Por ese motivo, sélo utilizamos la inyeccién en ventriculo izquierdo como
meétodo de seleccion de clones metastasicos a cerebro y se optd por la inyeccion
intracarotidea, mas especifica y reproducible para la MC, en el pase final del

procedimiento experimental de seleccion.

La seleccidn celular da como resultado que en cada pase se inyectan células con
mayor habilidad metastasica a cerebro, estas células necesitan menos tiempo para
adaptarse al organo diana, y se disminuye el crecimiento de células en otros
organos 5. Por tanto, planificamos un procedimiento de seleccién celular “in vivo /
in vitro” a partir de repetidas inoculaciones celulares en ventriculo izquierdo,
permitiendo seleccionar aquellas pocas células capaces de atravesar la BHE y ser
viables en el parénquima cerebral. La maniobra de inoculacion en ventriculo
izquierdo se realizé guiandonos s6lamente del signo de llenado rapido de la jeringa
con sangre oxigenada (color rojo vivo) 3*¢ para confirmar que estabamos dentro de
ese ventriculo, a diferencia de otros trabajos en los que se ha utilizado el control
ecografico para dicha inoculacion 347348 En nuestro caso, el procedimiento supuso

una mortalidad intra y postoperatoria del 11%.
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Ademas, es de gran ayuda en estos procedimientos de seleccion el uso de
marcadores celulares que permitan el seguimiento de la actividad metastasica, por lo
que utilizamos en la inoculacion células de carcinoma de mama humana 435-Br1
(BR-eGFP-CMV/Luc), que expresan, ademas de la luciferasa, la proteina verde,
permitiendo el seguimiento de todo el proceso metastasico con facilidad y, asi,

adquirir la informacion en las diferentes etapas experimentales.

Este procedimiento de seleccion tiene ventaja respecto a la inoculacién intravenosa,
en la que gran parte de las células inyectadas van a parar a los pulmones y se
desarrollan en ellos 34935 comprometiéndose de este modo la vida de los animales
al ser un organo de vital importancia. Por otro lado, la ventaja de usar lineas
celulares con tropismo por el SNC cuando son inoculadas por via sistémica es que
los mecanismos fisiopatologicos por los cuales se produce la MC se asemejan
bastante a los que ocurren durante la progresion metastasica del cancer de mama'®.
La gran heterogeneidad de los carcinomas de mama hace necesario disponer de
diversos modelos que recojan diferentes perfiles génicos y se definan sobre éstos
los elementos de organoespecificidad y malignidad. Este protocolo de obtencion de
MC se ha utilizado en muchos trabajos pre-clinicos para estudiar diferentes aspectos
patogénicos 183:351-353  asi como también para el estudio del papel de determinados
farmacos quimioterapicos (p.e. TMZ) en la prevencién de MC de cancer de mama?%.

Por otro lado, el procedimiento clasico de inoculacion de células tumorales mediante
inyeccion intracarotidea conllevaba, generalmente, una alta incidencia de MC y una
baja incidencia de lesiones viscerales 354355, simulando la diseminacién hematdgena
de las células tumorales al cerebro, su parada en los capilares, su extravasacion y
penetracion en el parénquima cerebral y, por ultimo, su crecimiento en el tejido
cerebral 4. Gran parte de los trabajos publicados que han utilizado este modelo de
MC lo han hecho estudiando la patogénesis de la MC con células tumorales de
melanoma murino y/o humano %4358 y de carcinoma de mama humana 3%°. Y en
posteriores estudios de otros autores se han incorporado ligeras modificaciones en
el procedimiento de inoculacion con respecto a la técnica original 89360361 E| mayor
inconveniente de la técnica clasica es que conllevaba un alto grado de traumatismo

quirurgico para los animales, minimizado con la introduccion de la anestesia
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inhalatoria, que produce menos problemas que la anestesia intraperitoneal ya que
esta ultima estaba sujeta a mayor variabilidad farmacocinética y era menos
controlable. Por otra parte, no tenemos constancia explicita de la mortalidad intra o
postoperatoria que se producia con el uso de la técnica clasica por si misma en los
diferentes estudios analizados 3%43%%:3%9  nj tampoco cuando se han realizado

modificaciones sobre la misma 369,

La técnica de inoculacion intracarotidea requiere de una alta habilidad
microquirurgica y produce resultados experimentales mas reproducibles, permitiendo
tener ratones con MC con caracteristicas similares en crecimiento tumoral y
mortalidad, lo que facilita el estudio de los mecanismos biolégicos que intervienen en
la progresion de la MC 362363,

Sobre nuestro estudio experimental, las implementaciones que introdujimos a la
técnica clasica de inoculacion intracarotidea se realizaron en dos fases. La primera
se recoge en el trabajo de Simoes RV et al. 2% con la inoculacién de células de
carcinoma de mama humana 435-Br1. En ese estudio ademas se protocolizé la
adquisicion de imagenes de resonancia magnética nuclear (RMN) para el
seguimiento “in vivo” del crecimiento metastasico cerebral. En este estudio se
detectaron lesiones cerebrales por RMN en el 69% de los animales entre los dias 20
y 62 post-inoculacion, confirmandose histolégicamente en el 61% del total.
Globalmente, la presencia de lesiones, sea por RMN y/o por histologia, estaba
presente en el 85% de los casos estudiados. Las metastasis pulmonares se
confirmaron histolégicamente en el 46% de los animales y otras metastasis
aparecieron en el cuello y parte derecha de mandibula, progresando rapidamente y
causando problemas de alimentacion en los animales, lo que precipitaba su muerte.
Del total de animales inoculados con las leves modificaciones técnicas aplicadas en
aquel momento, la mortalidad perioperatoria resulté ser del 68%. En la segunda fase
de implementacion introdujimos nuevas modificaciones técnicas y metodologicas
(ver seccion 4.1.7.2. de Material y Métodos) con el objetivo de hacer el
procedimiento mas eficiente, lo que ha supuesto en primer lugar no alterar de forma
permanente la circulacion arterial fisiologica, ya que las ramas arteriales se pinzaron

transitoriamente; y en segundo lugar, aumentar la supervivencia perioperatoria con
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el uso de la anestesia inhalatoria acompafada de pauta analgésica y de
hidratracion®®*. Todo ello ha dado como resultado que la mortalidad en el
procedimiento quirurgico sea soélo del 8%, que la evolucion metastasica sea mas
homogénea y que los animales vivan lo suficiente como para poder evaluar la
respuesta al tratamiento, a pesar de que su complejidad hizo que se requiriera entre

45 y 60 minutos de intervencion por cada animal.

Una vez completada esta segunda fase de implementacion a la técnica de
inoculacion intracarotidea, las células seleccionadas BR-eGFP-CMV/Luc-V5CA

(BRV5CA) se utilizaron para los experimentos de radio-quimioterapia.

Las mejoras introducidas en la inoculacion intracarotidea residen en la eficiencia del
procedimiento quirurgico, ya que las células BRV5 inyectadas en la arteria carotida
interna de los ratones se hallaron histolégicamente en el cerebro en el 100% de los
animales, no desarrollando grandes masas en localizaciones proximas, como cuello
o mandibula, que condicionasen su supervivencia a corto plazo; tampoco hubo
sintomas de dificultad respiratoria durante todo el seguimiento ni presencia de
metastasis macroscopicas en pulmones ni ganglios linfaticos mediastinicos, aunque
microscopicamente se hallasen células en estos organos, indicando que la

progresion de las MC fue la causa de la muerte.

Por tanto, con la seleccion celular y con las modificaciones aplicadas a la técnica de
inoculacion intracarotidea conseguimos una supervivencia media suficiente (60.8 +
13.8 dias) para realizar el seguimiento “in vivo” por imagen de RMN y el seguimiento
por bioluminiscencia del tratamiento administrado. Ademas, las imagenes de
bioluminiscencia mostraron senales craneales en el 83% de los animales el dia 26

post-inyeccion, justo antes del inicio del protocolo de tratamiento 364,

Por otro lado, el disefio de nuestro modelo experimental de irradiacion craneal
permite irradiar el cerebro de los ratones de forma fiable y reproducible con cualquier
esquema de tratamiento radioterapico, pudiendo ser aplicado por investigadores en

un entorno hospitalario.
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Un pilar fundamental en el tratamiento de las pacientes con MC es la radioterapia.
Sin embargo, la radiacién ionizante, como arma terapéutica, no ha sido incorporada
de forma importante en el disefio de modelos pre-clinicos de MC 365, Clasicamente,
un obstaculo importante para incorporar los hallazgos de laboratorio al campo de la
radioterapia es la diferencia tecnolégica en los métodos de irradiacién aplicados en

humanos en relacion con los aplicados en la investigacion con animales.

En los diferentes estudios pre-clinicos se han utilizado diversos métodos y
tecnologias para la irradiacion craneal de pequefios animales de experimentacion,
asi como diferentes tipos de radiacidén. Hay estudios en que se han utilizado fuentes
naturales de radiacion, como el radioisétopo 192-Ir (emisor de particulas -y rayos-
v) 366367 el 60-Co (emisor de rayos-y) 38, y el 137-Cs (emisor de rayos-y) 69370 | a
principal ventaja de usar una fuente natural radiactiva en un tratamiento de
radioterapia es que el coste del equipamiento y la complejidad tecnolégica asociada
al mismo son relativamente reducidos; no obstante, los principales inconvenientes
son que no es posible “desconectar” la fuente de radiacion, se ha de reemplazar la
fuente radiactiva cada cierto tiempo debido a la progresiva pérdida de actividad, y

son necesarios mayores requisitos de proteccidn radiologica.

En otros estudios, en lugar de utilizar una fuente radiactiva natural como medio de
irradiacion se ha utilizado tecnologia generadora de rayos-X para irradiar los
animales a estudio. Asi, tenemos estudios que han utilizado rayos-X de origen
artificial utilizando plataformas integradas tecnoldgicas, como el SARRP (“Small
Animal Radiation Research Platform”) 37! sistemas de micro-TC (microtomografia
computerizada) 372, cabinas con sistema de irradiacién incorporado 373375, y sistemas
de radioterapia de microhaz (“Microbeam Radiation Therapy”) como método de
radiocirugia pre-clinica experimental en el cerebro de ratones 37. En estos casos, la
ventaja de utilizar tecnologia generadora de rayos-X es que la emision de radiacion
sblo esta disponible si el aparato recibe flujo eléctrico, y ademas, el hecho de que la
radiacion no provenga de una fuente natural implica que no existe el problema de la
pérdida de actividad con el tiempo. No obstante, el inconveniente de esta tecnologia

es su alta complejidad y su coste econémico.
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Por otro lado, gran parte de los estudios clasicos que han utilizado modelos de
irradiacion craneal en animales se han basado en modelos experimentales de
glioma 368372-375377-379 " en |os que se realizaron la implantacién ortotdpica de las
células tumorales a estudio. Gran parte de estos estudios de irradiacién craneal en
animales han precisado, basandose en sus diferentes objetivos, irradiar focalmente
con precision una parte del cerebro de los animales portadores de glioma, aspecto
que ha requerido de una tecnologia y una infraestructura de gran coste econémico.
Ademas de los mayoritarios estudios pre-clinicos de irradiacion craneal sobre
modelos murinos de glioma, también se han realizado estudios de irradiacion
craneal sobre modelos murinos de MC, obtenidos mediante inyeccion intracerebral
de células de cancer de mama 3%° o de células de melanoma humano °7° u

obtenidos mediante la inyeccion intracardiaca de células de cancer de mama 38,

En referencia a nuestro modelo de irradiacion el objetivo no era irradiar una parte
concreta del cerebro de los animales, sino el cerebro entero (irradiacion
holocraneal)®*, ya que el patron de diseminacion y comportamiento bioldgico de las
MC no es el mismo que en los gliomas. Por tanto, al administrar la radiacién de
forma holocraneal, no necesitamos la alta tecnologia de precision que se requiere
para irradiar solo partes concretas del cerebro de los animales. Ademas, utilizamos
una fuente artificial de rayos-X de alta energia, provenientes de un acelerador lineal
de uso clinico, un aparato de tomografia (TC) para adquirir las imagenes del modelo
y un sistema informatico para planificacién de dosimetria en 3D, ambos también de
uso clinico. Por ello, la aplicacion de nuestro modelo es asequible en cuanto a coste
econdmico y facil de realizar por investigadores dentro de un contexto hospitalario.
Ademas, este modelo permite administrar cualquier fraccion de dosis de radiacion de
forma precisa, fiable y reproducible sobre todo el craneo, a lo largo de todas las
sesiones de tratamiento, asi como saber los margenes de dosis que recibe el
cerebro. También permite potencialmente tratar un gran numero de animales de
forma simultanea, con lo que, en relativamente poco tiempo, se pueden estudiar

grandes series de animales.

Es necesario disefiar nuevos regimenes terapéuticos y nuevos farmacos para el

tratamiento de la MC, por lo que a nivel experimental se han creado modelos de
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tratamiento en busca de opciones terapéuticas, solas o en combinacién, mas
eficaces. A este respecto, nuestro interés en disefar y desarrollar una terapia
experimental combinada basada en radio-quimioterapia radica en el limitado efecto
que tienen la radioterapia y quimioterapia solas para tratar las MC y aumentar de
forma importante la supervivencia. Por ello, decidimos disefiar en el modelo con
ratones hembra atimicos un tratamiento experimental de TMZ combinada con un
esquema no-convencional y bien tolerado de radiacion ionizante holocraneal, con el
fin de analizar "in vivo" la respuesta a esta combinacién terapéutica en las MC de

cancer de mama y estudiar su eficiencia.

En nuestro caso, el protocolo de irradiacion evaluaba inicialmente la tolerancia y
supervivencia de los animales al esquema clasico de irradiacion craneal utilizado en
humanos (3 Gy/fraccion y 10 fracciones, con una dosis total de 30 Gy). El primer
inconveniente con el que nos encontramos fue la diferente susceptibilidad a la
radiaciéon de las cepas de ratones. Mientras que en los ratones convencionales
(CD1) habia una buena tolerancia, con solo presencia de opacidades corneales
bilaterales en los irradiados y una supervivencia superior a 5 meses en todos ellos,
los ratones inmunodeprimidos Balb-c-nude, apropiados para los xenoinjertos de las
células tumorales de origen humano, eran mucho mas sensibles, y el mismo
esquema clasico de irradiacién craneal inducia la muerte en 55-60 dias post-
tratamiento. La opcion de utilizar ratones atimicos de un determinado peso y de un
nuevo esquema de irradiacion valorado en funcion de la Dosis Bioldgica Efectiva o
BED (ver Anexo 10.3.) disminuyd la toxicidad, consiguiéndose que los animales
tratados sobrevivieran el tiempo suficiente para que se pudiera hacer el seguimiento
del proceso metastasico cerebral, siendo la supervivencia en todos los animales

atimicos irradiados con el nuevo esquema de irradiacion superior a los 5 meses.

Otro inconveniente que podriamos tener con el esquema clasico de radiacion es
que, al administrar a los animales anestesia con farmacos via intraperitoneal antes
de cada sesion de tratamiento, tendriamos que anestesiarlos hasta un total de diez
veces a lo largo del experimento. Esto comportaba el riesgo propio de cada sesion
de anestesia, asi como el riesgo de que los animales se despertaran y se movieran

de forma prematura durante las sesiones finales del tratamiento, por lo que hubieran
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sido sesiones fallidas en la administracion de la dosis total correcta planificada. El
nuevo esquema de radiacion aplicado a los atimicos, administrando la dosis
planificada en solo 3 sesiones, evitd en parte este problema al reducirse los dias de

administracion de anestesia.

Por lo que se refiere a la quimioterapia, las evidencias publicadas sobre el efecto
radiosensibilizante de la TMZ, su efecto de respuesta sobre modelos experimentales
de glioma y la experiencia del Departament de Bioquimica i Biologia Mol-lecular de
la Universitat Autbnoma de Barcelona (UAB - CIBER-BBN), fueron la base para la
eleccion de la dosis y el esquema de tratamiento con TMZ en nuestros

experimentos.

A nivel experimental se ha estudiado la TMZ sobre todo en modelos de glioma. En el
estudio de Cheng CL et al. 38" utilizando un modelo experimental sobre glioma
humano en ratones inmunodeprimidos, se determiné la dosis letal de TMZ en el 10%
de animales (LD1o) al administrarse via intraperitoneal, que fue de 350 mg/Kg,
observandose que con una dosis de 88 mg/Kg de TMZ (aproximadamente el 25% de
la LD10), en el contexto de un tratamiento combinado, se conseguia un retraso en el
crecimiento del glioma. En otro estudio, realizado por Kitange GJ et al. 32 sobre un
modelo murino de glioblastoma multiforme humano, se observé que un esquema de
tratamiento con TMZ a dosis de 50 mg/kg/dia, 5 dias por semana durante 2
semanas, se relacion6 con un aumento significativo de la supervivencia de los
animales. En otro estudio “in vitro/in vivo” que utilizaba células de carcinoma de
mama humana (MDA-MB-231BR) con expresion negativa para el enzima O°S-
metilguanina-DNA-metiltransferasa (MGMT), un enzima que repara el dafio en el
DNA producido por grupos metilo, se observo que la radiosensibilidad aumentaba al
exponerlas a la TMZ una hora antes de la irradiacion, administrando a los animales

10 mg/Kg de TMZ en dosis Unica 3.

En base a esto, dentro del disefio del tratamiento experimental en nuestro modelo, la
dosis de TMZ utilizada para nuestros experimentos fue de 60 mg/Kg/dia (ver seccion
4.1.13.2. de Material y Métodos), administrada oralmente 5 dias consecutivos segun
nuestro protocolo de tratamiento (ver seccion 5.3. de Resultados). Esta dosis supone
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una dosis inferior al 25% de la LD+, intentando evaluar su efecto radiosensibilizante
al combinarla con un esquema no-convencional de radiacién craneal. Esta dosis fue
bien tolerada por los animales, siendo inferior a la dosis de 125 mg/kg/dia durante 5

dias, considerada como dosis mieloablativa en un estudio "in vivo" posterior 384,

En definitiva, el cancer de mama es el cancer que se diagnostica en las mujeres con
mayor frecuencia y es el segundo que produce mas MC. La prevalencia de la MC
entre las pacientes con cancer de mama oscila entre el 10% y 16%, alcanzando
entre el 20% y 36% cuando se incluyen los datos de las series de necropsias. Este
escenario es el que motiva trabajos como el nuestro, que intentan aunar la
capacidad predictiva sobre la MC que tienen las moléculas que podemos encontrar
en las muestras del tumor primario, al mismo tiempo que se desarrollan modelos
terapéuticos experimentales; ambos nos ayudan a visualizar nuevas estrategias

terapéuticas que cambien el curso de la enfermedad.
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1. La sobreexpresion de los biomarcadores FN14 y GRP94 en los carcinomas

infiltrantes de mama predice el riesgo de metastasis cerebral de las pacientes.

2. El valor predictivo que tiene la expresion del receptor FN14 en el carcinoma de
mama es mas especifico de progresion a cerebro que la sobreexpresion de la
proteina GRP94, aunque ésta es mas sensible, obteniéndose con la combinacién de
ambos biomarcadores un mayor valor predictivo sobre la aparicion de la metastasis

cerebral.

3. El FN14 es un marcador prondstico en los carcinomas de mama del grupo
Luminal, ya que su sobreexpresion en este grupo de pacientes se asocia con una

disminucién de la supervivencia libre de metastasis cerebral.

4. El FN14 es un marcador predictivo de respuesta a terapia en las pacientes con
cancer de mama; en aquéllas pacientes con carcinomas que expresan el receptor la
quimioterapia adyuvante con taxanos es menos eficaz y presentan una menor

supervivencia que las que reciben pautas con antraciclinas.

5. Las implementaciones introducidas en la técnica de induccion experimental de la
metastasis cerebral han mejorado la supervivencia de los animales y permiten
disponer de un modelo reproducible para estandarizar estudios de respuesta a

terapias y seguimiento “in vivo” por imagen.

6. La pauta de tratamiento radioterapico que hemos optimizado en el modelo
experimental de irradiacién craneal es fiable, reproducible y permite estandarizar
protocolos de tratamiento de la metastasis cerebral, combinando quimio vy

radioterapia.
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Las lineas de futuro que se plantean con el estudio de la presencia de los
biomarcadores FN14 y GRP94 en el cancer de mama se centran en valorar su
utilidad en la practica clinica:

1. Realizacion de estudios clinicos prospectivos multicéntricos con un mayor numero
de pacientes con el fin de afianzar el poder predictivo y prondstico para metastasis
cerebral de ambos biomarcadores.

2. La incorporacion a la practica clinica del analisis de la expresion de los
biomarcadores FN14 y GRP94 ayudara a identificar un subgrupo de pacientes con
cancer de mama que tienen mayor riesgo de metastasis cerebral y permitira

acciones preventivas.

3. Determinar en muestras de pacientes con cancer de mama que hayan participado
en estudios clinicos randomizados el valor prondstico de FN14 y GRP94 y el valor
predictivo de la respuesta terapéutica a taxanos, tanto en régimen de adyuvancia

como de neoadyuvancia.

4. La utilizacion de estos biomarcadores acoplada al diagnéstico permitiria un
desarrollo de tests biotecnoldgicos que incluyan la determinacion de FN14 y GRP94
en muestras tumorales y/o biopsia liquida para mejorar la prediccién y prondstico de
la metastasis cerebral del cancer de mama u otros tumores como pulmon, préstata y

rinon.

5. Ampliar el estudio diferencial entre la expresiéon de estos biomarcadores en el
tumor primario de diferentes origenes y su correspondiente metastasis cerebral, con
el fin de constatar si estas moléculas se expresan o no desde el inicio del proceso
metastasico y, asi, poder disefar estrategias terapéuticas selectivas vy
personalizadas, dirigidas contra el tumor primario y/o su posible metastasis cerebral.

6. Analizar en estudios clinicos prospectivos la relacion entre la expresion de FN14 y

GRP94 y la supervivencia libre de metastasis cerebral en las pacientes Her2-positivo
que hayan recibido trastuzumab.
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7. Realizacién de estudios clinicos prospectivos donde la metastasis cerebral por
cancer de mama sea el criterio de inclusion, y donde los biomarcadores expresados
en la metastasis cerebral sirvan como “dianas” de terapias selectivas que pasen la
BHE, asociandose con diferentes esquemas de SRS o de radioterapia estereotaxica

fraccionada.

8. Estudiar el papel que podria tener la temozolomida en la prevencion secundaria
de las metastasis cerebrales por cancer de mama en el subgrupo de pacientes que
sobreexpresen FN14 y/o GRP94.

9. Utilizar FN14 y GRP94 como “dianas” terapéuticas especificas para dirigir
nanoparticulas y ensayar “in vivo’” esquemas terapéuticos no-convencionales

combinando quimio y radioterapia en estudios pre-clinicos de metastasis cerebral.
10. Los resultados obtenidos a nivel pre-clinico con diferentes esquemas

terapéuticos combinados pueden ser la base para el disefio de tratamientos en fases

clinicas | y Il en pacientes que expresen estos biomarcadores.
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ANEXOS

10.1. SISTEMAS DE VALORACION DEL PRONOSTICO EN
PACIENTES CON METASTASIS CEREBRALES

10.1.1. RPA (“Recursive Partitioning Analysis”)

A partir de la base de datos de la RTOG (“Radiation Therapy Oncology Group”) se aplica el método estadistico
RPA (“Recursive Partitioning Analysis”), el cual crea un arbol de regresion de acuerdo a la significancia
prondstica. Para incluir a los pacientes en una determinada clase prondstica deben cumplir las condiciones de
cada una de las variables o caracteristicas clinicas. KPS: "Karnofsky Performance Status". Fuente: Gaspar L et
al. 1997.

