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Introduccién general

1. Concepto de cancer

Bajo el nombre genérico de cancer se engloban un conjunto de patologias que
pueden afectar a distintos tipos de células y tejidos y que tienen en comun el
crecimiento descontrolado y desordenado de las células neoplasicas, las cuales pueden
adquirir capacidad de desplazarse desde el tejido de origen hacia otros tejidos y
drganos, en el proceso conocido como metastasis. La tumorogénesis es un proceso con
varias etapas que implican cambios dindmicos en el genoma. Estos cambios liberan a
las células cancerosas de los mecanismos homeostaticos que dirigen la proliferaciéon
normal y controlada (Hahn and Weinberg, 2002), confiriéndoles un tipo u otro de
ventaja en el crecimiento, que les permiten adquirir caracteristicas diferentes de las

células normales.

2. Cancer de pulmoén

2.1. Epidemiologia

El cancer constituye un importante problema de salud publica, siendo la principal
causa de muerte en los paises desarrollados y la segunda en paises en vias de
desarrollo. El cancer de pulmodn es el cancer con los indices de mortalidad mas
elevados y el mas comunmente diagnosticado, con una incidencia a nivel mundial de

mas de un millén y medio de casos nuevos al afio (Figura 1) (Jemal et al., 2011).

Estimated New Cases Estimated Deaths
Male Female Male Female
Lung & bronchus Breast Lung & bronchus Breast
1,085,200 1,383,500 951,000 458,400
Prostate Colan & rectum Liver Lung & bronchus
903,500 570,100 478,300 427,400
Colon & rectum Cervix Uteri Stomach Colon & rectum
663,600 529,800 464,400 288,100
Stomach Lung & bronchus Colon & rectum Cervix Uteri
640,600 513,600 320,600 275,100
Liver Stomach Esophagus Stomach
522,400 349,000 276,100 273,600
Esophagus Carpus uteri Prostate Liver
326,600 287100 258,400 217,600
Urinary bladder Liver Leukemia Chvary
297,300 225,900 143,700 140,200
Non-Hedgkin lymphoma Ovary Pancreas Esophagus
199,600 225,500 138,100 130,700
Leukemia Thyroid Urinary bladder Pancreas
195,900 163,000 112,300 127,900
Cral Cavity Non-Hedgkin lymphoma Man-Hodgkin lymphoma Leukemia
170,900 156,300 108,500 113,800
All sites but skin All sites but skin All sites but skin All sites but skin
6,629100 6,038,400 4,225,700 3,345,800

Figura 1. Estimacion mundial de nuevos casos y muertes por cancer en 2008 segun los
principales tipos de localizacién del cancer (Jemal et al., 2011)
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Introduccién general

Los datos disponibles sobre la incidencia y mortalidad por cancer en Europa
muestran que en el afio 2008, se diagnosticaron alrededor 3.2 millones de casos
nuevos de cancer y que mas de 1.7 millones de personas fallecieron como
consecuencia de esta enfermedad. El cancer de pulmoén en Europa es el tercero en
incidencia y el primero en niveles de mortalidad, representando la quinta parte del
total de muertes por cancer. El analisis por sexos muestra que sigue siendo el segundo
cancer mas frecuente en los hombres y el tercero en las mujeres. La mortalidad por
cancer de pulmén en Europa en 2008 fue de 255300 hombres fallecidos y 86800
mujeres, lo que supone la principal causa de mortalidad por cancer en hombres y la
tercera en mujeres (Ferlay et al., 2010). Ademas, la importancia del cancer del pulmén
radica también en su mal pronéstico, ya que a pesar de todos los avances tanto en el
diagndstico precoz como en la terapéutica, el indice de supervivencia media tras 5

afos es aproximadamente del 15% (Youlden et al., 2008).
2.2. Factores de riesgo

El tabaquismo es el factor causal predominante en cancer de pulmodn, y de hecho se
considera que los productos toxicos del humo del tabaco son los responsables de
aproximadamente el 85-90% de estos tumores (Freedman et al., 2008). Un gran
numero de estudios han encontrado que los fumadores tienen un riesgo entre 15y 30
veces mayor de desarrollar esta patologia en comparacion con los no fumadores. El
riesgo aumenta en funcién de la intensidad y la duracién de la exposicidn, esto es, en
funcién del niumero de cigarrillos consumidos por dia, el grado de inhalacién, la edad

de comienzo y el tipo de cigarrillos (Jemal et al., 2008;Sasco et al., 2004).

Por otra parte, el abandono del habito tabaquico se ha asociado con una
disminucion progresiva del riesgo de padecer cancer de pulmédn. El riesgo relativo
comienza a disminuir 2 o 3 anos después de haber dejado de fumar y continula
disminuyendo durante los siguientes 10 afios. Aunque el riesgo de los exfumadores no
llegard a igualarse totalmente al de los no fumadores, pudiendo permanecer elevado
durante mas de treinta afios, sigue siendo mucho mas bajo que el de un fumador

activo (Ebbert et al., 2003;Peto et al., 2000).
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Introduccién general

No obstante, de todas las personas que consumen tabaco, Unicamente entre un 10-
20 % acaban desarrollando un cancer de pulmdn. Esto sugiere la existencia de
variaciones genéticas interindividuales de susceptibilidad y de predisposicion, ya que
entre familiares directos de enfermos de cancer de pulmdn se ha encontrado un riesgo
superior de padecer esta enfermedad (Gorlova et al., 2006;Matakidou et al.,

2005;Schwartz et al., 1996).

Respecto al tabaquismo pasivo, existen estudios epidemioldgicos que indican que la
exposicién involuntaria al humo del tabaco incrementa el riesgo de padecer cancer de
pulmén. Estudios realizados con parejas donde uno de sus miembros era fumador
activo y el otro no, indican que el riesgo de padecer cdncer de pulmon por el miembro
no fumador puede incrementarse hasta un 30% (Bilello et al., 2002;Hackshaw et al.,

1997;Hirayama, 2000;Lam, 2005).

Otros factores importantes que se han visto implicados en el desarrollo del cancer
de pulmdn son las exposiciones a ciertos agentes carcindgenos como arsénico,
asbesto, amianto (el carcindégeno ocupacional mas relevante en Espafia); algunos
metales como nique o cadmio; hidrocarburos policiclicos; radén o radiaciones
ionizantes (Tyczynski et al., 2003). Ademas, el riesgo de padecer cancer de pulmén
también parece incrementarse cuando se consume frecuentemente alcohol y dietas

con un contenido alto de grasas totales, saturadas y colesterol (Bilello et al., 2002).

En cuanto a factores protectores, parece ser que el tipo de dieta, sobretodo la rica
en vitaminas, antioxidantes y carotenoides, y el ejercicio moderado pueden asociarse a

cierta disminucién del riesgo de cancer de pulmon (Molina et al., 2008).
2.3. Clasificacion anatomopatologica

La clasificacién anatomopatoldgica del cancer de pulmoén se basa en técnicas
histoldgicas y patoldgicas. La evaluacion histoldgica se realiza sobre muestras de tejido
de biopsia, obtenidas mediante broncoscopia, punciones o procedimientos

quirurgicos.
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Existen cuatro tipos histoldgicos distintos de cancer de pulmdn: el carcinoma
microcitico de pulmon o de célula pequefia (CMP) (20% de los casos), el carcinoma
epidermoide (30%), el adenocarcinoma (35-40%) y el carcinoma de células grandes
(alrededor de un 10%). Desde el punto de vista clinico, sin embargo, se reconocen
basicamente dos tipos fundamentales en funcidn de su comportamiento clinico y
bioldgico: el carcinoma microcitico de pulmon, sensible a los agentes citotdxicos y no
tratable quirdrgicamente; y el cancer de pulmdn no microcitico o de célula no pequena
(CPNM), que engloba a los otros tres subgrupos histoldgicos, y cuyo principal

tratamiento es la cirugia si no existe diseminacion (Travis, 2002).

El CMP se caracteriza por tener origen neuro-endocrino, estar compuesto por
células pequefias con escaso citoplasma y tener una localizacion peribronquial. Las
células son redondeadas, ovales o fusiformes, con limites celulares mal definidos y
muestran granulos de neurosecrecién en su citoplasma. Ademas presentan abundante
necrosis y una alta tasa mitotica. Estos tumores tienen una evolucion clinica muy
agresiva y aparecen practicamente en su totalidad en fumadores (Youlden et al.,
2008). Presenta un comportamiento peculiar, con un crecimiento rapido, una elevada
capacidad de generar metdstasis y una significativa respuesta al tratamiento con
guimio y radioterapia. Sin embargo, la incidencia de recidiva en los dos primeros afios

es muy elevada (Travis, 2002).

Por el contrario, en el CPNM, las células tumorales son de mayor tamafio que las
células pulmonares normales (de ahi su denominacidn), con citoplasma abundante y la
localizacion suele ser periférica o central. Su comportamiento bioldgico es muy
diferente al CMP. Es un tumor de crecimiento lento y que generalmente deriva del
epitelio bronquial. Sus manifestaciones clinicas son muy variables en los primeros
estadios, de modo que en un 50% de los casos diagnosticados, la enfermedad ya se

encuentra en una fase avanzada. La sensibilidad a quimioterapia y radioterapia es baja.

- El subtipo epidermoide o carcinoma escamoso se origina en el epitelio de
revestimiento y se localiza con frecuencia en los bronquios lobares o principales.
Este subtipo esta predominantemente vinculado al consumo de tabaco (Sakurai et

al., 2004).
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Introduccién general

- Los adenocarcinomas se originan en las células broncoalveolares, y su
diferenciaciéon es glandular, secretando mucina. Generalmente derivan de
bronquios mas distales, por lo que suelen ser tumores periféricos y afectan a la
pleura. Es por este motivo que son los mas frecuentemente operables. En general

presentan un prondstico peor que el subtipo epidermoide.

- El carcinoma de células grandes es el menos frecuente dentro de los CPNM y
presenta un prondstico similar al adenocarcinoma. Generalmente se localiza en la
periferia del pulmdn, pero pueden encontrarse también en localizacion central. En
el examen macroscdpico, a menudo aparecen como grandes tumores necréticos

(Travis, 2002).

Recientemente se ha publicado una revisiéon de la clasificacion histoldgica, que
desde un enfoque multidisciplinar aporta algunos cambios a la clasificacion empleada
hasta la actualidad. Esta nueva guia modifica algunos conceptos y términos para
subclasificar las diferentes variantes de adenocarcinoma de pulmédn, excluyendo
términos empleados hasta el momento, como el carcinoma broncoalveolar (BAC) o el
subtipo mixto, e introduciendo nuevos conceptos, como el adenocarcinoma in situ
(AIS), el carcinoma minimamente invasivo (MIA) o el adenocarcinoma con crecimiento
predominantemente lepidico (LPA). Se presenta como una guia para la clasificacidon
histolégica a partir de pequefias biopsias y citologias, ya que el 70% de los cdnceres de

pulmodn se diagnostican con muestras de este tipo. (Travis et al., 2011).
2.4. Deteccion temprana

Durante la década entre los afios 60 y 70, en un esfuerzo por determinar
herramientas de deteccién que pudieran proporcionar un beneficio a largo plazo, se
llevaron a cabo diversos ensayos controlados para evaluar la eficacia de la radiografia
de térax y/o citologia de esputo en el cribado del cancer de pulmén.
Lamentablemente, ninguno de los ensayos demostrd un beneficio asociado con la
realizacion de estas pruebas (Henschke et al., 2007). Mas recientemente, los
investigadores del Early Lung Cancer Action Program informaron de tasas de deteccidn

de 1,3% con tomografia computarizada (TC) a dosis bajas, lo cual es comparable con la
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tasa obtenida en deteccién de cancer de mama (Henschke et al., 2006). Ademas, la
tasa de supervivencia a los 10 afios para pacientes con estadio inicial de cancer de
pulmon detectado por esta modalidad de cribado se estimé en 88%. A pesar de estos
resultados, la posicién de la American Cancer Society y del United States Preventative
Services Task Force es que no hay pruebas suficientes para recomendar el cribado de
los pacientes asintomaticos para cancer de pulmon, ya sea con la citologia de esputo,
radiografia de térax, TC a dosis bajas, o una combinaciéon de las pruebas (Humphrey et

al., 2004;Smith et al., 2009).

Recientemente, han sido publicados los resultados del mayor ensayo clinico
aleatorizado (The National Lung Screening Trial -NLST) en el que se incluyeron
53.454 personas con alto riesgo de cancer de pulmdn, para determinar el impacto real
del cribado conTC a dosis bajasen la mortalidad por cancer de pulmdénen la
poblacién. Los participantes incluidos fueron asignados aleatoriamente a someterse
a tres revisiones anuales mediante TC a dosis bajas o bien a una sola mediante
radiografia de tdrax. Los resultados del NLST muestran una disminucion de 20% en la
mortalidad por cancer de pulmén con TC a dosis bajas en comparacion con la
radiografia de térax (Aberle et al., 2011). Sin embargo, la TC a dosis bajas también se
ha asociado con una alta tasa de resultados falsos positivos. Deben considerarse por
tanto, como efectos negativos de la prueba TC el sobrediagndstico y la asociacion de la
TC a dosis bajas con el desarrollo de canceres inducidos por la radiacion (efectos que
no pueden medirse directamente y deben ser evaluados en futuros analisis). Es por
esto que el uso potencial de la TC como una herramienta para la deteccién del cancer

de pulmén sigue siendo un tema de debate.

Debido a los conflictivos resultados de los programas de cribado basados en
pruebas de imagen, actualmente hay un interés creciente en el desarrollo de modelos
de prediccion de riesgo que incorporen biomarcadores genéticos y moleculares y que
se centran en el uso de muestras no invasivas o0 minimamente invasivas tales como
sangre, aire exhalado o esputo (Ghosal et al., 2009;Jantus-Lewintre et al., 2012;van't

Westeinde and van Klaveren, 2011).
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2.5. Diagnastico y estadificacion

El diagndstico del cancer de pulmon se ve dificultado por la ausencia de sintomas en
pacientes con tumores en un estado precoz, diagnosticdndose la mayoria de casos en
fases ya avanzadas, cuando ya no es posible la intervencion curativa (cirugia). Los
sintomas mas frecuentes que caracterizan la sospecha de cancer de pulmdn son tos,
dolor toracico, hemoptisis o disnea. Las técnicas diagndsticas pretenden, en primer
lugar, determinar la localizacién del tumor primario y su posterior estudio mediante
anamnesis y exploracidn fisica del paciente, técnicas de imagen, como placa de torax,
TC, resonancia magnética o tomografia por emisién de positrones (PET), y test de
funcionalidad pulmonar. La confirmacién histoldgica de la enfermedad requiere de
tejido para estudio y es esencial en el diagnéstico. El tejido se puede obtener a partir
de una biopsia, en pacientes que no pueden tolerar una operacién o cuando se
sospecha de enfermedad avanzada. En el caso de pacientes con sospecha de cancer de

pulmén resecable, el diagndstico puede realizarse en el momento de la cirugia.

Para proceder al diagnéstico es necesaria la determinacién del estadio del cancer en
funcién de su extension anatémica (estadificacidon). La estatificacion del cancer de
pulmon se basa en la Clasificaciéon de Tumores Malignos y utiliza tres parametros: el
tamafio tumoral, la infiltracion de los ndédulos linfaticos y la presencia o no de
metastasis (Tumor/Nodulos/Metasis —=TNM) (Greene et al., 2002). Estos parametros
tienen diversos subindices que indican la magnitud de la afectacién (Tablas 1y 2). Esta
clasificacion es empleada principalmente para los tumores de célula no pequefia;
mientras que en los tumores de célula pequena, la aproximacién mas comun es

clasificarlos como enfermedad limitada o extendida.
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Tabla 1. Clasificacion TNM (62 edicion). Adaptada de Greene et al. (Greene et al., 2002).

Tumor primario (T)

Tx El tumor primario no puede ser evaluado o tumor demostrado por la presencia de células
malignas en esputo o lavados bronquiales, pero no visualizado por técnicas de imagen o
broncoscopia.

TO No evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ.

T1 Tumor de 3cm o menos en su dimensidon mayor, rodeado por pulmdn o pleura visceral, sin
evidencia broncoscépica de invasion mas proximal que el bronquio lobar (esto es, no en el
bronquio principal).

™ Tumor con cualquiera de las caracteristicas siguientes de tamafio o extension:

Mas de 3cm en su dimension mayor

Afectacidn del bronquio principal, 2cm o mas distal a la carina

Invasion de la pleura visceral

Asociado a atelectasia o neumonitis obstructiva que se extiende a la regién hiliar pero no
afecta al pulmdn entero.

T3 Tumor de cualquier tamafo que invade directamente cualquiera de los siguientes: pared
toracica (incluyendo tumores del surco posterior), diafragma, pleura mediastinica,
pericardio parietal; o tumor en el bronquio principal menos de 2cm distal a la carina, pero
sin afectacion de la carina; o atelectasia asociada o neumonitis obstructiva del pulmdn
entero.

T4 Tumor de cualquier tamafio que invade cualquiera de los siguientes: mediastino, corazon,

grandes vasos, traquea, eséfago, cuerpo vertebral, carina; o nédulos tumorales separados
en el mismo lébulo; o tumor con derrame pleural maligno.

Noddulos linfaticos regionales (N)

Nx Los nddulos linfaticos regionales no pueden ser evaluados.

NO No hay metdstasis en nédulos linfaticos regionales.

N1 Metastasis en nddulos linfaticos peribronquiales ipsilaterales y/o hiliares ipsilaterales y
nddulos intrapulmonares, incluyendo la afectacién por extensidon directa del tumor
primario.

N2 Metastasis en nédulos linfaticos mediastinicos ipsilaterales o subcarinicos.

N3 Metastasis en nddulos linfaticos mediastinicos contralaterales, hiliares contralaterales,

escalenos ipsilaterales o contralaterales o supraclaviculares.

Metastasis a distancia (M)

Mx Las metadstasis a distancia no pueden ser evaluadas.
Mo No hay metastasis a distancia.
M1

Presencia de metdstasis a distancia.
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Tabla 2. Agrupacién por estadios (62 edicion). Adaptada de Greene et al. (Greene et al., 2002).

Estadios T N M
Oculto Tx NO MO
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
IB T2 NO MO
1A T1 N1 MO
B T2 N1 MO
T3 NO MO

1A T1 N2 MO
T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

s Cualquier T N3 MO
T4 Cualquier N MO

\") Cualquier T Cualquier N M1

En el afio 2010 entrd en vigor un nuevo sistema de estadificacion, correspondiente
a la 72 edicion, que lleva consigo el reordenamiento de los diferentes estadios en

funcion de algunos cambios aplicados a la clasificacion TNM. (Detterbeck et al., 2009)

La importancia del TNM radica también en que provee una importante
informacién prondstica y terapéutica. Aquellos tumores con una localizacién e
histologia determinada y con la misma clasificacion TNM presentan en principio el
mismo comportamiento. De tal forma que a mayor estadio tumoral peor prondstico

(Goldstraw et al., 2007) (Figura 2).

Esta estadificacion tumoral puede realizarse en diferentes momentos del proceso
diagndstico-terapéutico, como puede ser: antes de tratamiento (estadificacion clinica,
TNMc), después del tratamiento quirdrgico (estadificacion patolégica o post-
quirargica, TNMp), después o durante el tratamiento de induccion (estadificacion
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TNMy), al haber una recidiva tumoral después de un intervalo libre de enfermedad
(estadificacion TNMr) o en la autopsia (estadificacion TNMa). La estadificacion clinica
permite adjudicar el mejor tratamiento al paciente, mientras que la estadificacién
patoldgica es mas precisa que la estadificacion clinica y se ajusta mas a la realidad de la
extensidon tumoral, ya que sirve para emitir un prondstico y para decidir la idoneidad
del tratamiento de consolidacion. La estadificacion después o durante el tratamiento
de induccién permite conocer si ha habido algin cambio tumoral en la clasificacién
clinica y decidir si el paciente puede o no ser sometido a tratamiento quirurgico tras la
terapia de induccién. Sin embargo, la tendencia actual es disefar terapias mas
personalizadas basadas en las caracteristicas moleculares de los tumores, como
mutaciones y amplificaciones génicas, niveles de expresion de genes de reparacion de

ADN y perfiles gendmicos o protedmicos (Rossi et al., 2009).

A Deaths /M MST5-Year
1a 443 /831 60 50%
100% 1B 750 /1284 43 43%

1A 318 / 483 314 36%
30% ' 1802 / &4
| A 25283175 14 19%
e 676 /758 10 7%
60% 262712157 6 2%
40% -
20%
0% T T T T 1
0 2 4 [} P 10

Sunival, Years

Deaths /H  MST5-Year
B 1A 1168 /3666 119 73%
1B 1450 / 3100 81 58%
na 1485 / 2579 49 46%

| A 2896/3792 22 24%
B 263 7 297 13 9%
0% v 224§ 266 17 13%
60% —
40°%%
20%
-1 ‘7‘__—
0% T T T 1
0 1 4 8 8 10

Suniwal, Years

Figura 2. Curvas de supervivencia a los cinco afos en pacientes con CPNM por estadio
clinico (A) y por estadio patoldgico (B) (Goldstraw et al., 2007).
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2.6. Tratamiento

La eleccion del tratamiento en el cancer de pulmoén depende de la extension de la
enfermedad, la localizacion del tumor primario, la clasificacion anatomopatoldgica y la

presencia o no de comorbilidades en el paciente.

En pacientes diagnosticados de CPNM en estadios tempranos de la enfermedad
(estadios 1 y II), la principal opcidon terapéutica es la cirugia con el fin de llevar a cabo la
reseccion completa del tumor. Sin embargo, sélo un 20-30% de los pacientes
diagnosticados son susceptibles de cirugia radical, presentando una tasa de curacién
entre el 40-50% y un alto riesgo de recaida (Spiro et al., 2010). Por otro lado, el manejo
de pacientes en estadio IlIA es mds controvertido, pudiendo ser la reseccion
quirurgica, quimioterapia, radioterapia o una combinacién estas modalidades la mejor
opcion, dependiendo de la situacion clinica. La terapia postopertoria, principalmente la
quimioterapia adyuvante basada en combinaciones con sales de platino, mejora
ligeramente la supervivencia y esta indicada en pacientes resecados en estadios IIA-
IlIA. Sin embargo, debido a las altas toxicidades asociadas al platino, otros regimenes
guimioterapicos, en particular los basados en taxanos pueden considerarse como

alternativas de tratamiento (Molina et al., 2008).

La radioterapia es una opcion paliativa en el caso de pacientes que no pueden ser
candidatos a cirugia debido a una limitada reserva pulmonar o a la presencia de
comorbilidades. En estos casos, la radioterapia sola como tratamiento local se ha
asociado con tasas de supervivencia a los cinco afios del 13 al 39% en pacientes en

estadios tempranos (es decir, T1y T2) (Dosoretz et al., 1992).

Cerca del 70% de los pacientes con cancer de pulmén presentan enfermedad
localmente avanzada (IlIA y 1lIB) o diseminada (IV) en el momento del diagndstico, por
lo que son considerados como “irresecables” y tratados habitualmente mediante
radioterapia y/o quimioterapia. La quimioterapia paliativa resulta beneficiosa para
estos pacientes, siendo el estandar generalmente aceptado, el régimen con platino o la
combinacion de este con agentes como paclitaxel, docetaxel, gemcitabina o

vinorelbina (Molina et al., 2008).
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Otras estrategias empleadas en los ultimos afios, son las terapias dirigidas contra
dianas moleculares especificas, que han permitido prolongar la supervivencia de los
pacientes con CPNM, con menor toxicidad que la quimioterapia convencional. Las
alteraciones moleculares, bien por sobreexpresion de ciertos genes, eventos
mutacionales, o modificaciones epigenéticas en sus secuencias, son eventos
frecuentes en el cancer de pulmdn. Estos cambios pueden incluir alteraciones en el
gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), o en las vias de
sefializacion implicadas en angiogénesis, apoptosis, regulacién del proteosoma y

control del ciclo celular, entre otros.

En el caso del EGFR, la presencia de ciertas mutaciones/deleciones en la regién
tirosina quinasa (TK) de este receptor, confiere sensibilidad a farmacos inhibidores de
esta actividad quinasa (TKI), tales como: gefitinib y erlotinib (Rosell et al., 2012;Rosell
et al., 2009). Estas mutaciones son mas frecuentes en mujeres, con tumores de
histologia adenocarcinoma, no fumadoras y asiaticas, en las cuales la tasa de respuesta

también es mayor.

La inhibicion de la angiogénesis es otra estrategia terapéutica novedosa. En este
caso, la adicion del anticuerpo monoclonal bevacizumab (dirigido contra el factor de
crecimiento del endotelio vascular) a la quimioterapia consigue mejorar las tasas de

respuesta y supervivencia (Sandler et al., 2006).

En cuanto a los pacientes que presentan tumores de células pequefias (CMP), los
resultados inadecuados de la cirugia o la radioterapia solas, incluso en pacientes
seleccionados, destaco la necesidad del tratamiento sistémico, mientras que el papel
principal de la quimioterapia en el tratamiento de esta enfermedad estd bien
establecido. Estos pacientes suelen tratarse mediante una combinacion de
guimioterapia y radioterapia en aquellos casos en que la enfermedad esta limitada
(30% de los diagnosticados), con una tasa de supervivencia a los cinco afios de
aproximadamente un 25%. Sin embargo, la mayoria de pacientes con CMP suelen
recaer en el primer afio de la terapia. Por otro lado, cuando la enfermedad esta
extendida raramente es curable y se trata con quimioterapia paliativa (Sekido et al.,

2005).
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3. Biologia molecular del cancer de pulmoén

3.1. Caracteristicas moleculares del cancer

Hanahan y Weinberg postularon en el afio 2000 un modelo unificador que proponia
seis caracteristicas o alteraciones en la fisiologia celular compartidas por todos los
tipos celulares tumorales, esenciales para el desarrollo del cédncer (Hallmarks of
cancer). Estas alteraciones se definen como capacidades funcionales adquiridas por las
células tumorales, via distintos mecanismos y en varios momentos durante el curso de
la tumorogénesis, que les confieren ventajas en supervivencia, proliferacién y
diseminacion (Hanahan and Weinberg, 2000). Recientemente se ha postulado la
necesidad de incorporar a estas seis caracteristicas, otros 4 atributos distintos que
presentan las células cancerosas fundamentales también para el desarrollo del cancer
(Figura 3). Ademas, en su ultima revision, estos autores postulan que la biologia de los
tumores no puede entenderse simplemente por la enumeracién de los rasgos del
cancer, sino que debe abarcar también la contribucion del microambiente tumoral

(Hanahan and Weinberg, 2011).