10.1.2. GPA (“Graded Prognostic Assessment”)

Puntuacién
Variables 0 0.5 1.0
Edad (anos) > 60 50 - 60 <50
KPS <70 70 - 80 90 - 100
n° MC >3 2-3 1
Metastasis si No

extracraneales —

A partir de la base de datos actualizada de la RTOG (“Radiation Therapy Oncology Group”) los datos se
obtuvieron de cinco estudios randomizados. La puntuacioén total en el sistema GPA obedece a la suma de las
puntuaciones parciales obtenidas en la evaluacion de cada variable, obteniéndose cuatro categorias prondsticas

en funcion de la puntuacion total obtenida: 0.0-1.0; 1.5-2.5; 3.0; 3.5-4.0. Tabla adaptada de Sperduto PW et al.
2008.
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10.1.3. “GPA-especifico de mama”

Puntuacién
Variable 0.0 0.5 1.0
KPS <70 70 -80 90 - 100
Her2 negativo positivo
RE /RP negativo positivo
n° MC >4 2-4 1

La variable RE/RP se considera positiva si cualquiera de los receptores es positivo. La puntuacion total en el
sistema "GPA-especifico de mama" obedece a la suma de las puntuaciones parciales obtenidas en la evaluacion
de cada variable, obteniéndose cuatro categorias pronésticas en funcion de la puntuacion total obtenida: 0.0-1.0;
1.5-2.0; 2.5-3.0; 3.5. Tabla adaptada de Sperduto PW et al. 2010.
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10.2. SINTESIS EXPLICATIVA DEL MODELO LINEAL-CUADRATICO
(L-Q) EN RADIOBIOLOGIA

La muerte celular a consecuencia de la radiacion ionizante es de naturaleza dual.
Uno de los mecanismos corresponde a la “accidn directa” de la radiacion sobre las
cadenas del DNA, muerte celular directa producida por un unico impacto letal de
energia y no reparable; y el segundo mecanismo corresponde a la “accién indirecta”
de la radiacion sobre las cadenas del DNA, produciendo dafo sobre la molécula de
agua con produccién de radicales libres que, a su vez, producen dafio sobre el DNA,
lo que implica un acumulo de impactos de energia subletales, que son reparables
por los mecanismos de reparacion celular pero cuyo mecanismo es saturable, es
decir, que el acumulo no reparado de impactos subletales conllevara a un dafio
celular no reparable y, por tanto, letal (muerte celular indirecta). A medida que
aumenta la dosis se produce la saturacién en los mecanismos de reparacion, por lo

que la célula se ve incapaz de reparar todas las lesiones.

La probabilidad de producir un dafio letal por impacto unico (Pa) es proporcional a la
dosis (d) recibida (Pa = o . d), mientras que la probabilidad de producir este dano
letal por acumulacion de impactos subletales (P) es proporcional al cuadrado de la

dosis recibida (PP = B . d?), donde o y B son las constantes de proporcionalidad.

Varios modelos se han postulado para explicar la forma de las curvas de
supervivencia celular a la radiacidon ionizante (fraccion superviviente - dosis). De
ellos, el que mejor describe la respuesta a la radiacién en la region de la curva de
baja dosis (0 - 3Gy) es el Modelo Lineal-Cuadratico (L-Q). Este modelo es de amplio
uso en radiobiologia y, en general, funciona bien describiendo respuestas a la

radiacion tanto “in vitro” como “in vivo”.

Con este modelo L-Q, la fraccion celular superviviente (S) tras una dosis/fraccion (d)

queda manifiesta por la siguiente expresion:
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g = o (@d+ B

donde a y B son constantes caracteristicas de la poblacion celular estudiada
(constantes para cada curva de supervivencia celular). EI componente o es el
componente lineal de la curva, relacionado con la “muerte celular directa” y el dafo
no-reparable, mientras que el componente  es el componente cuadratico de la
misma, relacionado con la “muerte celular indirecta” y el dano reparable. En una

poblacion celular se recibe un promedio de (o . d + B . d?) impactos por célula.
Estudios radiobioldgicos han mostrado que cada fraccion de dosis sucesiva es

igualmente efectiva, por lo que el efecto (E) de (n) fracciones puede ser expresado

como:

E=- Ioge(S)” = - n.IogeS =n.(ad + d?) = aD + BdD

donde (D) es la dosis total de radiacion, y sea expresada como:

D=n.d
A partir, pues, de la expresion
E=aD + BdD
obtendremos:
Ela=D.(1+ 3 y=BED
alp

BED= nd(1+ 9 )
alp
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donde BED es la dosis efectiva biologica (medida del efecto de un proceso de

irradiacion continua o fraccionada).

Cuando el efecto lineal de la radiacion sobre las células se iguala al efecto

cuadratico tendremos:

od = pd? = d=a/p

Efecto lineal = Efecto cuadratico

Asi, la relacion o / B corresponde a la dosis donde el efecto (muerte celular) esta
dado por el mecanismo directo e indirecto en la misma proporcién, sin que
predomine uno sobre otro, es decir, es la dosis en la cual la contribucién lineal al

dafio iguala a la contribucion cuadratica al mismo.

Por otro lado, la curva de supervivencia en el modelo L-Q es una curva que se
“‘dobla o curva” continuamente, sin ninguna porcion recta a altas dosis de radiacion.
Su forma o “curvatura” esta determinada por la ratio o / 3. Cuando el grado de
curvatura de la curva de supervivencia celular es mas pronunciado, la relacion a / 3

disminuye.

Asi, relaciones o / f aumentadas implican una alta tasa de recambio celular (division
celular) y una baja capacidad de reparacion del dafo subletal por parte de las
células (“curvatura” de la curva poco pronunciada). Por tanto, en tejidos de
respuesta aguda o precoz (alta tasa de recambio celular, por ejemplo en el caso de
células epiteliales de piel y mucosas o células tumorales), la expresion de la lesion
por radiacion se manifiesta en dias - semanas después de haber sufrido la

irradiacion (rango de o/ B: 7 - 20 Gy).

Por otro lado, relaciones o /  disminuidas implican una baja tasa de division celular
y una mayor capacidad de reparacion celular del dano subletal (“‘curvatura” de la
curva mas pronunciada). Por tanto, en tejidos de respuesta tardia (baja tasa de

recambio celular, por ejemplo en el caso de células del sistema nervioso), la
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expresion de la lesion por radiacion se manifiesta en meses - afios después de la

irradiacion (rangode a / 3 : 0.5 - 6 Gy).

Asi pues, el valor de la ratio a / B debe ser elegido cuidadosamente al calcular la
dosis efectiva biologica (BED) en un determinado tejido. En animales de
experimentacion se han calculado valores de la ratio o / B para una variedad de
tejidos normales de respuesta precoz y tardia a la radiacion ionizante. A pesar de las
diferencias que puede haber entre los tejidos de los animales de experimentacion y
los tejidos humanos, la concordancia entre los datos obtenidos de animales y de
humanos, teniendo en cuenta las limitaciones éticas, es en general buena. Ello
confirma que los tejidos animales son buenos modelos para comparar los efectos de
los diferentes esquemas de fraccionamiento que pueden ser usados clinicamente.
En base a esto, se han calculado valores del ratio o / B para un efecto en tejidos

normales humanos y tumores.

Como hemos dicho anteriormente, la BED es una medida del efecto de un esquema
de radiacién; es la dosis total tedérica que se requeriria para producir un determinado
isoefecto (E), un determinado efecto con una determinada probabilidad. Asi, dos
esquemas diferentes de fraccionamiento son “isoefectivos” si producen el mismo
efecto biolégico (BED) en el tejido irradiado. En el modelo L-Q, la respuesta (efecto
producido) del tejido normal o del tumor a la radiacidon viene caracterizada por el
parametro a / § (ver formula de la BED). Una desventaja de la BED como medida de
la intensidad de tratamiento es que es numéricamente mucho mas grande que
cualquier dosis de radiacion prescribible de radioterapia fraccionada estandar. Una
alternativa, pues, al calculo del isoefecto es calcular la dosis equivalente en
fracciones de 2 Gy (EQD2).

El modelo L-Q asume que hay un tiempo suficiente entre las fracciones para que se
lleve a cabo la reparaciéon completa del dano subletal. Este intervalo de reparacion
completa es de al menos 6h, pero en algunos tejidos (p.e. médula espinal) puede ser
de hasta 24h. En cambio, cuando las fracciones de radiacién se administran tan
préximas en el tiempo que la reparacion es incompleta, es necesario ajustar la

féormula de la BED. Mucha menos dosis es necesaria para producir los mismos

284



ANEXOS

efectos cuando el intervalo interfraccion se reduce (fenomeno de “reparacion
incompleta”®).

La reparacion incompleta tendera a reducir la dosis isoefectiva y las correcciones

deben de ser hechas para la consecuente pérdida de tolerancia.
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10.3. CALCULO DE LA BED PARA TEJIDOS CON DIFERENTE
RESPUESTA A LA RADIACION IONIZANTE SOMETIDOS A
DIFERENTES ESQUEMAS DE TRATAMIENTO.

D: Dosis Total nominal (D = n . d); d: dosis/fraccion; n: n° de fracciones;

BED: Dosis Efectiva Bioldgica (valida para dosis/fraccién entre 1,5 - 8,0 Gy);
BED=n.d(1+ d/a/f)

a/B = 10 para tejidos de respuesta rapida (recambio celular rapido, p.e. tumor).

a/B = 3 para tejidos de respuesta lenta (recambio celular lento, p.e. tejido nervioso).

Esquema clasico de irradiacién craneal en humanos con metéstasis cerebrales
Esquemas pre-seleccionados para irradiacion craneal con n = 3 fracciones

Esquema seleccionado para irradiacién craneal con n = 3 fracciones en el
experimento con ratones atimicos
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Abstract

Purpose Chemotherapy increases survival in breast cancer
patients. Consequently, cerebral metastases have recently
become a significant clinical problem, with an incidence of
30-40% among breast carcinoma patients. As this phenom-
enon cannot be studied longitudinally in humans, models
which mimic brain metastasis are needed to investigate its
pathogenesis. Such models may later be used in experimen-
tal therapeutic approaches.

Material and methods/results We report a model in which
69% of the animals (9/13 BALB/c nude mice) developed MR-
detectable abnormal masses in the brain parenchyma within
a 20 to 62-day time window post intra-carotid injection of
435-Br1 human cells. The masses detected in vivo were either
single (7 animals) or multiple (2 animals). Longitudinal MR
(MRI/MRS) studies and post-mortem histological data were
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correlated, revealing a total incidence of experimental brain
metastases of 85% in the cases studied (11/13 animals). ADC
maps perfectly differentiated edema and/or CSF areas from
metastasis. Preliminary MRS data also revealed additional
features: decrease in N-acetyl aspartate (NAA) was the first
MRS-based marker of metastasis growth in the brain (micro-
metastasis); choline-containing compounds (Cho) rose and
creatine (Cr) levels decreased as these lesions evolved, with
mobile lipids and lactate also becoming visible. Furthermore,
MRS pattern recognition-based analysis suggested that this
approach may help to discriminate different growth stages.
Conclusions This study paves the way for further in vivo
studies oriented towards detection of different tumor pro-
gression states and for improving treatment efficiency.

Keywords Brain metastasis - Breast cancer - Proton
magnetic resonance spectroscopy - Magnetic resonance
imaging - Pattern recognition

Abbreviations

ADC Apparent diffusion coefficient

ASCII American Standard Code for Information
Interchange

CBF Cerebral blood flow

CBV Cerebral blood volume

CE-T1 MRI  Contrast-enhanced T1 MRI

DAB Diaminobenzidine

DMEM/F12 Dulbecco’s Modified Eagle Medium with
nutrient mixture F12 Ham

d PI Days post-injection

DWI Diffusion weighted imaging

FBS Fetal bovine serum

FOV Field of view

GFP Green fluorescent protein

GUI Graphical user interface
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H&E Hematoxylin—eosin

IHC Immunohistochemistry

ic Intracarotid

ip Intraperitoneal

LB Line broadening

HBSS Hanks’ balanced salt solution

'"HMRS Proton magnetic resonance spectroscopy

ML Mobile lipids

MRI magnetic resonance imaging

MTX Matrix size

MSME  multi-slice multi-echo

NEX Number of averages

OCT Tissue freezing medium

PCNA Proliferating cell nuclear antigen
PRESS  Point resolved spectroscopy

RARE Rapid acquisition by relaxation enhancement
sc Subcutaneous

SNR Signal to noise ratio

SPF Specific pathogen free

TAT Total acquisition time

TE Echo time

TR Repetition time

VAPOR  Variable pulse power and optimized

relaxation delays

Avy MRS peak width at half height

A Big delta

8 Small delta
Introduction

Breast cancer is the leading cause of death in women between
the ages of 35 and 55 [1]. At this age range, breast cancers are
also very prone to metastasize to lymph nodes, bone, liver,
lungs and brain [2,3]. About 30—40% of patients with dis-
seminated breast carcinoma develop metastasis in the CNS,
15% of which with a median survival of 1year [4] despite
the standard treatment. In fact, the metastasis of breast can-
cer to either the brain parenchyma or the leptomeninges is
generally a late feature of metastatic disease.

Metastasis is a complex multistep process [5] which can
be studied both in vitro, using molecular biology techniques,
and in vivo. As these pathologies cannot be studied longi-
tudinally in humans, due to evident ethical reasons, in vivo
follow-up studies require animal models that can accurately
recapitulate the process observed in humans.

There is abundant information on animal models of pri-
mary breast cancer, e.g. based on the injection of tumor cells
in the mammary fat pad [6]. However, models which mimic
brain metastasis are needed to help understanding this path-
ogenesis and for use in experimental therapeutic approaches.
In 1988, Schackert and Fidler described an animal model of
brain metastasis based on the intracarotid (ic) injection of
human cell lines in nude mice [7]. They used this model to
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characterize melanoma brain metastasis and different types
of carcinoma [8]. The same model has already been used in
immunohistochemical studies of different cell lines [9] and
also to study in vivo melanoma brain metastasis by magnetic
resonance imaging (MRI) [10]. More recently, MRI has been
used with another mouse model of human brain metastasis
[11] to track single metastatic cells in the brain [12].

The MRI and MR spectroscopy (MRS) are two powerful
non-invasive techniques that are normally available at any
medical center equipped with a clinical MR scanner. MRI
provides structural characterization of brain tissue, e.g. by
T2 weighted and CE-T1 images. It can also be used to mea-
sure parameters of biophysical interest (to calculate ADC
values, measure CBF and CBY, etc.). In contrast, MRS can
provide biochemical information, i.e. the metabolomic pro-
file in specific regions of the brain (volumes of interest, VOI)
[13—15]. Although both techniques are complementary, nor-
mally only MRI is used in hospitals as a routine tool for brain
tumor diagnosis and prognosis. Therefore, it appears that the
clinical MRS performance needs to be improved. To achieve
this, normalized acquisition and post-processing protocols
should be established. In addition, robust decision support
systems (DSS), which can help in the pattern classification
of spectra [16], should be developed and implemented.

The main objective of this study was to optimize a longi-
tudinal MRI/MRS method for analyzing pathogenic aspects
of brain metastasis growth. This method could be used to
monitor metabolic changes during metastasis development
and therapy response. Accordingly, we have characterized
in vivo the morphologic and metabolic development pattern
of brain metastases induced in nude mice by ic injection of
435-Brl human mammary carcinoma cells, a brain metasta-
sis variant of the MDA-MB-435 parental cell line (435p in
short) [17]. For this, we used different MRI approaches (T2
and CE-T1 weighted images and diffusion imaging) and 'H
MRS (at both short and long echo times, TE). MRI data was
then compared with the post-mortem histological analysis of
the dissected brains. MRS data was used in a preliminary and
tentative pattern classification attempt of the different pro-
gression stages observed, using a DSS developed for human
brain tumors.

Materials and methods
Cells and animals

Both 435-Brl human mammary carcinoma cells, originally
established from a brain metastasis in a nude mouse ortho-
topically inoculated with the parental cell line (435p), and
435p/GFP cells, from a parental cell line transfected with
the pCEP4 expression vector containing the GFP (Invitro-
gen, San Diego, CA, USA) [18], were used in this work.
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These were maintained under standard conditions in 1:1 (v/v)
mixture of DMEM and Ham F12 medium, DMEM/F12 (Life
Technologies, Inc. Gibco BRL, Gaithersburg, MD), supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS), I mM pyru-
vate, and 2mM L-glutamine in a 5% CO; environment at
37°C using a humidified incubator [17]. For BALB/c nude
mice inoculation, 435-Brl cells in exponential growth phase
were first treated with Trypsine-EDTA (Life Technologies)
for 1 min at room temperature. They were then washed twice
in HBSS and counted using a Neubéduer chamber. Viabil-
ity was always between 90 and 97%, as measured by Try-
pan-Blue exclusion. 435-Brl cells were then resuspended in
HBSS to obtain a final concentration of 1x 10%cells /100 ul
(aliquot used for inoculation).

Thirteen female 22-24g athymic BALB/c nude mice
(Charles-River, France) were used in this study of brain
metastasis induction. Animals were housed at the IDIBELL
animal facility in SFP conditions, at 20-24°C cage tempera-
ture, 60% relative humidity, 12—12h light—dark periods, and
were allowed free access to UV irradiated water and an ade-
quate sterile diet. Control experiments were performed with
two female 3040 g CD/ mice (Charles-River), as described
in next section.

Induction of brain metastasis

Brain metastases were generated by inoculation of
1x10°435-Brl cells (resuspended in 100 ul HBSS) into the
internal carotid artery of thirteen mice, using a slight modi-
fication of a previously described method [7]. Briefly, mice
were anesthetized intraperitoneally (ip) with ketamine/xyla-
zine (100/10mg/kg) and placed supine under a dissecting
microscope. After the right carotid artery was exposed, the
common carotid was permanently clamped with 5.0 suture
silk proximal to the injection point. Both the external carotid
and the occipital branch were temporarily clamped with 7.0
silk suture. A 34G Hamilton needle (Bonaduz, Switzerland)
was then used to deliver 1x10° cells into the internal caro-
tid lumen. At approximately 20s post-injection, the suture
clamping both the external carotid artery and the occipital
branch was removed. This procedure took about 1 h per ani-
mal and was performed in sterile conditions (laminar flux
cabin) near a dry heat source to prevent body temperature of
the animal from dropping during anesthesia. Following sur-
gery, animals received 20 ml/kg subcutaneous (sc¢) isotonic
glucosaline solution (0.9% NaCl, 5% glucose) to avoid dehy-
dration and 0.2mg/kg of buprenorphine (analgesia), both
administered for the following 2 days. When mice presented
visible signs of cachexia, due to metastasis growth, or other
physical evidence of pain and suffering, they were sacrificed
by injection of pentobarbital, 200 mg/kg, 60 mg/ml. This pro-
cedure was approved by the IDIBELL, UAB and IIB Animal
Healthcare Committees.

To optimize surgical conditions, we used two CD/ mice
inoculated with 1x10° in 50 pul 435p/GFP cells injected into
the right internal carotid artery. In order to monitor the loca-
tion of the injected cells in the central nervous system [19]
at different time points, one animal was sacrificed at 5 min
post-inoculation while the other one was sacrificed right after
the inoculation, both with the CO,-breathing method. The
brains were then removed and fixed for histological analyses
as explained in the “histological analysis” section.

In vivo set-up

In vivo MR studies were carried out on a high-field horizon-
tal spectrometer (Bruker PharmaScan 7.0 Tesla, Ettlingen,
Germany) equipped with actively shielded gradients (300
mT/m) and a 23 mm diameter birdcage resonator specially
designed for mouse head studies. Anesthesia was performed
using isoflurane at 1-2.5% in O, maintaining the respira-
tory frequency between 40 and 60 breaths/min, as monitored
by BioTrigg equipment (Bruker). Animal body temperature
was maintained using a heated water blanket. Tumors were
studied by MRI/MRS as described in the next section.

MRI acquisition and post-processing

Animals were studied by T2, CE-T1 and diffusion weighted
imaging (DWI). Single-voxel proton spectroscopy
("H-MRS) was also used at two echo times (TE: 35 and
136ms), as described in more detail in the next section.
For this, the voxel was always positioned inside the brain
parenchyma and centered in or around the abnormal mass
detected by MRI; in the case of longitudinal studies, voxel
positions were reproduced as well as possible (visual confir-
mation). All MR studies were performed at the SIERMAC
(NMR facility of the Instituto de Investigaciones Biomédi-
cas “Alberto Sols”, UAM-CSIC, Madrid, Spain), according
to protocols approved by the local animal healthcare com-
mittee for animal handling in MR experiments.

Acquisition parameters for T2-W MRI were as follows:
RARE sequence (turbo factor, 8); field of view (FOV),
20x20mm; matrix (MTX), 256x256 (78x78um/pixel);
number of slices (NS), 14; slice thickness (ST), 1 mm; inter-
slice distance (ISD), 1.1 mm; TR/TE, 2,500/60 ms; number
of averages (NEX), 4; total acquisition time (TAT), 5Sm 20s.
Acquisition parameters for CE-T1 MRI (Gd-DTPA bolus
injection in the tail vein at 0.2 mmol/kg previous to MR acqui-
sition): MSME sequence; FOV, 20x20mm; MTX, 256 x256
(78 x78um/pixel); NS, 14; ST, 1 mm; IST, 1.1 mm; TR/TE,
350/11.5ms; NEX, 4; TAT, 5m41s. The volume rendering
of tumor masses detected in CE-T1 images was obtained by
post-processing as follows: abnormal mass(es) were high-
lighted in each image of the T1 sequence using a manually
defined region of interest (ROI) for each individual mass.
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The given areas for each ROI were then added and multiplied
by the inter-slice distance. This process was performed using
Image-J software [20]. Acquisition parameters for DWI were
as follows: Stejskal-Tanner sequence, one gradient for diffu-
sion (read); 3 b values (100, 400, 800s/mm?); A/S,
8.52/5.00ms; FOV, 20x20mm; MTX, 128x 128 (156x 156
um/pixel); NS, 6; slice thickness, | mm; IST, 1.1 mm; TR/TE,
3,000/20ms; NEX, 1; TAT, 19m15s. The images obtained
were then processed to generate ADC maps with interactive
data language (IDL) home written software [21].

MRS acquisition and post-processing

'"H-MRS acquisition parameters were as follows: PRESS
sequence with VAPOR for water suppression; voxel volume,
3x3x3mm (27ul); TR/TE, 3,000/35 or 136 ms (short and
long TE, respectively); number of scans (NS), 128; TAT,
6m5s; receiver gain (RG), constant value (40,000). Spec-
tra were then processed using MestReC software [22]: zero
filling of 4,096 to 8,192 points, 1, 3 or 7Hz line broadening
(for Avy /> measurement of non-suppressed water peaks and
metabolite peaks in water-suppressed spectra and displayed
spectra, respectively) and zero order phase correction. For
the spectral analysis, absolute intensity values were depicted
for the peaks of interest. A prototype version of a DSS devel-
oped for pattern recognition of human brain tumor spectra,
SV INTERPRET vl1.2 [23,24], was used to tentatively fol-
low the pattern evolution of spectra acquired at short and
long TEs in a longitudinal study of metastasis progression.
To attain this, the ASCII format of each spectrum (obtai-
ned with MestRe-C) was normalized to unit length using the
following formula (strategy already applied to human brain
tumor data analyzed for the DSS development [16]):

Lol
— reali (1)
\/ 2 ppm=—2.7 Ireali?

Inorm and Ireq) refer to the intensities at each data point in
the normalized spectra and in the real part of the acquired
spectra, respectively. Subsequently, the normalized ASCII
file was fed into the DSS and evaluated as described in [24].

Inorm i =

Histological analysis

Mice brains were fixed after sacrifice in 4% paraformalde-
hyde for 24h, followed by 30% sucrose for another 24 h.
The tissue was then OCT-embedded (tissue freezing medium,
Sakura Tissue-Tek®) before being frozen in dry ice. Samples,
which were kept at —80°C, were cut into 5 pm coronal sec-
tions for evaluation (cryostate at —27°C). In immunofluo-
rescence control studies (CD1 mice), sections were directly
analyzed on a fluorescence microscope (Olympus [X70) with
two filters:one for visible light (morphological analysis) and
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one for fluorescence (GFP-labeled tumor cell detection). In
MR longitudinal cases (nude mice), metastatic involvement
was explored in each section after classic hematoxylin—eosin
(H&E) staining.

The proliferation state of metastasis was assessed by
immunohistochemistry (IHC) using specific PCNA (prolifer-
ating cell nuclear antigen) antibody sc-56 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), clone PC10 at 1:50
dilution (PBS—BSA 2% solution incubated overnight at 4°C).
A biotinylated anti-mouse secondary antibody diluted in
PBS-BSA 2% at 1/2,000 (Pierce, Perbio Science Ltd.,
Cheshire, UK) was incubated for 30 min at room temperature,
following DAB (diaminobenzidine) staining and counter-
staining with hematoxylin. IHC were visualized on an
Olympus BX60 microscope (Olympus Optical Co., LTD,
Japan) and digitalized with a camera and using the Spot 4.2
software (Diagnostic Instruments, Inc, Sterling Heights, MI,
USA). For each sample, three fields containing 200 cells were
counted for positive PCNA cells (results shown in results sec-
tion as average percentage).

Results
Control fluorescence studies

Fluorescence histological analysis from two CDI mouse
brains (previously inoculated with 435-Br1/GFP cells and
sacrificed at 0 and 5 min post-injection), showed cells in the
lumen of parenchymatous microvessels in both cases, reveal-
ing that they had reached the brain parenchyma microvessels,
as expected (Fig. 1a).

MRI and histological analysis

Approximately 2 weeks after injection of 435/Br-1 cells in
nude mice, animals recovered their original weight and MR
monitoring was started. Longitudinal MRI/MRS studies were
performed in mice up to 32— 92 days post-injection of cells,
days_PI (except for the case of Nude 2, studied for 265 days).
The number of explorations carried out ranged between 1 and
6, depending on the availability of spectrometer time and
overall survival of the animals investigated. T2 and CE-T1
weighted images were used to detect metastasis and localize
them in the brain parenchyma. Metastases were first detec-
ted between 20 and 62 days post-injection in different brain
regions for each afflicted animal (Nude 1, 5,6, 7,9, 11, 13:
hypothalamus; Nude 3: cerebellum-right hemisphere region;
Nude 8:cortex, hippocampus, ventricle, frontal lobe and
hypothalamus). This is summarized in Table 1.

In some animals, tumor masses were found in other regions
of the body besides the brain. These included the right jaw
(7 animals, 6 also with a brain tumor detected) and soft tis-
sue in the neck (1 animal: Nude 10). Tumors detected in
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Fig. 1 aHistological analysis of CD/ mouse brain: animal sacrificed 5
min post-i.c. inoculation 0f435-Br1 human breast cancer cells transfec-
ted with GFP (435-Br1/GFP). Injected tumor cells reached the cerebral
parenchyma microvessels (white arrow): (1) fluorescent signal from
cells (bright green over a darker background); (II) capillary morphol-
ogy in brain parenchyma, same slice as in “I” but using visible light.
Images: 20 pwm thickness/40 x enlargement. b Longitudinal studies of
tumor progression using CE-T1. Metastases are seen in coronal sections
as bright spots inside the brain parenchyma. Nude 3. images obtained at
days 26, 33 and 40 post-injection (d_PI) from top to bottom; metastasis

the jaw (28-38 days_PI), normally evolved rapidly, causing
feeding problems in the afflicted animals. This eventually led
to ending the MR studies before brain tumor masses could
be further monitored (in 5 cases: Nudes 3,7, 8,9, 11) or even
detected (Nude 12). Furthermore, we cannot discard effects
of repeated and long-term anesthesia contributing to death in
6 of the 13 cases studied (Nudes 1, 2,4, 5, 6 and 13).

first detected at d26_PI as a single mass (highlighted by yellow arrow).
Nude 8: coronal sections obtained at days 44, 58 and 65 PI; metastasis
first detected at d44 PI as multiple masses that infiltrate through the
brain parenchyma (two highlighted by a yellow arrow). C post-mortem
histology studies. Nude 8 at d65_PI. Top: CE-T1 MRI coronal section
(left) obtained in vivo from the position highlighted below and post-
mortem hematoxylin—eosin (H&E) staining of a S5um slice from that
region (insert at right, 10 x magnification). Bottom: four transversal
sections (14, anterior to posterior) obtained by CE-T1 MRI

Figure 1b shows two examples of longitudinal studies
at different days post-injection of metastatic cells. The
growth of brain metastases is well observed in both cases,
either as one localized mass whose size increased with
time (Nude 3), or as multiple masses that spread over
the brain parenchyma (Nude 8). Post-mortem histological
analyses in transversal and coronal slices were carried
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Table 1 Summary of first detection of in vivo brain and jaw metastases for each BALB/c nude mouse at different days post-injection of 435-Br1

cells (d_PI)

Mouse (Nude) MR monitoring Death Histology
#) (Metastasis, d_PI) (d_PI) (Metastasis, Yes/No)
Hyp Jaw uBP Brain Lung Liver

1 5 35 28 - 54b

2 4 - - - 265b Yes No No
3 3 26 - 26 42 Yes No No
4 3 - - - 45a No Yes No
5 1 20 - - 32b

6 8 62 - 62 92 Yes No No
7 4 46 30 46 51 Yes Yes No
8 6 30 37 37 61 Yes Yes No
9 3 48 31 48 52 Yes No No
10 2 - - - 48 Yes Yes No
11 1 38 38 - 50 Yes Yes No
12 3 - 34 - 45 No Yes No
13 1 27 27 - 36a

“#” number of MR explorations per animal; uBP, upper brain parenchyma; Hyp, hypothalamus;

[T3RL]

, metastasis no detected. With respect to death

(time shown as d_PI), animals were sacrificed because of symptoms or, in some cases, died during the MR exploration (a) or while recovering from
anesthesia (b). Metastases presence in the brain, lung and liver, as detected by post-mortem histological analysis, is also summarized for the cases

studied (“empty cells”, sample not available)

out in most cases to confirm the extension of the disease
(Fig. 1c).

CE-T1 images were further used for volume rendering of
metastasis at each progression stage (Fig. 2a). This enabled us
to determine growth kinetics curves for each afflicted animal.
Each time series was adjusted to a polynomial function (lin-
ear when only two points were available). When taken toge-
ther, this allowed us to generate an average growth curve, as
shown in Fig. 2b. Thus, 69% of the animals (9/13 mice) devel-
oped MR-detectable abnormal masses in the brain paren-
chyma within a 20—62 days time window PI. These masses
were either single (7 animals) or multiple (2 animals).

Diffusion weighted images (DWI) were also acquired.
Only one diffusion axis gradient was used (Gyead), assum-
ing for the calculations an isotropic diffusion in metastatic
regions. The DWI were used to generate apparent diffu-
sion coefficient (ADC) maps in different coronal slices from
neck to snap (Fig. 3). Metastatic regions in the brain paren-
chyma (color coded in green) had higher ADC values
than non-afflicted tissues (blue color): 0.88 £ 0.07 vs.
0.54 £ 0.05x 10> mm?/s, respectively, for the example cases
shown. Furthermore, ADC maps perfectly differentiated
edema and/or CSF areas (bright regions shown in T2 brain
images and color coded in green—yellow—red in ADC maps)
from metastases.

Correlation of in vivo MRI analysis with post-mortem
histology results of sequential coronal tumor sections was
performed for the fixed brains of 10 of the 13 cases studied

@ Springer

(3 samples could not be used for histological analysis pur-
poses). These included 6 of the 9 MRI-detected metastases
cases (Fig. 4), which presence was confirmed in all cases.
Occurrence of metastases was also confirmed in 2 of the 4
non MRI-detected metastases cases. Altogether, in vivo and
post-mortem data indicates occurrence of metastases in 11 of
13 animals studied (85% incidence). Histology results also
indicate lung metastasis presence in 6 cases (4 with brain
metastasis), not (yet) affecting the lobules in any of the stud-
ied cases, while no liver metastases were detected in any case.
The jaw masses seen in vivo were confirmed (for one case)
as metastases.

Additional PCNA analysis in 20 pwm slides showed some
heterogeneity in the proliferation pattern of these metastases,
particularly when comparing masses seen in hypothalamus
(Hyp) with those detected in the upper brain parenchyma
(uBP)—ANude 3 (Fig. 4a): 82% of PCNA positive cells (Hyp);
Nude 8 (Fig. 4b): 40% (uBP), 29% (uBP) and 15% (Hyp);
Nude 9 (Fig. 4c): 79% (uBP) and 65% (Hyp).

MRS

The MRS was conducted in a total of 10 animals, 8 of which
harboring brain metastases. This was performed by single
voxel 'H-MRS, at short and long TE (35 and 136 ms, respec-
tively). Due to field homogeneity problems and/or difficul-
ties in fitting the metastasis region(s) inside the voxel (e.g.,
masses in hypothalamus), the metabolic pattern of these
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Fig. 2 a Protocol used for A
volume rendering of abnormal

masses found inside the brain
parenchyma. b Metastasis

growth patterns (volume in pl)

inside the brain parenchyma at ROIs
different days post-detection

(PD) for nine animals (fitting Slices: 4
curves shown as dotted lines):
three animals with single point
MR monitoring (no fitting) —
Nude 5, Nude 11 and Nude 13;
two cases with 2-point MR Volume g, = ZAm\,,..; x 18D
monitoring (linear
fitting)—~Nude 7 and Nude 9
(shown with more detail on the B 307
enlarged region displayed as an 60 Tumor growth curves
insert in the upper part of the
plot); four cases with more than
2 points (squared polynomial
fitting, 2 =0.99 — 1) —Nude 1, o Nuded -- Polynamial
Nude 3, Nude 6 and Nude 8. The o Hiiie e —
average growth curve for the =
monitored masses was % A Nudes
calculated from all the fitting g S isE - Pakmaiiial
curves and was also fitted to a >
squared polynomial function > ® Nds7  ---ee- Linear
(solid line error bars, =SD) to 0 Nudeg -+ Polynarmial
calculate the average tumor
duplication time (4-5 days after ®: MORY  seecac Lipear
first detection), r>= 1 <& Nude11
% Nudet3
= — T I ' 1 . »%  Average Polynomial
0 5 10 15 20 25 30
Time (days_PD)

lesions was analyzed in detail in only two cases. As shown in
Figs. 5 and 6, good quality spectra were obtained (Nudes 7
and 8—SNR for the tallest resonance in the spectral range of
4.5-0.0ppm: 36-70), with Av h generally around 18-20Hz
for both the non-suppressed water (LB = 1Hz) and metabo-
lite peaks (creatine was used as a reference, LB=3 Hz).

As shown in Fig. 5a, where the apparent tumor volume
for Nude 7 was only 0.74% and 2.2% of the total voxel vol-
ume used (27 pl) at days 46 and 51 post-injection of cells,
respectively, there was some decrease in NAAwhile Cho and
Cr levels did not seem to be affected: Fig. 5b, ¢ (a small
increase in Cho and Cr was observed, although we cannot
rule out here an effect of voxel repositioning in those minor
changes). In the 5-week longitudinal study shown in Fig. 6,
the spectral changes clearly indicate that, as the tumor vol-
ume sampled by the voxel increases, there is a decrease in
both N-acetyl aspartate (NAA) and creatine (Cr) peak heights
and an increase in choline containing compounds (Cho) and
mobile lipids (ML) both seen at short TE, as well as lactate
(Lac) detection at long TE.

To complement these qualitative analyses, an evolving
DSS (SV INTERPRET GUI v1.2) [23,24] was used to

tentatively follow the evolution of the spectral pattern detec-
ted in our animal model at both long and short TE, as shown
in Fig. 6. The normalized spectra of the metastatic human
cells growing in nude mice detectable at 7.0 T seem compati-
ble with the human brain tumor patterns obtained at
1.5 T, represented in this DSS. In addition, the evolving pat-
tern of the sampled voxels was concordant with the replace-
ment of normal brain parenchyma (lower right corner of the
GUI display) by aggressive tumor cells (upper right corner
of the GUI).

Discussion
Preliminary characterization of brain metastasis growth

Control fluorescence studies, carried out in the initial exper-
iments with CDI mice, confirmed from the initial experi-
ments that the inoculation technique was being performed
properly. In our experimental model, brain metastasis pro-
gressed in 69% of the cases (9 of 13 animals studied) within
a 20 to 62-day time window post—injection, as detected

@ Springer



Magn Reson Mater Phy

Fig. 3 T2-W, CE-T1 and ADC maps for the same slices. In Nude
8, different coronal slices obtained from neck to snap (left to right).
ADC maps perfectly differentiate edema and/or CSF areas (seen in
T2-weighed images as brighter areas) from metastasis (regions 5-10,
white numbers seen by CE-T1 also as brighter areas), as regions of
ADC values higher than the normal brain parenchyma regions (1-4).
One metastasis located in the hypothalamus of Nude 6 and Nude 11

in vivo by MR and summarized in Table 1 and Fig. 2b. Metas-
tasis had a heterogeneous distribution when first detected
by MRI experiments. This may be correlated with the ini-
tial entry point of the cells in the brain parenchyma. Thus,
there may be regions where metastatic cells are more prone
to extravasate and invade through the blood brain barrier
(BBB), although further experiments should to be undertaken
to test this assumption. Furthermore, the histological analy-
sis of samples, apart from confirming the metastatic origin
of the in vivo-detected brain masses, revealed that two addi-
tional animals had brain metastasis (Table 1: Nude 2 and
Nude 10). This indicates a total incidence of brain metasta-
sis of 85% among the population studied (11/13). Therefore,
brain micrometastases that were not compromising the BBB
integrity at the time of imaging were not detected in vivo
by CE-T1 MRI, as expected [10]. Accordingly, they could
not be taken into account for MRI-derived volume measure-
ments.

The hypothalamus region seems less prone to allowing
metastatic cells to invade the nearby parenchyma, since
metastasis growth in this region was slow in the different
animals investigated (Fig. 2b, i.e., Nude 6). This may also be
related to the presence of other metastases present in the body
which could perhaps simulate the effect of a primary tumor
that endogenously inhibits the growth of dormant (silent)
brain metastatic cells, as proposed by others [30]. Assum-
ing this possibility, the metastatic masses detected in the
jaw of 7 animals (54%, confirmed by histology in one case),
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is shown in a coronal section both by CE-T1 and ADC maps (regions
12 and 14, respectively). ADC values measured (1073 mm?/s) were:
1,0.54 £ 0.08; 2, 0.54 £ 0.08; 3, 0.58 + 0.06; 4, 0.55 £ 0.07; 5, 1.02
£ 0.09; 6, 0.84 £ 0.06; 7, 0.9 £ 0.12; 8, 0.92 £ 0.07; 9, 0.88 £ 0.10;
10,0.88 £0.11; 11, 0.56 £ 0.11; 12, 0.81 £ 0.09; 13, 0.45 £ 0.1; 14,
0.79 £0.12

6 of which with MR-detected brain metastasis, are
potential sources of such effect. These type of lesions, well-
documented in human breast cancer brain metastasis [25—
27] and in animal models [28,29], should have originated
in our case from some of the inoculated cells that reached
the homolateral masticatory muscles through the palatine
branch, which derives from the internal carotid artery just
before the base of the skull. As the hypothalamus-detected
metastases are in close proximity to the circle of Willis, and
all its major arterial branches, they could perhaps be influ-
enced by cytokines from nearby jaw tumors. Therefore, an
endogenous inhibition effect of brain metastasis growth may
explain why the incidence of brain metastases detected here
was lower than that reported in previous work [8], although
additional experiments would be required to confirm this
assumption.

Despite the limitations in the MRI contrast method used,
PCNA proliferation indexes (Fig. 4) correlated positively
with the in vivo growth rates observed in the cases studied at
the time of inspection (although in the case of Nude 9 there
are not enough time point inspections to assure that, Fig. 2b
seems to suggest it). The PCNA expression profiles there-
fore suggest that the proliferation of hypothalamus masses
in mice without jaw metastases (Nude 3, 82% proliferation
index) was higher than in mice with jaw metastases (Nude 8
and Nude 9, 15% and 65% proliferation index, respectively)
and also that hypothalamus masses displayed higher prolifer-
ation arrest as compared to other cerebral metastases present
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Fig. 4 Correlation between in
vivo studies and the
post-mortem analysis of selected
tumor sections (from left to
right): CE-T1, H&E staining
(10 x magnification) and PCNA
nuclear expression to measure
the proliferative status of brain
metastasis (40 x magnification).
a Nude 3, CE-T1 image with the
corresponding H&E section and
82% of PCNA positive cells. b
Nude 8, CE-T1 image with three
different regions analyzed:
sections 1 and 2 with 15 and
29% of PCNA positive cells,
respectively; section 3 with 40%
of positive cells and the
corresponding H&E. ¢ Nude 9,
CE-T1 image with two different
regions analyzed: section 1 with
65% of PCNA positive cells,
and section 2 with 79% of
PCNA positive cells and the
corresponding H&E

CE-T1

(PCNA proliferation index: Nude 8, 29 and 40%; Nude 9,
79%). Nevertheless, a larger animal cohort would be needed
to investigate this possibility.

According to diffusion imaging data (Fig. 3), metasta-
ses had higher ADC values than apparently non-afflicted tis-
sues (0.89 £ 0.07 vs. 0.56 £ 0.02x 103 mm?/s, respectively).
This would suggest that these are lesions with relatively low
cellularity, which is in agreement with other literature on
animal models of human tumors [31,32]. Histology studies
confirmed this assumption by demonstrating lower cell pack-
ing in these masses than in surrounding brain parenchyma
(Fig. 4a, H&E), which should allow water to diffuse more
freely.

Regarding MRS monitoring, only cases with good field
homogeneity and correct positioning of the voxel inside the
lesion were further analyzed (i.e., brain metastases located
away from the ear cavities or meninges, which affect shim-
ming due to susceptibility artifacts). Among the 10 cases
investigated by MRS, only 8 had brain metastases and just

H&E

2 fulfilled this requirement; the field homogeneity was not
sufficient to produce good quality spectra in 3 cases, while in
other 3 metastases were located in the hypothalamus region
of the brain parenchyma, forcing us to sample only a small
fraction of the lesion which was sufficiently away from to
the ear cavities (voxels containing mostly non-afflicted brain
parenchyma).

Even though large voxels were used (27 pl), relatively
small tumoral masses detected by MRI (micrometastasis
0.2-0.6 ul), along with possibly associated peritumoral
effects from the nearby brain parenchyma included in the
voxel (i.e., edema [33] and vascular changes [10]), seemed
to perturbate the MRS pattern (Fig. 5). In this case, a decrease
0f21% in N-acetyl aspartate (NAA, marker of neuron viabil-
ity) was the first MRS-based sign of early metastasis growth
in the brain. As these lesions increased in size and infiltrated
the brain parenchyma (Fig. 6), the spectral changes seen at
both short and long TE clearly indicate a substitution of the
healthy tissue pattern by a malignant tumor pattern (meta-
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Fig. 5 Longitudinal MRS studies of Nude 7. a Voxel position at each
day of study (d46 PI, red square, and d51 PI, green square) shown
overlaid into CE-T1 coronal sections obtained at each day of inspection
(volume rendering of the metastasis mass gave 0.2 and 0.6 pl, respec-

static cells): choline-containing compounds (Cho, marker of
cell proliferation) increased while creatine levels (Cr, total
creatine, bioenergetics spatial-temporal buffer) decreased, as
already described in single time point explorations of human
patients [13]. In addition, mobile lipids (ML) were obser-
ved at short TE after a certain period of growth, while lactate
(Lac, a well known marker of an activated glycolitic pathway
in tumors [13]) was detected at long TE, in agreement with
other studies of stereotactically induced murine glial tumors
[34,35]. Comparing the behavior of the ML resonance at
both short and long TE (present and absent, respectively, at
1.3 ppm) we could assume that these ML are mostly located
in small lipid droplets (1-2 um diameter), which accumulate
inside viable tumor cells [36], and not in big lipid droplets
generally found in necrotic regions [37]. Therefore, metas-
tasis progression seems to occur in this case without major
necrosis in the time frame followed by MR. In the last MRS
analysis shown in Fig. 6, a decrease in Cho and ML at short
TE was found. This may be related to a reduction in tumor
growth rate due to increased tumor size and lack of adequate
perfusion. However, tumoral signaling from the jaw mass
present and/or other metastases in the body (like lung metas-
tases, identified post-mortem in 6 of the cases studied) could
also play a role, according to the “endogenous inhibition
hypothesis” previously referred.

An alternative to the qualitative MRS analysis just descri-
bed (observing the spectral changes of selected peaks) is to
use the complete spectral pattern for classification in tumor
types or grades. To this end, the use of a decision support sys-
tem (DSS) for pattern recognition analysis is required. Here
we show that a DSS developed for human brain tumor spec-
tra, obtained with clinical spectrometers (1.5T) [24] seems
to produce compatible results when used to analyze spec-
tra obtained in our animal model at both short and long TE
(Fig. 6). Even though this classifier is not optimized for our
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tively). b Short TE 'H-MRS spectra acquired from the voxels shown in
a. ¢ Absolute intensity of selected peaks, arbitrary units (Cho, 3.21 ppm;
Cr, 3.03 ppm; NAA, 2.03 ppm) at each day PI

tumor model, it is still able to track the expected change in
the sampled spectral pattern from mostly normal brain paren-
chyma to mostly aggressive tumor. Furthermore, in the last
progression stage detected by MRS (day 65 post-injection)
the DSS was able to differentiate well the metastasis pattern
(human cells growing in nude mice) from non glial tumors,
such as meningiomas or low grade glial tumors, position-
ing the spectra in the glioblastoma— metastasis region, as
expected.

Additional remarks and future perspectives

The MDA-MB-435 human breast cancer cell lines have ser-
ved as the mainstay of brain metastasis work. They have
been used to produce brain metastases in experimental assays
via infusion into either the carotid artery or the left cardiac
ventricle [6,11]. The tissue of origin has been a matter of
debate since analysis of DNA microarray data indicated that
MDA-MB-435 might be of melanocytic origin, due to their
similarity to melanoma cell lines [38]. However, our results
provide information about the pathogenesis of brain metasta-
sis regardless of the primary tumor location. Another model
described for generating brain metastases in nude mice is
based on intracardiac injection of the cells. This model has
been used to report the occurrence of different metastatic
cell populations in the brain [12]. In this case, at day 28 post-
injection of MDA-MB-431 mammary carcinoma cells, only
1.5% of the initially detected cells (day 0) were proliferat-
ing, while 4.5% remained as solitary non-proliferating cells.
Something similar could also have happened in our work,
where we were limited to conventional T2 and Gd-DTPA CE-
T1 MRI methods for detecting areas of compromised BBB,
thus missing single cell detection [12] or small cellular tumor
masses that had not yet compromised the BBB [10]. As for
MRS, spectroscopy techniques with higher resolution should
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Fig. 6 Longitudinal MRS
studies of Nude 8. a Voxel
position (white squares) shown
in both coronal and transversal
sections of CE-T1 images
obtained at d62_PI. b 'H-MRS
spectra at both short and long TE
(top and bottom, respectively),
acquired from the voxel shown
in a at different days PI (37, 44,
51, 58 and 62, color legend at
the left of the long TE spectra).
¢ Absolute intensity of selected
peaks, arbitrary units (Cho,

3.21 ppm; Cr, 3.03 ppm; NAA,
2.03 ppm; ML, 1.30 ppm, for
short TE) at each day PI. Lac is
also visible in long TE spectra
(1.32 ppm) at days 58 and 62 PI.
d, e Pattern recognition-based
visualization of normalized
spectra. Normalized MRS
spectra of Nude 8 were entered
into the INTERPRET SV DSS
v1.2 both for short (a) and long
(b) TEs. Each spectrum is
represented by two discriminant
scores (x and y axis) calculated
by a linear combination of
weighted selected peak heights
and visualized as a yellow dot on
the interface (fop-left). On the
right, spectra corresponding to
days 37 and 62 PI are shown
(bottom and top, respectively).
Six classification groups are
shown on the interface section
(left): healthy tissue, white;
meningioma, grey; astrocytoma
11, blue; astrocytoma 11, green;
glioblastoma multiforme, red;
metastases, pink. The DSS
screen suggests a different
pattern for the metastasis
(human cells growing in nude
mice) from non-glial tumors,
such as meningiomas, and
places the consecutive spectra in
a clear progression towards
malignancy. Initially, the spectra
resemble human cases of
healthy tissue, d51_PI. This is
then replaced by low grade glial
and finally evolves towards an
aggressive pattern
(Glioblastoma/Metastasis),
d62 PI
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be used. This involves increasing voxel resolution by switch-
ing from single-voxel to multi-voxel spectroscopy (chemical
shift imaging), as recently described [39].

Conclusions

The metastasis induction protocol used has demonstrated that
MRI and MRS can be used to follow brain metastasis growth
kinetics, as confirmed by histological analysis. The qualita-
tive agreement between the PCNA-based proliferation rate
and MRI-measured growth kinetics, along with the preli-
minary pattern recognition analysis of a longitudinal MRS
series, opens the way for metastasis growth classification
into distinct progression stages and ultimate correlation with
human brain metastasis diagnosis and therapy response. In
this regard, it is worth considering the potential of the repea-
ted intra-cardiac injection method [11] for further studies. In
addition, more sensitive contrast methods should be used for
in vivo MRI (intracellular or extracellular iron oxide parti-
cles, for single cell detection [12] or as a blood pool agent
[10], respectively). Furthermore, localized multi-voxel spec-
troscopy (chemical shift imaging), already described for the
mouse brain [39], should improve the MRS study of this
model.
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Abstract: Currently, survival of breast cancer patients with brain metastasis ranges from 2
to 16 months. In experimental brain metastasis studies, only 10% of lesions with the
highest permeability exhibited cytotoxic responses to paclitaxel or doxorubicin. Therefore,
radiation is the most frequently used treatment, and sensitizing agents, which synergize
with radiation, can improve the efficacy of the therapy. In this study we used 435-Br1 cells
containing the fluorescent protein (eGFP) gene and the photinus luciferase (PLuc) gene to
develop a new brain metastatic cell model in mice through five in vivo/in vitro rounds.
BR-eGFP-CMV/Luc-V5 brain metastatic cells induce parenchymal brain metastasis within
60.8 £ 13.8 days of intracarotid injection in all mice. We used this model to standardize a
preclinical chemoradiotherapy protocol comprising three 5.5 Gy fractions delivered on
consecutive days (overall dose of 16.5 Gy) which improved survival with regard to
controls (60.29 + 8.65 vs. 47.20 = 11.14). Moreover, the combination of radiotherapy with
temozolomide, 60 mg/Kg/day orally for five consecutive days doubled survival time of the
mice 121.56 + 52.53 days (Kaplan-Meier Curve, p < 0.001). This new preclinical



Int. J. Mol. Sci. 2013, 14 8307

chemoradiotherapy protocol proved useful for the study of radiation response/resistance in
brain metastasis, either alone or in combination with new sensitizing agents.