Sustaining Evading
proliferative growth
signaling suppressors

Deregulating Avoiding

immune
%d%truction
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Genome %7/27 Tumolr-
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angiogenesis invasion &
metastasis

Figura 3. Principales caracteristicas del cancer - “Hallmarks of cancer”- (Hanahan and
Weinberg, 2011)
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1. Independencia de las sefiales de crecimiento. Las células normales requieren sefales

mitogénicas para pasar de un estado quiescente a un estado proliferativo. Estas
sefiales son trasmitidas al interior celular (transduccidn) mediante receptores
transmembrana a los que se unen diferentes tipos de moléculas de sefializacién o
comunicacion intercelular como factores de crecimiento solubles y componentes
de la matriz celular, entre otros. En ausencia de estas sefiales estimuladoras, las
células normales no pueden crecer. Por el contrario, las células tumorales pueden
crecer sin necesidad de que se produzcan dichas interacciones, ya que o bien
generan muchas de sus propias sefiales de crecimiento o bien activan
intrinsecamente a los receptores transmembrana en ausencia de ligando,
reduciendo asi su dependencia de la estimulacién desde el microambiente del

tejido normal.

2. Insensibilidad a las sefiales inhibidoras de crecimiento. Multiples sefiales

antiproliferativas funcionan en las células normales para mantener la quiescencia
celular y la homeostasis tisular. Por ejemplo, las sefiales inhibidoras del
crecimiento son finalmente canalizadas a través de la proteina retinoblastoma
(RB1). A nivel molecular el gen RB1 juega un papel muy importante, por eso en
muchos tumores aparece mutado. En las células neoplasicas la disrupcién de la via
de RB1 permite la liberacién de factores de transcripcion que controlan la
expresion de genes esenciales para la progresién desde la fase G1 a la fase S del
ciclo celular. Esto permite la proliferacion celular y hace a las células insensibles
frente a los factores que evitan el crecimiento y que normalmente actuan a lo

largo de esta via.

3. Evasién de la apoptosis. La capacidad de las poblaciones de células tumorales para

expandirse en numero estd determinada por una ratio entre mitosis y muerte
celular por necrosis o apoptosis (muerte celular programada). La resistencia a la
apoptosis por parte de las células tumorales puede darse segun diferentes
estrategias, siendo la mds comun la pérdida de funcion del regulador
proapoptético TP53, debido a mutaciones en dicho gen. De esta manera se
consigue eliminar un componente clave que induce la apoptosis cuando se detecta

dafo en el ADN.
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4. Potencial replicativo ilimitado. Las células de mamiferos poseen un programa

intrinseco que limita el nimero de divisiones celulares que puedan ocurrir (60-70
duplicaciones), el limite de Hayflick, pasado el cual, dichas células detienen su
crecimiento e inician un proceso denominado senescencia (Hayflick, 1997). La
senescencia en las células normales es producida debido a la pérdida de la funcion
protectiva de los teldbmeros. En cambio, en las células neoplasicas se ha
evidenciado el mantenimiento de la longitud de los telémeros en la mayoria de
tipos de cdncer (Shay and Bacchetti, 1997) debido a una mayor actividad de la

enzima telomerasa.

5. Angiogénsis sotenida. La angiogénsis forma parte también de las principales

caracteristicas de las células tumorales, descritas ya en el afio 2000 por Hanahan y
Weinberg. El aporte de oxigeno y nutrientes es esencial para la funcion vy
supervivencia celular. Por ello, la generacién de nuevos vasos sanguineos es
imprescindible para que el tumor pueda crecer mas alla de 1-2mm? (Folkman,
2003). La angiogénesis esta regulada por el equilibrio entre factores inductores y
factores inhibidores. Los tumores tienen la capacidad de activar la angiogénesis

inclinando la balanza a favor de los inductores de este proceso.

6. Invasidn tisular y metdastasis. La capacidad de invasion permite a las células

neoplasicas escapar de la masa tumoral primaria y colonizar otras partes del
cuerpo (metastasis). Al igual que en el tumor primario, el éxito en estos procesos
depende de la adquisicion de las cinco caracteristicas anteriores. Los procesos de
invasidon y metdstasis son extremadamente complejos, implicando cambios en las
relaciones fisicas entre las células y su microambiente y la activacién de las

proteasas extracelulares.

7. Inestabilidad gendmica y mutacién. La adquisiciéon de las multiples alteraciones

mencionadas anteriormente depende en gran medida de una sucesion de
alteraciones en el genoma de las células neoplasicas. Los sucesivos pasos de la
progresidon tumoral pueden ser entendidos como una secuencia de expansiones
clonales, cada una de las cuales es provocada por la adquisicion de un genotipo

mutante favorable que resulta en una ventaja selectiva.
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Inflamacién. Esta demostrado que la generacion de sustancias quimicas muy
reactivas que acompafian a la inflamacién tiene un marcado papel genotoxico en
las células. Ademas se ha constatado que tejidos crénicamente inflamados son mas
susceptibles a desarrollar tumores. La inflamacion es evidente en muchos casos en
estadios tempranos del cancer y por ello, se ha incluido como otro de los puntos
esenciales del proceso neopladsico. Sustentan esta inclusidon, estudios que
demuestran que ciertos mecanismos relacionados con la inflamacién producen

inestabilidad genética permitiendo la acumulacion de alteraciones moleculares.

Reprogramacién del metabolismo energético. La enfermedad neoplasica no solo

implica la desregulacion del control de la proliferacion celular, sino también los
ajustes correspondientes en el metabolismo energético con el fin de estimular el
crecimiento vy la divisién celular. Otto Warburg fue el primero en observar una
caracteristica andmala en el metabolismo energético de las células cancerosas que
denomind “glicdlisis aerobia” (Warburg, 1956). Este tipo de metabolismo parece
estar presente también en tejidos embrionarios, lo que apoya su importancia en
los programas de gran escala biosintética que se requieren para la proliferacién

celular activa.

Evasién del sistema inmunoldgico. La aparicion de tumores parece reflejar, de

alguna manera, que las células cancerosas han logrado evitar la deteccion por
parte del sistema inmune o han sido capaces de limitar el alcance de la destruccién
inmunoldgica y por tanto de evadir su erradicaciéon. De manera simplificada se
podria decir que las células cancerosas altamente inmunogénicas pueden evadir la
destruccion inmunolégica mediante la desactivaciéon de componentes del sistema

inmune que han sido enviados para eliminarlas.

3.2. Alteraciones moleculares en cancer de pulmon

Actualmente se acepta que la transformacion del epitelio bronquial normal a cancer

pulmén requiere de una serie de alteraciones moleculares tanto genéticas como

epigenéticas. Estos cambios moleculares dan lugar finalmente a la derogacién de las
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principales vias de control de la regulacion y el crecimiento celular. Los principales
tipos de genes involucrados en la carcinogénesis pulmonar son los oncogenes vy los
genes supresores de tumores, mientras que las evidencias no son aun concluyentes

para el caso de la disfuncidn de los genes de reparacién del ADN (Sekido et al., 2005).

Desde una perspectiva funcional, un oncogén es un gen que tiene potencial para
transformar una célula normal en maligna que desarrollara un determinado tipo de
cancer; en cambio, un gen supresor tumoral es un gen con capacidad para inhibir el
crecimiento de una célula tumoral. Las alteraciones genéticas pueden conducir a
una ganancia de funcién, en el caso de los oncogenes, o a una inactivacién de la
proteina codificada, en los genes supresores de tumores. Los oncogenes
habitualmente estan activados a través de mutaciones puntuales, amplificaciones
génicas o traslocaciones cromosémicas; mientras que los genes supresores de
tumores son inactivados mediante alteraciones bialélicas, que son combinaciones
de mutaciones puntuales, deleciones e hipermetilacién del promotor (Sanchez-

Cespedes, 2003).

Muchos de los cambios en oncogenes y genes supresores de tumores son comunes
a ambos subtipos de cancer de pulmén (CPNM y CMP), aunque algunos
subtipos pueden ser mas propensos a ciertas mutaciones. Tras la generacidon de un
cancer manifiesto, estos y otros cambios pueden influir en los procesos de invasion,
metastasis y resistencia al tratamiento. Para la traslacion de estas alteraciones
moleculares a la clinica es importante identificar la naturaleza y frecuencia de las
alteraciones, evaluar si presentan una asociacion importante con la clinica y
determinar si tienen un uso clinico en el diagndstico temprano, monitorizacién de

tratamientos o como dianas para el desarrollo de nuevas terapias (Sekido et al., 2005).

- Oncogenes

En cancer de pulmdn, se han descrito pocas alteraciones que afectan a oncogenes.

Los mas comunes son los de la familia RAS, MYCy EGFR.
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La familia RAS codifica proteinas implicadas en procesos de transduccion de seiial,
sobre todo vinculadas a procesos de proliferacion celular y su mutacién provoca que
estas proteinas estén constantemente en su forma activada. La familia de genes RAS
(KRAs, HRAS y NRAS) pueden estar activados por mutaciones puntualesen los
codones 12, 13061. Un miembro de esta familia se encuentra mutado en
aproximadamente el 20-30% de CPNM (en particular en adenocarcinomas), pero casi
nunca en CMP. KRASrepresenta el 90% de las mutacionesde RAS enlos
adenocarcinomas de pulmén, con aproximadamente el 85% de las mutaciones del gen
KRAS afectando al codon 12 (Rodenhuis et al., 1987;Sekido et al., 2005). Sin embargo,
ni la quimiosensibilidad ni la supervivencia se relacionan con la mutaciéon del gen
KRAS en adenocarcinomas de pulmoéon en estadio avanzado (Camps et al.,

2011;Rodenhuis et al., 1997).

La familia de oncogenes MYC (MYC, MYCN y MYCL1) se activan principalmente por
amplificacién genética, normalmente en CMP pero no exclusivamente, con 20-100
copias del gen por célula. Aunque el oncogen MYC mas comunmente amplifcado es
MYCL1, cualquier miembro de la familia puede estar amplificado genéticamente,
siendo los eventos de amplificacion mutuamente excluyentes. Cuando la proteina MYC
heterodimeriza con una proteina llamada MAX, funciona como factor de transcripciéon
necesario para la progresion normal del ciclo celular, la diferenciacion y la muerte
celular programada. La amplificacion de MYC se produce en un 20-30% de los CMP
(frecuentemente en pacientes tratados previamente con quimioterapia) y su presencia

se correlaciona con una peor supervivencia (Sanchez-Cespedes, 2003).

La sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se ha
observado en aproximadamente el 70% de CPNM, siendo un factor prondstico de peor
supervivencia. La coexpresion de EGFR y sus ligandos, especialmente del factor de
crecimiento transformante-a (TGFA), por las células de cancer de pulmédn indica la
presencia de un bucle autocrino de autoestimilacion del factor de crecimiento (Sekido
et al., 2005). En 2004 se identificaron varias mutaciones activadoras que afectan al gen
de EGFR en pacientes con CPNM. Estas mutaciones (tanto deleciones, inserciones
como mutaciones puntuales) se producen en el dominio quinasa provocando que el

receptor tenga una estimulacion prolongada después de la estimulacién por el factor
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de crecimiento epidérmico (EGF) y confieren a los tumores gran sensibilidad a
farmacos inhibidores de esta actividad quinasa (TKI), como son gefitinib o erlotinib.
Estas mutaciones son mas frecuentes en mujeres, con tumores de histologia
adenocarcinoma, no fumadoras y asidticas, en las cuales la tasa de respuesta también
es mayor. Pero aunque estd claro que estos agentes pueden inducirla regresidon
tumoral en gran variedad decdnceres humanos, obteniéndose respuestas
clinicamente significativas, sin embargo, estas respuestas son transitorias y por ello es
necesario el perfeccionamiento de estas terapias (Lynch et al., 2004;Paez et al.,

2004;Rosell et al., 2009;Taron et al., 2005).

Las mutaciones en EGFR y KRAS son mutuamente excluyentes, predominando en
adenocarcinomas con etiologia diferente, aparecen en no fumadores y fumadores
respectivamente. Este hallazgo puede ser relevante por el hecho de que ambas
proteinas estan involucradas en la misma via molecular, ya que la via de sefializacién
de KRAS-MAPK se encuentra por debajo en la cascada de sefializacion de EGFR (Suda

etal., 2010).

Otros receptores de membrana activados en cancer de pulmén, aunque con menor
frecuencia y preferentemente en adenocarcinomas, son CMET y ALK. El receptor ALK
esta activado debido a su fusion con EML4 mediante translocaciones cromosdmicas. El
receptor TK codificado por la fusidon de los genes EML4-ALK, no presente en tejido
normal (Soda et al., 2007), es una diana prometedora en la terapia contra el cancer de
pulmén ya que los tumores que expresan esta proteina de fusién son resistentes al
tratamiento con inhibidores de EGFR (Horn and Pao, 2009). También la amplificacion
de CMET esta relacionada con la adquisicion de resistencia secundaria a inhibidores de

EGFR (Engelman et al., 2007).

Estos y otros hallazgos recientes de varios estudios proporcionan nuevos
conocimientos sobre las bases moleculares de la resistencia a TKI del EGFR, incluyendo
ademas de la co-activacion de MET, y la expresion de EML4-ALK, la pérdida de PTEN
(supresor de tumores), la mutacion del gen KRAS, y la adquisicion de la mutacion de
resistencia del EGFR (T790M). Por ello, las estrategias actuales se centran en lograr una
inhibicion mds completa para superar todas estas resistencias (Vivanco and

Mellinghoff, 2010).
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También el gen PIK3CA se encuentra activado en cdncer de pulmodn
preferentemente mediante amplificacion génica y en menor medida por mutaciones
puntuales, especialmente en carcinomas escamosos (Angulo et al., 2008;Samuels et
al., 2004). Este gen codifica la proteina p110 que es la subunidad catalitica de la
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K). La PI3K fosforila el fosfoinositido-3,4-difosfato (PIP2)
a fosfoinositido-3,4,5-trifosfato (PIP3), ambas son moléculas mensajeras que regulan la

localizacion y funcion de multiples efectores.

- Genes supresores de tumores

El gen supresor de tumores mas comunmente mutado en cancer es TP53. Los tipos
de mutacién de TP53 difieren entre tumores como consecuencia de la exposicidén a
carcinégenos especificos. En cancer de pulmdn, hay un aumento de la frecuencia de
transversiones de G a T debido a la exposicidon a los carcinégenos del tabaco. Las
mutaciones en TP53 son muy frecuentes en CMP, afectando al 90%, mientras que en
CPNM afectan aproximadamente al 50%, variando segun el tipo histoldgico. La
proteina TP53 es un factor de transcripcion que actla en respuesta al dafio del ADN
causado por la radiacién gamma, la luz ultravioleta, los carcinégenos y la quimioterapia

(Sekido et al., 2005).

Otras inactivaciones génicas comunes se pueden encontrar en los reguladores del
ciclo celular P16INK4A (en el 40-60% de los tumores, principalmente en CPNM) y RB1
(retinoblastoma) (principalmente en CMP) y en los genes LKB1/STK11 y PTEN/MMACI.
La via p16INK4A-ciclina D1-(CDK4)-retinoblastoma (RB1) es clave en la regulacién del
ciclo celular y en la transicion G1/S. El resultado de la inhibicion de esta via es la
supresion del crecimiento. Las alteraciones de pl6INK4A yRB1 son ademas
mutuamente excluyentes. Por otro lado, el gen PTEN codifica una fosfatasa que
desfosforila el PIP3. Las alteraciones genéticas en PTEN son frecuentes en cancer de
pulmén y se dan especialmente en CMP y en carcinomas epidermoides (Sanchez-

Cespedes, 2003).
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3.3. Clasificacion molecular del cancer de pulmén

El estudio de las alteraciones moleculares en cancer de pulmdn contribuye a
conocer mejor el proceso de carcinogénesis, ya que la heterogeneidad histoldgica y
biolégica son fendmenos bien conocidos en CPNM. La generalizacién de técnicas de
biologia molecular aplicadas al conocimiento de las neoplasias permite por una parte
la identificacién de multiples mutaciones relevantes clinicamente que mejoran la
comprension de la patogénesis en cancer de pulmoén y aporta la confirmacion de la
heterogeneidad en este grupo de neoplasias, pero por otra parte puede conducir a la
renovacion completa de la clasificacion, abriendo el camino hacia una clasificacidon
molecular de los carcinomas pulmonares. Ademas, los avances en el conocimiento de
las bases moleculares del CPNM anuncian una revolucién en el tratamiento
personalizado del cancer (Hirsch et al., 2010;Ladanyi, 2008;Pao and Girard, 2011).
Concretamente, la heterogeneidad clinica, radiolégica e histopatolégica del
adenocarcinoma de pulmdn hace ya imprescindible obtener pruebas moleculares para
clasificar y seleccionar a los pacientes candidatos a determinadas terapias segun su
perfil molecular. En la actualidad, el analisis mutacional del gen de EGFR debe ser la
norma principal para la seleccién de pacientes que puedan ser candidatos a recibir
tratamiento con inhibidores de EGFR (TKls), ya que representa la prueba disponible
mas exacta para la prediccién de respuesta. Pero ademads, se han descrito nuevas
mutaciones que tienen cierto impacto sobre la seleccién de tratamiento, por lo que la
rutina del diagndstico molecular en cancer de pulmon se ampliard mas allad del perfil
mutacional de EGFR (Figura 4) (Dacic, 2011;Ladanyi and Pao, 2008;Pao and Girard,
2011). Por todo ello, en cancer de pulmdn es ya una necesidad la integracion del
diagnostico molecular en el flujo de trabajo de los laboratorios de patologia; la
disponibilidad de muestra biolégica en cantidad y calidad suficiente; asi como el
desarrollo de técnicas estandarizadas, de alto rendimiento y alta sensibilidad, que
permitan llevar a cabo las técnicas histoldgicas y moleculares requeridas (Dacic,

2011;Ladanyi, 2008).
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Figura 4. Grafico circular que representa la clasificacién molecular del adenocarcinoma de
pulmén en funcion de mutaciones activadoras en moléculas sefalizadoras. Todas las
mutaciones son mutuamente excluyentes con la excepcidon de PIK3CA. Adaptado de Ladanyi
and Pao (Ladanyi and Pao, 2008).

4. Neovascularizacion tumoral

La neovascularizacidén es el mecanismo de formacién de nuevos vasos sanguineos
en el tumor. Este proceso se inicia en etapas tempranas de la enfermedad, resultando
clave en el crecimiento y diseminacion tumoral. Tanto es asi, que sin la formacion de
nuevos vasos sanguineos, la carencia de oxigeno y nutrientes limita la expansion de la
masa neopldsica a un tamafio de 1-2 mm (Folkman, 2003). La neovascularizacion tiene
un efecto dual sobre el tumor. Por un lado, suministrar nutrientes y oxigeno, ademas
de factores de crecimiento que estimulan el crecimiento de las células tumorales
(Veikkola et al., 2000). Por otro lado, junto con la linfoangiogénesis, es un elemento
esencial para la formacion de metastasis al proveer un sitio de entrada a la circulacién,
permitiendo que las células que se desprenden del tumor viajen a través del torrente

circulatorio, pudiendo llegar a drganos a distancia donde metastatizar (Zetter, 1998).
La neovascularizacion puede darse mediante dos mecanismos: la vasculogénesis y

la angiogénesis.

4.1. Vasculogénesis

La vasculogénesis se define como la formaciéon de novo de vasos sanguineos por
diferenciaciéon y ensamblaje de precursores de células endoteliales y otras células

derivadas de médula dsea (Ahn and Brown, 2009). Este proceso ocurre en el desarrollo
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temprano del embridon, aunque hallazgos recientes muestran que bajo circunstancias
especificas, las células precursoras (tanto de médula ésea como de la sangre) pueden

contribuir también en la angiogénesis adulta (Rafii et al., 2002).

4.2. Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de
la vasculatura pre-existente en respuesta a estimulos y es el mecanismo mas estudiado

y conocido.

Se pueden distinguir dos tipos de angiogénesis: la fisiolégica y la patoldgica. La
primera, ocurre durante el crecimiento necesario de vasculatura que comienza en la
embriogénesis y que continlia después del nacimiento en el desarrollo temprano
postnatal, para proveer de manera adecuada el oxigeno y los nutrientes requeridos
por los érganos en crecimiento, ademas de proporcionar sefiales morfoldgicas. A lo
largo del crecimiento, asi como en la etapa adulta, la velocidad de proliferacién y
renovacion de las células endoteliales es muy baja. Las excepciones fisioldgicas en las
gue se produce angiogénesis, bajo una estrecha regulacién, ocurren Unicamente en el
ovario en mujeres menstruantes, debido a que el crecimiento folicular y el desarrollo
del cuerpo Iuteo dependen de la proliferacién de nuevos vasos capilares; en la
placenta durante el embarazo y también en la reparacion o cicatrizacién de heridas. El
mecanismo fisioldgico implica una estructura y funcionamiento jerarquico bien
ordenado de la vasculatura corporal, con arteriolas, capilares y vénulas facilmente
distinguibles (Martinez-Ezquerro and Herrera, 2006). Por el contrario, la angiogénesis
patolégica se caracteriza por un crecimiento descontrolado y desordenado de la
vasculatura y aparece cuando hay un desbalance entre los estimuladores e inhibidores
angiogénicos. Los vasos tumorales se desarrollan a menudo en haces desorganizados
gue contienen numerosos brotes y el diametro de la luz del vaso es irregular. Debido a
la organizacién anormal y a la estructura de los vasos tumorales, el flujo sanguineo en
los tumores es cadtico (Roskoski, Jr., 2007). La primera descripcion de este proceso la

realizé Judah Folkman en los afios 70 (Folkman et al., 1971a).
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El desarrollo tumorogénico implica la expresidon de un fenotipo angiogénico, en el
gue la suma de las actividades de las moléculas expresadas y secretadas permitan
inducir el proceso de angiogénesis. Las células tumorales pueden sobreexpresar uno o
mas reguladores positivos de la angiogénesis, movilizar una proteina angiogénica de la
matriz extracelular, reclutar células huéspedes como los macréfagos (que producen
sus propias proteinas angiogénicas) o pueden combinarse estos procesos. La
angiogénesis tumoral estd mediada por factores de crecimiento secretados por el
tumor que interactian con sus receptores expresados en la superficie de las células
endoteliales. La sobreexpresién de un factor angiogénico no es suficiente por si misma
para inducir la angiogénesis tumoral, ya que algunos reguladores negativos o
inhibidores del crecimiento vascular deberan también estar infraexpresados. Por
tanto, la induccidon del fenotipo angiogénico estd regulada por un cambio en el
equilibrio local entre reguladores positivos y negativos del crecimiento de vasos
(Gupta and Qin, 2003) (Figura 5) . La magnitud y calidad de la respuesta angiogénica
tumoral estd determinada especificamente por la suma de las sefiales pro- vy
antiangiogénicas en multiples tipos celulares. Se denomina “interruptor angiogénico” a
la transicidn de la fase latente a la fase invasiva de un tumor maligno, y representa un
paso discreto en el desarrollo del tumor que puede ocurrir en diferentes etapas de la
progresiéon tumoral, dependiendo de la naturaleza del tumor y su microambiente. La
combinacion de senales estimuladoras dentro del microambiente tumoral provoca

cambios en multiples tipos de células (Bergers and Benjamin, 2003;Weis and Cheresh,

2011).
PRO-ANGIOGENIC SIGNALS ANTI-ANGIOGENIC SIGNALS

- Growth factors / Cytokines - Angiogenic inhibitors
Angiopoietin-1  PIGF Anastellin Notch-4
bFGF TGF-o Angiostatin PEDF
IL-8 TGF-p Arresten PEX
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e RoS o G EFC-XV Tumstatin
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Figura 5. Principales activadores e inhibidores angiogénicos (Hamano and Kalluri, 2005).
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La activacién de la angiogénesis se inicia con el incremento de la permeabilidad
vascular de los vasos preexistentes, en respuesta a factores estimuladores como el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento
placentario (PIGF) o la angiopoyetina 1 (ANG-1). Esto va acompafiado del
desprendimiento de las células perivasculares de los vasos sanguineos maduros, lo
cual se debe principalmente a la funcion de la angiopoyetina 2 (ANG-2) y su
receptor TIE2 (receptor TK selectivamente expresado en las células endoteliales).
Esto posibilita la extravasacion de proteinas plasmaticas que establecen una matriz
provisional en la que las células endoteliales activadas migran. La membrana basal
y la matriz extracelular son localmente degradadas por metaloproteasas de matriz
extracelular (MMPs), permitiendo que las células endoteliales subyacentes migren
al espacio perivascular, atraidas por los estimulos angiogénicos que producen las
células tumorales y el microambiente (Bergers and Benjamin, 2003). Varios tipos de
células se exponen a los estimulos angiogénicos e inflamatorios que intensifican la
respuesta. Las plaguetas son reclutadas a los sitios de membrana basal expuesta,
donde se activan y liberan multiples factores de crecimiento al microambiente,
incluyendo el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el VEGF, el
factor de crecimiento transformante (TGFA y TGFB1), el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF2) y ANG-1. Estos factores estimulan la proliferaciéon y migracién
endotelial, asi como la formacion del tubo. Las células endoteliales progenitoras y
las células mieloides de médula dsea migran hacia los tejidos en el proceso
angiogénico, gracias a senales quimiotacticas debidas a la liberacién de factores
solubles a nivel local. Ademas, las células madre tumorales pueden diferenciarse
para convertirse en células endoteliales y las células tumorales pueden participar
fisicamente en la formacion de nuevos vasos a través de mimetismo vascular (Weis
and Cheresh, 2011). Como consecuencia de los estimulos angiogénicos, las células
endoteliales proliferan formando una columna migratoria en el espacio
perivascular, guiadas presumiblemente por los pericitos, y se adhieren entre si para
crear un lumen. Finalmente, los nuevos vasos sanguineos en formacion deben
estabilizarse o madurar. El proceso de estabilizacidn vascular se rige por ANG-1y su
receptor TIE2. La unién de ANG-1 a TIE2 en las células endoteliales activadas

conduce a la produccién de PDGF y al reclutamiento de células musculares lisas y
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pericitos que recubren la nueva membrana basal. Sin embargo, en la vasculatura
tumoral el recubrimiento de pericitos disminuye o es inadecuado, existen
fenestraciones y huecos transcescelulares, la membrana basal es incompleta y
ademas, las paredes de los vasos sanguineos tumorales pueden estar formadas
tanto por células endoteliales como tumorales, lo que explica que se presenten
didmetros irregulares y anomalias estructurales (Bergers and Benjamin,

2003;Papetti and Herman, 2002).

La angiogénesis no participa en la carcinogénesis en si, pero si promueve la
progresion tumoral (Carmeliet, 2005) y es un elemento esencial para la formacion
de metastasis al proveer un sitio de entrada a la circulaciéon. Debido a la
importancia de este proceso en el crecimiento y progresion tumoral, la
angiogénesis ha sido foco de intensos estudios en los ultimos afios, incluyendo
también el desarrollo de agentes farmacoldgicos que inhiben la angiogénesis como

una atractiva diana antitumoral.