Keywords: brain metastasis; breast cancer, experimental models; radiation;
temozolomide; therapy

1. Introduction

Although breast cancer metastasis to either the brain parenchyma or the leptomeninges is generally
a late feature of the disease, metastasis to the central nervous system (CNS) is associated with a dismal
prognosis [1] and causes significant morbidity and mortality in breast cancer patients [2]. Indeed,
30%—-40% of patients with disseminated breast carcinoma develop metastasis in the CNS, with
survival ranging from 2 to 16 months [3].

The high rate of CNS metastasis may be related to the greater survival in patients receiving
chemotherapy and to the difficulty that current systemic treatments have in overcoming the blood brain
barrier (BBB) [3—5]. The amplification of the ErbB2 receptor tyrosine kinase or triple negative tumors
(negative estrogen and progesterone receptors and normal ErbB2 expression) increases the incidence
of brain metastases, which may exceed 30% of patients [6,7].

The mechanistic process in the pathogenesis of brain metastasis is complex because cancer cells
have to cross the blood brain barrier (BBB) located in the brain vascular endothelium [8]. The brain
places different demands on the invading tumor cells, which are obliged to establish glial interactions
in order to colonize it [9]. Many issues such as the mechanism of arrest and the role of cell
extravasation, angiogenesis, and dormancy remain controversial [10]. The essential step takes place at
the vascular branch point, where the persistent close contact between metastatic cells and microvessels
induces perivascular growth via vessel cooption [11]. The extracellular matrix, pericytes and astrocyte
foot processes mediate the impermeability of the BBB, which is increased by the high electrical
resistance in brain capillaries hindering the entrance of polar and ionic substrates [12].

The BBB remains a significant impediment to the delivery and efficacy of standard chemotherapy
for brain metastasis of breast cancer [13]. Experimental brain metastasis studies showed that most
metastases exhibit increased BBB permeability, which is poorly correlated with lesion size, and that
only 10% of lesions with the highest permeability exhibited cytotoxic responses to paclitaxel or
doxorubicin [14]. This evidence reinforces the need for brain-permeable molecular therapeutics and
radiation-sensitizing agents able to synergize with radiation therapy, thus improving the treatment of
established brain metastases and minimizing the cognitive losses suffered by a proportion of patients
after radiotherapy [15,16].

In this scenario, models mimicking brain metastasis are needed to examine the pathogenesis in
more depth and to develop experimental therapeutic approaches able to improve our understanding of
antimetastatic activity and toxicity of numerous experimental agents [17,18]. The major problem is
that tumor foci occasionally grow in the brain and successive rounds of systemic injections are needed
to increase the propensity of breast cancer cells to metastasize in brain [19]. Schackert and Fidler
(1988) described an animal model of brain metastasis, based on intracarotid (CA) injection of human
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cell lines in nude mice [20], which they used to characterize melanoma brain metastasis and various
types of carcinoma [13]. In earlier work we modified this method, which progressed within a 20 to
62-day time window post—injection in 69% of cases, as detected by in vivo MR and further confirmed
by the histological analysis of samples [21].

Mouse models of breast cancer and advanced metastatic disease are needed in order to be able to
carry out preclinical therapeutic studies. Since radiation therapy is the most commonly used procedure
for the treatment of brain metastasis, we used triple negative 435-Brl cells containing the fluorescent
protein (eGFP) gene and the photinus luciferase (PLuc) gene, in order to develop a new brain
metastatic cell variant which induced parenchymal brain metastasis within a 60-day time window
post-injection in all cases. BR-eGFP-CMV/Luc cells were injected in the left ventricle and their further
isolation from mouse brain was repeated five times, obtaining BR-eGFP-CMV/LucV5 cells through
these cycles (BRVS).

Temozolomide (TMZ) has been broadly used in glioblastoma experimental therapeutic models and
in clinical settings, objectivizing regression or delay of tumor progression [22-25]. Studies in patients
show that association of whole brain radiation plus TMZ for brain metastasis treatment is well
tolerated [26]. As an oral anticancer agent, has a favorable toxicity and pharmacokinetic profile,
allowing its clinical investigation for brain metastasis from solid tumors in combination with other
treatments, such as radiotherapy [27]. Using BRVS cells and BRV5SCAT1 cells (obtained from brain
metastasis after intracarotid, /C, injection of BRVS5 cells), we standardized a preclinical protocol
combining radiotherapy and TMZ, as radiosensitizer, that can be used to assess new drugs and/or new
radiation protocols to combat breast cancer brain metastasis. This versatile model mimics triple
negative breast cancer clinical brain metastasis growth, which can be analyzed in vivo when mice are
submitted to different therapeutic protocols.

2. Results
2.1. BR-eGFP-CMV/Luc-V5 Brain Metastatic Cells

A cell population that uniformly expressed the highest levels of eGFP (BR-eGFP-CMV/Luc) was
selected by FACS and was used as a starting point for the selection of more specific brain metastatic
cells (Figure 1A). We started by injecting BR-eGFP-CMV/Luc cells into the left ventricle and
continued until five in vivo/in vitro rounds, before intracarotid injection (Figure 1B).

435-Brl cells have been the mainstay of experimental brain metastasis via infusion into either the
carotid artery or the left cardiac ventricle [20,28]. In previous work we reported that 435Br1 metastatic
cells have a heterogeneous distribution, secondary to the entry points of the cells in the brain
parenchyma, which was confirmed by the histological analysis of ex vivo samples [21]. Five minutes
after C4 injection of BRVS cells their presence in vessels was confirmed by fluorescence microscopy,
which identified them in the lumen of the intraparenchymal brain arteries (see Figure 2A). These
results are in agreement with reports of a strong bioluminescence signal immediately after carotid
injection of MDA-BM-435 cells, which was detected in the hemisphere of the brain and persisted at
the same level of intensity through days 5 to 7 before the exponential increase [29].
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Figure 1. BR-eGFP-CMV/Luc brain metastatic cells. (A) Cells viewed under fluorescence
microscopy in culture (20x); (B) Flow work chart of Inoculation of BR-eGFP-CMV/Luc
cells in left ventricle. The diagram shows the steps followed to obtain cells that have been
inoculated five times in the left ventricle of female athymic mice. The cells obtained from
the brain when mice were injected for the first time in the left ventricle are named V1 cells,
and those obtained after the fifth injection are named V5 cells (BRVS cells). Further
intracarotid injection experiments were performed using these V5 cells and then isolated
from brain tissue (BRVS5CAI1 cells); (C) Statistical analysis comparing survival of mice

injected with BRV3 and BRVS5 cells (Mann-Whitney Test, 2-tailed, p = 0.016).
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The fourth round we injected BR-eGFP-CMV/Luc-V3 (BRV3) cells into the left ventricle inducing
mainly mediastinal lymph node metastases that killed five out of five mice 33.8 + 10.9 days after cells
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inoculation. Fluorescent cells were found in the brain of two of five mice, in the lungs in five, in the
liver in four, in the ovaries in two, in suprarenal glands in one and in mediastinal lymph nodes in five
(Table 1). BR-eGFP-CMV/Luc-V5 (BRVY) cells that were injected intracarotid induced symptoms of
brain disabilities in five mice, consisting in lateralization of the movements and asymmetry in addition
to loss of weight. We found fluorescent cells in the brain of all five mice studied, in the lungs in five,
in the liver in one, in the ovaries in two, in suprarenal glands in three and in mediastinal lymph nodes
in three (Table 1). All mice showed symptoms of brain disabilities with a median of survival of
60.8 £ 13.8 days after cells inoculation (Figure 1C). Since the mice died without symptoms of
breathing difficulties and without macroscopic metastasis in lungs or lymph nodes, the brain metastasis
observed in histological slides indicated that brain metastasis progression was the cause of death.
Differences in the survival evolution of mice inoculated with BRV3 cells with regard to those
inoculated with BRVS cells were statistically significant (Mann-Whitney Test, 2-tailed p = 0.016).

Table 1. Distribution of organs with progressive metastatic colonization in BRV3 wvs.
BRYVS5 cells inoculated mice.

Via left ventricle Via internal carotid artery

V3i(mn=5) V5(n=5)
positive GFP-Luc cells positive GFP-Luc cells

Brain 2/5 (40%) 5/5 (100%)
Lungs 5/5 (100%) 5/5 (100%)
Liver 4/5 (80%) 1/5 (20%)
Suprarenal glands 1/5 (20%) 3/5 (60%)
Ovaries 2/5 (40%) 2/5 (40%)
Mediastinic Lymph Nodes 5/5 (100%) 3/5 (60%)
Abdominal Lymph Nodes 1/5 (20%) 1/5 (20%)

The perioperative mortality following LV injection was 11% vs. 8% in mice in which brain
metastases were induced via /C.

We used MRI for in vivo visualization of the parenchymal location of brain metastases (Figure 2B).
As expected, the longitudinal studies of metastatic progression in coronal (Figure 2B left) and axial
sections (Figure 2B right) identified metastasis mainly in the brain parenchyma. After inoculation in
the right carotid artery, MRI scans (T2w and high resolution sequences) on coronal and axial planes
were acquired weekly. Images obtained at day 7, 14 and 21 post-inoculation showed no abnormal
signal in the brain, and no clinical symptoms were observed. At day 29 when the animals showed some
external signs of illness, such as a slight increase in the size of the right eye and hypoactivity, MRI
showed small lesions in the right hemisphere of the brain. Post-mortem histological analyses in
transversal and coronal slices were carried out in most cases to confirm the extension of the disease,
staining the slides with hematoxylin and eosin (Figure 2C).
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Figure 2. Histological view of cells inoculated in mice by intracarotid injection. (A) 20 um
slice from CD1 female mouse brain 5 min after intracarotid injection of cells seen under
fluorescence microscope (40%). Note the fluorescence from the inoculated cells in the
lumen of the brain vessels (see black arrow); (B) Magnetic resonance imaging scans (T2w
and high resolution sequences) on coronal (left) and axial (right) planes respectively from
a mouse skull 29 days post-injection of BR-eGFP-CMV/Luc (V5CA1) cells. In both scans
several small lesions can be seen in the right hemisphere of the brain (see red arrows);

(C) H&E staining of a 5 pm histological slice (4x) from right brain hemisphere 30 days
post-injection in the right carotid artery of BR-eGFP-CMV/Luc (V5CA1) cells. Note
the two metastases of different sizes (see black arrows). On the right is the largest
metastasis at (20x).

2.2. The Therapeutic Irradiation Model

Radiation therapy is the most commonly used clinical procedure for the treatment of brain
metastases. We aimed to standardize an experimental radiation model for application in preclinical
radiation therapies. We used a scalpel to mold several beds on the bolus (one for each mouse’s head) in
order to keep all the heads in the supine position during CT scanning and treatment. When mice were
anesthetized in the flux chamber, they were laid on the bolus surface in the supine position, with their
heads fitted in the molded beds after securing their bodies in position with sticking-plaster
(Figure 3A-E). A piece of molded bolus covered their heads; care was taken not to disturb
the breathing.
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Figure 3. Standardization of the experimental radiation model box. (A) The molded bolus
was placed in the plastic box. Black lines are drawn on the four sides of the box indicating
the position of the bolus. In the treatment room, laser lines used for alignment (red
brackets) pass through the black lines to ensure good and reproducible alignment
throughout the treatment; (B) Anesthetized mice laid on the bolus surface in supine
position, with their heads fitted in the molded beds and their bodies kept in position by
means of sticking-plaster; (C) Placement of bolus with fixed animals according to the
position of the black marks. Yellow rectangle indicates the projection of the treatment field
size and the red crossline the direction of the alignment laser lights on the treatment table;
(D) Other molded bolus covering the heads of the mice for CT scanning and treatment.
(E) The depths at which brains are placed with regard to the box surface (between 2.3 and
3.0 cm depth) and the isodose curve distribution at these depths. SSD: Source Surface
Distance = 100 cm. The figure also shows how the brains are irradiated.




Int. J. Mol. Sci. 2013, 14 8313

Figure 3. Cont.

} 100-104 %
I 23¢cm 3.0 cm

A

SSD=100 cm

6 MV X -rays

Linear Accelerator
(Gantry at 180°)

After the head CT scans were performed, they were processed by the planning software by
calculating the dose distribution (isodose curves) of ionizing radiation in brain tissue from the CT
slices. This procedure provided precise information about the relevant physical parameters, the dose
distribution, the energy value of the chosen X-rays and prescription data (Figure 3E). The radiation
treatment schedule was then planned to ensure that the dose delivered to the brain was always the same
throughout all the treatment sessions.

For radiobiological assessments in radiotherapy, the linear—quadratic model (L—Q model) is widely
used [30]. This mathematical model provided a way to calculate the change of fractionation between
two treatment schedules needed to maintain the same isoeffect in both the tumor and healthy tissue,
taking into account the number of fractions and the dose per fraction. The balance between antitumoral
efficacy and tolerance in healthy tissues permitted the assessment of the isoeffect in different treatment
schedules. We selected the schedule based on 5.5 Gy/fx x 1 fx/day x 3 days (overall dose: 16.5 Gy)
firstly because the dose delivered to the healthy brain was smaller than those delivered with the
3 Gy/fx x 1 fx/day x 10 days schedule (overall dose: 30 Gy), reducing the risk of early death by brain
toxicity, and secondly because the treatment period was shorter and animals received intraperitoneal
anaesthesia for only three consecutive days.

The experimental protocol was accordance with the role of whole brain radiotherapy (WBRT) in
preventing brain metastasis. In humans, the treatment of choice for brain metastasis in most cases is
WBRT, regardless of the histological type. One of the standard schedules is 3 Gy/fraction, delivering one
fraction/day for ten days, with an overall delivered dose (OD) of 30 Gy (3 Gy/fx x 1 fx/day x 10 day).
We tested this treatment schedule in several preliminary studies by delivering it to the whole brain of
mice with variable degrees of immunodeficiency. First, we checked the survival of CDI and Nude
Balb/c female mice exposed to this schedule, and found that CD1 mice survived more than five months
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without clinical signs of brain damage or loss of weight; only corneal opacity was observed. The Nude
Balb/c female mice treated with the same protocol died two months after the radiation therapy
(data not shown).

The treatment schedule was performed in brains of female Athymic Nude-Foxnlnu mice at
a depth of between 2.3 and 3.0 cm from the bolus surface. Taking into account the balance between
efficacy/tolerance, one fraction (5.5 Gy) was delivered for three days (overall dose: 16.5 Gy); the dose
rate was 240 Monitor Units (MU/min). The results showed improved survival of mice treated with
radiotherapy with regard to controls (60.29 + 8.65 vs. 47.20 + 11.14, Kaplan-Meier, Log Rank:
Chi-Square 2.456; df = 1; p = 0.117).

The apparent differences between BRVS5 and BRVS5CA1 controls were not significant
(Kaplan-Meier. Log-Rank test; p = 0.228) and may have been due to the biological variability through
in vivo experiments and the more aggressive phenotype obtained with BRV5CAT1 cells.

These schedule based on a 5.5 Gy/fraction delivered in one fraction/day for three days, with an
overall dose of 16.5 Gy was tested in several kinds of immunodeficient mice. Female athymic mice
survived at least six months after radiotherapy without loss of weight, while NOD/SCID female mice
died within eight days of radiotherapy which induced extreme weight loss (data not shown). This
evidence suggests that radiosensitivity is dependent on the mouse model used, particularly on the
immunological status of mice.

2.3. Combined Irradiation and Chemotherapy to Treat Experimental Brain Metastasis

Most clinical trials for brain metastasis enroll patients who have progressed after WBRT treatment,
or test the therapy in combination with WBRT. In order to optimize the therapeutic model, we performed
experiments combining radiation with radiosensitization by the DNA methylation agent temozolomide,
which is currently undergoing clinical evaluation for cancer therapy [6]. As temozolomide has been
shown to increase survival rates of patients with malignant gliomas when combined with radiation [31],
we investigated its possible enhancing effect on radiosensitivity (Figure 4).

The TMZ dose was selected on the basis of previous studies on glioma models using TMZ at a dose
of 100 mg/Kg/day delivered intraperitoneally [32]. Since other tumour xenograft model studies
evaluated TMZ at 200 mg/Kg/week (100 mg/Kg/day for two days a week) intragastrically for several
weeks, the maximum tolerated dose was not studied. Moreover, in humans a reduction in the daily
dose of TMZ is needed when the drug is delivered concurrently with radiotherapy due to TMZ’s
concomitant toxicity [33]. Thus, in our model, in which TMZ was administered concomitantly with
radiotherapy, we decided to use a reduced dose of TMZ (60 mg/Kg/day) to decrease the risk of death
due to toxicity.
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Figure 4. Schedule of treatment for each group of study: dimethyl sulfoxide (DMSO)
vehicle alone for control group (n = 5); radiotherapy alone for radiotherapy group (n = 7);
and concomitant chemoradiotherapy for radiotherapy plus temozolomide (TMZ) group
(n = 9). The first day of treatment was 26 days after /C injection of cells when
bioluminescence analysis showed brain metastasis growth. The treatment was applied on
five consecutive days.

Schedule of Treatment

1 2 3 4 5 Days of Treatment
Control Group
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
Radiotherapy Group
RT RT RT
Radiotherapy + Temozolomide Group
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO
+TMZ +TMZ +TMZ +TMZ +TMZ
RT RT RT

Mice began the treatment on day 26 after brain metastases were induced, when the follow-up
bioluminescence indicated metastasis development. The control group received DMSO solution orally
on five consecutive days. Radiotherapy (cranial irradiation 5.5 Gy) was administered on three
consecutive days starting on the 27th day after the /C injection of cells. In addition, DMSO + TMZ
solution was delivered orally from day 26 post-/C inoculation of cells on five consecutive days. On
days 2—4 TMZ was administered one hour before cranial irradiation (cranial irradiation 5.5 Gy), as
described in the protocol (Figure 5).

Brain metastasis evolution in mice treated with 5.5 Gy/fraction, delivered one fraction/day for three
days (days 2—4, overall dose: 16.5 Gy), were compared with mice treated with radiotherapy plus
chemotherapy (RT + TMZ), which received 20 pL DMSO + TMZ and 180 pL saline orally (final
volume delivered: 200 pL), every day for five days (days 1-5) and 5.5 Gy/fraction, delivered one
fraction/day for three days (days 2—4, overall dose: 16.5 Gy). Brain metastases were followed by
luminescence and the evolution of the treated groups was compared with that of a control group which
received the vehicle orally (Figure 5A, Table 2). Indeed, 42 days after starting the treatment
differences were recorded in brain metastasis burden between RT alone and RT + TMZ (Figure 5B).
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By the end of the experiment survival was significantly higher in the RT + TMZ group
(121.56 + 52.53 days) than in the RT alone group (60.28 + 8.65 days), RT vs. RT + TMZ, Log Rank:
Chi-Square 13.669; df = 1; p < 0.001. These results demonstrate the benefit of chemoradiotherapy for
treating breast cancer brain metastasis (Figure 5C).

Table 2. Comparison of controls, treated with radiotherapy alone or in combination
with chemotherapy.

Day 26 31 34 39 42
control vs. RT 0.2039 0.2348 0.0526 - -
control vs. RT+TMZ 0.2639 0.0552 0.0115 (*) - -
RT vs. RT+TMZ 0.7024 0.1813 0.3024  0.3337 0.0589
* p-value is obtained according the median metastatic burden in the brain in each group: controls N = 5,
RT N=7and RT + TMZ N =9 (Student “#”’ test; 2-tailed).

Figure 5. Combined irradiation and chemotherapy to treat brain metastasis. (A) Control
mice, mice treated with radiotherapy and mice treated with chemoradiotherapy were
compared from day 26 to 42 after injecting cells in CA. The evolution of metastasis growth
is shown according the signal of luminescent cells; (B) The median of metastatic burden of
mice treated with radiotherapy and treated with chemoradiotherapy was compared from the
starting point of the induction of metastasis; (C) The survival evolution is indicated in the
Kaplan-Meier Curve (Log Rank -Mantel-Cox-: Chi-Square 22.022; df = 2; p < 0.001).
Control vs. RT: Log Rank (Mantel-Cox): Chi-Square 2.456; df = 1; p = 0.117. RT vs.
RT + TMZ: Log Rank (Mantel-Cox): Chi-Square 13.669; df = 1; p < 0.001. Control vs.
RT + TMZ: Log Rank (Mantel-Cox): Chi-Square 16.649; df = 1; p < 0.001.
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Figure 5. Cont.
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3. Discussion

Metastasis research is highly dependent on reliable animal models that allow different aspects of
metastasis initiation and progression to be studied in vivo. As these pathologies cannot be studied
longitudinally in humans for evident ethical reasons, in vivo follow-up studies require animal models
that can accurately reflect the process observed in humans [16,17]. To develop a more efficient model
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of brain metastasis from advanced breast cancer we used 435-Brl brain metastatic cells, established
from brain metastasis in nude mice, which has been functionally characterized elsewhere [34]. Thus,
by injecting cells into the LV and recover them from the brain metastasis we increased specificity
due to the selection of cells that are able to cross the blood brain barrier and to adapt to the
brain microenvironment.

The BRVS5CAT1 cells injected via the IC induced histologically confirmed metastases in 100% of
animals, but no large masses developed either in the jaw or the neck. Moreover, in our study,
bioluminescence images showed cranial signals in 19/23 animals (83%) on day 26 post-injection (just
before the start of the treatment protocol). These results significantly improve the brain metastasis
evolution of 435Brl cells, since in our previous magnetic resonance imaging (MRI)/spectroscopy
(MRS) characterization [21] brain lesions were localized in different brain regions in 69% of animals,
which were further histologically confirmed in 61% of cases. Since other metastases appeared in the
neck and the right jaw, progressing rapidly and causing feeding problems in mice, the global procedure
was inefficient. The selection procedure through five in vivo/in vitro passages of 435Brl cells induced
BRVS5CAL cells with a better efficiency and specificity for developing clinical brain metastasis.

It is known that arrest of individual tumor cells in brain capillaries induces diverse astrocytic and
microglial responses, resulting in heterogeneous local changes of the initial tumor microenvironment,
which in turn could restrict the progression of metastatic cells into macrometastases [29]. The survival
of arrested cancer cells within brain capillaries may be a rate-limiting step in metastatic progression,
since cancer cell penetration of the vessel wall in the brain is much slower than in progression and
impacts the success of tumor cells to survive and grow within the brain [35-37].

The current incidence of brain metastasis seems to be the paradoxical result of the effectiveness of
drugs that do not cross the blood brain barrier (BBB). In this study of the effectiveness of an
experimental approach combining radiation and chemotherapy we selected temozolomide, an
alkylating agent which to our knowledge has not been fully introduced in treatment protocols for breast
cancer brain metastasis although in patients with brain metastatic breast cancer no responses have been
reported when was used as a single agent [38]. Different response degrees have been reported in
patients with melanoma or non-small cell lung cancer brain metastasis treated with TMZ concomintant
with whole brain radiation [39—41]. Further studies are needed to demonstrate the benefits of TMZ
concomitant with radiation therapy on breast cancer brain metastasis.

Trials with TMZ as a radiosensitizer to treat breast cancer brain metastasis are underway [42]. The
treatment schedule is based on whole brain radiotherapy at 3 Gy/day administered over a two-week
period and an induction with TMZ 75 mg/m*/day during this period, following TMZ 750 mg/m’
(fractionated). Moreover, in a phase II study, Siena, et al. [43] reported a dose-dense temozolomide
regimen for treatment of brain metastasis in which patients had median progression-free survivals of
56, 58, and 66 days for melanoma, breast cancer, and non-small cell lung. New clinical trials are
underway to supplement the action of temozolamide with pegylated liposomal doxorubicin, showing
an overall response rate of 36.8% and a significant improvement in quality of life [44]. Furthermore,
drug pharmacokinetics and biodistribution may be increased using nanocarriers to enhanced drug
delivery into the brain improving drug accumulation [45,46].

The role of systemic chemotherapy other organs [47]. Moreover, it is well established that the host
microenvironment affects metastasis in patients with brain metastases remains unclear [48]. Treatment
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of brain metastasis in breast cancers includes surgery and radiation therapy, since the efficacy of
chemotherapy for brain metastases remains disappointing [49]. In clinical studies, particularly in
non-small-cell lung cancer radiotherapy reduced the incidence of brain metastasis, but did not achieve
any substantial survival benefit [16,50]. Although reported response rates range from 56% to 82% in
patients with primary cancer of the lung and breast the associated adverse events are severe [50,51].
Clearly, a chemotherapeutic agent that is both efficacious and well tolerated would hold great potential
for the treatment of patients with brain metastases from solid tumors [52].

Most clinical trials for brain metastases enroll patients with diagnosed brain metastasis and test an
experimental therapy in combination with WBRT. Little effect on patient survival has been achieved.
This experimental chemoradiotherapy model of brain metastasis provides a reproducible method for
checking new drugs and can help to establish new therapeutic protocols.

4. Experimental Section
4.1. Cells and Primary Cultures

435-Brl human mammary carcinoma cells (originally established from a brain metastasis in a
nude mouse orthotopically inoculated with the triple negative parental cell line, MDA-MB-435, kindly
supplied by Dr. Fabra, IDIBELL, in 1992) were maintained under standard conditions in 1:1 (v/v)
mixture of DMEM and Ham FI12 medium, DMEM/F12 (Life Technologies, Inc. Gibco BRL,
Gaithersburg, MD, USA). This mixture was supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), I mM
pyruvate, and 2 mM L-glutamine in a 5% CO; environment at 37 °C in a humidified incubator [9].
Although a controversial point, it has recently been demonstrated that MDA-MB-435 cells represent a
useful breast cancer model and that they express both epithelial and melanocytic markers [53].

435-Brl cells in exponential growth phase were first treated with Trypsine-EDTA (Life
Technologies, Gaithersburg, MD, USA) for 1 min at room temperature for inoculation. They were then
washed twice in HBSS and counted using a Neubéduer chamber. Viability (measured by Trypan-Blue
exclusion) was always between 90% and 97%. 435-Brl cells were then resuspended in HBSS (Hanks’
Buffer Saline Solution) to obtain a final concentration of 1 x 10° cells/100 pL for inoculation either
into the left ventricle (LV) or into the internal carotid artery (CA) of mice, using a slight modification
of a previously described method [21].

Primary cultures were performed in DMEM F-12 with 50% FBS (Fetal Bovine Serum) (v/v), 2%
L-glutamine plus pyruvate (v/v), Penicillin 1 mg/mL, Streptomycin 1 mg/mL, Neomycin 2 mg/mL
(from antibiotic PSN 100x solution, Gibco, Gaithersburg, MD, USA), Gentamicin 0.2 mg/mL and
Amphotericin-B (Fungizone) 2.5 pg/mL. After culture, if cells showed optimum growth, we reduced
FBS to 20% and gradually removed the antibiotic solution. Finally, we worked with the standard
medium DMEM F-12 10% FBS with L-glutamine and pyruvate without bacterial or fungal
contamination. Mycoplasma-free status was checked before preparing the cells for the next
inoculation, in order to obtain metastatic cells with a greater affinity to seed in the mouse brain after
five cycles of inoculation in LV.
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4.2. Retroviral Transduction

To label 435-Brl brain metastatic cells we used the retroviral vector preGFP-CMV-PLuc, which
contained the enhanced green fluorescent protein (eGFP) gene, under control of the 5' LTR, and the
photinus luciferase (PLuc) gene, under control of the cytomegalovirus (CMV) promoter. Retroviral
transduction was used to label 435-Brl brain metastatic cells. Vector preparation and packaging of
viral particles was performed as described previously [54]. A cell population that uniformly expressed
the highest levels of eGFP (BR-eGFP-CMV/Luc) was selected by FACS (MoFlo, Cytomation,
Dako, Denmark).

4.3. Brain Metastasis Model and in Vivo Experiments

Athymic Nude-Foxnlnu female mice 22-28 g weight were purchased from Charles-River
Laboratories (Wilmington, MA, USA) and were housed at the IDIBELL facility in SFP conditions,
with 20-24 °C cage temperature, 60% relative humidity, and 12—12 h light-dark periods. Animals were
allowed free access to UV irradiated water and an adequate sterile diet. All animal-related procedures
were performed in accordance with the National Institute of Health Guidelines for the Care and Use of
Laboratory Animals, with the approval of the animal care committee.

Briefly, mice were anesthetized with ketamine and xilacine solution (ketamine: 100 mg/Kg;
xilacine: 10 mg/Kg) injected intraperitoneally before to inoculate cells into the LV. The procedure was
performed under sterile conditions in a flux chamber and after cleaning the skin with antiseptic iodine
solution. The ribs were visualized by opening the skin lengthwise at the left parasternal line, and
1 x 10° BR-eGFP-CMV/Luc cells/100 uL HBSS were injected between the third and fourth ribs
perpendicularly to the chest surface. Finally, we closed the skin with staples. Animals were sacrificed
by means of intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (Dolethal®™), according to their weight,
when clinical signs of illness or weight loss were detected. The brain and other organs such as lungs,
liver, suprarenal glands, ovaries, mediastinal and abdominal lymph nodes were then removed and
examined under a fluorescent microscope for the presence of BR-eGFP-CMV/Luc cells. Cells isolated
from brain tissue underwent primary culture processes. LV injection of cells and their further isolation
from mouse brain was repeated five times, obtaining BR-eGFP-CMV/Luc-V1 to V5 cells through
these cycles.

To induce brain metastases by CA inoculation, supine mice were anesthetized with inhalatory
anesthesia under sterile conditions in a flux chamber using a mixture of O, and isofluorane at 5% (with
a flux of 4 L/min) for induction, and isofluorane at 1.5%2.0% (with a flux of 0.3 L/min) for
maintenance. The whole neck was then disinfected with antiseptic iodine solution and glucosaline s.c.
(20 mL/Kg per day for two days) was injected to maintain good hydration and meloxicam 5% s.c.
(100 uL/20 gr per day for two days), to achieve an optimum analgesic/anti-inflammatory effect. The
neck skin was then opened with an incision like an “inverted seven” (first lengthwise and then
sideways to the right), thus obtaining a wide surgical field. All soft tissues were dissected, releasing the
structures carefully to identify clearly the right carotid artery with its main branches. Then, we
clamped (Vascular Clamps F.S.T. ref.00396-01-S&T, Switzerland) the root of the external carotid
artery, under the origin of its occipital branch, and then the stapedial branch, located cranially and deep
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in the neck. In this way we ensured that most of the inoculated cells (1 x 10° of BR-eGFP-CMV/Luc
(V5) cells/100 pL HBSS) with a Hamilton"™ syringe (100 uL Bonaduz, Switzerland) and a Hamilton®
needle (33 Gauge, PK6) would slowly access the brain through the internal carotid artery. Using a pair
of tweezers, we grasped the common carotid artery caudally near the base of the neck and maintained
it immobile during the injection. The injection point of the cellular suspension was chosen just above
this site. Once the needle was inside the common carotid artery lumen, we inserted it in the internal
carotid branch lumen and then delivered the cellular suspension, pushing slowly at the point of
injection until the bleeding stopped. Finally, we finished applying the iodine solution in the surgical
bed and clamped the skin by means of staples. We then stopped the isofluorane mixture and delivered
a high concentration of O, for a few seconds before placing the mice under a dry hot source.

Animals were sacrificed by means of intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (Dolethal®)
according to their weight when clinical signs of illness or loss of weight were detected.

BR-eGFP-CMV/Luc-V5CA cells were inoculated into CA of mice for the chemoradiotherapy
experiment.

4.4. In Vivo Set-up

Athimic mice inoculated with BR-eGFP-CMV/Luc (V5CA) cells in right carotid artery were
explored with magnetic resonance imaging sequences in a high-field (7T) horizontal spectrometer at
29 days post-injection. These studies were carried out at the joint NMR facility of the Universitat
Autonoma de Barcelona and CIBER-BBN (Cerdanyola del Valles, Spain), using a 7 T horizontal
magnet (BioSpec 70/30; Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany) equipped with actively shielded
gradients (B-GA12 gradient coil inserted into a B-GA20S gradient system) and a quadrature receive
surface coil, actively decoupled from a volume resonator with 72 mm inner diameter.

Anesthesia was performed using isoflurane and O, mixture (2.5%-3.0% for induction, and
0.7%-2.5% for maintenance) Respiratory frequency was maintained between 40 and 60 breaths/min.
Body temperature was maintained between 36.5 and 37.5 °C with a recirculating water system
incorporated in the animal bed, and measured with a rectal probe. Breathing rate and temperature were
constantly monitored (SA Instruments, Inc., New York, NY, USA). All animals were explored in
coronal and axial planes with T2-weighted high resolution MR images. For this, a RARE sequence
was chosen; field of view (FOV), 19.2 x 19.2 mm; matrix (MTX), 256 x 256 (0.075 % 0.075 mm/pixel);
number of slices (NS), 10; slice thickness (ST), 0.50 mm; echo time (TE), 12 ms (effective TE, 36 ms);
recycling time (TR) 4.2 s; number of averages (NA), 4; total acquisition time (TAT), 6 min 43 s.

4.5. Bioluminiscence Analysis

Inhalatory anesthesia with O, and isofluorane mixture was delivered to athymic mice before image
acquisition: induction was performed outside the bioluminiscence chamber (isofluorane 4% at 2 L/min)
and maintenance inside the chamber (isofluorane 2% at 2 L/min) during acquisition. Animals were
placed in prone position. The photons recorded in the images were quantified and analyzed using
Living Image 4.1 image analysis software (Caliper, LifeSciences Hopkinton, MA, USA). The number
of photons was expressed as photon counts per second (p/s). The parameter chosen for treatment
evaluation was the Average Radiance (p/s/cm?/sr). Luciferin solution (D-Luciferin Firefly potassium
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salt, L-8220-Biosynth AG) was prepared according to the data sheet. Intraperitoneal injection of
luciferin solution (200 pL/20 g) was applied 10 min before imaging. The planned period of time for
image acquisition was the same for all animal groups (control, radiotherapy and radiotherapy plus
temozolomide) before and after treatment.

Background signals were subtracted from all the bioluminescence cranial measurements as part of
image analysis. To this end, a healthy mouse (not inoculated with tumoral cells) received luciferin
solution (200 nL/20 g) intraperitoneally 10 min before imaging.

4.6. Histological Analysis

During the organ-specific selection procedure, after the mice had been sacrificed we examined the
presence of green fluorescent cells in lungs, liver, suprarenal glands, ovaries, lymph nodes and brain
under fluorescent microscopy. Finally, soft tissues were fixed with formalin and embedded in paraffin.
Brains were optionally fixed in 4% paraformaldehyde 24 h, followed by 30% sucrose 24 h and
OCT-embedded (tissue freezing medium, Sakura Tissue-Tek”™) before being frozen in dry ice.
Samples, which were kept at —80 °C, were cut into 5 pm coronal sections for evaluation. The cryostat
was at —27 °C.

Metastatic involvement was explored in each section by classic hematoxylin-eosin (H&E).

4.7. Therapeutic Protocols

We used a combination of radiotherapy and chemotherapy to standardize a preclinical model which
mimicked the clinical situation of brain metastasis development, in order to assess the efficacy of
both treatments.

4.8. Radiotherapy

Under sterile conditions in a flux chamber, we anesthetized mice by intraperitoneal injection of
ketamine (100 mg/Kg) and xylazine (10 mg/Kg). For irradiation mice were transported in a
hermetically closed plastic box from the flux chamber to the scanner, where CT slices were performed
in the head placed in a helical CT scanner device (Oncology Radiotherapy Service of the Catalan
Oncology Institute, ICO, Hospital Duran i Reynals, L’Hospitalet de Llobregat, Spain), and then to the
radiation treatment unit. A flexible and solid silicone gel, Bolus (Lorca Marin, S.A., 30007-Murcia.
Spain), which has the same density as the body tissues, was used to obtain a reliable dose distribution
of ionizing radiation at the prescribed depth.

We used the Cadplan Treatment Planning Software (Varian dosimetry software, Darmstadt,
Germany), to calculate the dose distribution (isodose curves) of ionizing radiation from the CT slices
(Servei de Fisica Médica, ICO, L’Hospitalet de Llobregat, Spain). All treatment sessions were
performed with a Linear Accelerator CLINAC-2100 device (Varian Oncology Systems, Darmstadt,
Germany) for radiotherapy at the Oncology Radiotherapy Service, which allowed us to deliver 6 MV
X-ray energy (SOR, ICO, L’Hospitalet de Llobregat, Spain).
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4.9. Chemotherapy

Mice were treated with temozolomide (TMZ), a novel oral alkylating agent with proven clinical
activity in primary and recurrent gliomas and metastatic melanoma [32,55,56]. 100 mg TMZ (=98%
HPLC, solid T2577, Sigma-Aldrich Quimica, St. Louis, MO, USA) were resuspended in 0.5 mL of
dimethyl sulfoxide (DMSO, D5879 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) as vehicle with a final
concentration of 200 mg/mL. To achieve homogeneity the solution was sonicated (UPSOH Ultrasonic
Processor, Hielscher, Ultrasound Technology, Teltow, Germany), delivering four 5 s pulses (each one
with a 30% amplitude) every five seconds. Aliquots were frozen at —80 °C.

Mice were orally administered 60 mg/Kg/day in a 200 pL final volume (20 pL of TMZ + DMSO
solution and 180 pL of saline) using a flexible and sterile intragastric catheter (Instech Solomon,
Plymouth, PA, USA). The control group comprised mice orally administered 20 pL DMSO and 180
pL saline solution every day for five days (days 1-5).

4.10. Statistics

For survival times for V3 (LV) and V5 (CA) groups, we used the non-parametric Mann-Whitney test.
The bioluminescence data were transformed using the log(1 + x) function (where x = AvR), in order
to obtain a more regular and positive distribution. Subsequently, these data were normalized by
subtracting the first observation (day 14) from each of the following ones. The Student ¢ test was used
to compare the treatment groups. Survival curves for each treatment were estimated via the
Kaplan-Meier method, and the Log-Rank test was used to assess if they were significantly different.
p-values lower than 0.05 were considered significant.

5. Conclusions

In conclusion we have generated a new breast cancer brain metastatic cellular model, which
induced parenchymal brain metastasis within a 60-day time window post-injection in carotide in all
cases. This versatile model mimics clinical brain metastasis growth and can be analyzed in vivo when
mice are submitted to therapeutic protocols. Moreover, we have optimized a new preclinical
chemoradiotherapy protocol proved useful for the study of radiation response/resistance in brain

metastasis, either alone or in combination with new sensitizing agents.
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ABSTRACT

Brain metastasis is a devastating problem in patients with breast, lung and melanoma
tumors. GRP94 and FN14 are predictive biomarkers over-expressed in primary breast
carcinomas that metastasized in brain. To further validate these brain metastasis biomarkers,
we performed a multicenter study including 318 patients with breast carcinomas. Among
these patients, there were 138 patients with metastasis, of whom 84 had brain metastasis.
The likelihood of developing brain metastasis increased by 5.24-fold (95%CI 2.83-9.71) and
2.55- (95%CI 1.52-4.3) in the presence of FN14 and GRP94, respectively. Moreover, FN14
was more sensitive than ErbB2 (38.27 vs. 24.68) with similar specificity (89.43 vs. 89.55)
to predict brain metastasis and had identical prognostic value than triple negative patients
(p < 0.0001). Furthermore, we used GRP94 and FN14 pathways and GUILD, a network-
based disease-gene prioritization program, to pinpoint the genes likely to be therapeutic
targets, which resulted in FN14 as the main modulator and thalidomide as the best scored
drug. The treatment of mice with brain metastasis improves survival decreasing reactive
astrocytes and angiogenesis, and down-regulate FN14 and its ligand TWEAK. In conclusion
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our results indicate that FN14 and GRP94 are prediction/prognosis markers which open up
new possibilities for preventing/treating brain metastasis.

INTRODUCTION

Brain metastasis (BrM) occurs mainly after the
diagnosis of systemic metastases in up to 30% of cancer
patients [1, 2]. Despite the improvement in systemic
therapies and the availability of more frequent imaging,
central nervous system (CNS) relapse is emerging as an
increasing clinical problem in up to 40% of cancer patients
[3, 4]. The mean survival of these patients is 7 months
[5, 6], posing CNS relapse a key research challenge.

The cross-subtype comparison involving both wet-lab
and clinical studies reflects the heterogeneity of carcinomas
to brain metastasis progression [7]. It is now recognized that
breast cancer is composed of several subtypes [8—10]. The
large numbers of differentially expressed genes in the five
molecular subtypes of breast carcinoma confirm the diversity
of the underlying biology [11]. These biomarkers include
the estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR),
and human epidermal growth factor receptor 2 (ErbB2 or
HER2). ER and PR positivity define Luminal tumors A and
B, whereas ErbB2 expression occurs in hormone positive and
in negative tumors and basal tumors are characterized by the
absence of these biomarkers. Moreover, the clear differences
in metastatic potential between subtypes raise the question
as to whether some tumors are “hardwired” to metastasize
to the brain [12, 13]. Known predictive factors for BrM are:
(i) overexpression of ErbB2, (ii) lack of hormone receptor
expression, (iii) triple-negative subtype (TNBC) with ER
and PR-negative and normal ErbB2, (iv) patient age under
50 years and (v) the presence of positive regional lymph
nodes and lung metastases [14, 15]. The basal subtype has
the worst prognosis (3—4 months) and ErbB2-negative/
hormone receptor positive disease has the best prognosis
(over 20 months). In a retrospective series of metastatic breast
carcinoma (MBC) patients treated with trastuzumab, 52% of
them succumbed to CNS progression although the non-CNS
disease was stable or responsive [16].

Different primary tumor types exhibit remarkable
differences in developing BrM. Both small cell and non-small
cell lung carcinomas, kidney cancer and melanoma are the
principal tumors with brain metastasis ability [3]. Alterations
in the expression of several genes, including STOGALNACS,
transforming growth factor-f§, vascular endothelial growth
factor, Serpine 1 and Timp 1 have been implicated in brain
metastasis [17]. In lung cancer the genes mostly associated
with brain metastasis are EGFR, KRAS mutation at codon
12 and several chromosomal imbalances [18].

Therefore, understanding the properties of brain-trophic
tumor cells is essential to identify patients with risk of brain
metastasis and to effectively prevent it [19]. A research priority
is to delineate pathogenic mechanisms of metastasis to the
brain that would enable the heterogeneity among tumors to
differentiate between indolent and aggressive lesions.

Patients with ErbB2-positive or TNBC have an
increased risk of BrM development [20, 21]. A recent study
reported that both basal-like and claudin-low breast cancers
exhibited a high probability of metastasizing to the brain and
lung, while ErbB2-enriched tumors preferentially colonized
the liver [12]. It has been observed that active WNT/b-catenin
signaling contributes to the metastasis of basal breast tumors to
the brain, whereas the absence of WNT/beta-catenin signaling
allows luminal B-type tumors to metastasize to bone [13].
Moreover, a 13-gene signature predicting rapid development
of brain metastases in patients with ErbB2-positive advanced
breast cancer may be useful in the design of preventive
therapies [19]. We identifiedan expression signature based
on breast cancer BrM cells mapped onto an experimental
protein—protein interaction network, which found 37 proteins
differentially expressed in brain metastases [23]. The
combination of GRP94, FN14 and TRAF2 expression, and
the absence of Inhibin in breast carcinomas, referred to as the
endoplasmic reticulum stress resistance phenotype (ERSRP),
was the best signature for discriminating between breast
carcinomas according to their BrM progression, regardless of
whether or not they expressed ErbB-2 [24].

Bearing in mind that metastasis could already be
underway at the time of diagnosis [25], ERSRP provides a
predictive tool to help decide on treatment under the risk of
BrM progression. We performed a multicenter study with
breast carcinomas provided from three different hospitals
and assessed ERSRP expression in tissue microarrays to
independently validate it. Over-expression of GRP94 and
FN14 in primary breast cancer was confirmed as a BrM
predictor and the presence of FN14 and GRP94 in pairs
of tumor/brain metastasis of lung and clear cell kidney
carcinomas suggest that this phenotype might indicate
BrM in tumors from different tissues. Moreover, we used
bioinformatics tools such as BIANA [26] and GUILD [27]
to prioritize genes implicated in BCBrM progression, and
based on the network topology we assessed the level of
association of genes with BCBrM (GUILD scores). We
then ranked drugs using the GUILD score of their targets
and produced a list of candidate drugs with high therapeutic
potential, which were validated in preclinical experiments.
Moreover, the preliminary experimental results suggested
that the therapeutic activity of thalidomide derivatives might
be dependent on brain organspecific microenvironmental
factors produced by reactive astrocytes.

RESULTS

GRP94 and FN14 are biomarkers that predict brain
metastasis progression in breast cancer patients

On the basis of retrospective observations, risk factors
for the development of CNS metastases from breast cancer
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included patient characteristics and biological features of
tumors such as ER negativity, ErbB2 positivity, a large
primary tumor and loss of histopathological differentiation
[35]. Among clinical parameters the presence of lymph-
node metastasis is intrinsic to establishing the breast cancer
prognosis [36]. We took all of these parameters into account
when evaluating the contribution of the previously defined
breast cancer brain metastasis biomarkers (BCBrMBK):
GRP94, TRAF2, FN14 and Inhibin [24].

The overexpression of BCBrMBK was categorized as
positive when strong expression was detected in more than
70% of tumor cells (Figure 1A). On this basis, GRP94 was
overexpressed in 48.2% (151/313), FN14 in 17.9% (55/308)
and TRAF2 in 31.4% (97/309) of tumors. Inhibin expression,
which was inversely associated with brain metastasis
progression, was found in only 3.57% (11/308) of samples.
The variation in the denominators is the result of taking into
account the missing values in the immunohistochemistry
data (tissue lost, unviable staining, background, etc.).

We first analyzed the association between the
overexpression of proteins and the clinico-pathological
features of the patients (Table 1). Patients with infiltrated
axillary lymph nodes overexpressed GRP94 (Chi-square
test, p = 0.049), whereas tumors with a high histological
grade (IIT) were associated with FN14 expression (Chi-
square test p = 0.004). The expression of both markers was
associated with ErbB2 positivity (p = 0.013 and p = 0.005,
respectively). Moreover, the expression of biomarkers was
not associated with hormone receptors. The combination
of negative hormone receptors and ErbB2 expression in
TNBC patients was independent from the expression of
GRP9%4 (p = 0.481) and FN14 (p = 0.914).

Statistical analysis of the data showed significant
associations between BrM progression and high
expression of GRP94 (p = 0.0004) and FN14 (p < 0.0001).
The expression of TRAF2 was marginally associated with
brain metastasis (p = 0.084). Inhibin was not correlated
with BrM relapse (p= 0.428).

As expected, the ErbB2 expression detected in
14.4% (42/292) of patients (26 missing values) was
significantly associated with BrtM (p = 0.003): 24.7%
(19/77) of breast cancers that progressed to brain metastasis
were positive versus 12.8% (6/47) and 10.1% (17/168) of
breast carcinomas that relapsed in other locations (such as
lung, liver, bone or non-regional lymph nodes) or without
metastasis, respectively. The incidence of BrM in patients
with hormone receptors that expressed ErbB2 was 11.5%.

A total of 15.5% (46/297) of patients (21 missing
values) were triple-negative (TNBC) with an increased
risk of BrM progression (p < 0.0001). The incidence of
BrM in this group was 58.7% (27/46); 15.2% (7/46) of
patients had non-brain metastasis (lung, liver, bone or non-
regional lymph nodes) and 26.1% (12/46) of patients did
not progress to metastasis (p < 0.0001).

We found no correlation between lung, bone or liver
metastasis and high levels of expression of BCBrMBK.

The overexpression of GRP94 in patients who
developed brain metastasis was 65.1% (54/83), whereas
GRP94 overexpression was found in 42.2% (97/230)
in the other and non-metastasis group. FN14 was
overexpressed in 38.3% (31/81) of brain metastasis relapse
patients and only in 10.6% (24/227) of the others and
non-metastasis group. The variation in the denominators
is the result of taking into account the missing values of
clinicopathological data.

The multivariate analysis comparing samples from
patients who relapsed in the brain versus those who
relapsed in other organs and without metastasis, indicated
that the likelihood of relapse in patients with GRP94-
positive tumors was 2.55-fold higher (95% CI 1.52-4.3,
p = 0.0003) and increased to up to 5.24-fold higher
(95% CI 2.83-9.71, p < 0.0001) if the tumors expressed
FN14 (Table II). The combination of both markers was
significantly associated to brain metastasis (p = 0.0014).
These results indicated the predictive potential of both
molecules for establishing the risk associated with a
tumor that shows these characteristics. The overexpression
of TRAF2 in tumors was associated with a 1.60-fold
increased likelihood of relapse in the brain, although this
increase was not significant (»p = 0.086).