4.3 Linfangiogénesis

La linfangiogénesis representa el proceso de formacion de nuevos vasos linfaticos

a partir de los ya existentes y resulta relevante en la formacién de metdstasis.

La vasculatura linfatica consiste en una capa fina de endotelio poco recubierto de
pericitos o células musculares lisas vasculares, y su funcion fisiolégica consiste en
recoger liquido extravasado, macromoléculas y leucocitos y transportarlos hacia los
ganglios linfaticos regionales para proceder a la vigilancia inmunitaria y, en ultimo
término, efectuar su transporte hacia la circulacion. En adultos, el crecimiento de los
vasos linfaticos parece deberse principalmente al proceso de brotado de nuevos
vasos linfaticos a partir de los ya preexistentes. La linfangiogénesis es un proceso
complejo, controlado por muchos factores producidos por distintos tipos de células y
cuyo resultado funcional puede depender del efecto combinado de todos ellos (Cao,

2009).

Igual que sucede en la vasculatura sanguinea, los vasos linfaticos de la mayoria de

los tejidos y érganos del adulto se mantienen quiescentes en condiciones fisioldgicas,
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y es en respuesta a la senales del crecimiento cuando tienen que proliferar, migrar y
formar una vasculatura madura y funcional. A diferencia del endotelio del vaso
sanguineo, los vasos linfaticos contienen una membrana basal incompleta que podria
degradarse para exponer las células endoteliales a los mitégenos, aunque no se
conoce demasiado sobre el proceso de degradacién de la membrana basal y de los

sucesos de ramificacion de los vasos linfaticos en crecimiento (Cao, 2009).

La diseminacién de las células tumorales desde el tumor primario hacia otros
drganos puede tener lugar a través de los vasos sanguineos y también a través de las
redes linfaticas. De hecho, el mecanismo mas comun por el que se genera la
metastasis consiste en la propagacion de las células neoplasicas dentro de los vasos
linfaticos (Werynska et al., 2009). Se ha propuesto que la entrada de las células
cancerosas en los vasos linfaticos podria estar facilitada por su mayor permeabilidad
en comparacién con los vasos sanguineos y por la ausencia de una barrera de la

membrana basal normal (Tobler and Detmar, 2006).

El estudio del desarrollo de las redes linfaticas es un campo de creciente interés
en oncologia y ha tomado gran envergadura dentro de la investigacién en
angiogénesis (Bikfalvi, 2007). Inicialmente, la mayoria de estudios se focalizaban en
el tumor primario en crecimiento y tejidos adyacentes, proceso conocido como
“linfangiogénesis tumoral”. Sin embargo, también se ha observado linfangiogénesis
alrededor de los nédulos linfaticos, en particular de los ganglios centinelas, donde
inicialmente metastatiza el tumor, y esto se conoce como “linfangiogénesis de
nddulos linfaticos” (Nagahashi et al., 2010). Evidencias recientes indican que las
células tumorales pueden inducir linfangiogénesis de ndédulos linfaticos, aun antes de
metastatizar, y que las células tumorales metastasicas contindan induciendo el
crecimiento de vasos linfaticos en los ganglios centinela, tedéricamente promoviendo
su futura diseminacién metastasica (Wissmann and Detmar, 2006) (Dadras et al.,
2005), por lo que el estudio en profundidad de los mecanismos moleculares
involucrados en este tipo de procesos, genera gran expectativa como posibles nuevas

dianas de accion terapéutica.
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5. Factores estimuladores e inhibidores de la angiogénesis y

linfangiogénesis

5.1. Respuesta fisioldgica a la hipoxia y el factor de transcripcion

inducible por hipoxia (HIF)

La hipoxia es uno de los principales factores implicados en la progresién tumoral, ya
que regula la angiogénesis. Aunque se han reportado varios factores de transcripciéon
involucrados en la respuesta al estrés hipoxico, como AP-1y NF-kB, HIF-1 es el inductor
mas potente. HIF-1 es un activador transcripcional heterodimérico compuesto por una
subunidad a (HIF-1A) y una subunidad B (ARNT) (Shi and Fang, 2004). La sintesis de
HIF-1A esta regulada por la activacion de las vias de PI3K y MAPK, las cuales pueden
ser activadas por la sefalizacién a través de receptores TK, receptores no TK o
receptores acoplados a proteina G. En condiciones de normoxia, la enzima prolil 4-
hidroxilasa (PHD) se une al oxigeno molecular e hidroxila residuos de prolina en HIF-
1A. HIF-1A hidroxilado es reconocido por la proteina supresora de tumores von Hippel-
Lindau (VHL), es ubiquitinilado y rdpidamente degradado via proteosoma. Sin
embargo, es en condiciones de hipoxia, cuando se inhibe la hidroxilacion de HIF-1A, de
manera que éste se estabiliza y se permite la formacion del heterodimeroa/B, que
actua activando la transcripcion de mas de 40 genes (Figura 6). La hipoxia regula la
angiogénesis a través de un aumento de HIF-1A, que inicia un programa de
supervivencia y expresion génica adaptativa. Entre los genes activados por HIF-1, los
cuales contienen en la region promotora un elemento de respuesta a hipoxia (HRE),
hay muchos que codifican para proteinas involucradas en metabolismo de glucosa,
proliferacion celular, supervivencia, apoptosis, invasion, metastasis y angiogénesis, y
entre ellos destaca VEGF. La activacion de genes via hipoxia, tiene como finalidad
incrementar el aporte de oxigeno o la adaptacion metabdlica a la hipoxia. HIF-1A se
encuentra sobreexpresado en canceres humanos como resultado de la hipoxia

intratumoral, asi como por alteraciones genéticas (Bikfalvi, 2007;Semenza, 2003).
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Figura 6. Regulacién de la actividad de HIF-1 en condiciones de hipoxia y normoxia. Imagen
adaptada de The Biology of Cancer (Weinberg, 2007).

5.2. Familia del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

Actualmente se reconoce al sistema que incluye al VEGF y sus receptores como el
principal regulador de los procesos angio y linfangiogénicos (Hicklin and Ellis, 2005). Esta
familia incluye cinco ligandos descritos en humanos: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y
Factor de crecimiento placentario (PIGF); y dos ligandos mas, VEGF-E, descrito
solamente en Orf virus y VEGF-F, aislado en el veneno de ciertas viboras. (Figura 7). Cada
una de estas proteinas contiene una secuencia sefial que se escinde durante la
biosintesis. Ademas, el procesamiento alternativo (splicing) de sus correspondientes pre-
ARNs genera multiples isoformas de VEGF-A, VEGF-B y PIGF (Roskoski, Jr., 2007). El
proceso de sefializacién se encuentra mediado por uniones de alta afinidad de los
ligandos con receptores especificos que tienen actividad TK intrinseca. Hasta hoy, se
conocen tres receptores, relativamente especificos de las células endoteliales. Estos son:
VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3, (originalmente denominados FLT-1, KDR y FLT-4,
respectivamente) (Veikkola et al., 2000). En adultos, los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2
se expresan principalmente en el endotelio vascular, mientras que el VEGFR-3 se limita

en gran medida al endotelio linfatico.
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El VEGF activo esta compuesto por dos subunidades idénticas y la unién a su receptor
es mediada por el homodimero a través de la unidn del nucleo de la proteina. Los
receptores son dimeros anclados a la superficie de las células endoteliales. Cada una de
las subunidades tiene siete dominios homodlogos a inmunoglobulina en su parte
extracelular (region de reconocimiento/unién de ligandos), un dominio transmembrana

y un dominio intracelular de sefializacién con una insercién quinasa (Shibuya, 2001).

La dimerizacion del receptor tiene lugar en condiciones normales en respuesta a la
union de ligando y se produce auto/transfosforilacion, desencadenando una cascada de
sefializacion en la que se fosforilan distintas proteinas que regulan finalmente los
mecanismos involucrados en la angio y linfangiogénesis (Dvorak, 2005). La
sobreexpresidn de receptores y ligandos o las mutaciones en los genes que codifican
para moléculas receptoras pueden causar alteraciones en la estructura de la proteina
gue puede producir la activacién independiente de ligando. Algunas alteraciones
drasticas en la estructura del receptor pueden dar lugar incluso a receptores truncados
solubles, consistentes Unicamente en el dominio extracelular, que no serian activos en la
transduccidn de sefiales, pero que si son capaces de captar ligando, que no estaria de
este modo disponible para unirse a receptores en la membrana, y por lo tanto tendrian

efectos anti-angiogénicos (Kou et al., 2004).

VEGF-Aqz1
VEGF-A1qas
VEGF-B1g7 VEGF-A1e5
VEGF-Asgg VEGF-C
VEGF-B1gs VEGF-E
PIGF-1,2 VEGF-Azos VEGF-D
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VEGFR1 NRP-1 VEGFR2 VEGFRZ  NRP-2
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Vasculogenesis Lymphangiogenesis
Angiogenesis

Figura 7. Familia de ligandos y receptores de VEGF (Hicklin and Ellis, 2005).
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5.2.1. Ligandos de VEGF

e VEGF-A

VEGF-A es el mayor mediador de la angiogénesis tumoral y normalmente es
nombrado como VEGF. Fue identificado en los afios 80 como un factor de
permeabilidad vascular (VPF) y como un factor de crecimiento especifico de las células
endoteliales vasculares. Esta codificado por el gen VEGF, por lo que ha sido referido
como VEGF o VPF. El grupo de Senger fue el primero en purificar parcialmente esta
proteina en 1983 (Senger et al., 1983), aunque hasta 1989 no fue aislada
completamente por los grupos de Ferrara (Ferrara and Henzel, 1989) y Connolly

(Connolly et al., 1989).

El gen humano de VEGF-A se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y esta
compuesto por ocho exones separados por siete intrones. Como resultado del
procesamiento alternativo (splicing) del ARNm se han reportado diferentes isoformas,
que difieren tanto en su masa molecular como en sus propiedades bioldgicas. Se
designan con un nimero que denota el niumero de aminodcidos en la molécula. Las
principales isoformas son VEGFygs5, VEGF159 ¥ VEGF1,:. Hay ademas otras isoformas
menores como son VEGF,os, VEGF1g3, VEGF143, VEGF145 y VEGF111, aunque sus funciones

siguen sin estar claras (Hilmi et al., 2012) (Figura 8).

El VEGFy¢5 es la isoforma mas comun y estudiada, ademas de ser el transductor de
sefales mas fuerte entre los distintos tipos de VEGF. Es una molécula cargada
positivamente que se une a heparina. Esta isoforma es principalmente secretada, sin
embargo una fraccion significativa permanece unida a la superficie celular y a la matriz
extracelular. El VEGF3,; es una proteina soluble que no se une a heparina porque
carece de los exones 6 y 7 que confieren la afinidad por la heparina, y difunde
libremente en los tejidos, sirviendo como una senal guia de larga distancia para la
migracion direccional. Mientras que la isoforma VEGF.39 s una proteina unida a la
matriz extracelular que se une a heparina con mayor fuerza que VEGF¢5 y funciona en

la atraccion celular en un rango de accion corto (Dvorak, 2005).
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Recientemente se han identificado nuevas isoformas de VEGF-A denominadas como
VEGF,wp que se han relacionado con un efecto antiangiogénico. La primera de estas
variantes fue identificada por Bates et al. en el aino 2002. Este grupo identificd en
carcinoma de células renales, una variante de VEGF¢5 denominada VEGFygs5p, que se
expresa en la mayoria de los tejidos normales, mientras que esta infraexpresada en los
canceres (Bates et al., 2002). Después de la identificacion de VEGFig5, Una nueva

subfamilia de isoformas de VEGF,, fueron identificadas (Figura 8) (Hilmi et al., 2012).

Desde entonces, algunas publicaciones han evaluado el posible papel
antiangiogénico o al menos, menos angiogénico de las isoformas VEGFxxxb (Catena et
al., 2010;Das et al., 2007;Manetti et al., 2011;Varey et al., 2008;Woolard et al., 2004).
Por tanto, se postula que la relacion entre las isoformas de VEGF-A, controlada por el
procesamiento alternativo del ARNm, constituye una via de regulacién de la
angiogénesis. Las isoformas proangiogénicas contienen el exén 8a, derivado del sitio
proximal de procesamiento (PSS), que se sitla al comienzo del exdn 8; mientras que
las denominadas isoformas antiangiogénicas, contienen el exdn 8b, por la seleccidon del
sitio distal de procesamiento (DSS). Las isoformas VEGF,gs, Y VEGF14g, alin no se han
identificado (Hilmi et al., 2012).

- 5UTR  VEGF-A pre-mRNA
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I [ — | —— /-3 UTR
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Figura 8. Isoformas de procesamiento alternativo del RNAm de VEGF-A (Hilmi et al., 2012).
PSS: sitio proximal de splicing, DSS: sitio distal de splicing.
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VEGF-A es ligando tanto del VEGFR-1 como del VEGFR-2, teniendo una afinidad por
VEGFR-1 aproximadamente 10 veces mayor, pero debido a que sus propiedades de
transduccidon de sefial son menores, la seial de VEGF-A se produce mayoritariamente a

través de VEGFR-2 (Kerbel, 2008).

La expresién de VEGF-A esta regulada por la hipoxia a través del factor inducible por
hipoxia (HIF-1), elemento clave mediador de las respuestas hipoxicas. Ademas de la
hipoxia, otras vias de regulacion de VEGF-A incluyen: factores de crecimiento,
citoquinas inflamatorias, hormonas y oncogenes (Ferrara, 2004b). La expresion in vivo
de VEGF-A ha sido asociada con los principales pasos en la angiogénesis y
vasculogénesis fisioldgicas. Los experimentos en ratones han demostrado que la
supresion del gen VEGF-A es letal, ya que resulta en defectos vasculares y
anormalidades cardiovasculares; mientras que la sobreexpresién genera abundante
angiogénesis y psoriasis en la piel y acelera el crecimiento tumoral (Otrock et al.,
2007). En humanos, VEGF-A se expresa en practicamente la totalidad de los tumores
solidos estudiados, asi como en algunas enfermedades hematolégicas (Ferrara et al.,

2003).

e VEGF-B

El gen humano de VEGF-B contiene ocho exones y seis intrones y se encuentra
localizado en el cromosoma 11. La regién promotora de VEGF-B es diferente respecto a
la de VEGF-A, lo que podria explicar las diferencias en su regulacion por estimulos
fisioldgicos, ya que pierde los dominios de interaccion con HIF-1, impidiendo de este

modo la regulacidn del gen por la hipoxia.

Actualmente se conocen dos isoformas de VEGF-B, VEGF-B1g; y VEGF-B1g6, cada una
con 167 y 186 residuos de aminodcidos respectivamente. Estas isoformas difieren en la
region C-terminal de la molécula, lo que les hace tener diferentes propiedades que
afectan a la distribucién de VEGF-B en el cuerpo. La isoforma VEGF-B.s; es capaz de
unirse a proteoglicanos heparan sulfato, quedando en su mayoria retenida en la matriz
extracelular; mientras que la isoforma VEGF-Bigs no contiene dominios de unidn a

heparina, lo que la hace difundir libremente. La isoforma VEGF-B1¢; se expresa en la
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mayoria de tejidos, principalmente en tejido cardiaco y musculo esquelético, y en

mayor porcentaje que la isoforma VEGF-Bygg.

VEGF-B es ligando del VEGFR-1 y NRP-1, pero no de VEGFR-2 o VEGFR-3. lLa
activacion de su receptor induce una sefal mitogénica pobre en las células
endoteliales. Por otro lado, VEGF-B puede formar heterodimeros con VEGF-A, lo que
podria representar un mecanismo para modular la liberacion y disponibilidad de VEGF-

A (Nash et al., 2006;0trock et al., 2007).

Actualmente no se conoce claramente cual es el papel de VEGF-B in vivo, aunque su
funcién parece estar ligada al metabolismo energético de la célula. In vitro se ha
observado que la ausencia de VEGF-B afecta a la arteriogénesis, a la respuesta
pulmonar en condiciones de hipoxia y a la angiogénesis en procesos inflamatorios

como la artritis (Otrock et al., 2007).

e VEGF-C

El gen de VEGF-C se encuentra en el cromosoma 4 y consta de 7 exones. VEGF-C se
produce como un precursor proteico y requiere procesamiento post-traduccional. Se
activa proteoliticamente en el espacio extracelular para generar una proteina
homodimérica sin uniones disulfuro con alta afinidad por VEGFR-2 y VEGFR-3 (Roy et
al., 2006). Tanto las formas maduras de VEGF-C como las parcialmente procesadas se
unen al VEGFR-3 con gran afinidad, participando de forma importante en la regulacién
de la linfangiogénsis; mientras que solo las formas completamente procesadas se unen

al VEGFR-2 (Roskoski, Jr., 2007).

VEGF-C es un potente factor de permeabilidad e induce la mitogénesis, migracién y
supervivencia de las células endoteliales. Se encuentra expresado en corazdn, intestino
delgado, placenta, ovario y glandula tiroidea en adultos. La actividad de VEGF-C se ha
observado preferentemente en la regulacion de la linfangiogénesis en el desarrollo
embrionario y en el mantenimiento del endotelio linfatico en adultos. Ademas, VEGF-C
también estd implicado en la regulacién de la linfangiogénesis y el control de la funcién

inmune en procesos inflamatorios y tumorales (Roskoski, Jr., 2007;Roy et al., 2006).
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e VEGF-D

VEGF-D es una glicoproteina secretada que estructuralmente tiene un 48% de
homologia con VEGF-C. El gen de VEGF-D humano se encuentra en el cromosoma X
y contiene siete exones. Del mismo modo que VEGF-C, VEGF-D se sintetiza
primeramente como una proteina precursora que se activa mediante
procesamiento proteolitico de los extremos N-terminal y C-terminal. Aunque la
forma precursora se une a VEGFR-3, importante en linfangiogénesis, la forma
madura se une y activa tanto a VEGFR-2 como a VEGFR-3 (Roskoski, Jr., 2007;Roy et
al., 2006).

VEGF-D se ha encontrado expresado en multitud de tejidos incluyendo el
endotelio vascular, corazén, musculo esquelético, pulmén e intestino. Induce la
proliferacion de las células endoteliales y muestra propiedades angiogénicas in
vitro e in vivo (Roy et al.,, 2006). Por tanto, VEGF-C y VEGF-D son elementos
esenciales para el desarrollo del sistema linfatico y pueden inducir la angiogénesis y

aumentar la permeabilidad vascular.

VEGF-D parece tener un papel importante en la angiogénesis y linfangiogénesis
tumoral, y su expresidon se correlaciona con metdastasis de ndédulos linfaticos en
cancer colorrectal, pulmdén y ovario, por lo que puede representar una potencial

diana anticancerosa y antimetastdasica (Roskoski, Jr., 2007).

e PIGF

El factor de crecimiento placentario (PIGF) es un miembro de la familia de VEGF que
fue identificado por primera vez en la placenta, pero también se conoce que es
expresado en corazon y pulmén, asi como en diversas condiciones patoldgicas que
incluyen el cancer colorrectal y CPNM. El gen humano de PIGF se localiza en el
cromosoma 14 y estd codificado por siete exones. Se han descrito cuatro isoformas
generadas por procesamiento alternativo, que son PIGF-1 (PIGFy31), PIGF-2 (PIGFys,),
PIGF-3 (PIGF,03) y PIGF-4 (PIGF;,4) que difieren ademas de en el tamafio, en las

propiedades de secrecién y afinidad de unién. PIGF-1 y PIGF-3 son isoformas que no se
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unen a heparina y difunden libremente, mientras que PIGF-2 y PIGF-4 tienen dominios

de union a heparina (Roy et al., 2006).

PIGFs median su efecto a través de la unién al VEGFR-1. PIGF-2 es capaz de unirse
también a NRP-1 y NRP-2. La contribucién de PIGF a la angiogénesis se produce a
través de varios mecanismos: (1) accion directa sobre las células endoteliales a través
de la union a VEGFR-1, (2) por desplazamiento de VEGF-A del VEGFR-1, permitiendo asi
que VEGF-A active a VEGFR-2, (3) por estimulacién via VEGFR-1, que a su vez resulta en
aumento de la sensibilidad de la accion de VEGF-A a través de VEGFR-2, (4)
reclutamiento de monocitos y macréfagos que desempafian un papel fundamental en
el crecimiento de los vasos y (5) movilizacién de las células progenitoras
hematopoyéticas de la médula ésea. Ademas, parece que PIGF también podria actuar
inhibiendo la angiogénesis mediante la formacién de heterodimeros PIGF/VEGF, ya
gue los analisis comparativos de la actividad mitogénica muestran que el heterodimero
PIGF/VEGF es menos potente que las formas homodiméricas, por lo que podria

representar un mecanismo para modular la disponibilidad de VEGF-A (Ribatti, 2008).

e VEGF-E

VEGF-E fue descubierto en el genoma de un parapoxivirus (Orf virus), que es un
virus que causa dermatitis pustular contagiosa, afectando a ovejas, cabras vy
ocasionalmente a humanos. La infeccion del virus causa lesiones en la piel con
proliferacion y dilatacién de capilares. Este miembro de la familia también es referido
como orfVEGF y carece del dominio de unidon a heparina. Distintos tipos de virus
codifican para distintas variantes de VEGF-E capaces de estimular la proliferacion de
las células endoteliales y la permeabilidad vascular mediante la unién especifica al

VEGFR-2 y NRP-1 (Roy et al., 2006).
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o VEGF-F

Recientemente se ha descrito un séptimo miembro de la familia identificado en el
veneno de varias viboras (Yamazaki et al., 2003). VEGF-F representa a un grupo de
proteinas nombradas como vammina que se unen selectivamente al VEGFR-2. Se ha
encontrado que VEGF-F exhibe una potente actividad bioldgica tanto in vitro como in
vivo comparado con VEGF-Ag5. Ademas contiene una corta region C-terminal de unién
a heparina que funciona totalmente como un dominio activo de unién a heparina y el
correspondiente péptido C-terminal de la vammina es capaz de bloquear de la

actividad de VEGF-A55 (Yamazaki et al., 2005).

5.2.2. Receptores de VEGF

e VEGFR-1

VEGFR-1 (también conocido como Flt-1, fms-like tyrosine kinase) fue el primer
receptor identificado de alta afinidad para VEGF. Es una glicoproteina transmembrana
codificada en el cromosoma 13 y que contiene 30 exones (Roskoski, Jr., 2007). Se
encuentra expresado en células endoteliales, asi como en pericitos, placenta,
trofoblastos, osteoblastos, monocitos, macrofagos, células renales y algunas células

madre hematopoyéticas (Roy et al., 2006).

VEGFR-1 se une con alta afinidad a los ligandos VEGF-A, VEGF-B y PIGF. Tiene mayor
afinidad por VEGF-A que VEGFR-2 (aproximadamente 10 veces superior), pero por el
contrario tiene una actividad de fosforilacion TK mas débil tras ser estimulado.
También puede formar heterodimeros con VEGFR-2, con mayores propiedades de
sefalizacidn. La activacidon de VEGFR-1 promueve la angiogénesis y se ha asociado con
la quimiotaxis de monocitos y el reclutamiento y supervivencia de las células
progenitoras derivadas de médula oOsea. La expresion de VEGFR-1 se encuentra
aumentada en condiciones de hipoxia, a diferencia del VEGFR-2 y VEGFR-3 (Roskoski,
Jr., 2007).

El ARNm de VEGFR-1 puede generar por procesamiento alternativo una proteina

mas corta con Unicamente seis dominios extracelulares de Ig y que resulta ser una
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isoforma soluble (sVEGFR-1). Esta isoforma se encuentra presente en circulacion y

puede unir ligando inhibiendo la accién de VEGF (Roskoski, Jr., 2007).
e VEGFR-2

VEGFR-2 (FIk-1/KDR, Fetal liver kinase-1/Kinase Domain-containing Receptor) fue
el segundo receptor de VEGF en ser identificado, codificado en el cromosoma 4. Se
une con alta afinidad a VEGF-A y a formas maduras del VEGF-C y VEGF-D.
Unicamente la forma glicosilada final de VEGFR-2 es capaz de autofosforilarse en
respuesta a VEGF, siendo el principal transmisor de sefiales e induciendo
vasodilatacidn, proliferacién, migracién y supervivencia de las células endoteliales.
Aunque tiene menor afinidad por VEGF-A que VEGFR-1, exhibe una robusta
actividad TK en respuesta a la union del ligando. Este receptor se encuentra
principalmente expresado en las células endoteliales, ademas de en células madre

hematopoyéticas, megacariocitos y células progenitoras retinales (Roy et al., 2006).

Igual que en el caso de VEGFR-1, se ha descrito una forma soluble y circulante
para VEGFR-2 (sVEGFR-2). Esta isoforma truncada, que mantiene la afinidad de
unién a ligando pero no puede activar la cascada de sefializacion ya que carece de
domino TK, puede tener implicaciones en la regulacion de la angiogénesis (Ebos et

al., 2004).
e VEGFR-3

VEGFR-3 (Flt-4, fms-like tyrosine kinase 4) es una glicoproteina codificada en el
cromosoma 5 que presenta solamente seis dominios de Ig, al ser liberado el quinto
dominio proteoliticamente tras su biosintesis y las cadenas resultantes unidas
mediante puentes disulfuro. Existen dos isoformas de este receptor generadas por
procesamiento alternativo, que difieren en el dominio C-terminal (Otrock et al.,

2007).

VEGFR-3 se encuentra presente en todo el endotelio durante el desarrollo
embrionario, sin embargo, en el tejido adulto se encuentra restringido a las células

endoteliales del endotelio linfatico y a ciertas células endoteliales de las
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fenestraciones del endotelio vascular. Ademas, en condiciones patoldgicas también
se encuentra aumentado en las células del endotelio vascular de los tumores.
VEGFR-3 y sus ligandos, VEGF-C y VEGF-D, estan involucrados principalmente en la

linfangiogénesis y también en la angiogénesis (Roy et al., 2006).
5.3. Neuropilinas (NRP)

Un segundo grupo de receptores afines a VEGF son las neuropilinas, compuesto
por NRP-1 y NRP-2. Las neuropilinas estan implicadas principalmente en el sistema
inmune y el desarrollo neural, pero también en la angiogénesis formando parte de
los complejos VEGFs/VEGFRs (Roy et al., 2006). Son receptores glicoproteicos sin
actividad quinasa ubicados en la superficie celular que se unen a semaforinas y a la
familia de VEGF. NRP-1 se une a VEGF-A, VEGF-B y PIGF, mientras que NRP-2 se une
a VEGF-A, VEGF-C y PIGF. Durante el desarrollo embrionario, NRP-1 se expresa en el
sistema nervioso, cardiovascular y esquelético, mientras que en adultos también se
expresa en las células endoteliales, algunas células tumorales, pulmdn, corazon,
higado, rifidn, pancreas, osteoblastos y células estromales de la médula ésea. NRP-
2 tiene un patrdon de expresién similar, y ademas también se ha visto expresado en

las células del endotelio linfatico (Otrock et al., 2007).