When multivariate analysis was corrected by the
covariables tumor size, histological grade, lymph nodes,
hormone receptors, ErbB2, therapy (adjuvant chemotherapy
and hormones), the best predictive markers for the presence
of BrM were FN14 (p < 0.0001) followed by GRP%4
(»p =0.0017). These results confirmed the independence of
both biomarkers from the classical categorization of breast
carcinomas and from the five breast cancer subtypes, and
reinforce their intrinsic value as biomarkers for predicting
BrM relapse, whereas TRAF2 and Inhibin were no longer
significant (p = 0.481 and p = 0.736, respectively).

A multivariate analysis based on stepwise logistic
regression retained GRP94 and FN14 as the best
combination for predicting brain metastasis (Figure 1B).
We calculated the positive and negative likelihood ratios to
assess the predictive accuracy of each molecule as a BrM
marker, considering the sensitivity and specificity of each.
GRPY%4 was the most sensitive (0.65) and FN14 the most
specific (0.89), and the combination of both increased the
predictability of brain metastasis risk (AUC = 0.69) above
that ascribed to ErbB2 overexpression (AUC = 0.57).
Since FN14 had better sensitivity than ErbB2 (38.27%
vs. 24.68%), the additional information on ErbB2 status
did not improve the prediction of BrM in breast cancer
patients (AUC = 0.69). Therefore, the expression of FN14
in primary tumors was by far the strongest predictor of
the likelihood of BrM in breast cancer patients and could
be used to stratify patients according to their risk of
developing BrM, both for therapeutic decision making at
first diagnosis and to indicate preventive treatments.

GRP94 and FN14 were also expressed in tumor
metastasis brain pairs from non-small cell lung carcinoma
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and clear cell kidney carcinoma patients (Figure 1C).
Both, FN14 and GRP94 expression in primary tumors and
the corresponding brain metastasis, being GRP94 more
sensitive to distinguish brain metastasis ability. In lung
tumors FN14 expression might be only circumscribed to a
subtype from those which develop brain metastasis.

The expression of FN14 is a prognostic marker
in breast cancer patients

The unpredictable clinical behavior of TNBC
and ErbB2-positive tumors reflects the biological
heterogeneity of the disease [19, 33, 37, 38]. We analyzed
BrM-free survival (Figure 2A), the number of months
from diagnosis of primary tumor to diagnosis of brain
metastasis, and we correlated with patients according to
whether the tumors were TNBC (bottom-right panel) or
expressed ErbB2 (bottom-left panel), FN14 (upper-left
panel) or GRP94 (upper-right panel). Patients with FN14-
positive tumors (81/308, 10 deleted due to missingness),
Figure 2A, had a shorter BrM-free survival than patients
with negative tumors (p < 0.0001) and 31 developed brain
metastasis; similar to that of TNBC patients (77/301, p <
0.0001). Patients with ErbB2-positive tumors (77/297, p =
0.002) and GRP94-positive tumors (83/313, p = 0.002)

A
Breast carcinomas

FN14

TRAF2

Positive

also had a significantly shorter BrM-free survival than
patients whose tumors did not expressed the protein. These
results confirmed that FN14 and GRP94 have prognostic
value as widely accepted breast cancer prognostic markers.

Since adjuvant therapy is selected according to the
biological features of the primary tumor, and as long-term
efficacy implies the lack of disease relapse, we assessed
whether FN14 and GRP94 predicted the response to
adjuvant therapy by evaluating overall survival (Figure
2B). Interestingly, patients treated with taxanes survived
a shorter period with regard to other therapeutic regimens
(upper-left panel) when tumors expressed FN14 (16/37,
p =0.048). In contrast, the survival of patients with FN14-
negative tumors (upper-right panel) was similar in those
treated with taxanes or with other therapeutic regimens
(36/150, p = 0.360). These results show that FN14
predicted taxane protocol failure in breast cancer patients,
suggesting a relationship between FN14 expression and
the shortening of BrM-free survival (p = 0.066) in patients
treated with taxanes (bottom-left panel). In contrast, BrM-
free survival was not associated with the therapeutic
protocol in patients with FN14-negative tumors (bottom-
right panel).

The association between FN14 expression and
the efficacy of taxanes against breast cancer in vivo was

Negative

Figure 1: GRP94 and FN14 expression predict brain metastasis progression in breast cancer patients. A. TMAs were
used to identify the indicated proteins by IHC analysis in paraffin-embedded primary breast carcinomas (x 20). To score the positivity of the
three proteins we considered samples with more than 70% of tumor positive cells with high levels of staining to represent positive control
samples (small squares in the left column), ignoring samples with less intense staining or fewer positive cells. (Continued)
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Figure 1: (Continued) GRP94 and FN14 expression predict brain metastasis progression in breast cancer patients.
B. The area under the ROC curve obtained with the integrated predictive indexes. Markers were assessed in a multivariate logistic regression
model using a forward stepwise procedure to identify the best combination for predicting brain metastasis. The area under the ROC curve
obtained for ErbB2 alone (AUC = 0.57), for GRP94 (AUC = 0.61), FN14 (AUC = 0.64) and the combination of GRP94 and FN14 (AUC
=0.69) and for ErbB2, GRP94 and FN14 (AUC = 0.69), is represented in the upper part of the figure. The sensitivity and specificity of the
markers are shown in the lower part of the figure, indicating the most specific GRP94 and the most sensitive FN14, which was similar to
ErbB2 in terms of sensitivity and specificity. (Continued)
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Figure 1: (Continued) GRP94 and FN14 expression predict brain metastasis progression in breast cancer
patients. C. Expression of GRP94 and FN14 in four pairs tumor/BrM of lung and clear cell kidney carcinomas. Representative IHC of
BrM are showed in the upper part of the figure and at the bottom the relation of positive samples of each protein.

explored by performing experiments with two TNBC
breast cancer xenografts obtained from breast cancer
patients that expressed (TNBC-EG) or did not express
(TNBC-1070) FN14 (Supplementary Figure S1A, right
panel and left panel, respectively). Although docetaxel
treatment diminished the growth of tumors with regard
to controls after 15 days of treatment in both models
(Supplementary Figure S1B), the rate of increase of the
tumor volume was reduced only 50% (p = 0.003) in FN14-
positive tumors, whereas the rate of increase was reduced
by 85% (p < 0.001) in FN14-negative tumors with regard
to the control.

The survival of patients given adjuvant treatments,
either taxanes or other chemotherapeutic protocols
(Supplementary Figure S2), was not correlated with
GRP94 expression in tumors, whether positive (N = 98) or
negative (N =92), p=0.31 and p = 0.29, respectively. These
results indicate GRP94 and FN14 are involved in different
pathways and functions in BrM progression, suggesting that
both biomarkers might be therapeutically inhibited.

Modeling personalized therapies to prevent brain
metastases using GRP94 and FN14 pathways

The remarkable diversity in breast cancer dictates that
adjuvant management must be biologically driven [39], and

thus early breast cancer assessment with tools for prognosis
and prediction of treatment benefit may aid clinical decision
making. Indeed, an important question is how to identify
the specific adjuvant interventions that would improve the
prognosis of BC patients with risk of BrM progression. Since
the pathophenotype is the outcome of perturbations in the
underlying regulatory pathways, we designed experiments
to highlight the usefulness of BCBrMBK expression in
choosing the most appropriate adjuvant therapy.

We have previously cataloged the organ-specific
metastasis signature (BOSMS) with a hierarchical
clustering containing 1,193 genes after one-versus-all
(ONA) class comparisons, which clearly distinguished
between the different metastases [40]. These datasets,
under the identification number GSE11078, are freely
available from the Gene Expression Omnibus (GEO)
repository. The BOSMS mapped human brain metastasis
expression profiles with a PPIN to maximize accuracy
in the classification of brain metastasis proteins and
permitted the identification of protein folding and
chaperones connecting different functions and performing
the endoplasmic reticulum stress resistance phenotype
(ERSRP) [24]. Indeed, rather than having random
connections through the network, the interaction of
proteins encoded by genes implicated in such phenotypes
involves partners from similar diseases [26]. We used these
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Table 1: Association between clinical and pathological characteristics and the expression of
breast cancer brain metastasis biomarkers

GRPY4 FN14 TRAF2
(N=313)* (N =308)* (N=309)*
No. Patients (%)** No. Patients (%)** No. Patients (%)**
151 (48.2) 55 (17.9) 97 (31.4)
Tumor Size
<2cm 78 (45.6) 24 (14.2) 55(32.7)
>2cm 65 (52.8) 25 (20.7) 34 (27.7)
Chisq2 test p = 0.269 Chisq2 test p = 0.198 Chisq2 test p = 0.422
Axillary Lymph Node
0 78 (50.7) 23 (15.0) 44 (28.8)
1-3 30 (37.0) 13 (16.5) 25 (31.7)
>4 37 (56.1) 15 (23.4) 22 (33.9)

Chisq?2 test p = 0.049

Chisq?2 test p = 0.320

Chisq?2 testp = 0.738

Histological Grade

I 5(31.3) 3 (18.8) 6 (37.5)
11 74 (51.8) 14 (9.8) 43 (30.5)
11 66 (50.0) 32(25.2) 41 31.5)

Chisq2 test p = 0.298

Chisq2 test p = 0.004

Chisq?2 test p = 0.848

Steroid Receptors

Estrogen + 104 (46.9) 34 (15.5) 70 (31.8)
Estrogen — 37 (48.7) 18 (24.3) 23 (31.1)
Chisq?2 test p = 0.886 Chisq2 testp = 0.124 Chisq2 test p = 0.979
Progesterone + 87 (45.1) 33 (17.3) 57 (29.8)
Progesterone — 52 (51.5) 19 (19.4) 35(35.4)
Chisq2 test p = 0.356 Chisq2 testp = 0.779 Chisq2 testp = 0.411
ErbB2
Positive 27 (65.9) 14 (35.0) 17 (42.5)
Negative 110 (43.7) 38 (15.1) 75 (29.9)
Chisq2 testp = 0.013 Chisq2 test p = 0.005 Chisq2 test p = 0.158
Subtypes
Triple Negative 18 (41.9) 7(16.2) 12 (27.9)
Others 125 (49.0) 46 (18.3) 82 (32.5)

Chisq?2 test p = 0.481

Chisq2 test p = 0.914

Chisq2 testp = 0.671

“The variation in the denominators is the result of taking into account the missing values in the IHC data (tissue lost,

unviable staining, background, etc.).

“The percentages of positive tumors distributed according to clinical and pathological characteristics of patients.

data, together with systems biology and computational
approaches, to create treatment strategies using the
BCBrMBK. First we listed the brain organ-specific
genes/proteins [24, 41], including up- and downstream
molecules of signaling pathways connected functionally

with GRP94 and FN14 (Supplementary Table S1). Using
GUILD, a bioinformatics software [28], the brain organ-
specific genes and the PPIN, we prioritized the genes
for BCBrMK based on the network topology. The best-
positioned molecule in the ranking was FN14, followed
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Table 2: Odds ratio for brain metastasis according to the expression of breast cancer brain

metastasis biomarkers in primary tumors

Metastases Incidence

BRAIN OTHERS & NON OR (95% CI) p - value
MET

GRP94 ( 65;/123% | (3;/. ;3/(0)) 2.55 (1.52-423) 0.0003

FN14 (3381/380}0 | (21‘(‘){ ?/Z) 5.24 (2.83-9.71) < 0.0001

TRAF2 (3392/502 ) é?f g/z | 1.60 (0.94-2.71) 0.0859

* The variation in the denominators is the result of taking into account the missing values in the IHC data (tissue lost,

unviable staining, background, etc.).

by TRAF2, TANK, TP53 and HSP90B1 (GRP94) in fifth
position (Supplementary Table S2).

Candidate drugs in brain metastatic breast cancer
were retrieved from the DrugBank and drugs were ranked
using the score for brain metastasis proteins (Figure 3). As
shown at the bottom of Figure 3, the most specific drugs
intercepting the BCBrMBK pathways are thalidomide,
overall score (0.5.) = 0.195, vorinostat o.s. = 0.095 and
bevacizumab o.s.= 0.078.

The ranking of molecules under thalidomide
therapeutic action included TNFa as the best therapeutic
target in position 194. Other proteins linked to thalidomide
therapy were positioned downstream: PTGS2 (246), NFKB1
(1326), and FGFR2 (5800), (Supplementary Table S3).

Other drugs retrieved from the DrugBank for the
drugs in the Medtrack file were: cytarabine, lomustine
and methotrexate, which mechanism of action involved
POLB, STMN4 and DHFR, respectively (Supplementary
Table S3). Temozolamide was retrieved without a known
molecule. Heat shock inhibitors were retrieved from the
DrugBank below position 8659, the rank of bevacizumab
action over the VEGFA protein.

Targeting FN14 with thalidomide derivatives
improves brain metastasis outcome in preclinical
experimental models

Since GUILD retrieved FN14 as the main
regulator of BrM protein-protein interacting network, we
hypothesized that thalidomide therapy could impair FN14/
TWEAK function in the BrM.

It is well known that FN14 belongs to the TNFR
family and is activated by its specific ligand TWEAK
and by TNFa [42]. Among other cytokines TWEAK
is expressed in brain, mainly produced by astrocytes
and microglial cells [43]. The binding of TWEAK to
FN14 has a direct effect on the composition of the basal
lamina (BL) and on the perivascular astrocytes (PA),
regulating their interaction with endothelial cells (EC)

and regulating the function of the BBB in the EC-BM-
astrocyte interface [44].

To analyze if LND can impair FN14/TWEAK
in vivo, we performed experiments to inhibit BrM growth
in a classical model of brain metastasis [30], where the
proprietary cells BRV5eGFP-CMV/Luc (BrVS5), obtained
from 435Brl cells by in vivo/in vitro selection, were
injected intra-cranially by stereotaxia to homogenize the
groups of treatment. The cellular burden was followed by
luminescence to assess the volume slope of intracranial
masses in animals treated with the vehicle or with a
thalidomide derivative lenalidomide (LND), the weight of
the animals was monitored three times a week (m-w-f) and
the bioluminescence analysis was done twice a week (m-f)
until the symptoms of metastasis appeared. The differences
observed in the increasing rate of bioluminescence
between the two groups (treated or not with LND) were
not statistically significant (Student test, p = 0,39), due
in part to the heterogenic growth of cells (Figure 4A).
In addition, we analyzed mice survival and the results
showed moderate differences (Figure 4B) between treated
and non-treated mice (p = 0.080). The IHC analysis of
brain tissues showed that LND decreased the expression
of FN14 in tumoral cells (Figure 4C).

These results fit with the survival of 435Brl1 cells
stimulated with TWEAK (Supplementary Figure S3A
and S3B), which increased with regard to parental cells,
suggesting the high functionality of the FN14/TWEAK
pathway. Moreover, we found an IC,; > 100 uM when
challenged 435Brl cells with LND. Therefore, LND
does not exert in vitro cytotoxicity against carcinoma
cells, as was the case in human myeloma cell lines
challenged in vitro with the cell-extrinsic component of
the antineoplastic activity of LND, which prevails over
its cell-intrinsic counterpart [45]. In contrast, 435Brl
cells overexpressed GRP94 (Supplementary Figure S4A),
and the heat shock protein inhibitor (NVP-AUY922)
[46] was highly cytotoxic and the IC,, was 10-20 nM
(Supplementary Figure S4B).
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Figure 2: Kaplan-Meier survival estimates of brain metastasis-free survival among patients. A. According to the
expression of FN14 (total N =308, events N = 81), GRP94 (total N =313, events N = 83), ErbB2 (total N =297, events N = 77) and TNBC
(total N =301, events N = 77). The p values were obtained from the log-rank test. B. Kaplan-Meier survival estimates of overall free
survival (both upper panels) and brain metastasis-free survival (both bottom panels) among patients who received chemoadjuvant therapy,
with or without taxanes, according to the FN14 expression in tumors.
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Figure 3: Modeling personalized therapies to prevent brain metastases using GRP94 and FN14 pathways as
targets. Workflow chart describing the process of prioritizing genes involved in breast cancer brain metastasis based on network topology,
retrieval of drugs from the DrugBank and ranking of these drugs using the GUILD score to determine the best treatment. The list of targets
prioritized is shown at the bottom, indicating that thalidomide is the best drug to target FN14.

We analyzed the contribution of the CNS micro-
environment in brain metastasis from treated and
control mice. The expression of reactive astrocytes
around cancer cells diminished together with the
down regulation of TWEAK and CD31 expression in
treated mice with regard to controls (Figure 4D). These
results indicated that LND had a microenvironmental
action in BrM that can involve astrocyte response and
angiogenesis.

Furthermore, we analyze LND activity in adjuvancy
with the cytotoxic drug, synchronizing the same scheme of
LND treatment with NVP-AUY922 (Figure 4E and 4F).
The mice had a significantly lower tumor burden slope than
those treated with the vehicle or with NVP-AUY922 alone
and the survival of mice differed significantly between
groups (NVP-AUY922 + LND vs. CTR, p=0.012; NVP-
AUY922 + LND vs. NVP-AUY922, p = 0.033). In contrast,
the survival of mice treated with NVP-AUY922 alone
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Figure 4: Experimental brain metastasis models to validate the therapeutic effect of a thalidomide derivative. Lenalidomide,
50 mg/Kg/day, alone or in combination with Docetaxel 15 mg/Kg/day and NVP-AUY922 (NVP) 30 mg/Kg/day. Docetaxel was administered
every 4 days for 2 weeks and NVP-AUY922 every 2 days for 2 weeks. A. Representative images show bioluminescence in animals atday 5, 12 and
22 from the start of LND treatment 50 mg/Kg/day every day (Celgene Corporation, Summit, NJ). B. The survival time (box plot) of mice treated
with LND (N = 8) or with vehicle (Control, N = 8) was evaluated using the log-rank test (p = 0.0802) and the differences observed in the survival
rate between the two groups (treated or not with LND) are represented. C. IHC analysis in paraffin-embedded experimental brain metastasis
(x 20) shows the downregulation of FN14 in mice treated with LND. D. IHC analysis in paraffin-embedded experimental brain metastasis (x 20).
Representative figures showing the upfront of the metastasis invading the brain tissue in controls (upper part of the figure). Each protein expressed
is indicated. CD31 a. GFAP b. and TWEAK ¢. Decreased angiogenesis d. few reactive astrocytes e. and downregulation of TWEAK f. indicated
with arrows in tissues from mice treated with LND with regard to controls (lower part of the figure). (Continued)
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Figure 4: (Continued) Experimental brain metastasis models to validate the therapeutic effect of a thalidomide
derivative. E. Representative images show bioluminescence in animals at day 22 from the start of indicated treatments. The
bioluminescence data were transformed using the log(1+x) function (where x = AvR), in order to obtain a more regular and positive
distribution. Subsequently, these data were normalized by subtracting the first observation (day 14) from each of the following observations.
F. The survival time (box plot) of mice treated with NVP-AUY922 (N = 6) alone or in combination with LND (N = 6) are shown. The
differences in mouse survival were statistically significant in NVP-AUY922 + LND vs. CTR (p = 0.012) and NVP-AUY922 alone vs
NVP-AUY922 + LND (p = 0.033); but the survival of mice treated only with NVP-AUY922 and controls was similar (p = 0.351).
G. IHC of brain metastasis from mice treated with NVP-AUY922 alone and in convination with LND. The expression of GFAP indicative
of reactive astrocytes is higher in NVP-AUY922 + LDN group than in brain metastasis from mice treated with NVP-AUY922 alone.
H. Athymic Nude-Foxnlnu female mice. The xenograft expression of GRP94 and FN14 is shown in the upper part, in tumoral cells
(GRP94) and in tumor and estromal cells (FN14). The statistical differences between groups of treatment (*): control treated with vehicle
(N=17), Docetaxel (N=10), LND (N=16), NVP (N=15), NVP+LND (N=9) and Docetaxel+LND (N=20) according the volume slope are
indicated at the bottom of the figure.
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and control mice was similar (NVP-AUY922 vs. CTR,
p = 0.351). Reactive astrocytes decreased according to the
expression of GFAP in NVP-AUY922 + LND with regard
to NVP alone (Figure 4G). These results suggested that the
therapeutic effect of LND might contribute to the success of
adjuvant treatment by decreasing reactive astrocytes and/or
modifying the BBB penetration [44].

In addition, to avoid BBB permeability maintaining
the stromal and phenotypic characteristic of brain
metastasis tissue, we treated a group of mice with a
subcutaneously engrafted brain metastasis biopsy, which
expressed both GRP94 and FNI14 proteins, obtained
from a woman with primary lung carcinoma that
metastasized in the brain. We compared tumor growth
in mice treated with LND, docetaxel and NVP-AUY922
alone or in combination with LND (Figure 4H). LND
alone (p = 0.046) reduced the engrafted brain metastasis
in mice, even more in combination with docetaxel (p =
0.004), in contrast to docetaxel alone (p = 0.179). These
preliminary results showed that LND might improve
therapy responses in brain metastatic tissue. Moreover,
NVP-AUY922 decreased graft development alone (p =
0.006) and in combination with LND (p = 0.004). In this
case the high cytotoxicity of the drug is manifested when
BBB is avoided.

These preliminary results suggested that the action
of thalidomide derivatives could impair FN14/TWEAK
axis through its reactive astrocytes activity. In fact,
LND did not reduce the tumor slope of i.m.f.p. breast
cancer tumors induced with EG and 1070 TNBC breast
carcinomas (Supplementary Figure S5), even thought
decreased the expression of FN14 positive EG tumors,
probably intercepting other stromal cytokines production.

DISCUSSION

To our knowledge, this study is the first to report
that fibroblast growth factor-inducible protein 14 (FN14)
expression and GRP94 expression in a patient diagnosed
with breast cancer (BC) indicates a high risk of brain
metastasis (BrM) progression, offering the opportunity to
develop therapeutic strategies either to prevent the disease
or facilitate early detection. Moreover, other tumors like
lung carcinomas and clear cell kidney carcinomas might
express these biomarkers according their ability to develop
BrM.

The major challenge for both primary and
secondary prevention studies is the identification of
patients at highest risk of developing brain metastasis
due to tumor and host factors. For cancers of the breast,
BrM occurs after diagnosis of systemic metastases from
tumors belonging to one of two categories: tumors with
amplification of ErbB2 or TNBC; the incidence of both
exceeds one-third of patients [47, 48]. We demonstrate
that FN14 and GRP94 are independent prognostic factors
and give information on the likelihood that patients

will develop brain metastasis, either in ErbB2 or TNBC
patients.

FN14 positivity was associated with ErbB2
expression in our series, consistent with reports
that high FN14 expression levels were significantly
correlated with several poor prognostic indicators, being
higher particularly in ErbB2-positive breast cancer
[49]. Moreover, FN14 positive tumors might have a
poor survival because they are likely to develop brain
metastasis. On the other hand, GRP94 correlates with
ErbB2 expression and poor BrM free survival of breast
cancer patients. Indeed, GRP94 specific inhibitors
provided evidence for the role of GRP94 in maintaining
the architecture of high-density ErbB2 formations at
the plasma membrane, which is vital for proper ErbB2
functioning [50].

FN14 is a small cell-surface protein that might
modulate cell-extracellular matrix interactions, the
expression of which is frequently found to be strongly
enhanced in tumor tissue compared to non-transformed
tissue [49]. The tumor microenvironment typically
contains many factors implicated in the upregulation of
FN14 expression [51]. High FN14 has been found in
tissues damaged by different insults including hypoxia,
oxidative stress, chemical and mechanical injuries and
tumor growth [52]. Although the regulatory elements
involved in FN14 gene activation have not yet been
elucidated, the human FN14 promoter region contains
several potential transcription factor binding sites,
including AP-1 sites and the NFkB site [53]. RNA
interference-mediated inhibition of FN14 expression in
metastatic MDA-MB-231 breast cancer cells reduces
invasion through activation of the NF-kB pathway [49].
Moreover, FN14 has been shown to promote breast cancer
cell migration, invasion and MMP9 expression [54].
These data illustrate the importance of FN14 expression
in mechanistic pathways of metastasis progression.

Brain colonization involves many factors implicated
in the upregulation of FN14 expression. Among them,
reactive astrocytes [55] represent a bona fide source of
TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis), its only
known signaling-competent receptor [51]. Further work
is required to unraveling the important role that FN14/
TWEAK axis in different pathogenic steps of brain
metastasis progression, including BBB permeability.

Consistent with the hypothesis that LND action
might involve the physical and tropic interaction between
cancer cells and the CNS environment, the treatment of
experimental brain metastasis resulted in a reduction in
tumor volume with reactive astrocytes and angiogenesi
decrease and down-regulation of FN14 and TWEAK
expression. A similar therapeutic effect has been reported
with the use of immunotoxins targeting the FN14 receptor
[56]. Indeed, a phase I study of RG7212, a humanized
anti-TWEAK IgG1lk monoclonal antibody, was conducted
in patients with advanced solid tumors expressing FN14
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resulting in tumor regression and prolonged stable disease
[57]. This is the first evidence of a specific treatment
against FN14/TWEAK that encourage the use of these
molecules as a therapeutic target to develop new drugs to
treat/prevent brain metastasis.