Estas proteinas actian como co-receptores aumentando la afinidad de VEGFR-2
por VEGF-A. Sin embargo, existen evidencias indicando que, al menos in vitro, NRP-
1 podria mediar sefalizacién por si misma independiente de VEGFR-2, que
conduciria a la migracién de las células endoteliales aunque no a la proliferacidn

(Dvorak, 2005).
6. Terapias antiangiogénicas

La angiogénesis tumoral fue sugerida como objetivo terapéutico hace ya 40 anos
por Judah Folkman (Folkman, 1971b). Sin embargo, ha sido recientemente cuando se
han anadido los inhibidores angiogénicos al arsenal terapéutico disponible en varios

tumores como colon, mama, rifién, cerebro y otros.
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Uno de los primeros inhibidores angiogénicos aprobado para el tratamiento del
cancer fue el bevacizumab, un anticuerpo monoclonal dirigido contra VEGF-A y cuya
indicacion inicial fue para carcinoma colorrectal avanzado. Bebacizumab es el agente
antiangiogénico mas estudiado en pacientes con CPNM. El ensayo clinico en fase lll,
ECOG 4599, en pacientes con CPNM de tipo no escamoso en estadios avanzados,
compard la administracion de carboplatino-paclitaxel con y sin la adicién de
bevacizumab, mostrando resultados estadisticamente significativos para la rama con
bevacizumab, lo cual permitié su aprobacidon para esta indicacién (Sandler et al., 2006).
Posteriormente, se han evaluado otras combinaciones con bevacizumab, como es el
caso del estudio AVAIL (combinacién de bevacizumab con cisplatino-gemcitabina), el
estudio BeTa-lung (combinacion de bevacizumab y erlotinib) o combinaciones con
quimio/radioterapia; pero estos no han logrado encontrar mejoras en la supervivencia

de los pacientes (Bar and Goss, 2012).

VEGF-trap es otra molécula antiangiogénica en estudio. Se trata de una proteina
recombinante de fusion similar a los dominios extracelulares de VEGFR-1 y VEGFR-2,
que une todas las isoformas de VEGF. Actualmente se esta probando en ensayos fase

[l su adicion a docetaxel en segunda linea en diferentes tumores (Bar and Goss, 2012).

Otros agentes antiangiogénicos son las pequefias moléculas TKI, que
frecuentemente tienen como dianas multiples receptores TK. Sunitinib es un inhibidor
de VEGFR-1, VEGFR-3, PDGFRA, PDGFRB vy del receptor c-Kit que ha sido aprobado para
el tratamiento del tumor del estroma gastrointestinal y del carcinoma renal
metastdsico y estd siendo testado actualmente para el tratamiento del CPNM.
Sorafenib es otro TKI, aprobado para el tratamiento del carcinoma renal metastasico y
del carcinoma hepatocelular, que fue disefiado inicialmente frente a Raf quinasa, pero
se encontré que también inhibe a otras dianas entre las que estda VEGFR-3. Sin
embargo, un estudio en fase Ill que evaluaba su adiciéon a la quimioterapia en cancer
de pulmon, no mostrd ningun beneficio. Vandetanib es un inhibidor oral de VEGFR-2,
VEGFR-3, Ret quinasa y EGFR, que fue concebido para bloquear sinérgicamente la
angiogénesis y la proliferacion tumoral. Sus resultados prometedores en estudios fase
Il permitieron su evaluacién posterior en 4 estudios fase lll, sin embargo, ninguno de

ellos ha demostrado mejoras en la supervivencia de los pacientes que recibieron
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Vandetanib. Existen otras moléculas que funcionan como TKIs que tienen como diana
los VEGFRs y que estan siendo estudiados en ensayos fase Il y lll tales como:

Motesanib, Cediranib, Pazopanib y Axitinib (Bar and Goss, 2012).

Por otro lado, otra alternativa para bloquear la angiogénesis son los anticuerpos
anti-receptor, dirigidos frente al componente extracelular del receptor, que bloquean
la interaccion con ligando y la transduccion de sefial e inducen apoptosis.
Ramucirumab seria un ejemplo de este tipo de terapia antiangiogénica que tiene como
objetivo el VEGFR-2. El mecanismo de accidn de estos agentes es diferente que el de
TKI, por lo tanto en teoria, se podrian emplear de forma combinada (Bar and Goss,

2012).

7. Biomarcadores

Un biomarcador ha sido definido como una caracteristica que es por un lado
objetivamente medible y por otro, evaluable como indicador de un proceso biolégico
normal, un proceso patoldgico o una respuesta farmacoldgica/farmacodinamica frente

a determinada intervencion terapéutica (Atkinson et al., 2001).

Los biomarcadores pueden dividirse en tres tipos fundamentales: (1) biomarcadores
diagndstico, entendidos como marcadores tumorales; (2) biomarcadores prondstico,
que se describen como aquellas caracteristicas del paciente o del tumor que son
indicativas de la biologia del tumor y se correlacionan con el pronédstico del paciente
sin tener en cuenta el tratamiento, representando el efecto del tumor sobre el
paciente; y por ultimo (3) biomarcadores predictivos, referidos como aquellas
caracteristicas del paciente o del tumor que pueden dar alguna informacidn acerca de
si el paciente se puede beneficiar de un tratamiento dado, por tanto representan el

efecto del tratamiento en el tumor (Coate et al., 2009).

En la practica clinica de rutina en oncologia las caracteristicas de los pacientes tales
como el estado funcional (ECOG-PS), el estadio de la enfermedad, el tipo histoldgico y
otros examenes de laboratorio son evaluados como marcadores que se asocian con el
diagndstico y prondstico de la enfermedad. Con los recientes avances en biologia
molecular, diversas tecnologias avanzadas, incluyendo la farmacogendmica, la
transcriptomica, la proteémica, la metaboldmica y el diagndstico molecular por
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imagen, se han introducido también en el ambito clinico y potencialmente, pueden
ofrecer un diagndstico precoz, la caracterizacion precisa del tipo histolégico y una
vision mas acertada del prondstico de la enfermedad y de la respuesta al tratamiento
(Saijo, 2012). Es importante también remarcar que un biomarcador ideal deberia ser
detectable en el material clinico accesible, y es por ello que existe un creciente interés

en el desarrollo de métodos no invasivos o minimamente invasivos.

7.1 Biomarcadores en angiogénesis y linfangiogénesis

Numerosos estudios han investigado la relacién entre los niveles de diversos
marcadores angiogénicos en relacion con caracteristicas clinico-patoldgicas y/o

supervivencia de los pacientes con cancer.

En 1996 se publicd el primer trabajo que estudio la expresién de VEGF en cancer
de pulmdn, en el que se encontraba una asociacion con la microdensidad de vasos
(Mattern et al.,, 1996). Durante el afio siguiente, se demostré que la mayor
expresion de VEGF en cancer de pulmoén se relacionaba con un peor prondstico
clinico (Mattern et al., 1997;Volm et al., 1997). Desde entonces, numerosos
estudios en CPNM han analizado la expresiéon de VEGFs/VEGFRs asociados al
pronéstico, mediante diferentes técnicas como IHQ, RT-PCR o inmunoensayos
(Bremnes et al., 2006;Salgia, 2011). La expresidon o sobreexpresion de VEGF ha sido
reportada en el 60% de los CPNM y la mayoria de estudios indican que hay una
correlacion positiva entre la presencia de VEGF y la vascularizaciéon del tumor (Zhu
et al., 2006). Ademas, en la gran mayoria de trabajos se ha encontrado una
asociacion con la progresion o la menor supervivencia de los pacientes (Bremnes et
al., 2006;Salgia, 2011), mientras que algunos estudios no han encontrado ninguna
asociacion (Baillie et al., 2001;Liao et al., 2001;Yano et al., 2000). Si bien, aunque
otros miembros de la familia también han sido estudiados, su relevancia es mas
controvertida, ya que de todas las moléculas examinadas como biomarcaroders en
CPNM, VEGF es el que se ha relacionado mas consistentemente con la evolucién de
los pacientes (Salgia, 2011). Asimismo, segun un meta-analisis de 2009, la
sobreexpresion de VEGF tiene un impacto negativo en la supervivencia, con peor

prondstico para el subtipo adenocarcinoma (Zhan et al., 2009). No obstante, una
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isoforma de VEGF identificada recientemente (VEGF45,) podria relacionarse con
propiedades antiangiogénicas (Bates et al., 2002), lo cual necesita ser investigado

mas a fondo.

Por otro lado, también resulta interesante la relacion entre los niveles de VEGF-
C, VEGF-D y VEGFR-3 en relacidon con la linfangiogénesis y la capacidad de
propagacion de los tumores. Se ha reportado que los niveles de expresion de VEGF-
C se correlacionan con la invasion de vasos linfaticos o la metdastasis de nddulos
linfaticos (Pepper et al., 2003;Skobe et al., 2001) . Sin embargo, la relacién entre la
expresion de VEGF-D y su correlacién con la metdastasis es algo mas controvertida
en la bibliografia (Ko et al., 2008;Maekawa et al., 2007;Niki et al., 2000;Yokoyama
etal., 2003).

Debido también a que la mayoria de los factores angiogénicos, como el VEGF,
son solubles y con capacidad para difundir al ser secretados por los tumores, el
interés por la identificacion de marcadores circulantes que pueden ayudar tanto en
el diagndstico, estadificacion, prondstico, respuesta al tratamiento o seguimiento
de los pacientes, se ha visto incrementado en los ultimos afios. Esto ofrece la
ventaja de utilizar métodos no invasivos o minimamente invasivos para la
obtencién de muestra. Varios marcadores angiogéncos en sangre, principalmente
VEGF, han sido investigados como biomarcadores en cancer de pulmén, mostrando
resultados prometedores. (llhan et al., 2004;Kaya et al., 2004;Laack et al.,
2002;Roselli et al., 2003;Sessa et al., 2008;Tamura et al., 2004;Tamura et al., 2001).
Sin embargo, aunque los niveles circulantes pretratamiento de VEGF han sido
evaluados en numerosos estudios y en general, se ha encontrado que los niveles
elevados son indicativos de mal prondstico, no ha sido demostrada todavia su
utilidad para predecir la respuesta al tratamiento con terapias antiagiogénicas

como bevacizumab (Sandler et al., 2006).
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8. Objetivos

Por todo lo expuesto anteriormente, y dada la implicacién de la angiogénesis en la
iniciacién, mantenimiento y diseminacién del cancer, y en particular, en el cancer de
pulmodn, la finalidad de este trabajo de investigacion es analizar la expresion de
marcadores relacionados con los procesos de angiogénesis y linfangiogénesis en
pacientes con CPNM y estudiar su asociacién con caracteristicas clinico-patoldgicas,
con el fin de evaluar su utilidad como biomarcadores para el diagndstico y/o

prondstico en esta patologia.

Objetivos concretos:

1. Cuantificar los niveles plasmaticos de dos factores angiogénicos: VEGF-A'y
SVEGFR2 en pacientes afectados por CPNM y sujetos sanos mediante técnicas

de inmunoensayo.

2. Determinar la expresion, a nivel de mRNA, de genes relacionados con los
procesos de angiogénesis y/o linfangiogénesis en tejido de pacientes con CPNM

en estadios resecables mediante RTqPCR.

3. Estudiar la expresion proteica de factores angiogénicos y/o
linfangiogénicos en tejido de pacientes con CPNM en estadios resecables
mediante Western blot y determinar la correlacion con la expresién a nivel de

MRNA.

4. Analizar la asociacién entre los distintos marcadores moleculares
estudiados con las caracteristicas clinico-patologicas y demograficas de los
pacientes tales como: sexo, edad, estadio, estado funcional, histologia, estado

mutacional del gen EGFR y respuesta al tratamiento.

5. Establecer perfiles o patrones moleculares que puedan relacionarse con el
diagnostico y/o prondstico del CPNM y determinar su posible utilidad como

biomarcadores.
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1. Pacientes y controles

1.1. Cohorte A: pacientes con CPNM en estadios avanzados

En el presente estudio se incluyeron 432 pacientes con CPNM en estadio avanzado
procedentes de un estudio multicéntrico coordinado por el Grupo Espafiol de Cancer
de Pulmodn (GECP) que fue llevado a cabo entre Febrero de 2003 y Enero de 2005. Los
criterios de seleccién fueron el diagndstico de CPNM en estadio avanzado (llIB con
derrame pleural o IV) y que no hubieran recibido quimioterapia previa. Todos los
individuos aceptaron participar voluntariamente en el estudio y firmaron el
correspondiente consentimiento informado. El estudio se llevé a cabo en conformidad
con la Declaracién de Helsinki y los requisitos regulatorios y las leyes locales. El
protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién del Consorcio

Hospital General Universitario de Valencia (CHGUV).

Los pacientes incluidos en el estudio clinico fueron tratados con un régimen de
guimioterapia basado en cisplatino (75mg/m2) y docetaxel (75mg/m2) en el dia 1 del
ciclo cada 3 semanas y fueron re-estadiados para las respuestas objetivas tras los
primeros tres ciclos de quimioterapia. Los pacientes con respuesta completa, parcial o
estabilizacién, continuaron el tratamiento hasta progresion de enfermedad o por un
maximo de 8 ciclos en ausencia de toxicidad inaceptable; mientras que los pacientes
gue progresaron antes o en la primera evaluacién, pasaron a recibir un tratamiento en
segunda linea. Las respuestas fueron categorizadas en funcién de los criterios RECIST

(Therasse et al., 2000).
1.2. Cohorte B: pacientes con CPNM en estadios iniciales

175 pacientes con CPNM resecable procedentes del Consorcio Hospital General
Universitario de Valencia (CHGUV) fueron incluidos en el estudio entre los afios 2004 y
2011. Los criterios de seleccién fueron el diagndstico de CPNM en estadio temprano y
no haber recibido ningln tratamiento previo a la cirugia. Todos los individuos
aceptaron participar voluntariamente en el estudio y firmaron el correspondiente

consentimiento informado. El estudio se llevd a cabo en conformidad con la
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Declaracién de Helsinki y los requisitos regulatorios vigentes a nivel nacional. El

protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién del CHGUV.
1.3. Grupo control

El grupo control consistié en 89 voluntarios sanos andnimos, emparejados por edad
y sexo y sin ningun tipo de enfermedad inflamatoria aguda o crénica, que aceptaron
donar sus muestras para investigacion tras la firma del consentimiento informado. Las
muestras del grupo control fueron tomadas en el CHGUV a lo largo del mismo periodo

gue las muestras de los pacientes.

2. Muestras a estudiar

2.1. Sangre periférica: plasma

Se obtuvieron muestras de sangre de los sujetos de estudio, tanto pacientes como
controles, mediante venopuncidn. En el caso de los pacientes en estadios avanzados
las muestras sanguineas se tomaron antes del primer ciclo de quimioterapia, mientras
gue en los pacientes en estadios tempranos se tomaron antes de la cirugia. Se
recogieron 10 ml de sangre periférica en tubos que contenian EDTA como
anticoagulante (BD Vacutainer®) para la obtencién de plasma sanguineo. Estos tubos
fueron enviados al laboratorio dentro de las 24 horas siguientes a la recoleccion de la
sangre. Las muestras sanguineas fueron sometidas a dos pasos consecutivos de
centrifugacién: una centrifugacion de 10 minutos a 1100 g y una segunda
centrifugacién del sobrenadante de 10 minutos a 2000 g a temperatura ambiente, con
el fin de eliminar cualquier posible resto celular. Las alicuotas de plasma obtenidas tras
la centrifugacion fueron inmediatamente conservadas en criotubos a -802C hasta el

momento de su utilizacion.
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2.2. Muestras de tejido pulmonar

Las muestras de tejido pulmonar fueron obtenidas de los pacientes sometidos a
reseccion quirurgica (cohorte B, 175 pacientes en estadios iniciales). Una vez obtenidas
las piezas quirurgicas, fueron inmediatamente analizadas por un patdlogo, el cual
selecciond dos muestras para realizar los analisis moleculares: una correspondiente a
tejido tumoral y otra de tejido normal adyacente lo mas alejada posible de la
localizacion del tumor. Dichas muestras se preservaron en RNAlater® (Applied
Biosystems) y se congelaron a -802C para evitar la degradacién del ARN, hasta el
momento de su procesamiento. Todas las muestras disponian de un estudio
anatomopatoldgico para su correcta caracterizacion. Se incluyeron en este estudio

todos los tipos histoldgicos del CPNM.

3. Inmunoensayos para la determinacion de VEGF-A vy

SVEGFR-2

La cuantificacion de los niveles circulantes de dos factores angiogénicos, VEGF-A y
SsVEGFR2, fue llevada a cabo mediante ELISA (Enzyme-Linked InmunoSorbent Assay) en
pacientes afectados por CPNM vy sujetos sanos. Las muestras de plasma sanguineo se
descongelaron en hielo y las concentraciones de VEGF-A y sVEGFR-2 se determinaron
en paralelo empleando un ELISA tipo sandwich (DuoSet, R&D Systems Inc.) siguiendo
las indicaciones del fabricante, requiriendo 200 pl de plasma de cada sujeto estudiado.
Las muestras con volumen insuficiente, hemolizadas o lipémicas fueron descartadas

del andlisis inmunoenzimatico.

La determinacion de sVEGFR-2 se realizd en 432 pacientes con CPNM en estadios
avanzados, 62 pacientes en estadios tempranos y 89 sujetos sanos. Para la
cuantificacion de sVEGFR-2 las muestras de plasma se diluyeron 1:25 en 1% de
seroalbumina bovina (BSA) (Sigma) en PBS. La curva estandar para sVEGFR-2 cubria un

rango de 0 a 1000 pg/ml, con un punto estandar inferior de concentracién 15.6 pg/ml.

La determinacién de VEGF-A se realizé en 388 pacientes afectados por CPNM en
estadios avanzados, 62 pacientes en estadios tempranos y 77 sujetos sanos (en 44

pacientes en estadios avanzados y 12 sujetos sanos se realizd la determinacién de
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sVEGFR-2 pero no se disponia de plasma suficiente para la cuantificacién de VEGF-A).
La curva estdndar de VEGF-A cubria un rango de 0 a 2000 pg/ml, con un punto

estandar inferior de concentracion 31.2 pg/ml.

La cuantificacion tanto de VEGF-A como de sVEGFR-2 se realizé por duplicado para
cada una de las muestras. Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos que fueron
incubadas toda la noche a temperatura ambiente con el anticuerpo de captura
correspondiente (diluido a la concentracién apropiada en PBS). Tras esta incubacién se
lavod cada pocillo tres veces con 400 pl de solucion de lavado (PBS/0.05% Tween 20) y a
continuacion se realizé el bloqueo de los sitios de unidn no especificos de la placa
durante una hora a temperatura ambiente con 1% de BSA (Sigma) en PBS.
Seguidamente se repitid el lavado de los pocillos y se afiadieron 100 ul por pocillo de
las muestras y estandares correspondientes y se incubd durante dos horas a
temperatura ambiente. Tras tres lavados, se anadieron 100 pl por pocillo del
anticuerpo de deteccion biotinilado y se incubd otras 2 horas a temperatura ambiente.
A continuacidn, se realizd un nuevo lavado y se adicionaron 100 ul por pocillo de la
solucion de estreptavidina-HRP que se incubdé durante 20 minutos a temperatura
ambiente y protegiendo la placa de la luz. Después de otro lavado, se incubd con 100
ul por pocillo de solucién de sustrato (R&D Systems Inc.) durante 30 minutos, seguido

de la adicion de un reactivo de parada de la reaccion.

La determinacion de la densidad éptica de cada pocillo se realizé inmediatamente
mediante un lector de microplacas (Victor3 ™ -1420 multilabel contador, Perkin Elmer).
El cdlculo de los resultados se efectud tras la medida de las lecturas de la densidad
Optica a 450 nm para cada estandar y muestra problema, restando la correccién de la
lectura a 540 nm y el estandar de concentracidn cero. La recta patréon se calculd a
partir de la media obtenida para cada estandar con el programa GraphPad Prism 5,
mediante un ajuste polinomial de tercer orden de los datos. Tras la obtencion de la
recta patron, se obtuvo para cada muestra problema la concentracion de VEGF-A y

SVEGFR-2 (multiplicando en este ultimo caso los datos por el factor de dilucidn, x25).
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4. Extraccion de ARN vy ADN a partir de las muestras

tisulares

La extraccion del ARN y ADN de las 175 muestras de tejido tumoral y muestras de
tejido pulmonar sano adyacente se realizé utilizando TriReagent® (Sigma), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Brevemente, una pequefia pieza de tejido de
aproximadamente 10-20 mg fue diseccionada con la ayuda de un bisturi estéril y
colocada en un tubo de rosca con 1 mL de TriReagent®. La homogeneizacidn se llevd a
cabo mediante el uso de Tissue Lyser ® (Qiagen) y seguidamente se anadidé a las
muestras cloroformo con el fin de poder separar la fase acuosa que contiene el ARN y

la interfase blanca de ADN.

A continuacion, se precipité el ARN con isopropanol y se realizaron dos lavados con
etanol al 75%. Finalmente, el ARN se resuspendio en agua libre de nucleasas (Qiagen)

y se almacend a -802C hasta su posterior analisis.

La interfase correspondiente al ADN se recogio en etanol 100% y se realizaron tres
lavados con solucion de lavado (10% etanol/0.1M citrato sddico) y a continuacion dos
lavados mas con etanol 75%. Por ultimo se resuspendid el ADN en agua libre de

nucleasas ® (Qiagen) y se almacend a -802C hasta su posterior analisis.

La cuantificacion del ADN y ARNm obtenidos en cada muestra se realizé mediante
un nanoespectrofotometro (NanoDrop 2000C, Thermo Fisher Scientific). Paralelamente
a esto, para valorar la calidad del ARNm, se evalud su integridad y tamafio mediante
un analisis electroforético, empleando un bioanalizador con una plataforma basada en
microfluidos, usando el chip Agilent RNA 6000 Nano (Agilent 2100, Agilent

Technologies).

5. Determinacion del estado mutacional del gen EGFR

Para el analisis del estado mutacional del gen EGFR se utilizé un kit comercial,
TheraScreen EGFR RGQ PCR (Qiagen), que detecta 29 mutaciones somadticas en el

oncogén EGFR localizadas en los exones 18-21 (Tabla 3) mediante PCR a tiempo real
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combinada con tecnologias ARMS y Scorpions. Esta técnica presenta alta sensibilidad y

especificidad de deteccidn.

El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos con un volumen final de 12.5 pl por
reaccién, de los cuales, 9.7%l correspondian a la mezcla de reaccién (conteniendo
cebadores, sondas, dNTPs y buffer de reaccién con CI2Mg), 0.25 pl de Tag Polimerasa y
2.5 pl de muestra a concentragn de 2 -10 ng/ul. En el aalisis se in cluyeron tanto
controles positivos como controles negativos de cada ensayo. La amplificacion se llevo
a cabo en un termociclador LightCycler 480 Il (Roche), segin las condiciones de

amplificacién detalladas en la Tabla 4.

Tabla 3. Mutaciones del gen EGFR detectadas

Exén Mutacion
19 19 deleciones (no distingue entre las mismas)
20 T790M
21 L858R
21 L861Q
18 G719X (G719S, G719A y G719C, no distingue entre las mismas)
20 S768l
20 3 inserciones (no distingue entre las mismas)

Tabla 4. Programa de tiempos y temperaturas en la PCR para el andlisis mutacional de
EGFR.

Fase Duracion Temperatura
1 15 minutos 95 eC
2 30 segundos 95 ¢C
(40 ciclos) 1 minuto 60 eC
3 30 segundos 40°C

Una vez finalizada la PCR se procedio al analisis de los datos mediante el calculo de
los valores de ACq de las muestras, siendo el ACq la diferencia entre el valor de Cq de
cada ensayo de mutacion y el valor de Cq del ensayo control de una misma muestra.
Las muestras se clasificaron como positivas para una mutacién si su valor de ACqg era
inferior al valor de corte de ACq indicado por el kit comercial (Tabla 5), que es
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diferente para cada mutacion. Por encima de este valor, se considerd que la muestra

era negativa para la mutacién.

Tabla 5. Valores de corte de ACq para cada mutacion de Ensayo ACq
EGFR analizada.

T790M 6.38

Deleciones 9.06

L858R 8.58

L861Q 9.26

G719X 9.31

S768lI 9.26

Inserciones 7.91

6. Transcripcion reversa

A partir del ARN extraido de las muestras titulares se realizdé la reaccion de
retrotranscripcion (RT) para la sintesis del ADN complementario de cadena simple
(ADNC). La reaccion se llevé a cabo a partir de 1ug de ARN total para un volumen final
de reaccion de 20 ul, utilizando el kit comercial High Capacity c¢cDNA Reverse
Transcription Kit ® (Applied Biosystems) que usa hexameros al azar y empleando un
Termociclador Mastercycler (Eppendorf), segun las instrucciones del fabricante. Las
condiciones para el termociclador se detallan en la Tabla 6. Terminada la RT, las

muestras de ADNc se congelaron inmediatamente a -202C hasta su utilizacion.

Tabla 6. Programa de tiempos y temperaturas utilizados en la Transcripcion reversa

Pasos Duracion Temperatura
1 10 minutos 25°C
2 2 horas 379eC
3 5 segundos 85 2eC
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7. PCR cuantitativa a tiempo real

La cuantificacion de los transcritos de los genes problema se llevé a cabo mediante
la reaccién de PCR cuantitativa en tiempo real (RTgPCR) usando sondas de hidrdlisis
especificas marcadas con el fluorocromo 6-carboxifluoresceina (FAM). En la Figura 9 se
muestra el mecanismo de fluorescencia usado por este tipo de sondas. En nuestro
estudio, para la deteccidn de fluorescencia, se emplearon sistemas de fluorescencia
Tagman® MGB (Applied Biosystems) que permite el disefio de sondas de menor

tamano.
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Los niveles de expresidn de los genes se determinaron usando ensayos TagMan®
Gene Expression Assay (Applied Biosystems) correspondientes a los genes a analizar
(Tabla 7A). Como gen de control enddgeno (housekeeping), se analizé la expresion del
gen de la B-glucuronidasa (GUSB). En este caso, se us6 FAM como reporter y, como
quencher, la tetrametilrodamina (TAMRA™). Los cebadores y la sonda para GUSB y

VEGF-A1¢5p, se disefiaron en el laboratorio (Tabla 7 B).
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Tabla 7. A). Ensayos TagMan® empleados en la RTqPCR. B) Cebadores y sonda disefiados
para los genes VEGF-Ayss, y GUSB

Gen Tamano del amplicén (pb) Cadigo del ensayo
VEGF-A 60 Hs00900054_m1
VEGF-B 69 Hs00173634_m1
VEGF-C 66 Hs01099203_m1
VEGF-D 130 Hs00189521_m1

PIGF 56 Hs00182176_m1

VEGFR-1 55 Hs00176573_m1
VEGFR-2 65 Hs00911708_m1
VEGFR-3 58 Hs01047678_m1
NRP-1 60 Hs00826125_m1
NRP-2 69 Hs01033069_m1
HIF-1A 76 Hs00153153_m1
B VEGF-As45, (Tamafio del amplicon: 94 pb)

Cebador directo: 5" TAA ATG TTC CTG CAA AAA CACACACT 37
Cebador reverso: 5 TCA GTC TTT CCT GGA GAG AGATCTG 3’
Sonda: 5'- 6-FAM-AGC TTG AGT TAA ACG AAC- MGB-3’

GUSB (Tamaio del amplicon: 98 pb)

Cebador directo: 5’ GAA AAT ATG TGG TTG GAG AGCTCATT 3’
Cebador reverso: 5 CCG AGT GAAGATCCCCTTTTTA 3’
Sonda: 5’- 6-FAM-CCA GCA CTC TCG TCG GTG ACT GTT CA-TAMRA-3’

Los ensayos se realizaron por duplicado en placas de 384 pocillos, con un volumen
final de reaccién de 5 pl y con la siguiente proporcion de reactivos: 2,5 pl de TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 1,25 upl de agua, 0,25 pl de
cebadores/sondas TagMan® (Applied Biosystems,) y 1 ul de ADNc proveniente de una
dilucién 1:4 del productor de RT. Se incluyeron controles negativos de la extraccion, de
la retrotranscripcion y de la RTgPCR y se utilizd la linea celular humana NCI-H23,
derivada de un CPNM, (ATCC Number: CRL-5800™) y Jurkat, derivada de linfocitos T
(ATCC Number: TIB-152™) como referencia o calibrador. Las muestras en que se

observaron diferencias de Cqs > 1 entre las réplicas para un ensayo fueron repetidas o
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los datos descartados. El equipo utilizado fue el 7900 HT Fast Real Time PCR System

(Applied Biosystems) con el programa de ciclos de temperaturas optimizado (Tabla 8).

Tabla 8. Programa de ciclos empleado para la RTqPCR

Fase Duracion Temperatura
AmpErase UNG 2 minutos 502C
Pre-PCR
Hot Start 10 minutos 95¢C
PCR Desnaturalizacion 15 segundos 95°C
(40 ciclos) Unién/Extensidn 1 minuto 602C

Para calcular la eficiencia de la reaccion de RTQPCR, se realizd6 una curva de
diluciones seriadas (50 ng/ul, 5 ng/ul, 0.5 ng/ul, 0.05 ng/ul y 0.005 ng/ul) a partir de un

ADNc de referencia (qPCR Human Referente cDNA random-primed, Clontech) para

1/pendiente)
7

cada reacciéon de amplificacion. Aplicando la siguiente relacién, E = (10

obtuvimos directamente el valor de la eficiencia de amplificacién para cada reaccidn.

Para la cuantificacion de la expresion génica relativa se usd el método matematico
desarrollado por Michael W. Pfaffl (Pfaffl, 2001). Este método se basa en la
cuantificacién relativa de la expresion del gen problema en tejido tumoral respecto a
su expresion en tejido normal. Asi mismo, los valores se normalizaron calculando un
ratio entre el gen problema en comparacién con un gen de referencia endégeno (en
este caso GUSB). Otra caracteristica del método es que tiene en cuenta la eficiencia de
la amplificaciéon, que se calculd utilizando un ADNc de referencia (qPCR Human
Referente cDNA random-primed, Clontech, EEUU). El modelo matematico de Pfaffl es

el siguiente:

ACP,
target )

l[Erct'}

target control —sample)

ratio =

ACP (control —sample)
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8. Inmunoblot

Para el andlisis de los niveles de proteinas en tejido tumoral y tejido sano, se
disecciond una pequefia pieza de tejido con la ayuda de un bisturi estéril, luego se
homogeneizd usando un homogeneizador automatico y se resuspendié en tampon de
lisis (50mM TrisHCI pH=8, 150mM NaCl, 0.02% NaNs, 0.1% Dodecilsulfato sédico (SDS),
1% lIgepal CA-630 (NP40), 0.5% Deoxicolato de sodio (DOC) (todos de Sigma) al que
previamente se afiadieron inhibidores de proteasas (complete protease inhibitor
cocktail tablets 1x, Roche). Tras incubar el lisado durante 30 minutos en hielo, se
centrifugé a 10000 g durante 10 minutos a 42C y se recogi6 el sobrenadante en un
tubo nuevo. La concentracion de proteinas se determind mediante el método
colorimétrico de Bradford (Bradford Reagent, Sigma) para lo cual se prepard una curva
estandar a partir de diluciones seriadas con BSA (Sigma). La lectura de la densidad
6ptica se realizé mediante un lector de microplacas (Victor3 ™ -1420 multilabel

contador, Perkin Elmer) a 595 nm.

La separacién de proteinas se realizd a partir de 50 pg mediante SDS-PAGE
poliacrilamida del 12-15 % en condiciones desnaturalizantes. Las muestras se
incubaron a 95-1002C durante 5 minutos una vez diluidas con el tampdn de carga
(50mM Tris pH=6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 0.1M DTT y azul de bromofenol). La
electroforesis se llevd a cabo a 85 V durante 15 minutos, y una vez las muestras
entraron en el gel separador, se subid a un voltaje constante de 150 V. Se empled un
marcador de pesos moleculares pre-tefiido (Rainbown Molecular Weight Markers,

Amersham, GE Heathcare).

A continuacion las proteinas se transfirieron a una membrana de polyvinylidene
difluoride (PVDF) (Immobilion®-P, Millipore) por transferencia hiumeda a un voltaje
constante de 100 V durante 1 hora a 42 C. Al terminar, se comprobd la eficiencia de la
transferencia de proteinas por tincion reversible con rojo-Ponceau (0,5% rojo-ponceau,
1% acido acético glacial) (Sigma). Seguidamente la membrana se bloqued en 5% de
leche desnatada (PBS/0.05% Tween 20/5% leche) para evitar uniones inespecificas
entre el anticuerpo primario y las proteinas retenidas en la membrana durante al

menos 1 hora. A continuacion, se lavd la membrana con solucion de lavado (PBS/0.05%
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Tween 20) y se incubd con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 9) diluido en
solucidon de bloqueo durante toda la noche a 42C, a excepcién de ACTB que se incubd 1
hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados de 15 minutos a temperatura
ambiente para eliminar el exceso de anticuerpo, la membrana se incubd con el
anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa (Tabla 9), diluido en
la solucion de blogueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se
realizaron tres nuevos lavados de 15 minutos a temperatura ambiente. La deteccién de
la sefial se llevd a cabo por quimioluminiscencia (ECL Western Blotting Analysis System,

Amersham, GE Healthcare) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Como controles positivos para la deteccion de VEGF-A se emplearon la linea celular
humana MCF-7 (ATCC Number: HTB-22™), derivada de céncer de mama y la proteina
recombinante de VEGFss (Recombinant human VEGF 165, R&D Systems Inc.); para
VEGF-B y VEGF-C se usé la linea celular MCF-7; y para PIGF, se usé un extracto proteico

derivado de placenta humana.

Tabla 9. Anticuerpos utilizados para el andlisis por Western blot

Anticuerpo primario Origen Dilucion Referencia Fabricante
PIGF Conejo 1:500 ab9542 Abcam
VEGF-A Conejo 1:500 sc-152 Santa Cruz
VEGF-B Ratén 1:250 MAB751 R&D Systems
VEGF-D Ratoén 1:250 MAB286  R&D Systems
ACTB Ratoén 1:10000 A5441 Sigma
Anticuerpo secundario Conjugado Dilucion Referencia Fabricante
Anti-conejo IgG Peroxidasa 1:5000 sc-2313 Santa Cruz
Anti-raton IgG Peroxidasa 1:5000 A9044 Sigma
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9. Analisis estadistico de los datos

La finalidad que se planteaba en este estudio era analizar y correlacionar los
resultados experimentales obtenidos a partir de la cuantificacion de los niveles
circulantes de los marcadores angiogénicos, asi como de la expresion génica relativa
de los marcadores estudiados en tejido, con las variables clinico-patoldgicas mas
relevantes de los pacientes (sexo, edad, TNM, estadio, histologia, evolucién clinica,

tiempo de progresiéon y tiempo de supervivencia entre otros).

Primero se comprobd mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov que muchas de
las variables no seguian una distribucion normal y por ello, se aplicé al estudio
estadistica de tipo no paramétrica. Se empled por tanto, la prueba de Mann-Whitney
para la comparacion de dos grupos independientes y la prueba de Kruskall Wallis para

la comparacion de mas de dos grupos independientes.

Ademas, se analizaron las correlaciones entre variables a través del Coeficiente de
correlacién de Spearman (no paramétrico) y se utilizaron las Tablas de Contingencia

para analizar las relaciones de dependencia o independencia entre variables

cualitativas de caracter bidimensional, evaludndose con la prueba de x2. Para ello, las
variables continuas, como los niveles de expresién génica, se transformaron en

variables dicotomicas.

La evaluacién de la precision de los parametros en el diagndstico del CPNM se
realiz6 mediante la curva de rendimiento diagndstico (ROC) y el area bajo la curva
(AUC). Las diferencias entre las curvas ROC se calcularon de acuerdo a los métodos
Delong (Delong et al., 1988) y los intervalos de confianza para las AUC de acuerdo con
el método de Hanley y McNeil (Hanley and McNeil, 1982). El valor de corte para la
discriminacion entre los grupos se selecciond usando el indice de Youden (Youden,

1950).

Los analisis de supervivencia se realizaron de acuerdo con el método de Kaplan-
Meier y las diferencias entre los grupos se evaluaron con el estadistico de contraste
log-rango. La supervivencia global (SG) se calculé a partir de la fecha de la cirugia hasta
la fecha de fallecimiento o ultimo seguimiento del paciente; el tiempo hasta la

progresion (TLP) se calculé a partir de la fecha de la cirugia hasta la progresion de la
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enfermedad (evaluada segun criterios RECIST) (Therasse et al.,, 2000) o ultimo
seguimiento. El analisis multivariante para valorar los factores de prondstico
independiente se realizé segun el método de regresion de Cox, incluyéndose todas las

variables que fueron significativas en el analisis univariante.

Para la generaciéon de una firma genética se cred una ecuacidén con tres genes,
otorgando a cada uno de ellos un valor o peso especifico que se asignd en funcién del
Hazard Ratio (HR) para estos genes obtenido a partir de un modelo multivariante de

Cox para el TLP.

Todos los andlisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS 15.0. Se considerd
un valor de p <0.05 como estadisticamente significativo. En el caso de comparaciones
multiples, se aplicé el método de Bonferroni para corregir el nivel de corte en funcién
del numero de contrastes efectuados (kp <0.05, donde k es el nUmero de subgrupos o

contrastes) y mantener asi la probabilidad global de p <0.05 (Bland and Altman, 1995).
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1. Capitulo I. Marcadores solubles

1.1. Andlisis descriptivo de las caracteristicas clinico-patoldgicas de la poblacion

1.1.1. Cohorte A: pacientes con CPNM en estadios avanzados

Se analizaron los niveles circulantes de VEGF-A y sVEGFR-2 en 432 pacientes en estadios
avanzados, procedentes de un estudio multicéntrico coordinado por el Grupo Espafiol de
Cancer de Pulmon (GECP). Las principales caracteristicas de esta cohorte de pacientes se
resumen en la Tabla 10. La edad mediana fue de 59 afios y la mayoria eran varones. El
subtipo histoldgico predominante fue el adenocarcinoma (50.2%), seguido del epidermoide

(30.8%). El 84.3% de los pacientes estaban en estadio IV y la mayoria presentaban un PS=1.

Tabla 10. Caracteristicas demogrdéficas y clinico-patoldgicas de los pacientes. Cohorte en
estadios avanzados.

N %
Total 432 100
Edad (afios)
Mediana 59
Rango 31-80
Sexo
Hombre 361 83.6
Mujer 71 16.4
Histologia
Adenocarcinoma 217 50.2
Epidermoide 133 30.8
Células grandes 66 15.3
Otros 16 3.7
Estadio
1B 68 15.7
v 364 84.3
ECOG-PS
0 107 24.8
1 317 73.4
2 6 1.4
No disponible 2 0.5
Respuesta
Respuesta completa 3 0.7
Respuesta parcial 104 24.1
Enfermedad estable 141 32.6
Progresién de enfermedad 152 35.2
No disponible 32 7.4
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1.1.2. Cohorte B: pacientes con CPNM en estadios iniciales

Se analizaron los niveles circulantes de VEGF-A y sVEGFR-2 en 62 pacientes en
estadios iniciales de los 175 pacientes inicialmente incluidos en el estudio que fueron
intervenidos de reseccidn quirurgica en el Consorcio Hospital General Universitario de
Valencia (CHGUV), ya que no se disponia de muestra sanguinea o ésta no fue suficiente
u 6ptima para el analisis del resto de los pacientes.

Las principales caracteristicas clinico-patoldgicas y demograficas de este grupo de
pacientes se resumen en la Tabla 11. La edad mediana de los pacientes fue de 61.5
afos, el 90.3% eran varones y el subtipo histologico predominante fue el epidermoide.
El 50 % de los pacientes estaban en estadio | de enfermedad, la mayoria (71%)
presentaban un PS =0 y solamente 2 pacientes (3.2%) eran no fumadores. Con
respecto al tratamiento postoperatorio, un 59.7% no recibieron ningin tratamiento
adyuvante, un 22.6% recibié quimioterapia postoperatoria (basada en dobletes de
platino y sin ninguna terapia bioldgica adicional) y un 17.7% recibieron una

combinacién de quimio/radioterapia.

Las mutaciones de EGFR fueron analizadas en 29 de estos 62 pacientes (48%), entre
los cuales se detectaron 2 pacientes con la mutacidn (uno presentaba la mutacién en
el exdn 21 y el otro en el exdn 20). Los pacientes mutados eran un hombre y una
mujer, los dos pertenecian al grupo de edad <65 afos y presentaban histologia
adenocarcinoma. Uno de ellos era exfumador y el otro no fumador. Por tanto, ambos
pacientes tenian caracteristicas que se correspondian con las mas frecuentemente
descritas asociadas a la mutacion de EGFR, ya que presentaban histologia

adenocarcinoma y no eran fumadores activos (Rosell et al., 2009).

84



Resultados y desarrollo argumental: Capitulo I. Marcadores solubles

Tabla 11. Caracteristicas demograficas y clinico-patoldgicas de los pacientes. Cohorte en

estadios iniciales.

N %
Total 62 100
Edad (afios)
Mediana 61.5
Rango 37-85
Sexo
Hombre 56 90.3
Mujer 6 9.7
Histologia
Adenocarcinoma 21 33.9
Epidermoide 30 48.4
Células grandes 2 3.2
Otros 9 145
Estadio
| 31 50
Il 17 27.4
1A 14 22.6
ECOG-PS
0 44 71.0
16 25.8
2 3.2
EGFR
Nativo 27 43.6
Mutado 2 3.2
No disponible 33 53.2
Tabaquismo
No fumador 2 3.2
Exfumador 23 371
Fumador activo 37 59.7
Tratamiento postoperatorio
No 37 59.7
Quimioterapia 14 22.6
Quimioterapia/Radioterapia 11 17.7

1.1.3. Grupo control

Se analizaron los niveles circulantes de VEGF-A y sVEGFR-2 en 89 voluntarios sanos
gue aceptaron donar sus muestras para investigaciéon. En el grupo control la edad
mediana fue de 57.2 afios (32-88) y el 77% eran varones. Una posible limitacion del
estudio, seria la falta de datos clinicos del grupo control, como la exposicién

profesional, el habito tabaquico o la funciéon pulmonar.
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1.2. Niveles plasmaticos de VEGF-A y sVEGFR-2

La evaluacion de marcadores angiogénicos en sangre periférica presenta
potencialmente una serie de ventajas frente a la evaluacién en el tejido tumoral de los
pacientes, dado que permite acceder a material biolégico de manera minimamente
invasiva, monitorizar a los pacientes a lo largo del curso de la enfermedad vy, sobre
todo, permite evaluar a todos los individuos, dispongan o no de espécimen quirdrgico
o biopsia. Esta ventaja es altamente importante para los pacientes diagnosticados de
CPNM avanzado, ya que al no someterse a intervencion quirurgica, la disponibilidad de
tejido en estos casos es muy limitada (Hanash et al., 2011). Ademas, la evaluacion de
marcadores angiogénicos circulantes presenta algunas ventajas mas, como el bajo
coste en comparacion con otras metodologias, el menor tiempo invertido en el
desarrollo analitico, la facil reproducibilidad y que permite evaluar la actividad

angiogénica pre-operatoria y las evaluaciones sucesivas si fueran requeridas.

Kondo y colaboradores fueron los primeros en reconocer el potencial de VEGF
medido en suero como marcador diagndstico en pacientes con cancer (Kondo et al.,
1994). Los marcadores angiogénicos circulantes son facilmente evaluables v,
tedricamente, pueden reflejar la actividad angiogénica del tumor. Los niveles proteicos
de VEGF-A o VEGFRs circulantes se han relacionado con la carga tumoral en diversos
tipos de cancer (Bocci et al., 2004;Brattstrom et al., 2002;Ding et al., 2005;Dunst et al.,
2001;Ebos et al., 2008;Imoto et al., 1998;Karayiannakis et al., 2002), lo cual parece
indicar que la medicién de los cambios en las concentraciones de estos marcadores
angiogénicos en sangre podria ayudar en el diagnostico, estadificacidon, seguimiento,
prediccidén de la respuesta al tratamiento y prondstico del cancer. Pero es importante
también tener en cuenta que el estroma asociado al tumor, asi como otros tejidos no
tumorales contribuyen también a incrementar los niveles de VEGF en el cuerpo.

(Ferrara, 2004a;Kut et al., 2007).

El objetivo del diagndstico precoz del cancer de pulmdén es la deteccion de
biomarcadores moleculares en muestras bioldgicas no invasivas antes de que los sintomas
aparezcan. Multiples factores como VEGF-A, VEGF-C, sVEGFR-2, FGF, endostatina, ICAM-1,

CEA o CYFRA han sido investigados en sangre en diversos tumores como posibles
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biomarcadores diagndsticos durante la Ultima década (Aguayo et al., 2002;Mysliwiec et al.,

2009;Qijan et al., 2011;Suzuki et al., 2002;Tamura and Ohta, 2003;Tamura et al., 2002).

En relacién a la utilidad diagnostica de los marcadores angiogénicos, en este estudio
hemos analizado los niveles plasmaticos de VEGF-A y sVEGFR-2 en pacientes con CPNM
en estadios iniciales y en estadios avanzados, en comparacion con individuos sanos. Los
resultados de este analisis pusieron de manifiesto que los niveles de sVEGFR-2 se
encontraban mas elevados en pacientes con CPNM en estadios avanzados que en los
casos controles (p<0.0001); no encontrandose, sin embargo, diferencias entre los niveles
cuantificados en pacientes en estadios iniciales y controles (Tabla 12). Diferentes estudios
han detectado el sVEGFR-2 en el plasma y suero de pacientes con cancer (Al-Moundhri et
al., 2008;Dror et al., 2009;Gora-Tybor et al., 2005;Hanrahan et al., 2010;Jain et al.,
2009;Kemik et al., 2010;Mysliwiec et al., 2009;Nikolinakos et al.,, 2010;Tas et al.,
2006;Ustuner et al., 2008;Young et al., 2012), sin embargo, pocos son los que han
evaluado su utilidad como biomarcador diagnostico. La mayoria de ellos han reportado
resultados no significativos para diferenciar pacientes con cancer de controles sanos (Al-
Moundhri et al., 2008;Kemik et al., 2010;Mysliwiec et al., 2009;Tas et al., 2006). Mientras
gue Gora-Tybor y colaboradores si que informaron de mayores niveles séricos de sVEGFR-
2 en los pacientes en estadios avanzados con leucémia linfatica crénica que en los
pacientes en estadios iniciales o los casos controles (Gora-Tybor et al., 2005) y Ustuner y
colaboradores encontraron también mayores niveles de sVEGFR-2 en suero de pacientes

con CMP que en controles (Ustuner et al., 2008).

En cuanto a los niveles de VEGF-A, nuestros resultados mostraron que los pacientes con
CPNM en estadios avanzados, asi como los pacientes con CPNM en estadios iniciales,
presentaban un incremento significativo de las concentraciones de sVEGF-A en
comparacion con los casos controles estudiados (p<0.0001 y p=0.027, respectivamente)
(Tabla 12). Cabe destacar, que los niveles de VEGF-A fueron superiores en pacientes en
estadios avanzados que en pacientes en estadios iniciales, lo cual sugiere que los niveles
de VEGF-A aumentan a medida que avanza la enfermedad. Estas observaciones estarian
de acuerdo con informes previos en distintos tipos de cancer y también en CPNM (Al-

Moundhri et al., 2008;Gora-Tybor et al., 2005;Imoto et al., 1998;Kaya et al., 2004;Kemik et
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al., 2010;Laack et al.,, 2002;Qian et al., 2011;Takigawa et al., 1998;Tamura and Ohta,
2003;Tamura et al., 2001;Tas et al., 2006;Trape et al., 2003;Ustuner et al., 2008).

Tabla 12. Niveles plasmaticos de VEGF-A y sVEGFR-2 en pacientes con CPNM vy controles
sanos.

VEGF-A (pg/ml) SVEGFR-2 (pg/ml)
Controles sanos 12.4 (0.5-314.7) 6796 (3483-11283)
CPNM estadios iniciales (cohorte B) 25.4 (0.5-211.8) 6703 (3923-10751)
CPNM estadios avanzados (cohorte A) 69.7 (0.8-664.7) 8047 (2901-17761)
*p controles vs. cohorte B 0.027%* 0.880
*p controles vs. cohorte A <0.0001* <0.0001*

*Prueba de Mann-Whitney; *p<0.05

Encontramos una correlacién positiva entre los niveles circulantes de VEGF-A vy
SsVEGFR-2 (p=0.003; coeficiente de correlacion = 0.136) en los pacientes con estadios
avanzados; mientras que la correlacion no fue significativa (p=0.642; coeficiente de
correlacién = 0.060) para los pacientes en estadios iniciales. Estas diferencias podrian
deberse al menor nimero de pacientes analizados en estadios iniciales (n=62) frente a
estadios avanzados (n=432), ya que otros estudios también han encontrado
correlacién positiva entre estos dos factores (Gora-Tybor et al.,, 2005;Tas et al.,

2006;Ustuner et al., 2008).

La evaluacion de la precision de VEGF-A y sVEGFR-2 circulantes en el diagndstico del
CPNM se realizé mediante las curvas ROC (Figura 10). Estas curvas representan la
relacidn entre sensibilidad y especificidad de cada marcador. El indicador utilizado para
evaluar la probabilidad de que el marcador sea capaz de distinguir correctamente
entre los grupos de controles y pacientes es el Area bajo la curva ROC (AUC). Para la
discriminacion entre controles e individuos con CPNM en estadios iniciales, la curva
ROC para VEGF-A presenté una AUC de 0.609 (95% IC, 0.513-0.705). Por otra parte, las
AUC para discriminacion entre controles e individuos con CPNM en estadios avanzados
fueron 0.862 (95% IC, 0.814-0.911) para VEGF-A y 0.666 (95% IC, 0.612-0.720) para
sVEGFR-2, encontrandose que las diferencias entre ambas curvas eran significativas
(p<0.0001, prueba de x?) y siendo por tanto VEGF-A, el biomarcador mas adecuado

para discriminar entre los dos grupos.
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Figura 10. Representaciéon de las curvas ROC. (A) Curva ROC para la discriminacién entre
controles y pacientes con CPNM en estadios iniciales con VEGF-A; (B) Curvas ROC para la discriminacidn
entre controles y pacientes con CPNM en estadios avanzados con VEGF-A y sVEGFR-2.

A partir de las coordenadas de las curvas ROC, se calculd el indice de Youden
(sensibilidad + especificidad) en cada caso y se escogié como valor de corte para el
diagndstico de CPNM el punto en el que la sensibilidad y la especificidad daban un

valor maximo para cada marcador (Tabla 13).

Tabla 13. Puntos de corte con mayor sensibilidad y especificidad escogidos para la el
diagndstico de pacientes con CPNM.

CPNM resecable CPNM avanzado
VEGF-A VEGF-A sVEGFR-2
Punto de corte (pg/ml) 24.2 37.5 7718
Sensibilidad (%) 51.6 74.5 55.7
Especificidad (%) 71.4 85.7 75.3

Segun nuestros datos, VEGF-A permite la discriminacion entre individuos sanos y
pacientes en estadios iniciales a partir de un valor de corte de 24.2 pg/ml, con una
sensibilidad y especificidad de 51.6% y 71.4%, respectivamente. La discriminacion
entre pacientes en estadios avanzados y casos controles resultd ser mas adecuada
también con VEGF-A (valor de corte = 37.5 pg / ml, sensibilidad = 74.5% y especificidad
= 85.7%) que con sVEGFR-2 (valor de corte = 7718 pg / ml, sensibilidad = 55.7% y
especificidad = 75.3%) (Jantus-Lewintre et al., 2011). Si bien, una posible limitacién en

la interpretacion de VEGF-A como biomarcador diagndstico, que deberia ser
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considerada en este estudio, es la falta de datos clinicos del grupo control (como la
exposicion profesional, el habito tabaquico o la funcién pulmonar), que en algunos

casos podrian sesgar los resultados.