LND is a synthetic derivative of thalidomide currently
approved by the US Food and Drug Administration for use
in patients affected by multiple myeloma (in combination
with dexamethasone) and low or intermediate-1 risk
myelodysplastic syndromes that harbor 5q cytogenetic
abnormalities [58]. Therefore, our results illustrate a new
indication of LND for the treatment of brain metastasis
when the primary tumor expresses FN14. Pomalidomide
(CC4047) is a new thalidomide derivative with high in
vitro potency. A first phase 1b, single-center, ascending
dose study was conducted to identify the maximum
tolerated dose (MTD) and evaluate the safety and efficacy
of CC-4047 in relapsed or refractory LND-treated MM
patients (http://ClinicalTrials.gov, number NCT01311687,
and with EudraCT, number 2010-019820-30), showing
a significantly longer median overall survival time with
refractory or relapsed multiple myeloma patients [59].

BrM are remarkably heterogeneous in permeability
to the chemotherapeutic agents, typically undergo higher
levels of drug penetration than surrounding normal
tissue, but far lower levels of penetration than metastases
to other organs [60], due of drug efflux pumps for
chemotherapeutic and molecular therapeutic agents [17].
Since St Gallen Consensus [61] is indicating cytotoxic
drugs in TNBC, due to the limit distribution of taxanes
to subtherapeutic levels in brain, it could be beneficious
to treat FN14 positive tumors with drugs that have better
penetration to CNS. This consideration might prevent to
render the brain a ““sanctuary site”” for metastatic cells in
TNBC patients.

On the other hand, in all meta-analyses involving
taxane-based regimens or anthracycline-based regimens
[62], the proportional reductions in early recurrence, any
recurrence, and breast cancer mortality appeared largely
independent of age, nodal status, tumor diameter, tumor
differentiation (poorly or moderately differentiated,
relatively few were well differentiated) or ER status
(ER-poor or ER-positive). Indeed, for a patient with
early-stage breast cancer, recommendations regarding
systemic therapy and the most appropriate choice of
agent(s) are often difficult (Early Breast Cancer Trialists’
Collaborative Group (EBCTCG)). In this scenario, FN14
over-expression is an early event, which reflects specific
mechanisms of breast cancer progression, correlates with
clinico-pathological features and predicts BrM outcome
in patients treated with protocols including taxanes.
Therefore, FN14 combines prediction and prognostic
information to stratify patients at first diagnosis according
to the likelihood of BrM with accuracy similar to ErbB2,
and thus it might help clinicians in deciding the therapeutic
protocols to be adopted.

To date only ErbB2-positive breast cancer patients
have entered prevention trials to clarify the role of
lapatinib [63]. Most patients with BrM are suffering
from terminal cancer, and control of brain metastasis
is crucial for their quality of life. ErbB2-positive BC
has seen more therapeutic progress than TNBC. The
LANDSCARPE trial is a phase II study testing lapatinib
plus capecitabine in previously untreated BCBrM and was
positive for its primary endpoint, with 65.9% of patients
presenting a partial response. In the light of these results
we suggest that patients with triple-negative tumors and
pulmonary metastasis might be the most suitable group
for prospective trials investigating strategies for BrM
screening and prevention. Indeed, FN14 and GRP94 might
be a companion diagnostic markers that could identify
patients who are likely to respond to drugs interfering with
these specific targets.

Progress in treating brain metastases has been
hampered by a lack of model systems, a lack of human
tissue samples, and the exclusion of brain metastatic
patients from many clinical trials. The Response
Assessment in NeuroOncology (RANO) group has
recently published the endpoints and trial consideration in
brain metastases clinical trials [64]. This is clearly but the
beginning of such considerations.

BrM therapy faces the challenge of efficiently
targeting cancer cells or/and their supportive relationship
with the brain parenchyma. Nowadays, the treatment
armamentarium consists of a multimodality approach,
selected according to the patient’s symptoms and extent
of disease. A systemic therapy might even prevent brain
colonization altogether or at least arrest single cells
or micrometastases in the dormant state. The role of
thalidomide derivatives in preventing BrM progression is
an ongoing investigation in our laboratory, with a particular
focus on their hypothetical mechanism of action which
might be associated with the regulation of immunoreactive
astrocytes in the area surrounding BrM cells.

MATERIALS AND METHODS

Sample collection

We recruited samples from 318 patients diagnosed
between 1989-2009 in three hospitals: 252 samples from
the Catalan Institute of Oncology (I.C.O.) — Hospital
Duran i Reynals and the Hospital Universitari de Bellvitge
(L’Hospitalet de Llobregat, Spain); 24 samples from the
Consorci Hospitalari Parc Tauli (Sabadell, Spain) and
42 samples from [.C.O. — Hospital Universitari Germans
Trias i Pujol (Badalona, Spain). The patients were between
24-88 years old at diagnosis and 61% were diagnosed
when in/older than their fifties (mean: 55 years). Follow-
up ranged from 8 to 146 months (mean: 76.6 months).
Metastasis relapse occurred in 43.4% (138/318) of
patients; of these, 84 patients (60.9%) developed BrM,
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47 (34.1%) lung metastasis, 54 (39.1%) liver metastasis,
40 (29.0%) non-regional lymph node metastasis and 89
(64.5%) bone metastasis. Just over half (56.6%; 180/318)
of the patients had no metastatic progression after a
minimum follow-up of 5 years.

In terms of histological type, the ductal type was
identified in 94.1% (n = 299) of patients, followed by
lobular in 5% (n = 16), mucinous in 0.6% (n = 2) and
medullary in 0.3% (n = 1). Estrogen receptors (ER)
were analyzed in 304 patients, being positive in 74.7%
(n = 227); relevant data were missing in 14 patients.
Progesterone receptors (PR) were evaluated in 299
patients (missing in 19), being positive in 65.9% (n = 197).
ErbB2 scoring was obtained for 296 patients (22 cases
missing), only 14.2% (n = 42) of whom were positive.
The triple-negative status was analyzed in 302 patients (16
cases missing), with only 15.6% of them (n = 47) being
identified as triple-negative.

Sixty-three percent (193/307) received adjuvant
chemotherapy: schedules with CMF (n = 68), anthracyclines
(n = 32), anthracyclines plus CMF (n = 60), taxanes (n =
21) and anthracyclines plus taxanes (n = 12); 6 patients
were missing and 5 were not undergone to surgery. Only 3
patients received trastuzumab as adjuvant therapy. Twenty-
nine percent (91/314) of patients received neoadjuvant
chemotherapy and adjuvant hormonotherapy was prescribed
in 65.1% (203/312); 1 case was missing and 5 not undergone
to surgery. The variation in the denominators is the result
of taking into account the missing values in the clinical-
pathological parameters.

Tissue microarrays (TMAs) and
immunohistochemistry (IHC)

TMAs were prepared from three representative
areas of the tumor that were carefully selected from
hematoxylin-eosin-stained sections of the donor blocks.
Core cylinders of 1 mm diameter were punched from
each tumor using a skin-biopsy punch and deposited into
recipient paraffin blocks using a specific arraying device
(Beecher Instruments, Sun Prairie, WI) as described
elsewhere [24]. Three-um sections of the resulting tissue
microarray block were cut and used for IHC analysis after
being transferred to glass slides.

To optimize each immunohistochemical analysis,
the corresponding control tissues for the expression of
each protein were also used. Antigens were retrieved
by heating in a pressure cooker for 7 minutes in the
appropriate buffer. Primary antibodies anti-GRP94 at
1/2000 (sc-1794) and anti-FN14 at 1/3000 (sc-27143),
both Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) and anti-
TRAF2 at 1/100 (SM7106P, Acris Antibodies, Herford,
Germany) were diluted in Dako Real™ Antibody Diluent
Buffer (Dakocytomation; Dako, Glostrup, Denmark):
Tris buffer, pH 7.2, 15 mM Na,N. LSAB+System-HRP
(Dakocytomation) was used, including biotinylated anti-

rabbit, anti-mouse and anti-goat immunoglobulins in PBS;
streptavidin conjugated to HRP in PBS; and liquid 3-3’
diaminobenzidine in chromogen solution. The polyclonal
antibody anti-ErbB2, A0485 (Dako) was used with the
Ultraview detection kit in an automatic staining system
(Benchmark XT, USA).

Staining optimization, evaluation parameters and
analyses were established by two pathologists who were
blinded to the clinical status. The overexpression of
GRP94, FN14 and TRAF2 was categorized as positive
when strong expression was detected and negative when
no or weak expression was detected, in order to avoid
false positives (Figure 1A), taking into account the known
expression in a control tissue, as previously reported [24].

Four tumor-metastasis pairs of kidney and lung
carcinoma from paraffin archives were used to explore the
expression of biomarkers in tumors different from breast.

Prioritization of brain metastasis candidates
using protein—protein interactions

First, a protein—protein interaction subnetwork
(PPIN) of the whole human interactome was built
around a set of proteins known to be crucial for
brain metastatic growth (i.e., root proteins). All the
interactions of root proteins were retrieved from
BIANA, provided that the interaction had been
identified using an experimental method other than a
pull-down method. Though suitable for defining protein
complexes, interactions from pull-down methods might
introduce spurious binary interactions between proteins.
Then, gene expression levels were mapped onto the
network. A protein was considered to be differentially
expressed if the gene encoding for it was differentially
expressed in the tissue microarray experiment. This
mapping allowed us to find the active subnetworks:
clusters of the network with a significant proportion of
proteins produced by up- and down-regulated genes.
Next, we calculated a brain metastasis likelihood score
for all the nodes in the human interactome using GUILD
[27], a network-based disease-gene prioritization
software. GUILD assigns a disease-implication score to
each node in the network by disseminating information
about roots (known metastatic growth proteins) to other
nodes through the links in the network. It can also be
used to prioritize drugs for their potential to intervene
in a given disease by considering the scores of the drug
targets [28]. We used 15 root proteins (selected from
those identified by proteomics analysis) for which
we found interactions in the human interactome (see
Supplementary Table S1). We applied the NetCombo
algorithm implemented in GUILD, which produces a
consensus score that considers the distance from the
nodes to the roots in the network.

Next, we used the GUILD scores assigned
to proteins to rank candidate drugs (listed in
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Supplementary Table S4). For each drug, we calculated
the average GUILD score of its known targets. Drug-
protein information was retrieved from the DrugBank
database [29].

Animal models

Athymic Nude-Foxnlnu female mice weighing
22-28 g were purchased from Harlan Laboratories S.A.
(Barcelona, Spain) and were housed in the IDIBELL
facility in SFP conditions, at 20-24°C, 60% relative
humidity, and 12—-12-hour light-dark periods. Animals
were allowed free access to UV-irradiated water and an
adequate sterile diet. All animal-related procedures were
performed in accordance with the National Institute of
Health Guidelines for the Care and Use of Laboratory
Animals, with the approval of the animal care committee.

Xenografts from primary tumors and brain metastasis
biopsies

Samples were collected at Hospital Universitari de
Bellvitge (L’Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain).
The study was approved by the Institutional Review
Board. Written informed consent was collected from
patients. Non-necrotic tissue pieces (2-3 mm?®) from
resected ductal breast carcinoma (TNBC-EG and TNBC-
1070) or brain metastasis biopsies (BrM1110) were
placed in DMEM (BioWhittaker) supplemented with
10% FBS and penicillin/streptomycin. The xenografts
were implanted in animals under isofluorane-induced
anesthesia, either in the intramammary fat path (i.m.f.p)
or subcutaneously when the biopsy belonged to primary
breast carcinoma or brain metastasis, respectively. When
the i.m.f.p. tumors reached ~1000 mm?, they were excised,
dissected into 2-3 mm?® cubes and transplanted into
additional mice using the same procedure.

Brain metastasis in vivo experiments

To induce brain metastases the highly brain
metastatic cell line BR-eGFP-CMV/Luc-V5CA (BRVY)
[30] was intracranially implanted [31]. In brief, 435-Brl
cells originally established from a brain metastasis in a
nude mouse orthotopically inoculated with the triple
negative MDA-MB 435 parental cell line [32], contain the
retroviral vector preGFP-CMV-PLuc with the enhanced
green fluorescent protein (eGFP) gene, under the control
of the 5" LTR, and the photinus luciferase (PLuc) gene,
under the control of the cytomegalovirus (CMV) promoter
[33]. Vector preparation and packaging of viral particles
was performed as described previously. A cell population
that uniformly expressed the highest levels of eGFP
(BR-eGFP-CMV/Luc) was selected by FACS (MoFlo,
Cytomation, Dako, Denmark). Left ventricle (LV)
injection of cells and their further isolation from mouse
brain was repeated five times, obtaining BR-eGFP-CMV/
Luc-V1 to V5 cells through these cycles.

The controversial use of MDA-MB 435 cells has
been recently clarified, since it has been demonstrate that
MDA-MB 435 cells are an useful breast cancer model that
expresses both, epithelial and melanocytic markers [34].

Animals were anesthetized by intraperitoneal
injection of ketamine/ medetomidine, with a previous
subcutaneous injection of buprenorphine, and placed
in a stereotactic apparatus. An incision was made over
the cranial midline with a scalpel, and a hole 1 mm
posterior to the bregma and 2 mm to the right of the
midline was made with a 25 gauge needle by hand.
Two microliters of the cell suspension at 107 cells/ml
in HBSS was infused with a Hamilton® 10 pl syringe
(Bonaduz, Switzerland) and a Hamilton® needle
(ga26s/51mm/pst2). Finally, the incision was sutured
and medetomidine was added as the antidote. Animals
were imaged and weighed three times within a week (on
Monday, Wednesday and Friday), and were euthanized
when they showed signs of declining health and visible
body weight loss.

In vivo bioluminescence imaging

Mice were injected subcutaneously with 10 pl/g
body weight of D-Luciferin (Biosynth AG) 15 minutes
before imaging. We anesthetized the animals with 4%
Isofluorane gas in 2 I/min O, and maintained anesthesia
inside the chamber with 2% Isofluorane at 2 I/min O, during
acquisition. The animals were placed in the prone position.
Cells showing bioluminescence were detected and quantified
using the Living Image 4.1 image analysis software (Caliper,
LifeSciences Hopkinton, MA). The parameter chosen for
treatment evaluation was the total flux (p/s).

The background signal of each mouse (photons
emitted by the mouse before the injection of luciferin) was
subtracted in every bioluminescence cranial measurement.

The bioluminescence analysis was conducted once
a week during the early stages of the disease and twice
a week when brain masses began to grow exponentially.

Histology and  immunohistochemical tumor

characterization in mice

The morphology of the engrafted tumors and brain
metastases was analyzed by H&E staining in paraffin-
embedded sections. Determination of GRP94, FN14 and
TRAF2 was performed as described previously. IHC
analysis with anti-CD31 (Dako) at (1/100), anti-TWEAK
(Abcam, Cambridge, UK) at (1/300) and anti-GFAP
(Dako) at (1/16000) were performed.

Therapeutic protocols

For brain metastasis treatment, we started therapy on
day 14 once the mice had recovered from surgery and after
checking the success of cell inoculation.

Lenalidomide (LND), a thalidomide derivative, was
obtained from the Celgene Corporation (Summit, NJ) and
from Sellek Chemicals LLC (Houston, TX). LND was
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injected intraperitoneally in DMSO (Sigma-Aldrich) at
50 mg/Kg/day, every day until the end of the experiment.
Docetaxel (TXT) and NVP-AUY922 (NVP), both from
LC Laboratories, were injected intraperitoneally in
DMSO at a dosage of 15 mg/Kg/day and 30 mg/Kg/day
respectively. TXT was administered every 4 days for 2
weeks and NVP every 2 days for 2 weeks.

Statistical analysis

To evaluate the correlation between protein expres-
sion and brain metastasis in patients, immunostained
samples were graded on a three-category scale (negative,
weak positive, and strong positive). The marker was
classed as being overexpressed in strong positive samples.
The association with brain metastasis for each marker was
tested using a two-sided Fisher exact test and summarized
by calculating the sensitivity among tumors that developed
metastasis, and specificity among tumors without metastasis,
for strong positive values. Positive and negative likelihood
ratios were also calculated as integrated predictive indexes,
as was the area under the ROC curve. Markers were
assessed using a multivariate logistic regression model in a
forward stepwise procedure to identify the best combination
for predicting brain metastasis. Since ErbB2 was already a
known metastasis risk factor, an analysis including ErbB2
as the baseline was also performed, as well as a stratified
analysis of each candidate marker within ErbB2-positive
and -negative tumors. In all analyses, associations were
considered significant when p was less than 0.05.

To compare survival times for the control and
LND in mice groups, we used the non-parametric Mann-
Whitney test and the log-rank test.

The bioluminescence data were transformed
using the log(1 + x) function (where x = AVR), in order
to obtain a more regular and positive distribution.
Subsequently, these data were normalized by subtracting
the first observation (day 14) from each of the following
observations. The Student’s 7 test was used to compare the
treatment groups. Survival curves for each treatment were
estimated via the Kaplan-Meier method, and the log-rank
test was used to assess the significance of differences in
both, patients and mice follow-up.

P-values lower than 0.05 were considered significant.
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FN14 has been implicated in many intracellular signaling pathways, and GRP94 is a
well-known endoplasmic reticulum protein regulated by glucose. Recently, both have
been associated with metastasis progression in breast cancer patients. We studied the
usefulness of FN14 and GRP94 expression to stratify breast cancer patients accord-
ing their risk of brain metastasis (BrM) progression. We analyzed FN14 and GRP94
by immunohistochemistry in a retrospective multicenter study using tissue microarrays
from 208 patients with breast carcinomas, of whom 52 had developed BrM. Clinical
and pathological characteristics and biomarkers expression in Luminal and non-
Luminal patients were analyzed using a multivariate logistic regression model adjusted for
covariates, and brain metastasis-free survival (BrMFS) was estimated using the Kaplan-
Meier method and the Cox proportional hazards model. FN14 expression was associated
with BrM progression mainly in Luminal breast cancer patients with a sensitivity (53.85%)
and specificity (89.60%) similar to Her2 expression (46.15 and 89.84%, respectively).
Moreover, the likelihood to develop BrM in FN14-positive Luminal carcinomas increased
36.70-fold (3.65-368.25, p = 0.002). Furthermore, the worst prognostic factor for BrMFS
in patients with Luminal carcinomas was FN14 overexpression (HR = 8.25; 95% Cl:
2.77-24.61; p = 0.00015). In these patients, GRP94 overexpression also increased the
risk of BrM (HR = 3.58; 95% CI: 0.98-13.11; p = 0.054—Wald test). Therefore, FN14
expression in Luminal breast carcinomas is a predictive/prognostic biomarker of BrM,
which combined with GRP94 predicts BrM progression in non-Luminal tumors 4.04-fold
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(1.19-8.22, p = 0.025), suggesting that both biomarkers are useful to stratify BrM risk at
early diagnosis. We propose a new follow-up protocol for the early prevention of clinical
BrM of breast cancer patients with BrM risk.

Keywords: biomarkers, brain metastasis, breast cancer, FN14, GRP94, prediction, prevention, prognosis

INTRODUCTION

Identification of molecular subtypes has enhanced our under-
standing of breast cancer biology (1), overcoming one of the main
barriers to improving the progression, prognosis, and treatment
of breast cancer, namely, its clinical and genetic heterogeneity. The
gene expression patterns derived from cDNA microarrays of pri-
mary breast carcinomas have made it possible to correlate tumor
characteristics with clinical outcome (2) and support the idea that
breast tumor subtypes represent biologically distinct disease enti-
ties with different survival rates (3). The main recognized breast
cancer subtypes are as follows: Luminal A, estrogen-receptor
(ER) positive, Ki-67 < 14%, and normal expression of Her2;
Luminal B, ER-positive, Ki-67 > 14%, and normal expression
of Her2; Luminal/Her2+, ER-positive and Her2 overexpression;
Her2-enriched, ER-negative and Her2 overexpression; and triple
negative (TN), ER-negative, progesterone receptor (PR) negative,
and normal expression of Her2. One of the important differences
between subtypes as regards clinical progression is that hormone
receptor-positive tumors, such as Luminal A, have a better
prognosis for survival compared with Her2 overexpression and
TN subtypes (4, 5) and the lowest risk of lymph node metastasis,
whereas the Luminal-Her2+ subtype has the highest risk (6).
Moreover, hormone receptor-positive subtypes such as Luminal
A and Luminal B should be considered different oncologic enti-
ties sharing similarities when studying their pattern of response
to therapy (7). Breast cancer molecular subtypes are used to
stratify patients at increased risk of recurrence, who may benefit
from more aggressive local treatment (8-10). For example, the
Luminal/Her2+ and Her2-enriched subtypes are associated with
a significantly higher rate of brain, lung, and liver metastases in
comparison with the Luminal A subtype, whereas TN patients
are associated with a higher rate of brain, lung and distant nodal
metastases (11-14).

Despite improvements in diagnosis and novel adjuvant
therapies, brain metastasis (BrM) is becoming a serious clinical
problem, with a higher incidence in patients with histological
grade (HG) 3, high Ki-67 expression (15), age younger than
50 years old (11, 16), ER-negative and Her2-positive (11, 17).
Breast cancer subtypes also determine the prognosis and survival
of a patient with BrM (18, 19). Patients with Luminal tumors have
a better survival rate than those with TN tumors (20), whereas
those with the Her2-enriched subtype have a significantly poorer
prognosis than those with Luminal/Her2+ or Luminal tumors

Abbreviations: BrM, brain metastasis; ER, estrogen receptor; PR, progesterone
receptor; TN, triple negative; BCBrM, breast cancer brain metastasis; BrMFS,
brain metastasis-free survival; NBrM, non-brain distant metastases; WoM, without
metastases; NBrWoM, non-brain distant metastases and without metastases; HG,
histological grade.

(21). Patients with TN tumors have worse overall and disease-free
survival rates (22), especially in patients with lung metastases.
Even patients with non-metastatic TN breast cancer have a high
early risk of developing BrM as a first site of recurrence (23), and
worse survival after brain radiotherapy (24) than those with the
non-TN phenotype. In these patients, BrM represents a significant
adverse prognostic factor not only to overall survival but also to
neurologic and radiosurgical survival (25).

We recently reported BrM biomarkers that discriminate
breast carcinomas according to their likelihood of BrM progres-
sion, regardless of whether or not they expressed Her2 (26, 27).
Of these, GRP94 (94 kDa glucose-regulated protein), a signaling
regulator and a major endoplasmic reticulum chaperone and
FN14 (fibroblast growth factor-inducible protein) implicated in
many intracellular signaling pathways, both have been implicated
in the promotion of tumor proliferation and metastasis.

GRP94 has calcium binding properties that are conferring
its major function in protein folding, assembly and degradation
(28, 29). Tumor hypoxia activates endoplasmic reticulum stress
upregulating the unfolded protein response (30). The expression
of GRPY4 correlates with advanced stage and poor survival in
many cancers (31, 32).

In addition, FN14 is implicated in several signaling path-
ways that control the cancer hallmarks (33). Typically, reactive
astrocytes produce proinflammatory cytokines, among them
TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis), a type II mem-
brane protein which activates FN14 (34). The binding of TWEAK
to FN14 is involved in regulating perivascular astrocytes and the
blood-brain barrier interface (35). Moreover, FN14 has been
involved in cachexia and the treatment with anti-FN14 antibod-
ies improves body and muscle mass and adipose tissue in mice,
increasing survival and general welfare (36).

Given these results, we hypothesized that the expression of
FN14 and GRP94 could be used for early identification of the
risk of breast cancer brain metastasis, whatever the molecular
subtype. Thus, we studied their expression in breast cancer
primary tumors according to their molecular subtype defined
by Her2, ER, PR, and Ki-67 expression. Our results indicate that
FN14 is the most useful predictive/prognostic biomarker of BrM
in breast cancer patients with Luminal (Luminal A, Luminal B,
and Luminal/Her2+) carcinomas. Moreover, in combination with
GRP94, FN14 predicts also BrM progression in non-Luminal
tumors.

MATERIALS AND METHODS

Patients
We obtained 211 samples from patients diagnosed between
1989 and 2009 (Table S1 in Supplementary Material) at the
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following institutions: Catalan Institute of Oncology (I.C.O.),
Hospital Duran i Reynals and the Hospital Universitari
de Bellvitge (LUHospitalet de Llobregat, Spain); Consorci
Hospitalari Parc Tauli (Sabadell, Spain); and I.C.O., Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona, Spain). A final
total of 208 patients were included in this study, whose clinical
(Table S2 in Supplementary Material), pathological param-
eters and molecular subtype status were as follows (Table S3
in Supplementary Material): 40.3% Luminal A (ER-positive,
Ki-67 < 14%); 18.5% Luminal B (ER-positive, Ki-67 > 14%);
9.0% Luminal/Her2+ (ER-positive and Her2 overexpressed),
10.0% Her2-enriched (ER-negative and Her2 overexpressed),
and 22.2% TN tumors (ER-negative, PR-negative, and normal
expression of Her2). Some missing values from these variables
discarded three patients, two from Luminal tumors and one
from non-Luminal tumors.