Otros estudios que han evaluado la utilidad de VEGF-A como biomarcador diagndstico
en CPNM, sin embargo reportan diferencias en la sensibilidad y especificidad y en los
valores de corte para la discriminacién entre pacientes y controles (Chakra et al.,
2008;Qian et al., 2011;Trape et al., 2003). Las discrepancias de los trabajos previos en
relaciéon con el valor diagndstico de los biomarcadores analizados, podrian deberse en
parte a las diferencias en el nimero de casos estudiados, la heterogeneidad de algunas
cohortes y sobre todo a las discordancias en la matriz utilizada para los analisis. En este
sentido, existen importantes contradicciones entre los informes publicados en relacién al
método de recogida de muestras, el procesamiento, la manipulacién de los datos y su
interpretacion y existe controversia en relacién a qué matriz (suero, plasma o sangre total)
puede proveer el mejor reflejo de la situacion en el tumor (Hormbrey et al.,
2002;Jelkmann, 2001). Diversos estudios han demostrado que VEGF puede ser liberado en
cantidades importantes de plaquetas y leucocitos durante la toma y posterior
manipulacidon de la muestra sanguinea. Es por ello que los mayores niveles de VEGF
encontrados en suero en comparacion con el plasma se han atribuido a la liberacion de
VEGF de plaquetas y leucocitos en la coagulacion. De acuerdo con esto, los niveles de
VEGF en suero pueden reflejar el recuento de plaquetas en sangre en lugar de la
produccion de VEGF en los tejidos periféricos (Banks et al., 1998;Verheul et al.,
1997;Webb et al., 1998). Ademas, se ha demostrado que los niveles de VEGF y VEGFRs
aumentan con la duracion y temperatura de la coagulacion y esto es dificil de estandarizar
(Jelkmann, 2001;Webb et al., 1998). Por tanto, ya que las muestras de suero no son
representativas de las condiciones in vivo y es casi imposible llevar a cabo comparaciones
entre laboratorios de los datos de VEGF en suero, debido principalmente a que los
procedimientos de manipulacién de la sangre no estan normalizados con respecto a la
coagulacion, duracion y temperatura, la recomendacion general es usar plasma para un
ensayo mas preciso. Por todo ello, en el presente estudio, a diferencia de la mayoria de
estudios previos, seleccionamos el plasma EDTA como la matriz mas adecuada para el

analisis de VEGF-A y sVEGFR-2.
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Otro aspecto a tener en cuenta, es la sensibilidad del método de deteccidon
empleado para la cuantificacion de los marcadores solubles. Recientemente se han
incorporado como nuevos métodos de deteccion los ELISAS ultrasensibles,
denominados como ensayos de segunda generacidon. Estos ensayos ultrasensibles
detectan preferentemente las isoformas de VEGF-A cortas, las cuales son mas
bioactivas, en comparacion con los ELISAS de primera generacion, que presentan igual
sensibilidad para las isoformas cortas y largas (Jayson et al., 2011;Miles et al.,
2010;Shah et al., 2011;Van Cutsem et al., 2011). Esta mejora en la deteccién podria ser
de gran importancia, ya que el aumento en la sensibilidad nos permitiria distinguir con
mayor exactitud los valores en concentraciones bajas, un aspecto de crucial
importancia para la discriminacion entre controles sanos y pacientes en estadios

iniciales, y por tanto para diagnosticar la enfermedad en una etapa precoz.
1.3. Correlacion con las caracteristicas clinico-patolagicas

El andlisis de la relacion entre las caracteristicas clinico-patoldgicas y los niveles
plasmaticos de VEGF-A y sVEGFR-2 es necesario a la hora de establecer perfiles
asociados a distintos comportamientos de la enfermedad. Dado que las variables no
seguian una distribucion normal, estos andlisis se realizaron mediante pruebas no
paramétricas (Prueba de Mann-Whitney o Prueba de Kruskall-Wallis) y con Tablas de

Contingencia (estadistico §?).
1.3.1. Cohorte A: pacientes con CPNM en estadios avanzados

No se encontraron asociaciones significativas entre los niveles plasmaticos de VEGF-
A y sVEGFR-2 y caracteristicas clinicas tales como, ECOG-PS (p=0.312 y p=0.177,
respectivamente), sexo (p=0.106 y p=0.519, respectivamente), estadio (p=0.115 vy
p=0.108, respectivamente), histologia (p=0.307 y p=0.466, respectivamente), nimero
de localizaciones metastasicas (p=0.079 y p=0.681, respectivamente) y respuesta al
tratamiento (p=0.655 y p=0.079, respectivamente). En la evaluacién de la respuesta, se
encontraron 107 pacientes (24.8%) con respuestas clinicas, completa (RC) o parcial
(PR) y 293 pacientes (67.8%) que presentaron enfermedad estable (EE) o en progresién

(EP) (ver Tabla 10). Se observé que el conjunto de pacientes con EE o EP tenian
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menores niveles de sVEGFR-2 que los pacientes con RC o RP, aunque las diferencias no

llegaron a ser significativas (p=0.079).

En relacidn a la edad de los pacientes, se encontrd que los pacientes mayores de 60
afios tenian menores niveles de sVEGFR-2 (p<0.0001) (Figura 11), mientras que no se
encontraron diferencias entre los niveles de VEGFA y la edad (p=0.811). La relacién de
SsVEGFR-2 y la edad de los pacientes con CPNM no habia sido descrita con anterioridad

en la literatura.

Figura 11. Relacidn de los niveles circulantes de

. sVEGFR-2 con la edad de los pacientes. Cohorte

" en estadios avanzados. Las barras de error
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1.3.2. Cohorte B: pacientes con CPNM en estadios iniciales

El analisis en funcidn de las caracteristicas clinico-patoldgicas reveld que no habia
relaciones significativas entre los niveles plasmaticos de VEGF-A y sVEGFR-2 con
caracteristicas clinicas tales como, ECOG-PS (p=0.226 y p=0.972, respectivamente),
sexo (p=0.617 vy p=0.898, respectivamente), estadio (p=0.838 y p=0.145,
respectivamente), histologia (p=0.232 y p=0.343, respectivamente), tamafio del tumor
(p=0.479 y p=0.231, respectivamente), afectacion de nddulos linfaticos (p=0.226 y
p=0.093, respectivamente), grado de diferenciaciéon (p=0.253 vy p=0.097,

respectivamente) y habito tabaquico (p=0.152, p=0.525, respectivamente).

Por otra parte, se encontrd una relacién significativa entre la edad avanzada de los
pacientes y los niveles plasmaticos de sVEGFR-2 mas bajos (p=0.006) (Figura 12); no
encontrandose diferencias para VEGF-A y la edad (p=0.264). Por tanto, en
concordancia con lo descrito en el subapartado anterior, esta relacion inversa
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existente entre la edad y los niveles de sVEGFR-2 se presenta en pacientes con CPNM

en estadios avanzados y también en los estadios iniciales.

Figura 12. Relacién de los niveles circulantes
2500 de SVEGFR-2 con la edad de los pacientes.
Cohorte en estadios iniciales. Las barras de
000 error representan media £ 95% IC.
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1.4. Anadlisis del valor pronaéstico de los niveles circulantes de VEGF-A

y sVEGFR-2

1.4.1. Cohorte A: pacientes con CPNM en estadios avanzados

En la cohorte de pacientes con CPNM en estadios avanzados la mediana de
seguimiento fue de 9.7 meses (0.5-45.4). De los 432 pacientes incluidos, 393 (91%)
progresaron y 356 (82.4%) fallecieron. Las medianas de TLP y SG para la poblacién total

fueron de 5.6 meses y 10 meses, respectivamente.

El analisis de la influencia de los niveles circulantes de VEGF-A y sVEGFR-2 en el TLP
y la SG se realiz6 mediante el método Kaplan-Meier empleando el estadistico log-
rango. Para ello, las variables continuas se dicotomizaron en grupos de niveles altos y
bajos, utilizando como valor de corte el percentil 75, siendo para VEGF-A de 140.7

pg/ml y para sVEGFR-2 de 9936 pg/ml .

Los analisis de supervivencia revelaron que no existia una asociacién significativa
entre el TLP y la SG con los niveles de VEGF-A, aunque se observd una tendencia a un
TLP (p=0.162) y una SG (p=0.059) mas cortos con niveles altos de VEGF-A pre-
tratamiento (Figura 13, Tabla 14). Cuando se realizaron andlisis de supervivencia por

subgrupos de pacientes, se encontré ademas que el subgrupo de histologia
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adenocarcinoma presentaban diferencias significativas en TLP (p=0.040) (Figura 14)

(Jantus-Lewintre et al., 2011).
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Figura 13. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para los niveles plasmaticos de VEGF-A.
Cohorte de estadios avanzados. La linea azul representa los casos con niveles de VEGF-A bajos,
mientras que la linea verde representa los casos con niveles de VEGF-A altos.

Figura 14. Grafico de Kaplan-Meier de TLP
para los niveles plasmaticos de VEGF-A en
pacientes con histologia adenocarcinoma. La
linea azul representa los casos con niveles de VEGF-
A bajos, mientras que la linea verde representa los
casos con niveles de VEGF-A altos.
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Un numero considerable de trabajos han estudiado en los ultimos afos la relacidn
de VEGF-A con el prondstico en CPNM (revisado por Bremnes) (Bremnes et al., 2006).
Algunos estudios reportan evidencias de que existe una correlacién entre los niveles
de VEGF-A y la evolucién de la enfermedad, asi como una asociacion inversa con el
prondstico (Brattstrom et al., 2002;Brattstrom et al., 2004;Kaya et al., 2004;Laack et

al., 2002). En cuanto al valor predictivo de respuesta, los niveles basales bajos de
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VEGF-A circulante se asociaron con un mejor prondstico en supervivencia libre de
progresién en pacientes con CPNM tratados con terapias anti-angiogénicas (Hanrahan
et al., 2009). Sin embargo, otros estudios no han aportado pruebas concluyentes
acerca de la fiabilidad de estas correlaciones al no encontrar diferencias significativas
(Chakra et al., 2008;Choi et al., 2001;Park and Lee, 2003;Suzuki et al., 2002;Trape et
al., 2003). Los contradictorios resultados de los trabajos previos en relacién con el
valor prondstico o predictivo de los biomarcadores analizados, pueden ser explicados
en parte por el pequeino tamafio de algunas cohortes, la heterogeneidad de las
poblaciones de pacientes y las discrepancias en la seleccion de la matriz utilizada para

la evaluacion de los biomarcadores circulantes.

En el caso de sVEGFR-2, los andlisis de supervivencia mostraron que habia una
tendencia a menores TLP en los pacientes con niveles mas bajos (p=0.131) (Figura 15,
Tabla 14). Ademas los andlisis restringidos al subgrupo de pacientes en estadio lll,
mostraron diferencias significativas en TLP (p=0.003) y SG (p=0.028) (Figura 16)
(Jantus-Lewintre et al.,, 2011). Estas observaciones podrian explicarse, tal y como
apoyan diversos estudios, por el papel que podria desempefiar sVEGFR-2 como un
potente inhibidor selectivo de la angiogénesis mediada por VEGF (Kou et al.,
2004;Kuhnert et al., 2008). Segun esto, cuando sVEGFR-2 se presenta en niveles
elevados, podria captar VEGF-A, de manera que quedaria menos VEGF-A libre para
unirse a su receptor en la membrana de las células endoteliales. Contrariamente, si
SsVEGFR-2 esta en niveles bajos, quedaria mas VEGF-A libre en circulacion para ejercer
su efecto angiogénico. Por otro lado, otros estudios indican que sVEGFR-2 también
puede actuar como un estimulador de la maduracion de los vasos a través del
reclutamiento de células murales (Lorquet et al., 2010) y como un inhibidor selectivo

endogeno del crecimiento de los vasos linfaticos (Albuquerque et al., 2009).
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Figura 15. Grafico de Kaplan-Meier de TLP para
los niveles plasmaticos de sVEGFR-2. Cohorte
de estadios avanzados. La linea azul representa
los casos con niveles de sVEGFR-2 bajos, mientras
que la linea verde representa los casos con niveles
de sVEGFR-2 altos.
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Figura 16. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para los niveles plasmaticos de sVEGFR-2
en el grupo de pacientes en estadio Ill. La linea azul representa los casos con niveles de sVEGFR-2
bajos, mientras que la linea verde representa los casos con niveles de sVEGFR-2 altos.

En vista de estos resultados observados, decidimos abordar la combinaciéon de los

niveles circulantes de VEGF-A y sVEGFR-2. De este modo, encontramos que los

pacientes que pertenecian al subgrupo caracterizado por la combinaciéon de niveles

elevados de VEGF-A (> percentil 75) con niveles bajos de sVEGFR-2 (< percentil 75)

presentaban un peor prondstico en TLP (4.4 meses vs. 5.8 meses, respectivamente;

p=0.007) y SG (7.5 meses vs. 10.4 meses, respectivamente; p=0.002) al comparar con

las otras posibles combinaciones de estos dos mediadores angiogénicos (Figura 17,

Tabla 14) (Jantus-Lewintre et al., 2011).
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Figura 17. Gréficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la combinacién de niveles plasmaticos
de VEGF-A y de sVEGFR-2. Cohorte de estadios avanzados. La linea verde representa los casos con
niveles de VEGF-A altos y sSVEGFR-2 bajos, mientras que la linea azul representa el resto de los casos.

Tabla 14. Andlisis de supervivencia de variables clinico-patolégicas y marcadores
angiogénicos. Cohorte en estadios avanzados. Anilisis univariante por método de Kaplan-Meier
(estadistico log-rango).

TLP SG
VARIABLES Med.i'ana de B IVI'ediar}a de B
progresion (meses) supervivencia (meses)
Edad (afios)
<60 5.3 0.117 9.6 0.363
>60 5.9 10.8
Sexo
Hombre 6.7 0.009* 9.6 0.018*
Mujer 5.3 13.5
ECOG-PS
0 6.6 0.016* 13.1 0.001%*
1/2 5.3 9.2
Histologia
Epidermoide 5.6 10.9
Adenocarcinoma 5.6 0.358 9.9 0.563
Otros 5.8 9.2
Estadio
1B 5.5 0.333 10.2 0.912
v 5.6 9.9
VEGF-A
Bajo 5.6 0.162 10.3 0.059
Alto 5.3 8.6
sVEGFR-2
Bajo 5.4 0.131 9.8 0.218
Alto 6.3 10.9
VEGF-A/sVEGFR-2
MVEGF-A/J sVEGFR-2 4.4 0.007** 7.5 0.002%**
Otros 5.8 10.4

*p<0.05; **kp<0.05; TLP, tiempo libre de progresion; SG, supervivencia global; T, Alta expresidn; |/, Baja
expresion
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Finalmente se realizé el analisis multivariante segin el modelo de regresion de Cox,
que revela cudles de las variables analizadas son de prondstico independiente. Para
ello, previamente, se analizaron también todas las variables clinico-patoldgicas que
pudieran estar relacionadas con el desarrollo de la enfermedad mediante el método
de Kaplan-Meier o el analisis univariante de Cox. En el analisis de Cox se incluyeron
todas las variables que fueron significativas en para el analisis univariante (ver Tabla
14): sexo, ECOG-PS y la variable combinada de VEGF-A y sVEGFR-2. El analisis reveld
gue para el TLP, las variables de prondstico independiente en esta poblacién eran la
variable combinada de VEGF-A y sVEGFR-2 y el sexo. En cuanto a la SG, los marcadores
de prondstico independiente resultaron ser la combinacién de VEGF-A y sVEGFR-2, el

ECOG-PS y el sexo (Tabla 15).

Tabla 15. Analisis multivariante de Cox para TLP y SG. Cohorte en estadios avanzados.

TLP SG

VARIABLES HR 95% IC p HR 95% IC p
ECOG-PS

0 1.00

1/2 0.135 1.44 1.11-1.87 0.006*
Sexo

Mujer 1.00 1.00

Hombre 1.43 1.07-1.90 0.014+ 1.45 1.07-1.98 0.017+
VEGF-A/sVEGFR-2

Otros 1.00 1.00

MNVEGF-A/J sVEGFR- 1.44 1.09-1.88 0.009** 1.49 1.12-1.97 0.006**

2

*p<0.05; **kp<0.05; TLP, tiempo libre de progresion; SG, supervivencia global; 1, Alta expresion; |/, Baja
expresién; HR: hazard ratio; 1C: intervalo de confianza.

La comparacién de las caracteristicas clinico-patolégicas del subgrupo de pacientes
de mal prondstico (altos niveles de VEGF-A y bajos niveles de sVEGFR-2 en plasma) con
el grupo de pacientes de buen prondstico (otras posibles combinaciones de ambas
variables) mostré que no habia diferencias significativas en el rango de edad ni en las
frecuencias de los tipos histoldgicos, estadios, ECOG-PS, sexo y respuesta al
tratamiento de ambos subgrupos, sugiriendo que las diferencias encontradas en TLP y

SG se debian a los diferentes niveles de VEGF-A y sVEGFR-2 (Tabla 16).
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Tabla 16. Caracteristicas de los pacientes en funcién de los niveles solubles de VEGF-A y

SVEGFR-2.
Alto VEGF-Ay
bajo sVEGFR-2 Otros p?
Caracteristicas de los pacientes No. % No. %

Total 71 100 317 100
Edad

Mediana 59.9 59.7

Rango 33.9-78 30.7-79.2 0.93
Sexo

Hombre 62 87.3 261 82.3

Mujer 9 12.7 56 17.7 0.38
Histology

Adenocarcinoma 34 47.9 161 50.8

Epidermoide 23 324 101 31.9

Células grandes 12 16.9 45 14.2

Otros 2 2.8 10 3.2 0.94
Estadio

1B 14 19.7 49 15.5

v 57 80.3 268 84.5 0.38
ECOG-PS

0 12 16.9 84 26.5

1 58 81.7 230 72.6

2 0 0 2 0.6

No disponible 1 1.4 1 0.3 0.19
Respuesta

Respuesta

completa 0 0 3 1

Respuesta parcial 14 19.7 77 24.3

Enfermedad

estable 18 25.3 110 34.7

Progresién de

enfermedad 31 43.7 105 331

No disponible 8 11.3 22 6.9 0.20

®p calculada mediante la prueba de Mann Whitney en el caso de la edad y mediante la prueba de )(2
en el caso de las otras variables no continuas.

Por tanto, el elevado numero de pacientes incluidos en esta cohorte (432) centrada
solo en los estadios avanzados, nos permitié estudiar mayor nimero de casos que la
mayoria de estudios previos. En el analisis del valor prondstico de VEGF-A y sVEGFR-2
no se observaron diferencias significativas, aunque si encontramos claras tendencias a
menores TLP y SG en los pacientes del grupo con altos niveles plasmaticos de VEGF-A,
asi como, la misma tendencia en TLP para los pacientes del grupo de niveles bajos de

sVEGFR-2. Interesantemente, se encontraron mayores asociaciones entre el prondstico
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y los niveles de estos factores angiogénicos cuando se analizaron grupos de pacientes
mas homogéneos, como el grupo de adenocarcinomas con VEGF-A y el grupo de
estadios Il con sVEGFR-2. Asi pues, parece que los marcadores individualmente
podrian ser mas Utiles y significativos para ciertas histologias o ciertos estadios
tumorales como se muestra en este estudio. Sin embargo, cuando los marcadores son
considerados en combinacién proporcionan un perfil o modelo mas completo,
mejorando significativamente su valor prondstico. Esto se ha observado previamente
en otros tipos de cédncer como en hepatocarcinomas (usando sVEGFR-1 y PIGF)
(Nagaoka et al., 2010) y en cancer de pancreas (usando sVEGFR-1 y VEGF) (Chang et
al., 2008). De acuerdo con nuestros datos, hemos identificado un subgrupo de
pacientes con CPNM que presentan un perfil mas angiogénico (definido por la
combinacion de alto VEGF-A y bajo sVEGFR-2) y que parece exhibir un
comportamiento mas agresivo de la enfermedad. Esta variable combinada ademas ha
resultado ser un factor de prondstico independiente para TLP y SG en el analisis

multivariado (Jantus-Lewintre et al., 2011).

1.4.2. Cohorte B: pacientes con CPNM en estadios iniciales

En la cohorte de pacientes con CPNM en estadios iniciales la mediana de seguimiento
fue de 32 meses (3.9-80.6), 37 pacientes (59.7%) progresaron y 34 de los 62 pacientes
analizados (54.8%) fallecieron. Las medianas de TLP y SG para la poblacién fueron de 29.2

meses y 37.5 meses, respectivamente.

El andlisis de la influencia de los niveles circulantes de VEGF-A y sVEGFR-2 en el TLP y la
SG se realizd mediante el método Kaplan-Meier empleando el estadistico log-rango. Para
ello, las variables continuas se dicotomizaron en grupos de niveles altos y bajos, utilizando
como valor de corte la mediana de cada marcador (25.39 pg/ml para VEGF-A y 6703 pg/ml
para sVEGFR-2).

En este caso, los analisis de supervivencia no mostraron ninguna asociacion significativa
entre TLP y SG con los niveles de VEGF-A circulante (Tabla 17). Tampoco los analisis
limitados a subgrupos por estadio o histologia mostraron ninguna asociacion con el
prondstico. Esta diferencia con los analisis del subapartado anterior puede deberse a que

en los pacientes en estadios iniciales la carga tumoral es menor, y por consiguiente,
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presentan menores niveles circulantes de los marcadores que los pacientes en
enfermedad avanzada, como demuestran los menores niveles de VEGF-A detectados en
plasma. Asi pues, el empleo de métodos ultrasensibles, como los ELISAS de segunda
generacién, podria mejorar la sensibilidad de deteccién en los rangos de concentraciones
mas bajas, en los que se encuentran los pacientes en estadios iniciales. También
deberiamos considerar que en los estadios tempranos de CPNM pudiera haber otros
factores, independientemente de la angiogénesis, que intervinieran en mayor medida en
el prondstico de los pacientes. Otro factor importante a tener en cuenta, es el menor
numero de casos de esta cohorte de pacientes, lo que podria afectar a que no se

encuentren diferencias.

Por otro lado para sVEGFR-2, los analisis de supervivencia revelaron que los pacientes
con niveles bajos de este marcador en circulacion presentaban un menor TLP (p=0.126) y
una menor SG (p=0.006) (Figura 18, Tabla 17). Ademas, cuando se realizaron los analisis de
supervivencia por subgrupos de pacientes, se encontré que el subgrupo de histologia
epidermoide presentaba diferencias mas significativas en TLP (p=0.009) y SG (p=0.005)
(Figura 19). Esta asociacion de sVEGFR-2 con el prondstico esta en concordancia con la
descrita en el subapartado anterior para los pacientes en estadios avanzados, y de nuevo
vendria a reforzar la hipétesis de que sVEGFR-2 podria actuar en circulacién captando
VEGF-A, de modo que se comportaria como un inhibidor selectivo de la angiogénesis

mediada por VEGF-A (Kou et al., 2004;Kuhnert et al., 2008).
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Figura 18. Gréficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para sVEGFR-2. Cohorte de estadios
iniciales. La linea azul representa los casos con niveles de bajos de sVEGFR-2, mientras que la linea
verde representa los casos con niveles altos de sVEGFR-2.
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Figura 19. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para sVEGFR-2 en pacientes con histologia
epidermoide. Cohorte de estadios iniciales. La linea azul representa los casos con niveles de bajos
de sVEGFR-2, mientras que la linea verde representa los casos con niveles altos de sVEGFR-2.

A continuacion se realizd también el andlisis para la combinacién de los niveles
circulantes de VEGF-A y sVEGFR-2. El analisis mostrd que los pacientes que pertenecian
al subgrupo caracterizado por la combinacién de niveles elevados de VEGF-A ¢
mediana) con niveles bajos de sVEGFR-2 (< mediana) presentaban una tendencia a un
peor prondstico en TLP y SG, pero en este caso, las diferencias no fueron significativas
(p=0.488 y p=0.150, respectivamente) (Tabla 17). A diferencia de los resultados
obtenidos en la otra cohorte de estadios avanzados, en este caso no pudimos
demostrar la asociacion de esta variable con el prondstico de los pacientes ya que las
diferencias no alcanzaron la significacidn estadistica. Sin embargo, cabe remarcar, que
la tendencia observada en este analisis era la misma, pues los pacientes que
combinaban niveles mas elevados de VEGF-A y niveles mas bajos de sVEGFR-2 fueron

los que mostraron un prondstico en TLP y SG mas desfavorable.

En el andlisis univariante por el método de Kaplan-Meier para las variables clinico-

patoldgicas, ninguna de las variables resultod ser significativa (Tabla 17).
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Tabla 17. Andlisis de supervivencia de variables clinico-patolégicas y marcadores
angiogénicos. Cohorte en estadios iniciales. Analisis univariante (Kaplan-Meier, estadistico Log-rango).

TLP SG
VARIABLES Mec:!llama de IVI.edlar}a de B
progresion (meses) supervivencia (meses)
Edad (afios)
<65 44.3 0.157 49.7 0.220
>65 18.2 26.7
Sexo
Hombre 26.2 0.284 29.9 0.296
Mujer NA NA
ECOG-PS
0 44.3 0.150 49.7 0.086
1/2 17.5 23.9
Histologia
Epidermoide 44.3 49.7
Adenocarcinoma 29.2 0.239 37.5 0.486
Otros 8.6 18.5
Estadio
| 29.2 29.9
I 213 0.837 4.9 0.998
1A 7.3 17.2
Tamaiio tumoral °
<3.5cm 40.5 0.303 43.6 0.574
>3.5cm 19.2 37.5
Afectacion de nodulos linfaticos
No 435 0.447 49.7 0.355
Si 16.3 29.8
Grado de diferenciacion
Bien diferenciado NA NA
Moderado 26.2 0.591 37.5 0.347
Poco diferenciado 17.8 49.7
EGFR
Nativo 18.2 0.595 23.9 0.438
Mutado 16.3 429
Tabaquismo
No fumador NA NA
Exfumador 20 0.239 23 0.340
Fumador activo 28 40
VEGF-A
Bajo 22.1 0.722 29.9 0.545
Alto 42.6 44.3
sVEGFR-2
Bajo 17.8 0.126 23 0.006
Alto 45.3 NA
VEGF-A/sVEGFR-2
Otros 30.1 0.488 49.7 0.150
NVEGF-A/J sVEGFR-2 19.2 22.1

*Tamafio tumoral dicotomizado segun la mediana; *p<0.05; TLP, tiempo libre de progresién; SG,
supervivencia global; 1, Alta expresion; { , Baja expresidn; NA: No alcanzada.
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Por ultimo, se realizé el analisis multivariante segun el modelo de regresion de Cox,
en el cual se incluyeron la variable sVEGFR-2 y también ECOG-PS, ya que aunque en
este ultimo caso no fue significativa, mostrd una clara tendencia (p=0.150 para el TLP y
p=0.086 para la SG) y podria tener influencia en el prondstico de los pacientes. En el
analisis de Cox, sVEGFR-2 se revelé como marcador de prondstico independiente para
la SG (p= 0.008) con un HR de 2.64 para el grupo de niveles bajos frente al de niveles
altos. En el analisis de Cox para el TLP, ninguna de las dos variables resultd ser de

prondstico independiente.

En resumen, los resultados del estudio del valor prondstico de VEGF-A y sVEGFR-2
en la cohorte de pacientes en estadios iniciales mostraron menores diferencias en
términos de significacion estadistica que los analisis realizados para la cohorte en
estadios avanzados. El analisis de supervivencia para VEGF-A no aportd pruebas
concluyentes para la correlacion con el TLP o SG de los pacientes, tal y como sucedia
en diversos estudios previos (Chakra et al., 2008;Choi et al.,, 2001;Park and Lee,
2003;Suzuki et al., 2002;Trape et al., 2003). En este caso fue sVEGFR-2 la Unica variable
gue mostrd asociacion con el prondstico, resultado ser ademas una variable de
prondstico independiente para la SG segun el analisis de Cox. Ademas, la combinacién
de VEGF-A y sVEGFR-2 no mejord el valor prondstico para los pacientes con CPNM
resecable. Por tanto, los resultados obtenidos de este estudio parecen indicar que los
factores angiogénicos circulantes son modestos indicadores prondsticos de la
agresividad tumoral y la supervivencia cuando se trata de pacientes con CPNM en
estadios iniciales, mientras que tienen un elevado valor prondstico cuando se trata de
pacientes con enfermedad avanzada. Asi pues, serian necesarios futuros estudios
prospectivos utilizando mayor nimero de pacientes para establecer la utilidad de los
anadlisis de VEGF-A y sVEGFR-2 en sangre periférica como factores prondsticos en

CPNM resecable y demostrar su posible utilidad clinica.
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2. Capitulo Il. Marcadores tisulares

2.1. Analisis descriptivo de las caracteristicas clinico-patoldgicas de la poblacion

En este estudio se han incluido 175 pacientes con CPNM en estadios iniciales, que
fueron sometidos a reseccion quirdrgica en el Consorcio Hospital General Universitario de
Valencia (CHGUV). Las caracteristicas clinico-patoldgicas mas relevantes de esta cohorte
de pacientes se detallan en la Tabla 18.

Tabla 18. Caracteristicas demograficas y clinico-patoldgicas de los pacientes. Cohorte en
estadios iniciales.

N %
Total 175 100
Edad (afios)
Mediana 63
Rango 26-85
Sexo
Hombre 152 86.9
Mujer 23 13.1
Histologia
Adenocarcinoma 69 39.4
Epidermoide 83 47.5
Células grandes 6 3.4
Otros 17 9.7
Estadio
| 92 52.6
Il 45 25.7
1A 38 21.7
ECOG-PS
0 126 72
47 26.9
2 11
EGFR
Nativo 58 331
Mutado 10 5.7
No disponible 107 61.2
Tabaquismo
No fumador 20 11.4
Exfumador 71 40.6
Fumador activo 84 48
Tratamiento postoperatorio
No 115 65.7
Quimioterapia 38 21.7
Quimioterapia/Radioterapia 22 12.6
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La edad mediana de los pacientes fue de 63 afios, el 86.9% eran varones y el subtipo
histoldgico predominante fue el epidermoide (47.5%). El 52.6% de los pacientes estaban en
estadio |, la mayoria presentaban un PS=0 y solamente un 11.4% eran no fumadores. Con
respecto al tratamiento postoperatorio, un 65.7% no recibieron ningun tratamiento
adyuvante, un 21.7% recibid quimioterapia postoperatoria (dobletes de platino sin ninguna

terapia bioldgica adicional) y un 12.6% recibieron una combinacion de quimio/radioterapia.

2.2. Analisis del estado mutacional del gen EGFR en muestras tumorales

De las 68 muestras de tumores disponibles para el analisis del estado mutacional de
EGFR, un total de 58 muestras (85.3%) presentaban la forma nativa del gen EGFR, mientras
gue 10 muestras (14.7%) presentaban alguna mutacién para dicho gen. La frecuencia de
pacientes con la mutacién coincide con la literatura. Ademas, las mutaciones de EGFR
fueron mas frecuentes en mujeres (70%), histologia adenocarcinoma (90%) y no fumadores
(60%) tal y como se muestra en la Tabla 19. Estos porcentajes son similares a los reportados
previamente por diversos estudios, incluidos estudios multicéntricos (Li et al., 2008;Molina-
Vila et al., 2008;Rosell et al., 2012;Rosell et al., 2009). La Tabla 20 muestra los porcentajes de

las diferentes mutaciones encontradas en la poblacion estudiada.

Tabla 19. Frecuencia de las mutaciones de EGFR en funcidon de las caracteristicas clinico-
patoldgicas de los pacientes.

. Pacientes Pacientes con Frecuencia de las mutaciones
Variable R .,
analizados (n) mutacion (n) (%)
por sobre el total de
categoria mutados
Total 68 10
Edad (afios)
<65 39 5 12.8 50
>65 29 5 17.2 50
Sexo
Hombre 54 3 5.6 30
Mujer 14 7 50 70
Histologia
Adenocarcinoma 46 9 19.6 90
Epidermoide 6 0 - -
Células grandes 3 0 - -
Otros 13 1 7.7 10
Tabaquismo
No fumador 14 6 429 60
Exfumador 24 2 8.3 20
Fumador activo 30 2 6.7 20
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Tabla 20. Frecuencia de las diferentes mutaciones de EGFR detectadas.

Tipo de mutacién Pacientes %
(n)

Del 19 1 10

Ex 20 3 30

Ex21 6 60

2.3. Cuantificacion y valoracion de la calidad del ARN

En este proyecto se analizaron 175 muestras de tejido sano y tumoral de las cuales se
tomod una pequefa pieza de aproximadamente 10-20 mg para realizar las extracciones de
ARN. En todas las muestras se obtuvo una concentraciéon optima de ARN para los

posteriores estudios de expresion, siendo el promedio de ARN extraido de 54,7 pg.

Con respecto a la valoracion de la calidad de las muestras se tuvieron en cuenta dos
aspectos: la pureza y la integridad de las muestras. El grado de pureza del ARN, determinado
en funcidn de los ratios calculados con las absorbancias a 260/280 y 260/230 mediante
nanoespectrofotometria, resulté ser oéptimo en todas las muestras, con valores
comprendidos entre 1.7 y 2.0. La integridad del ARN se evalu6 mediante electroforesis
capilar. En todos los casos las muestras presentaron una buena integridad, ya que los picos
representativos del ARN 18S y 28S estaban presentes en todas las muestras y el RIN (RNA

Integrity Number) fue superior a 7 (Figura 20).

28T
[FU] 1 Figura 20. Ejemplo de un
60 electroferograma para una
muestra de tejido tumoral
40 obtenido mediante electroforesis
=i | capilar. El electroferograma muestra
| los dos picos correspondientes a las
0 SN A 0 bandas del ARN ribosémico de 18S y
T T 4 ==| 28S bien definidos y de la misma
25 200 1000 4000 nt] altura. También mide la
Overall Results for sample 8 : 28 T _concentramon ) de l.a mu_eStra'
NA Area: 250 mteg,rando I'as argas bajo Io§ picos y
Mb Concaneration: 131 ngi evlalua la integridad mediante el
ANA Ratio [28s [ 185]: 14 numero RIN.
RN, Incegrity Numbsr (RIN): 93 (B.02.07)
Result Flagging Color: |
Result Flagging Label: RIM: 9.30
Fragment table for sample 8 28T

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area %b of total Area

185 1.561 2.025 52. 213
= 3442 4,21 T3 208
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2.4. Calculo de las eficiencias de la amplificacidn y linealidad

Para realizar el calculo de las eficiencias de la amplificacion se utiliz6 un ADNc de
referencia (gPCR Human Referente cDNA random-primed, Clontech, EEUU) a partir del
cual se realizaron diluciones seriadas (50 ng/ul, 5 ng/ul, 0.5 ng/ul, 0.05 ng/ul y 0.005
ng/ul) y se cuantificaron los niveles de expresbn de los genes diana mediante RTgPCR
para cada dilucién por triplicado. En la Figura 21 se representa la curva de diluciones

estandar para realizar el calculo de la eficiencia de amplificacion.

y = -3,3211x + 23,146

a5 S

\\ r2=0,9612
30
Cy 25 \

20

15

10 T T T y r
-5 - -2 -2 -1 0 1 2

Log concentracidn

Figura 21. Representacién de la curva estandar para el cdlculo de la eficiencia de
amplificacion del gen VEGFR-2. Para el calculo de la eficiencia se deben representar los valores de
Cqg de cada dilucion, en funcidn del logaritmo de la concentracidn (absoluta o relativa).

A partir de la pendiente de la recta obtenida para cada gen, se calculd la eficiencia

(10 ~Ypendientey _ 9 |a Tabla 21 muestra los

aplicando la siguiente ecuacién: E =
resultados del célculo de la eficiencia para los genes estudiados. Como se puede

observar, en todos los casos las eficiencias eran muy cercanas al 100%.
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Tabla 21. Célculo de la eficiencia de la amplificacién para los genes estudiados.

Gen Pendiente Eficiencia Eficiencia en %
VEGF-A -3.59 1.90 95
VEGF-B -3.67 1.87 94
VEGF-C -3.37 1.98 99
VEGF-D -3.29 2.01 101

PIGF -3.46 1.97 97
VEGFR-1 -3.35 1.98 98
VEGFR-2 -3.32 2.00 100
VEGFR-3 -3.33 1.99 99
NRP-1 -3.71 1.86 93
NRP-2 -3.76 1.84 92

VEGF-Asssp -3.48 1.94 97
HIF1-A -3.35 1.99 99
GUSB -3.32 2.00 100

2.5. Cuantificacion de los niveles de expresion génica relativa

El analisis de la expresion génica relativa de marcadores angiogénicos vy
linfangiogénicos (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PIGF, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3,
NRP-1, NRP-2, HIF-1A y VEGF-Asss) se realizd en 175 parejas de muestras de tejido
tumoral y normal de pacientes con CPNM. Todos los genes analizados pudieron ser

amplificados mediante los cebadores y sondas seleccionados.

Los niveles de expresion de los genes estudiados se expresaron como valores de
cuantificacién relativa. Para ello, tal y como se explica en la seccién de Metodologia, se
empled el modelo matematico de Michael W. Pfaffl. De esta manera, los resultados
expresan la relacién entre la expresidon del gen problema frente a la de un gen de
referencia enddgeno (GUSB), en la muestra tumoral con respecto al tejido normal del
mismo paciente. En la Figura 22 se representan las medianas de los valores de
expresion relativa de los 12 genes analizados. En general, se considera que un gen esta
sobreexpresado cuando la mediana de expresion es superior a 2 (2X), e infraexpresado

si la mediana tiene un valor por debajo de 0.5 (0.5X). Por tanto, nuestros resultados
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mostraron que PIGF se encontraba sobreexpresado en tejido tumoral en relaciéon con
el tejido pulmonar sano (2.76x), mientras que VEGFR-2 (0.42x), VEGFR-3 (0.43x) y
VEGF-D (0.035x) se encontraban infraexpresados en tumor. Es de destacar, la marcada
infraexpresiéon de VEGF-D observada en nuestra cohorte. En la Figura 23 se muestra un
ejemplo de las curvas de amplificaciéon para este gen, donde podian diferenciarse ya
claramente dos subpoblaciones de muestras con valores de Cq muy diferentes,

correspondientes al tumor y al tejido normal.
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Figura 22. Representacion de la mediana de expresion relativa de los genes estudiados.
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Los niveles elevados de PIGF también habian sido reportados en otros tumores,
como en cancer gastrico, cancer renal, cancer de mama y colorrectal (Chen et al.,
2004;Maae et al., 2012;Matsumoto et al., 2003;Parr et al., 2005;Wei et al., 2005). Por
el contrario, la baja expresidon de PIGF en algunos tumores se ha relacionado con la
metilacion del promotor (Xu and Jain, 2007). También la infraexpresion de VEGF-D en
tumor, esta en concordancia con lo descrito previamente, usando otras metodologias,
tanto en cdncer de pulmén como en otros tipos de cdncer (Charoenrat et al.,

2001;George et al., 2001;Maekawa et al., 2007;Niki et al., 2000).

2.6. Correlacion con las caracteristicas clinico-patoldgicas

El analisis de la relacién entre las caracteristicas clinico-patoldgicas y la expresion
génica es necesario a la hora de establecer perfiles genéticos asociados a distintos
comportamientos de la enfermedad. Estos andlisis se realizaron mediante pruebas no
paramétricas (Prueba de Mann-Whitney o Prueba de Kruskall-Wallis) y con Tablas de
Contingencia (estadisticop %). En la Tabla 22 se resumen los resultados mas

remarcables de estos analisis.

Se encontraron diferencias significativas entre el sexo de los pacientes y la
expresion de PIGF (p=0.017), VEGF-A (p=0.018), VEGFR-1 (p=0.015) y NRP-2 (p=0.042),
siendo los hombres los que presentaban mayores valores que las mujeres para todos
estos marcadores. Estas diferencias podrian tener relacion con el prondstico negativo
gue parecen presentan los hombres frente a las mujeres (Wakelee et al.,
2006;Wheatley-Price et al., 2010;Wisnivesky and Halm, 2007). Ademas, se encontraron
diferencias entre la expresion de PIGF y el subtipo histoldgico (p<0.0001), con mayor
sobreexpresion de PIGF en muestras de tipo epidermoide en comparacién con los
adenocarcinomas. En relacion a estos hallazgos, Woo y colaboradores, encontraron
también diferencias en los niveles de expresidn de PIGF en funcidn de la histologia del
tumor, siendo mayor en este caso la expresion en CMP que en CPNM (Woo et al.,
2004). Estas diferencias en la expresion de PIGF entre histologias podrian estar
contribuyendo a la distinta biologia de la enfermedad. De hecho, en los ultimos afos,
numerosos informes indican claramente que los subtipos histoldgicos son

biolégicamente diferentes en términos de expresion génica, respuesta del tumor a la
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terapia, toxicidad del farmaco, y evolucién clinica, lo que sugiere que también pueden
tener una respuesta potencialmente distinta a la inhibicién de la via del VEGF (Langer

etal.,, 2010;Neal, 2010;Pajares et al., 2012;Wheatley-Price et al., 2010).

Tabla 22. Resumen de asociaciones con variables clinico-patoldgicas.

MARCADOR VARIABLE
Sexo
Hombre Mujer ¢}
Mediana de expresién Mediana de expresién
PIGF 2.96 1.19 0.017*
VEGF-A 1.00 0.53 0.018*
VEGFR-1 0.68 0.27 0.015*
NRP-2 0.90 0.44 0.042*
Histologia
Epidermoide Adenocarcinoma P
Mediana de expresion Mediana de expresion
PIGF 4.72 1.95 <0.0001*
Edad
<65 afos >65 afnos p
Mediana de expresion Mediana de expresion
VEGF-D 0.045 0.020 0.040*
Estadio
| H-111IA p
Mediana de expresion Mediana de expresion
VEGF-D 0.044 0.024 0.015*
Afectacion de nddulos linfaticos
No Si P
Mediana de expresion Mediana de expresion
VEGF-D 0.039 0.024 0.083
*p<0.05

Por otro lado, se observd que la expresion de VEGF-D era menor en los pacientes
con edad superior a 65 afios (p=0.040) y en estadios mds avanzados (lI-lIlIA vs. I)
(p=0.015). La relacién inversa de VEGF-D con el estadio del tumor también habia sido
descrita por Maekawa y colaboradores, sin embargo estos mismos investigadores no
encontraron diferencias significativas con la edad (Maekawa et al., 2007). Por ultimo,
cabe destacar que los pacientes con metastasis de nddulos linfaticos presentaron
valores mas bajos de VEGF-D que los pacientes que no tenian metastasis de nddulos

linfaticos (p=0.083), indicando un posible efecto antimetastasico de VEGF-D. Diversos
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estudios han investigado la relacién entre los niveles tanto proteicos como de ARNm
de VEGF-C, VEGF-D y su receptor VEGFR-3 en relacién con la capacidad de
diseminacion tumoral. Con respecto al VEGF-C, su expresidn esta asociada con un peor
prondstico (Pepper et al., 2003) y con la invasién o metdstasis de nddulos linfaticos
(Bo et al., 2009;Saintigny et al., 2007;Skobe et al., 2001). Sin embargo, la expresion de
VEGF-D y su correlacién con la metdastasis parece menos clara en la literatura (Feng et
al., 2010;Juttner et al., 2006;Ko et al., 2008;Maekawa et al., 2007;Nakamura et al.,
2003;Niki et al., 2000;White et al., 2002;Yokoyama et al., 2003).

2.7. Andlisis del valor prondstico del estudio de expresion de genes

angiogénicos/linfangiogénicos

2.7.1. Analisis del valor prondstico de los marcadores de manera

individual

En esta cohorte de 175 pacientes en los cuales se analizé la expresion génica de
marcadores angiogénicos y linfangiogénicos, la mediana de seguimiento fue de 22
meses (0.4-80.6). Un total de 68 de los 175 pacientes (38,9%) progresaron y 65
pacientes (37.1%) fallecieron. Las medianas de TLP y SG para la poblacion total fueron

de 45.8 meses y 67 meses, respectivamente.

El analisis de la influencia de los niveles de expresion de los genes estudiados en el
prondstico de los pacientes se realizé para el TLP y la SG mediante el método Kaplan-
Meier empleando el estadistico log-rango. Para ello, las variables continuas se
dicotomizaron en grupos de niveles altos y bajos utilizando como valor de corte la

mediana de expresién de cada gen.

En la Tabla 23 se muestra un resumen del analisis univariante mediante el método
Kaplan-Meier para variables clinico-patoldgicas y marcadores angiogénicos estudiados

en esta cohorte.
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Tabla 23. Andlisis de supervivencia de variables clinico-patolégicas y marcadores
angiogénicos. Anilisis univariante (Kaplan-Meier, estadistico Log-rango).

TLP SG
Mediana de Mediana de
VARIABLES progresion P supervivencia P
(meses) (meses)
Edad (afios)
<65 NA 0.448 NA 0.306
>65 37.9 53.3
Sexo
Mujeres NA 0.382 NA 0.335
Hombres 45.3 53.3
ECOG-PS
0 NA 0.033* NA 0.021*
1/2 18.2 23.9
Histologia
Epidermoide 45.8 NA
Adenocarcinoma 453 0.119 67 0.122
Otros 11.2 18.5
Estadio
| 48.3 NA
" 26.2 0.195 42.9 0.686
1A 24.0 43.0
Tamafio tumoral °
<3.5cm NA 0.004* NA 0.024*
>3.5cm 20.7 37.5
Afectacion de nddulos linfaticos
NO 48.3 0.067 67.0 0.101
N1/N2 24.0 30.9
Grado de diferenciacion
Bien diferenciado 29.2 NA
Moderado 48.3 0.602 53.3 0.43%
Poco diferenciado 443 49.7
EGFR
Nativo 43.5 0.756 53.3 0.767
Mutado 16.3 42.9
Habito tabaquico
No fumador NA NA
Exfumador 48.3 0.953 49.5 0.203
Fumador activo 44.3 NA
HIF1-A
Bajo 48.3 0.737 53.3 0.504
Alto 443 NA
VEGF-A
Bajo NA 0.024* NA 0.050*
Alto 21.1 42.9
VEGF-Aj65,
Bajo 48.3 0.909 67.0 0.450
Alto 45.3 49.7
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VEGF-B
Bajo 22.1 0.020* 27.9 0.003*
Alto NA NA

VEGF-C
Bajo 42.8 0.787 45.6 0.271
Alto NA 67.0

VEGF-D
Bajo 23.7 0.135 42.6 0.089
Alto NR NR
PIGF
Bajo NA 0.027* NA 0.048*
Alto 30.1 42.6

VEGFR-1
Bajo NA 0.470 53.3 0.763
Alto 44.3 NA

VEGFR-2
Bajo 40.3 0.613 42.6 0.164
Alto 453 67.0

VEGFR-3
Bajo NA 0.697 67.0 0.682
Alto 43,5 53.3

NRP-1
Bajo 50.3 0.297 53.3 0.719
Alto 43.5 49.7

NRP-2
Bajo NA 0.303 30.9 0.061
Alto 43.5 67.0

*Tamafio tumoral dicotomizado segln la mediana; *p<0.05; TLP, tiempo libre de progresién; SG,
supervivencia global; NA, no alcanzada; 1, Alta expresién; {,, Baja expresién

Los analisis de supervivencia mostraron que los pacientes con niveles altos para
PIGF presentaban TLP y SG mds cortos que los pacientes con niveles bajos de PIGF
(p=0.027 y p=0.048, respectivamente) (Figura 24, Tabla 23). La relacion de PIGF con el
prondstico negativo también habia sido reportada previamente para otros tipos de

cancer (Cheng et al., 2010;Maae et al., 2012;Parr et al., 2005;Wei et al., 2005).
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Figura 24. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresién relativa de PIGF. La linea
azul representa los casos con niveles de bajos de PIGF, mientras que la linea verde representa los casos
con niveles altos de PIGF.

De manera similar, se encontré que la expresidon de VEGF-A diferenciaba dos grupos
de pacientes con diferente prondstico, siendo los pacientes con niveles mas elevados
de VEGF-A los que presentaban TLP y SG mas cortos (p=0.024 y p=0.050) (Figura 25,
Tabla 23). En este caso ademas, los andlisis restringidos en funcién del subgrupo
histolégico, mostraron las mismas diferencias para los grupos con niveles altos y bajos
de VEGF-A pero con mayor poder estadistico para la SG (p=0.039) (Figura 26); mientras
gue no se encontraron diferencias significativas en el caso de los pacientes con el
subtipo epidermoide. También los analisis de supervivencia acotados al subgrupo con
EGFR nativo mostraron las mismas diferencias prondsticas pero con mayor
significacion para el TLP y la SG (p=0.014 y p=0.004) (Figura 27); mientras que no se
encontraron diferencias significativas en el caso de los pacientes con la mutacién de
EGFR. VEGF-A, es el mas estudiado de los factores angiogénicos y se ha asociado con
mal prondstico en la mayoria de estudios (Bremnes et al., 2006;Zhan et al., 2009).
Ademas, segun el meta-anadlisis de Zhan y en concordancia con nuestros resultados, el
analisis limitado a los pacientes con histologia adenocarcinoma muestra el peor
prondstico en relaciéon a las otras histologias (Zhan et al., 2009). Sin embargo, una
nueva variante de procesamiento alternativo de VEGF-A, que podria estar asociada con
propiedades antiangiogénicas (VEGF-Aysp,), fue identificada en el afio 2002 (Bates et
al., 2002). Por ello, en este estudid se investigd el papel de VEGF-Aigs, en nuestra

cohorte de pacientes. Los resultados mostraron que no habia asociacion significativa
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de VEGF-A4s, con el prondstico de los pacientes, por tanto, coincidiendo con Das y
colaboradores (Das et al., 2007), no conseguimos encontrar para esta variante el
efecto antiangiogénico o inhibitorio sobre el crecimiento del tumor que postularon
otros autores (Bates et al., 2002;Manetti et al., 2011;Woolard et al., 2004) al menos a
nivel de expresion de mRNA. De todas maneras, se sabe que existen otros niveles de
regulacién de la expresion génica que pueden afectar los niveles de la proteina o
incluso mecanismos de  procesamiento post-transcripcionales que afectan la
funcionalidad proteica y pueden tener relacién con el efecto inhibitorio descrito de la

isoforma VEGF-Aqgsp,.
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Figura 25. Gréficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion relativa de VEGF-A. La
linea azul representa los casos con niveles de bajos de VEGF-A, mientras que la linea verde representa
los casos con niveles altos de VEGF-A.
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Figura 27. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion relativa de VEGF-A en
pacientes con EGFR nativo. La linea azul representa los casos con niveles de bajos de VEGF-A,
mientras que la linea verde representa los casos con niveles altos de VEGF-A.

Contrariamente, los analisis de supervivencia para VEGF-B mostraron un efecto
opuesto al descrito para PIGF y VEGF-A, ya que en este caso, los pacientes con niveles
bajos fueron los que presentaron peores TLP y SG que los pacientes con niveles
elevados (p=0.020 y p= 0.003) (Figura 28, Tabla 23). Ademas, el analisis restringido a
los pacientes de histologia epidermoide mostré estas mismas diferencias pero con
mayor significacion estadistica para el TLP (p=0.004) (Figura 29); mientras que las
diferencias no fueron significativas en el analisis limitado a los pacientes de histologia
adenocarcinoma. En referencia a VEGF-B hay menos estudios realizados, pero también
se ha encontrado expresado en diferentes tipos tumorales (Salven et al., 1998)
incluyendo el cancer de pulmén (Carrillo de Santa et al., 2009;Niki et al., 2000). Sin
embargo, en cuanto a su papel pronéstico en la enfermedad, existen escasos datos en
la literatura y resultan poco concluyentes. Usando técnicas de inmunohistoquimica, se
reportd que la expresion de VEGF-B resultaba ser un marcador desfavorable en el
prondstico de pacientes con cancer de mama con nddulos positivos (Mylona et al.,
2007). Por otro lado en CPNM, se observé que los niveles moderados/altos de VEGF-B
se relacionan con un peor prondstico solo cuando se limitaban los analisis a pacientes
en estadios I-ll; mientras que la relacidon, aunque no significativa, parecia opuesta
cuando se trataba de los estadios IlI-IV o del conjunto global de la poblacion (Carrillo

de Santa et al., 2009). Por el contrario, en nuestra cohorte de pacientes con CPNM en
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estadios resecables, los datos indicaron justamente lo contrario a estos dos autores,
ya que la expresidon elevada de VEGF-B resultd ser de mejor prondstico. Los niveles
elevados de VEGF-B podrian competir con PIGF y VEGF-A en la unidn a su receptor o
incluso suscitar una mayor formacion de heterodimeros con VEGF-A, cuyo significado
bioldgico es desconocido, pero que podria representar un mecanismo para modular la

liberacion y disponibilidad de VEGF-A (Nash et al., 2006).
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Figura 28. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion relativa de VEGF-B. La
linea azul representa los casos con niveles de bajos de VEGF-B, mientras que la linea verde representa
los casos con niveles altos de VEGF-B.