For this work involving databases of human information we
followed the Spanish National law on the protection of Personal
Data “Ley 15/1999, 13 Dec”

Histology and Immunohistochemistry
Tissue microarrays (TMAs) were prepared from three repre-
sentative areas of the tumor, as described previously (27). Primary
antibodies anti-GRP94 at 1/2,000 and anti-FN14 at 1/3,000
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) were diluted in
Dako Real™ Antibody Diluent Buffer (Dakocytomation, Dako,
Denmark): Tris buffer, pH 7.2, 15 mM NasN. LSAB + System-
HRP (Dakocytomation) was used for staining, including second-
ary antibodies in PBS, streptavidin conjugated to HRP in PBS,
and liquid 3,3" diaminobenzidine in chromogen solution.

The overexpression of GRP94 and FN14 was categorized as
positive when strong expression was detected and negative when
no or weak expression was detected, to avoid false positives

(Figure 1). Morphologic diagnosis was performed with classical
hematoxylin-eosin staining.

Statistics

Frequencies of categorical variables were compared among
groups using the y*-test or Fisher’s exact test where appropriate.
Brain metastasis-free survival (BrMFS) was estimated for each
group using the Kaplan-Meier method and was compared among
them using the Cox proportional hazards model, estimating their
hazard ratio and 95% CI.

To evaluate the correlation between BrM and protein expres-
sion, immunostained samples were graded on a three-category
scale as follows: negative, weak positive, and strong positive.
The marker was classified as overexpressed only in strong posi-
tive samples to avoid false positives. Biomarker sensitivity and
specificity, both singly and in combination, was assessed in both
Luminal and non-Luminal patients. The biomarkers combinations
were considered positive when at least one of them was positive
and negative when all of them were negative.

A multivariate logistic regression analysis adjusted for covari-
ates was carried out in both Luminal and non-Luminal groups to
study in patients with BrM vs. NBrM the presence of biomarkers
(GRPY4 and FN14) in their primary tumor. The covariates used
were as follows: age (=50, 40-49, and <40), positive axillary
nodes (0, 1-3, and >4), Her2 status (negative and positive), and
presence of lung metastasis (no and yes), where the first category
mentioned for each variable was the reference. We calculated the
OR associated with the biomarker, its 95% CI and p-value.

In this analysis, the variable “triple negative (no, yes)” was
not included as a covariate because all patients belonging to
the Luminal group were “no” for this variable. Moreover, Her2
status was not included as a covariate when the combination
(GRP94 + FN14 + Her2) was used as the biomarker.

FIGURE 1 | Representative tabulation of protein expression in breast cancer samples. Representative staining of GRP94 and FN14 and tabulation of protein
expression in breast cancer samples. Tissues are shown as viewed by light microscopy. Negative and weak intensities of staining were considered both negative
for semi-quantitative purposes to avoid false positive samples, and only tumors with unequivocal high intensity staining were considered as positive overexpression.
Original magnification 10x. Insets: standard positive control tissue sample used in each determination.

WEAK (-)

OVER-EXPRESSION

HIGH (+)
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Values were considered significant when p was less than 0.05.
Software used: R Core Team (37).

RESULTS

Clinical Characteristics of Breast
Carcinoma Subtypes and BrM Involvement

We studied patient characteristics according to three different
groups of progression patterns (Table S1 in Supplementary
Material): brain metastases (BrM), with or without metastases
(WoM) at other sites; non-brain distant metastases (NBrM),
patients with metastasis in bones and/or liver and/or lungs and/
or non-regional lymph nodes, but not in brain; and patients
WoM. The distribution of breast cancer molecular subtypes
changed across the three groups of patients. The main distinc-
tive parameters that characterized the BrM group were age,
whereby below 50 years old was significantly different
(p = 0.001); hormone receptor negativity [both ER (p < 0.0001)
and PR (p < 0.0001)], an attribute of tumors that developed
BrM in contrast to tumors from NBrM and WoM patients; and
Her2 positivity and a high Ki-67 index (p = 0.01 and p < 0.0001,
respectively). Other parameters, such as tumor size (p = 0.001),
HG (p < 0.0001), and lymph node involvement (p < 0.0001) were
similar among BrM and NBrM patients, but different in WoM
patients.

More than 50% of BrM patients had TN tumors. By contrast,
only 20.6% of NBrM and 9.8% of WoM patients had TN tumors
(y*-test: p < 0.0001). Important differences were observed in the
Her2-enriched subtype with regard to metastasis progression,
occurring in 23.1% of BrM, 8.8% of NBrM, and 4.9% of WoM
groups. Moreover, the distribution of Luminal/Her2+ tumors
was different in patients according metastasis involvement,
being 11.5% in BrM, 8.8% in NBrM, and 8.2% in WoM groups.
Therefore, according to the clinical and pathological character-
istics of breast cancer patients, we established two main groups
due to limited size of our sample: the Luminal group (Luminal A,
Luminal B, and Luminal/Her2+ subtypes), which encompassed
25% (13/52) of patients with BrM, 70.6% (24/34) with NBrM
and 85.3% (104/122) of WoM patients; and the non-Luminal
group (TN and Her2-enriched subtypes), encompassing 75%
(39/52) of patients with BrM, 29.4% (10/34) with NBrM, and
14.7% (18/122) of WoM patients. The clinical and pathological
parameters of the Luminal and non-Luminal groups are described
in Supplementary Table S4 in Supplementary Material: tumor
size, >21 mm in 32.61 vs. 55.56%, respectively (p = 0.002); HG 3,
32.12 and 81.25%, respectively (p < 0.0001); and regional lymph
node involvement (affected >4), in 14.39 vs. 35.39%, respectively
(p = 0.0008).

As expected, significant differences were related to the thera-
peutic approach adopted: 81.82% of Luminal patients vs. 58.21% of
non-Luminal patients did not receive neoadjuvant chemotherapy
(p =0.0002); 83.22 vs. 55.88% (p < 0.0001) received conservative
surgery; 44.76 vs. 18.03% (p = 0.001) did not receive adjuvant
chemotherapy; and 85.92 vs. 6.06% (p < 0.0001) received tamox-
ifen or another antiestrogen as hormonal therapy, respectively.
Moreover, clinical relapses, with the presence of local (8.39 vs.

19.12%, p = 0.024), regional (1.40 vs. 16.18%, p < 0.0001), or
distant relapses (27.27 vs. 73.53%, p < 0.0001) were less frequent
in patients from the Luminal group than in those in the non-
Luminal group, respectively.

The incidence of BrM (Table 1) was significantly higher in the
non-Luminal group than in the Luminal group [58.21% (39/67)
vs. 9.22% (13/141), p < 0.0001]. Furthermore, patient outcomes
corroborated the clinical and pathological characteristics, with an
increase in metastasis-free survival when tumors were Luminal in
both BrM and NBrWoM groups (Figures S1A,B in Supplementary
Material). Moreover, the worst prognosis was found in patients
with non-Luminal tumors (HR = 10.57, 95% CI: 5.60-19.96; and
HR = 4.01, 95% CI: 2.52-6.38; respectively, p < 0.0001). These
results indicate that the assessment of subtypes in our series pro-
vided an effective subclassification according to BrM progression
in patients, similar to other reported series (11, 14).

FN14 and GRP94 Stratify Breast Cancer
Molecular Subtypes According to Their

BrM Progression Risk

Since molecular subtypes in NBrM (tumors with bone, liver,
lung, skin, etc.) and WoM had a similar clinic-pathological
parameters distribution (Fisher’s exact test, p = 0.230; data
not shown), we considered both as a single group (NBrWoM)
to better compare the expression of BrM biomarkers between
Luminal (N = 141) and non-Luminal (N = 67) tumors (see
Table 2). FN14 was overexpressed in 14.5% (20/138) of Luminal
tumors and in 23.1% (15/65) of non-Luminal tumors. Moreover,
in Luminal tumors, FN14 expression was significantly different
between the BrM and NBrWoM groups, at 53.8% (7/13) vs.
10.4% (13/125), respectively (Fisher’s exact test, p = 0.0005).
FN14 expression in non-Luminal tumors differed between
BrM and NBrWoM patients, being 31.6% (12/38) vs. 11.1%
(3/27), respectively, although not significantly (Fisher’s exact
test, p = 0.07). Therefore, we concluded that FN14 expression
in Luminal breast tumors was associated with BrM progression.

TABLE 1 | Distribution of patients with brain metastasis, other metastases
(NBrM), and non-metastasis (without metastases) according to molecular
subtype of the primary breast tumor.

Patients (N = 208)*

Characteristics Brain Non-brain Without p-Value
metastases distant metastases (x%-test)
metastases
N (%) N (%) N (%)
52 (25.0) 34 (16.3) 122 (58.7)
Molecular subtypes
Triple negative 27 (561.9) 7 (20.6) 12 (9.8
Her2-enriched 12 (23.1) 3(8.8) 6 (4.9)
Lum/Her2+ 6 (11.5) 3(8.8) 10(8.2)
Luminal B 5(9.6) 8 (23.6) 25 (20.5)
Luminal A 2 (3.9 13(38.2) 69 (56.6) <0.0001

“Patients included in these three categories (N = 208/211). Three patients were missing
(not suitable for biomarkers assessment).
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TABLE 2 | Distribution of biomarkers in brain metastasis (BrM) and NBrWoM
patients in both Luminal and non-Luminal groups.

Patients (N = 208)

Biomarker Luminal group (N = 141) Non-Luminal group
(N =67)
BrM NBrWoM? BrM NBrWoM?
N (%) N (%) N (%) N (%)
FN14+° 7/13 (63.8) 13/125 (10.4) 12/38 (31.6) 3/27 (11.1)
Fisher’s exact test (p = 0.0005)  Fisher’s exact test (o = 0.07)
GRP94+°¢ 10/13 (76.9) 56/126 (44.4) 22/38 (67.9)  11/28(39.3)

Fisher’s exact test (p = 0.04) Fisher’s exact test (p = 0.21)

@This category encompasses those patients “without metastases” and those with
“non-brain distant metastases” [bone, lung, liver, and non-regional lymph node
metastases; in this category, five patients were previously excluded because they only
had skin metastasis (n = 2), pleural metastasis (n = 2), or meningeal metastasis (n = 1)].
bFN14 biomarker was assessed in 138 patients belonging to the Luminal group

(this was not possible in 3 of them) and in 65 from the non-Luminal group (this was not
possible in 2 of them).

°GRP94 biomarker was assessed in 139 patients belonging to the Luminal group

(this was not possible in 2 of them) and in 66 from the non-Luminal one (this was not
possible for 1 of them).

Differences shown in number of patients (N) in each group are due to patients whose
biomarkers were not available.

GRP94 was overexpressed in 47.5% (66/139) of Luminal and
50% (33/66) of non-Luminal tumors. Biomarkers expression in
Luminal tumors was also significantly different between BrM
and NBrWoM patients, being 76.9% (10/13) vs. 44.4% (56/126)
(Fisher’s exact test; p = 0.04), whereas GRP94 expression in
the non-Luminal group was similar for BrM, at 57.9% (22/38)
of patients, and NBrWoM at 39.3% (11/28) (Fisher’s exact
test; p = 0.21). These results highlight the intrinsic value of
FN14 and GRPY4 as organ-specific BrM biomarkers mainly in
patients with tumors from the Luminal subtype.

Furthermore, we analyzed in tumors with BrM progression
if the expression of BrM biomarkers were associated with Her2
overexpression. We found that FN14 expression was independ-
ent of Her2 status in patients with BrM from the Luminal group
(Fisher’s exact test; p = 0.59). By contrast, FN14 expression in
the non-Luminal group was associated in 63.6% of cases with the
Her2-enriched subtype (Table S5 in Supplementary Material), dif-
fering from TN tumors, of which 18.5% were positive for FN14
(Fisher’s exact test, p = 0.017).

GRP94 expression in tumors from BrM affected patients
was independent of Her2 status (Table S5 in Supplementary
Material) in the Luminal (Fisher’s exact test; p = 1.00) and
non-Luminal groups (Fisher’s exact test, p = 0.30).

FN14 and GRP94 Are Prognostic

Biomarkers for BrM in Luminal Tumors

First, we studied metastasis-free survival in our series according
to molecular subtype (Figure S2 in Supplementary Material),
using the Kaplan-Meier method and the Cox proportional
hazards model. The TN subtype was used as a reference group
for comparative purposes. We analyzed the distribution of
subtypes in NBrM patients (Figure S2A in Supplementary

Material). Differences between the TN and Her2-enriched
subtypes were not statistically significant (HR = 0.81; 95% CI:
0.41-1.60; p = 0.53). By contrast, Luminal/Her2+ (HR = 0.41;
95% CI: 0.18-0.96; p = 0.039), Luminal B (HR = 0.33; 95% CI:
0.17-0.64; p = 0.0012), and Luminal A (HR = 0.16; 95% CI:
0.08-0.30; p < 0.0001) showed a significantly lower incidence
of NBrM than TN breast carcinomas. Furthermore, in BrM
patients, we found significant differences in BrMFS with regard
to molecular subtype, using the TN subtype as the reference
group (Figure S2B in Supplementary Material): Her2-enriched
did not differ significantly from TN (HR = 0.79; 95% CI:
0.40-1.55; p = 0.49), but the remaining subtypes showed a
significantly lower risk than TN: Luminal/Her2+: HR = 0.33;
95% CI: 0.13-0.80; p = 0.014. Luminal B: HR = 0.13; 95% CI:
0.05-0.33; p < 0.0001 and Luminal A: HR = 0.02; 95% CI:
0.005-0.09; p < 0.0001.

Next, we studied BrMFS in the Luminal group according to
whether the tumor expressed FN14 or not (Figure 2A), and we
found that overexpression of FN14 was associated with a reduc-
tion in BrMFS (HR = 8.25; 95% CI: 2.77-24.61; p = 0.00015).
Although, different stratification of the non-Luminal group
(Figure 2B) according to FN14 expression was not statistically
significant (HR = 1.74; 95% CI: 0.87-3.47; p = 0.11).

In addition, we analyzed BrMFS in the Luminal group
according to GRP94 expression (Figure 2C) and observed that
GRP94 was overexpressed in tumors from patients with reduced
BrMFS (HR = 3.58; 95% CI: 0.98-13.11; p = 0.054—Wald
test), although this finding did not reach statistical significance
either. Meanwhile, BrMFS according to GRP94 expression in
non-Luminal tumors was not significantly different (HR = 1.22;
95% CI: 0.64-2.32; p = 0.55) (Figure 2D).

FN14 Is a Predictive Biomarker of BrM

in Luminal Tumors

Since overexpression of the Her2 gene is associated with a higher
risk to develop BrM, we analyzed the sensitivity and specificity
of FN14 and GRP94 expression to predict BrM and compared
these parameters to the prediction given by Her2 in these patients
(Table 3). In patients belonging to the Luminal group (low risk of
BrM a priori), FN14 and Her2 showed more specificity (89.60 and
89.84%, respectively) than GRP94 (55.56%) to predict BrM pro-
gression. However, GRP94 expression showed more sensitivity
(76.92%) than FN14 and Her2 (53.85 and 46.15%, respectively)
to predict BrM involvement.

On the other hand, in patients with a higher risk of BrM,
such as non-Luminal ones, FN14 (88.89%) was the most specific
protein to discriminate tumors that developed BrM, followed
by Her2 (67.86%) and GRP94 (60.71%). GRP94 sensitivity was
again higher (57.89%) than that obtained with FN14 or Her2
(31.58 and 30.77%, respectively).

Expression of the biomarker combination FN14 + GRP9%4
improved BrM risk assessment in Luminal patients compared
with non-Luminal ones (sensitivity: 84.62 and 68.42%, specific-
ity: 50 and 57.14%, respectively). The addition of Her2 yielded
84.62 and 71.79% sensitivity, and 45.24 and 42.86% specificity in
Luminal with regard to non-Luminal, respectively (Table 3). The
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FIGURE 2 | Brain metastasis-free survival (BrMFS) in breast cancer patients according to expression of FN14 and GRP94 biomarkers. Comparisons between
Luminal (A) and non-Luminal (B) groups, according to FN14 positivity in primary tumors revealed a shortened BrMFS that was statistically significant in the Luminal
group (HR = 8.25; 95% ClI: 2.77-24.61; p = 0.00015) but not in the non-Luminal one (HR = 1.74; 95% CI: 0.87-3.47; p = 0.11). With regard to GRP94 positivity,
shortened BrMFS in Luminal (C) and non-Luminal (D) groups was not statistically significant (HR = 3.58; 95% CI: 0.98-13.11; p = 0.054 and HR = 1.22; 95%

Cl: 0.64-2.32; p = 0.55, respectively).

TABLE 3 | Sensitivity and specificity of biomarkers, singly or in combination, with regard to brain metastases in Luminal and non-Luminal patients.

Patients (N = 208)

Biomarker Luminal group (N = 141) Non-Luminal group (N = 67)

NP Sensitivity (%) Specificity (%) N Sensitivity (%) Specificity (%)
FN14 138 (53.85) (89.60) 65 (31.58) (88.89)
GRP94 139 (76.92) (565.56) 66 (57.89) (60.71)
Her2 141 (46.15) (89.84) 67 (30.77) (67.86)
FN14 + GRP942 139 (84.62) (560.00) 66 (68.42) (57.14)
FN14 + GRP94 + Her22 139 (84.62) (45.24) 67 (71.79) (42.86)

aln each case, these combinations were considered positive when at least one of the assessed molecules was positive and negative when all of them were negative.
Differences in number or patients (N) are due to those patients whose biomarker assessment (singly or in combination) was unknown.

combination of FN14 + GRP94 + Her2 increased sensitivity to
predict BrM in both Luminal and non-Luminal cases, covering a
wide range of patients.

The high specificity shown by FN14 and Her2 when evaluated
singly was lost in combination, suggesting that both biomarkers
stratified different patient subgroups of BrM risk.

To assess the usefulness of FN14 and GRP94 as independ-
ent risk factors of BrM, a multivariate analysis was performed,
including age, axillary node involvement, Her2 status, and pres-
ence of lung metastasis as covariates in the analysis (Table 4).

Outcomes showed that patients belonging to the Luminal
group (ER+) had a statistically significant higher risk to develop
BrM if the tumor expressed FN14 compared with those with FN14
negative tumors (OR: 36.70; 95% CI: 3.65-368.25; p = 0.002).
The likelihood of these patients to develop BrM increased
36.70-fold. By contrast, when tumors overexpressed GRP94, the
risk to develop BrM (OR = 5.74; 95% CI: 0.87-37.66) remained
non-significant (p = 0.069), either in combination with FN14
(p = 0.066) or Her2 (p = 0.071) positivity (OR = 7.10, 95%
CI: 0.88-57.51; and OR = 5.80, 95% CI: 0.86-39.08, respectively).
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TABLE 4 | Multivariate analysis of biomarkers in patients with brain metastasis
from the Luminal and non-Luminal groups.

Patients (N = 199)°

Biomarker Luminal group Non-Luminal group
(N = 136) (N =63)
OR (95% CI) P OR (95% CI) P
FN14 36.70 (3.65-368.25) 0.002 3.29 (0.64-16.79) 0.153
GRP94 5.74 (0.87-37.66) 0.069 3.23(0.98-10.63) 0.053
FN14 + GRP94° 7.10(0.88-57.51) 0.066 4.04 (1.19-13.65) 0.025
FN14 + GRP94 + Her2® 5.80 (0.86-39.08) 0.071 2.45(0.73-8.22) 0.147

The covariates used in this study were as follows: age, axillary lymph node involvement,
Her2 status, and presence of lung metastasis. Her2 was not included as a covariate
when we used the combination GRP94 + FN14 + Her2 as biomarker.

@The number of patients (N) obtained in each group corresponds to those patients who
presented all the required covariates.

bIn each case, these combinations were considered positive when at least one of the
assessed molecules was positive and negative when all of them were negative.

In non-Luminal patients, only the combination of FN14 and
GRPY4 positivity was significantly predictive of BrM progres-
sion (95% CI: 1.19-13.65, p = 0.025), with a 4.04-fold likelihood
to develop BrM (Table 4). These results are in consonance with
our previous results reporting the usefulness of both biomarkers
to predict BrM in TN breast cancer patients (27).

In summary, our study reveals that (1) A subset of breast
cancer patients with a better prognosis a priori, such as estro-
gen-receptor positive with or without Her2 positivity, develop
brain metastases if FN14 and/or GRP94 biomarkers are positive
in their primary tumor. (2) FN14-positive status impairs the
prognosis of breast cancer patients by shortening the length
of BrMFS. (3) The likelihood to develop BrM in patients with
FN14-positive tumors increases 36.70-fold (p = 0.002). (4) The
combined assessment of biomarkers (FN14 + GRP94) shows a
higher benefit in risk evaluation of BrM in patients with non-
Luminal tumors.

Since stratification impairs statistical consistency, further
multicentre studies with wider amount of patients are needed to
reinforce the results.

DISCUSSION

The routine analysis of ER, PR, Ki-67, and Her2 status in
breast tumors can predict relapse, providing the standard
approach for clinical decision-making in the adjuvant set-
ting (17-19). However, these procedures are insufficient to
predict BrM.

This study provides evidence that a subset of breast cancer
patients with a better prognosis a priori, such as patients with
Luminal carcinomas, with or without Her2 positivity, can be
stratified by their likelihood to develop BrM if FN14 is overex-
pressed (OR = 36.70). Thus, the clinical use of FN14 expression
might facilitate a preventive strategy for patients at high risk for
BrM progression and will improve the design of trials aimed at
its prevention. Moreover, the combined assessment of both FN14
and GRP94 proteins shows a higher benefit in risk evaluation of

BrM progression, especially in non-Luminal patients (4.04-fold),
independently of Her2 status (OR = 2.45). Therefore, the use of
FN14 and GRP94 expression at early diagnosis might stratify
those BrM patients prone to BrM.

Many studies have reported risk factors for BrM, including
Her2 positivity, ER negativity, high proliferative activity, young
age and lymph node involvement (38, 39). FN14 and GRP%4
comprise a diagnostic tool capable of predicting BrM indepen-
dently of these classical clinical and pathological parameters. The
long-term BrM-free survival of Luminal group patients when
biomarkers are negative suggests the usefulness of including both
biomarkers to stratify patients that might benefit from magnetic
resonance imaging (MRI-Gd) follow-up. This should be consid-
ered for at least 7 years (about 80 months) after diagnosis, the
period after which BrM relapse in the Luminal group stabilizes
(Figure 2). Therefore, we suggest that intrinsic subtypes of breast
cancer plus FN14 and GRP94 expression can provide a reli-
able assessment of BrM risk, facilitating early diagnosis through
follow-up of the patient’s evolution (Figure 3). Even patients from
the non-Luminal group could benefit from stratification using
FN14 and GRP94 biomarkers. This is not surprising because in
combination, they are good predictors of BrM progression in
TN breast carcinomas (27). Consequently, if these findings were
confirmed in further studies, it would also enable us to apply a
specific clinical and therapeutical algorithm to improve breast
cancer patients’ follow-up.

Although the armamentarium available for BrM treatment
is limited, there are reasons to be optimistic because emerging
therapies have shown promise in preclinical and early clinical
settings (40-42). Moreover, a protocol that included an MRI
procedure might provide indications for early surgery and/or
radiosurgery when BrM is small to minimal and/or for the design
of a new approach in prophylactic systemic protocols (e.g., to
replace or add another drug and/or biological compound that
crosses the blood-brain barrier to avoid the growth of a clinical
BrM) as well as for the design of a new protocol as a prophylactic
approach.

Patients with Her2 positivity in primary tumor are usu-
ally treated with trastuzumab after delivering chemotherapy,
obtaining a better systemic response (43). In our series, 99% of
patients did not receive trastuzumab as adjuvant therapy. Thus, an
interesting approach would be to study the relationship between
FN14 and GRP94 expression and BMFS in those patients
belonging to the Lum/Her24+ and Her2-enriched subtypes who
have received trastuzumab. In our multicenter series, GRP94
and FN14 expression might improve breast cancer survival by
predicting BrM. In particular, FN14 has a similar sensitivity and
specificity to that of Her2.

Immunophenotypic changes associated with antitumor
activity have been observed with anti-TWEAK antibody
treatment in mice and a phase I multicenter trial of RG7212
monotherapy in patients with FN14-expressing advanced solid
tumors has been initiated, with good tolerability and favorable
pharmacokinetics (44). Therefore, these molecules might be
good candidates to develop new drugs to treat or prevent
BrM according to the tumor-associated risk of breast cancer
patients.
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