Figura 29. Grafico de Kaplan-Meier de TLP para
la expresion relativa de VEGF-B en pacientes
con histologia epidermoide. La linea azul
representa los casos con niveles de VEGF-B bajos,
mientras que la linea verde representa los casos
con niveles altos se VEGF-B.
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En el caso de VEGF-D, los resultados indicaron que los niveles bajos se relacionan

con peores pronodsticos, ya que se observé una tendencia a menores TLP (p=0.135) y
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SG (p=0.089) para los pacientes con niveles bajos en comparacién con los pacientes
con niveles altos de este marcador. Es importante sefalar que aunque estas
diferencias no fueron significativas, las curvas de Kaplan-Meier evidencian esta
observacion (Figura 30, Tabla 23). Ademads, los andlisis de supervivencia acotados al
subgrupo con EGFR nativo mostraron las mismas diferencias prondsticas pero con
mayor significacién para el TLP y la SG (p=0.064 y p=0.004) (Figura 31); mientras que
no se encontraron diferencias en el caso de los pacientes con la mutacion de EGFR. Por
tanto, los andlisis de supervivenica para VEGF-D parecen indicar que existe una
relacidn entre la regulacién a la baja de VEGF-D y un posible efecto antimetastasico.
Sin embargo, los datos en la literatura en relacion a la asociacion de VEGF-D vy el
prondstico estan poco claros. Algunos autores apoyan también la hipétesis de que los
niveles bajos de VEGF-D se asocian con un peor prondstico (Anagnostou et al.,
2011;Maekawa et al., 2007), otros indican que VEGF-D es un predictor desfavorable
(Juttner et al., 2006;Nakamura et al., 2003;White et al., 2002;Yokoyama et al., 2003) e
incluso en otros casos los datos resultan contradictorios en funcidn del estadio de los

pacientes (Carrillo de Santa et al., 2009).
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Figura 30. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion relativa de VEGF-D.
La linea azul representa los casos con niveles de bajos de VEGF-D, mientras que la linea verde
representa los casos con niveles altos de VEGF-D.
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Figura 31. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion relativa de VEGF-D en
pacientes con EGFR nativo. La linea azul representa los casos con niveles de bajos de VEGF-D,
mientras que la linea verde representa los casos con niveles altos de VEGF-D.

Por ultimo, los analisis de supervivencia no mostraron asociaciones significativas

con el TLP y la SG para los niveles de expresion génica de VEGF-A 45, VEGF-C, VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, NRP-1, NRP-2 y HIF-1A, como muestra la Tabla 23.

2.7.2. Analisis del valor prondstico de los marcadores combinados

En vista de estos resultados observados y con el fin de evaluar mejor el prondstico
de los pacientes, se decidid abordar la combinacién de marcadores en funcién de los
perfiles de expresion de los genes analizados y teniendo en cuenta las interacciones
qgue existen entre ellos. Para ello, se combinaron las expresiones de PIGF, VEGF-A,
VEGF-B y también VEGF-D, ya que aunque este ultimo marcador no alcanzé
significacion estadistica, si permitido distinguir claramente el prondstico de los

pacientes, tal y como se muestra en la Figura 30.

En la Tabla 24 se muestra un resumen del analisis univariante mediante el método

Kaplan-Meier para variables combinadas.
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Tabla 24. Andlisis de supervivencia de variables combinadas. Anélisis univariante (Kaplan-
Meier, estadistico Log-rango).

TLP SG
Mediana de Mediana de
VARIABLES progresion p supervivencia p
(meses) (meses)
VEGF-A/VEGF-B
MNVEGF-A/J VEGF-B 11.6 <0.0001* 18.5 <0.0001*
Otros NA NA
VEGF-A/VEGF-D
NVEGF-A/J VEGF-D 17.8 0.001* 23.1 0.003*
Otros NA NA
VEGF-A/PIGF
MNVEGF-A/PIGF 18.2 0.001* 23.1 0.008*
Otros NA NA
VEGF-B/PIGF
L VEGF-B/MPIGF 17.5 <0.0001+* 18.5 <0.0001*
Otros NA NA
VEGF-A/PIGF/VEGF-B
MNVEGF-A/MPIGF/J VEGF-B 7.3 <0.0001+* 14.9 <0.0001*
Otros NA NA
VEGF-A/VEGF-B/VEGF-D
NVEGF-A/J VEGF-B/J VEGF-D 7.0 <0.0001* 17.2 <0.0001*
Otros NA NA
VEGF-A/PIGF/VEGF-B/VEGF-D
NVEGF-A/MPIGF/{ VEGF-B/{, VEGF-D 7.3 0.001* 17.2 0.001*
Otros NA NA

*kp<0.05; TLP, tiempo libre de progresidon; SG, supervivencia global; NA, no alcanzadq}, Alta
expresion; |/, Baja expresion

Para este analisis, primero se realizaron combinaciones de dos marcadores,
definiendo como grupo de mal prondstico en cada caso aquel caracterizado por
combinar el patron de expresiéon de mal prondstico para los dos marcadores
combinados. Cada una de estas combinaciones fue comparada con las otras posibles
opciones de combinacién de los dos marcadores en cuestion. El analisis de
supervivencia para las combinaciones de dos marcadores mostrd que las siguientes
combinaciones, VEGF-A/VEGF-B, VEGF-A/VEGF-D, VEGF-A/PIGF vy VEGF-B/PIGF,
permitian diferenciar grupos de pacientes con prondsticos negativos para TLP y SG aln
con mayor significacion estadistica que estas variables analizadas individualmente

(Figuras 32- 35y Tabla 24).

122



Resultados y desarrollo argumental: Capitulo Il. Marcadores tisulares

1.0 VEGF-AIVEGF-B
1 Otros
I 1VEGF-A/|VEGF-B
0,8
©
k=]
]
=
£
o 06
©
©
©
c
[
204+
2
[T
=%
=]
w
0,24
p<0.0001
0,0
T T T T T
00 200 40,0 E0,0 80,0 100,0

TLP (meses)

10 VEGF-A | VEGF-B
1 Ctros
I VEGF-A/|VEGF-B
057
[1+]
o
L}
3
E
3 05
©
o
‘o
=
@
= 0.4
[
[
o
3
7]
0.2
p < 0.0001
0,09
I I I I I |
0o 200 400 600 800 1000
SG (meses)

Figura 32. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion combinada de VEGF-A y
VEGF-B. La linea verde representa los casos con niveles de VEGF-A altos y VEGF-B bajos, mientras que
la linea azul representa el resto de los casos.
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Figura 33. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion combinada de VEGF-A 'y
VEGF-D. La linea verde representa los casos con niveles de VEGF-A altos y VEGF-D bajos, mientras que
la linea azul representa el resto de los casos.
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Figura 34. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion combinada de VEGF-A y
PIGF. La linea verde representa los casos con niveles de VEGF-A y PIGF altos, mientras que la linea azul
representa el resto de los casos.
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Figura 35. Gréficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion combinada de VEGF-B y
PIGF. La linea verde representa los casos con niveles de VEGF-B bajos y PIGF altos, mientras que la linea
azul representa el resto de los casos.

A continuacion se analizaron combinaciones de tres marcadores. En este analisis se
encontrd que los perfiles de expresion de los grupos de pacientes con peor prondstico
en TLP y SG se caracterizaban por presentar niveles altos de VEGF-A y PIGF y niveles
bajos de VEGF-B (TMNVEGF-A/ 1M PIGF/{ VEGF-B) o por presentar niveles altos de VEGF-A
y niveles bajos de VEGF-B y VEGF-D (TVEGF-A/J{ VEGF-B/J VEGF-D). Estas dos
variables que combinan tres marcadores mostraron ser igual de buenas en términos
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estadisticos y en la prediccidn del prondstico de los pacientes (Figuras 36 y 37 y Tabla

24).
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Figura 36. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresién combinada de VEGF-A,
PIGF y VEGF-B. La linea verde representa los casos con niveles de VEGF-A y PIGF altos y VEGF-B bajos,
mientras que la linea azul representa el resto de los casos.
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Figura 37. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresion combinada de VEGF-A,
VEGF-B y VEGF-D. La linea verde representa los casos con niveles de VEGF-A altos y VEGF-B y VEGF-D
bajos, mientras que la linea azul representa el resto de los casos.
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Ademas, se contempld la combinacién de los cuatro marcadores (PIGF, VEGF-A,
VEGF-B y VEGF-D), pero esta variable no resulté ser mejor en términos de significacion
estadistica en comparacién con las combinaciones mencionadas anteriormente (Tabla

24).

Las interacciones entre los miembros de la via de sefalizacién de VEGF son
complejas, ya que los diferentes miembros de la familia y las diferentes isoformas
interactdan entre si modulando su sefializacién de manera sinérgica y en ciertos casos,
antagonica. Es por ello que se decidié abordar el analisis de la combinacién de
marcadores. Los resultados de estos andlisis mostraron que estas combinaciones
permitian diferenciar entre grupos de pacientes con diferentes prondsticos aun con
mayor significacién estadistica que las variables analizadas individualmente. De
manera similar, encontramos en la literatura otras aproximaciones a la compresion de
los mecanismos de angiogénesis y linfangiogénesis mediante el estudio de los perfiles
de expresion de varios miembros de la familia de VEGF (Donnem et al., 2010;Niki et al.,

2000;Pajares et al., 2012).

Por tanto, los resultados encontrados en estos analisis y expuestos anteriormente,
apoyan la hipdtesis de que los mayores mediadores en el proceso angiogénico serian
VEGF-A y PIGF, ya que su alta expresion determina un peor prondstico. Mientras que
VEGF-B y VEGF-D podrian actuar como agonistas competitivos de VEGF-A y PIGF pero
con menor accidon angiogénica y linfangiogénica, o incluso como antagonistas o
inhibidores de su accién, ya que VEGF-B y VEGF-D se unen a los mismos receptores que
VEGF-A y PIGF (VEGFR-1 y VEGFR-2 respectivamente). Por consiguiente, los niveles
bajos de VEGF-B y VEGF-D, que determinan un peor prondstico en los pacientes,
estarian permitiendo ademas a VEGF-A y PIGF incrementar su accion a través de los
dos receptores. En este sentido, Sands y colaboradores estudiaron también Ia
compleja interaccion de estos mediadores angiogénicos en el pulmén hipdxico,
situacion que refleja lo que ocurre en el microambiente tumoral. Sus resultados
indicaron que VEGF-B podia inhibir las acciones de VEGF-A, mientras que PIGF podia
contrarrestar esta inhibicion; pero ambos efectos de inhibicion y potenciacidn de la
accion de VEGF-A dependian de sus concentraciones especificas (Sands et al., 2011).

Otro estudio sobre la interaccién entre estos factores es el de Moffat, en el que
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generaban lineas celulares que infraexpresaban o sobreexpresaban VEGF-A para
estudiar los cambios producidos. Segun sus resultados, la infraexpresion de VEGF-A no
resultaba en la completa inhibicion de la angiogénesis y observaban ademdas un
aumento en la expresién de VEGF-D, el cual plantean que podria resultar ser una via

alternativa, competitiva o secundaria para la angiogénesis (Moffat et al., 2006).

2.7.3. Analisis multivariante de Cox

El analisis multivariante se realizd segin el método de regresion de Cox, con el fin
de revelar cuales de las variables analizadas eran de prondstico independiente para
nuestra cohorte de pacientes con CPNM. En este analisis se incluyeron las variables
clinico-patoldgicas asi como las variables de expresidn génica analizadas (individuales y
combinadas) que fueron significativas para el analisis univariante de Kaplan-Meier

(p<0.05) (ver Tabla 23 y Tabla 24).

De acuerdo con el andlisis de regresion de Cox, las variables de prondstico
independiente para el TLP fueron el tamafio tumoral y la variable combinada VEGF-
A/VEGF-B/VEGF-D (p=0.004 y p<0.0001, respectivamente). En el caso de la SG, el
analisis multivariante reveld que las variables de prondstico independiente fueron el
tamafio tumoral, la expresion de VEGF-B y la variable combinada VEGF-A/VEGF-
B/VEGF-D (p= 0.015, p= 0.019 y p=0.001, respectivamente). Los resultados de este

analisis se muestran en la Tabla 25.

Tabla 25. Andlisis de regresion de Cox para TLP y SG.

TLP SG
VARIABLES HR 95% IC P HR 95% IC P
Tamafio tumoral °
>3.5cm 2.30 1.30-4.05 0.004* 2.10 1.16-3.82 0.015*
<3.5cm 1.00 1.00
VEGF-B
Bajo - - - 2.31 1.14-4.65 0.019*
Alto 1.00
VEGF-A/VEGF-B/VEGF-D
MVEGF-A/JL VEGF-B/{, VEGF-D 4.32 2.26-8.28 <0.0001** 3.28 1.61-6.67 0.001**
Otros 1.00 1.00

*Tamafio tumoral dicotomizado segtin la mediana; *p<0.05; **kp<0.005; TLP, tiempo libre de progresién;
SG, supervivencia global; 1%, Alta expresion; |, Baja expresion; HR: hazard ratio; 1C: intervalo de
confianza.
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La comparacién de las caracteristicas clinico-patoldgicas del subgrupo de pacientes
de mal prondstico, representado por aquellos pacientes que presentaron altos niveles
de expresidon de VEGF-A y bajos niveles de VEGF-B y VEGF-D, con el grupo de pacientes
de buen prondstico (otras posibles combinaciones de estas tres variables) mostré que
no habia diferencias significativas en el rango de edad ni en las frecuencias de los tipos
histolégicos, estadios, ECOG-PS, sexo y habito tabaquico de ambos subgrupos, como se
muestra en la Tabla 26; sugiriendo que las diferencias encontradas en TLP y SG se
debian a los diferentes niveles de VEGF-A, VEGF-B y VEGF-D. Ademas, el valor
prondstico de la combinacion de VEGF-A/VEGF-B/VEGF-D tampoco resultd estar
influenciado por el tratamiento postopertorio, ya que se mantuvo incluso cuando se
analizaron los pacientes en funcidon de si habian o no recibido terapia adyuvante
(pacientes tratados con quimioterapia adyuvante o guimio/radioterapia en
comparacion con pacientes no tratados) como muestra la Figura 38.

Tabla 26. Caracteristicas de los pacientes en funcién de la combinacién de los niveles de
VEGF-A, VEGF-B y VEGF-D.

Caracteristicas de los pacientes VEGF-A/J, VEGF-B/{ VEGF-D Otros p°
No. % No. %
Total 23 100 130 100
Edad
Mediana 66 62 0.108
Rango 47-85 26-82
Sexo
Hombre 23 100 111 85.4 0.058
Mujer 0 0 19 14.6
ECOG-PS
0 13 56.5 99 76.2
1 10 435 30 23.0 0.115
2 0 0 1 0.8
Histologia
Epidermoide 13 56.5 61 46.9
Adenocarcinoma 8 34.8 50 38.5 0.625
Otros 2 8.7 19 14.6
Estadio
| 9 39.2 68 52.3
Il 7 304 33 25.4 0.493
A 7 304 29 22.3
Habito tabaquico
Fumador activo 9 39.1 63 48.5
Exfumador 13 56.5 53 40.8 0.315
No fumador 1 4.4 14 10.7

®p calculada mediante la prueba de Mann Whitney en el caso de la edad, y mediante la prueba de )(2
en el caso de las otras variables no continuas; 1, Alta expresion; |, Baja expression.
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Figura 38. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG para la expresién combinada de VEGF-A,
VEGF-B y VEGF-D en (A) pacientes que recibieron tratamiento adyuvante y (B) pacientes que
no recibieron tratamiento adyuvante. La linea verde representa los casos con niveles de VEGF-A
altos y VEGF-B y VEGF-D bajos, mientras que la linea azul representa el resto de los casos.

2.7.4. Busqueda de una firma genética asociada con mal prondstico

Partiendo de la base de los resultados descritos en los apartados previos, y con el
fin de buscar una firma genética con aplicabilidad en la practica clinica, se procedio a la
generacién de una ecuacidon que combinara los marcadores angiogénicos que

mostraron capacidad para predecir el prondstico de los pacientes.

Para generar la firma genética que pudiera identificar los pacientes con mayor

riesgo de progresion o muerte, se construyd una ecuacién de riesgo o Risk Score para
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la cual se partié de los resultados del estudio multivariante creado para el TLP en el
que se incluyeron las variables VEGF-A, VEGF-B, VEGF-D y PIGF. El resultado de este
analisis mostré que las variables mas estables y por tanto, las incluibles en la ecuacién
fueron VEGF-A, VEGF-B y PIGF, quedando VEGF-D fuera del modelo. Los HR
proporcionados por este modelo multivariante se redondearon multiplicando por 10 y
eliminando los decimales. A continuacion, se realizdé un reparto proporcional del valor
de cada uno de los marcadores y finalmente, este valor obtenido se redonded
multiplicando por 10 y eliminando los decimales (Ver Tabla 27). El valor final otorgado
a cada marcador representa el peso especifico de cada uno de ellos en la ecuacién,

guedando finalmente del siguiente modo:

Risk Score (RS) = 3*PIGF + 3*VEGF-A + 4*VEGF-B

Tabla 27. Resultado del analisis de Cox y creacién de una ecuacién con tres genes.

Variables HR 95% IC P Reparto proporcional del valor Valor en la ecuacion

PIGF
Alto 2.05 1.16-3.62 0.014* 20/63 =0.317 3
Bajo 1.00 0

VEGF-A
Alto 2.01 1.15-3.51 0.014* 20/63 =0.317 3
Bajo 1.00 0

VEGF-B
Bajo 2.30 1.31-4.00 0.004* 23/63 = 0.365 4
Alto 1.00 0

*p<0.05; HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianza.

A partir de la ecuacién generada se clasifico a los pacientes en tres grupos de riesgo:
Bajo (RS < 3), Intermedio (RS = 3-6) y Alto (RS 2 6). Interesantemente, el analisis de
supervivencia de los pacientes en funcion del grupo de riesgo al que pertenecian
mostré diferencias significativas para el TLP y SG (p=0.001 y p< 0.0001,

respectivamente) entre estos tres grupos (Figura 39).
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Figura 39. Graficos de Kaplan-Meier de TLP y SG en funcidn del Risk Score. La linea roja
representa los casos con riesgo alto, la linea verde representa los casos con riesgo intermedio y la linea
azul representa los casos con riesgo bajo.

Los pacientes clasificados en el grupo de bajo riesgo presentaron un prondstico mas
favorable que los del grupo de riesgo intermedio, y estos a su vez, mejor prondstico que
el grupo de riesgo alto, tanto para TLP (NA vs. NA vs. 12.7 meses, respectivamente)
como para la SG (NA vs. NA vs. 18.8 meses, respectivamente). Por tanto, la firma
genética generada a partir los marcadores angiogénicos que mostraron mayor
relevancia prondstica, resultd ser un éptimo clasificador para estratificar a los pacientes
con CPNM en estadios resecables en grupos de riesgo que podrian predecir la
probabilidad de recurrencia o muerte tras la cirugia para estos pacientes (Sanmartin et
al., 2012). Ademas, tal y como muestra la Tabla 28, los grupos de riesgo clasificados
segln la firma genética no presentaban diferencias en las frecuencias de los tipos
histoldgicos, estadios, ECOG-PS, sexo, habito tabaquico o rango de edad, sugiriendo que
las diferencias encontradas en TLP y SG para los tres grupos de riesgo se debian a la
clasificacion en funcién del Risk score y no estaban influenciadas por las caracteristicas
clinico-patoldgicas de los pacientes. También se observd que el valor prondstico del Risk
Score se mantenia aun cuando se analizaban los pacientes en dos grupos en funcién del
tratamiento adyuvante (pacientes no tratados y pacientes tratados con quimioterapia
adyuvante o quimio/radioterapia) (Figura 40). Por tanto, el Risk Score se comporta de
manera independiente del tratamiento que los pacientes reciben tras la operacién. La
relevancia de todos estos hallazgos, pone de manifiesto la necesidad de realizar estudios

de validacidn, los cuales estan previstos con una cohorte independiente.
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Tabla 28. Caracteristicas de los pacientes en funcién del grupo de riesgo segun la firma
genética

Caracteristicas de los pacientes Riesgo Bajo Riesgo Intermedio Riesgo Alto p°
No. % No. % No. %
Total 52 100 53 100 49 100
Edad
Mediana 61 62 66 0.108
Rango 26-78 37-82 43-85
Sexo
Hombre 44 84.6 47 88.7 45 91.8 0.526
Mujer 8 15.4 6 11.3 4 8.2
ECOG-PS
0 42 80.8 38 71.7 33 67.3
1 10 19.2 14 26.4 16 32.6 0.365
2 0 0 1 1.9 0 0
Histologia
Epidermoide 24 46.1 24 45.3 28 57.1
Adenocarcinoma 21 404 21 39.6 15 30.6 0.765
Otros 7 13.5 8 15.1 6 12.3
Estadio
| 28 53.8 22 41.5 27 55.2
Il 13 25.0 17 32.1 11 22.4 0.649
A 11 21.2 14 26.4 11 22.4
Habito tabaquico
Fumador activo 29 55.8 22 41.5 22 44.9
Exfumador 20 38.4 24 45.3 23 46.9 0.499
No fumador 3 5.8 7 13.2 4 8.2

®p calculada mediante la prueba de Mann Whitney en el caso de la edad, y mediante la prueba de )(2
en el caso de las otras variables no continuas.
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Figura 40. Graficos de Kaplan-Meier para la SG en funcidn del Risk Score en (A) pacientes
que no recibieron tratamiento adyuvante y (B) pacientes que recibieron tratamiento
adyuvante. La linea roja representa los casos con riesgo alto, la linea verde representa los casos con
riesgo intermedio y la linea azul representa los casos con riesgo bajo.
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Otros autores han analizado también la relevancia de la via de sefalizacion de VEGF
en cancer de pulmén y han generado un sistema de puntuacién o score para intentar
clasificar a los pacientes en grupos de riesgo, encontrando resultados destacables. El
score propuesto por Agnagnostou y colaboradores considera la expresidon de VEGF-C y
VEGFR-3 junto con la estadificacion de los pacientes para desarrollar una clasificacion
ponderada en grupos de riesgo (Anagnostou et al., 2011). Por otra parte, Pajares y
colaboradores plantearon un score combinando la expresién de VEGF-A, VEGFR-1 y
VEGFR2 que tendria utilidad para distinguir el prondstico de los pacientes solo cuando
presenten histologia epidermoide, ya que no observaron asociacién con el prondstico en
los pacientes de histologia adenocarcinoma (Pajares et al., 2012). Las principales
diferencias de estos dos estudios con los resultados presentados en el presente trabajo,
son que los grupos de riesgo fueron clasificados basandose en un score creado segun los
niveles proteicos de varios marcadores de la familia de VEGF analizados mediante
inmunohistoquimica, y que en sus andlisis no incluyeron a todos los miembros de la
familia de VEGF, habiendo podido dejar de incorporar a las combinaciones algun

marcador con relevancia prondstica como podrian ser VEGF-B o PIGF.

2.8. Analisis de proteinas mediante Inmunoblot

El estudio de la expresion proteica de marcadores angiogénicos y linfangiogénicos
en el tejido sano y canceroso de los pacientes se realizé mediante Western blot en un
total de 15 parejas de muestras (tejido tumoral y tejido sano). Para este analisis se
seleccionaron anticuerpos primarios frente a VEGF-A, VEGF-B, VEGF-D y PIGF, ya que
fueron los marcadores que mostraron resultados mas significativos en los analisis de

expresion génica.

Mediante el analisis por Western blot no fue posible detectar las proteinas VEGF-B y
VEGF-D con los anticuerpos seleccionados en las muestras analizadas, posiblemente
debido a su baja expresién. Por otro lado, VEGF-A y PIGF si fueron detectados

mediante este analisis.

En el caso de PIGF, se detectd una banda especifica a 29 KDa, tanto en el control

positivo (tejido placentario humano) como en las muestras provenientes de pacientes.
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Se observd que los pacientes pertenecientes al grupo de mal prondstico, segun el
andlisis de expresion relativa realizado previamente (alta expresién génica de PIGF),
presentaban mayor expresion proteica en las muestras tumorales que en las normales;
mientras que las diferencias no fueron apreciables en los pacientes pertenecientes al

grupo de buen prondstico (ver Figura 41).

Mal pronostico Buen pronodstico
Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4
g £ 5 E 5 E 5 £ 5
@
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Figura 41. Analisis de Western blot que muestra la expresién proteica de PIGF en tejido
tumoral y normal en pacientes con CPNM. Se muestra la expresién de ACTB como control

enddégeno. El tejido de placenta humana se empled como control positivo.

En el caso de VEGF-A, se detectaron 3 bandas de aproximadamente 24, 18 y 15 KDa,
correspondientes a las isoformas predominantes, VEGF-A1g9, VEGF-A1g5 ¥ VEGF-A1,1.
Los tamafios de las bandas encontradas fueron similares a los esperados y reportados
por otros autores para las isoformas de VEGF-A (Cressey et al., 2005;Pajares et al.,
2012). En este anadlisis se emplearon como controles positivos, la proteina
recombinante humana para VEGF-Ags (rhVEGF-A) y la linea celular MCF-7, que
expresa las 3 isoformas mencionadas. También en este caso, la expresion proteica de
las isoformas de VEGF-A fue mayor en el tejido tumoral que en el tejido sano en los
pacientes clasificados en el grupo de mal prondstico en los analisis de expresidn génica
(alta expresidn de VEGF-A); mientras que las diferencias no fueron tan marcadas en los

pacientes del grupo de buen prondstico (ver Figura 42).
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Figura 42. Andlisis de Western blot que muestra el patrén de expresion de las principales
isoformas de VEGF-A en tejido tumoral y normal en pacientes con CPNM. Se muestra la
expresion de ACTB como control enddgeno. MCF-7 y rhVEGF-A se emplearon como controles positivos.

Existen muy pocos trabajos en la literatura que estudien mediante esta técnica los
niveles proteicos de los miembros de la familia de VEGF. Uno de ellos es el de Cressey
y colaboradores en el que compararon la expresion de VEGF-A en parejas de muestras
tumorales y normales en cdncer de pulmoén y en cancer colorrectal. Segun sus
resultados, detectaron también las tres isoformas predominantes de VEGF-A (VEGF-
Aigg, VEGF-Ags ¥ VEGF-A1;1), encontrando que la isoforma VEGF-Aj,; aparecia mas
expresada en tejido normal, mientras que las isoformas VEGF-Aygs y VEGF-Agg se
expresaban en mayores niveles en el tejido tumoral de pulmdn (Cressey et al., 2005).
Sin embargo, en el presente trabajo no se observaron tales diferencias, ya que las tres

isoformas de VEGF-A aparecian mayormente expresadas en el tejido tumoral.

Por tanto, se podria concluir que el analisis de Western blot mostré concordancia
con los analisis de expresidon génica para VEGF-A y PIGF, ya que la expresidn mas alta
de mRNA de estos dos marcadores, que determinaba un peor prondstico de los
pacientes, se encontraba reflejada también en los mayores niveles proteicos en tejido
tumoral con respecto al tejido normal. Las diferencias no fueron apreciables para los
pacientes con buen prondstico, siendo en estos casos los niveles tanto de mRNA como

de proteinas inferiores.
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3. Integracion de resultados

Los procesos de angiogénesis y linfangiogénesis son eventos tempranos en la
enfermedad cancerosa, resultando factores claves en el crecimiento y diseminacién
tumoral. Es por ello, que se han desarrollado diversas estrategias terapéuticas basadas
en la inhibicién de los componentes de la principal via de sefializacidon angiogénica, la
del VEGF, tanto a nivel de ligandos como receptores, que han mostrado su eficiencia
para contribuir a la regresion tumoral en modelos animales y también en diferentes
tumores humanos, incluido en cancer de pulmén (Ferrara et al., 2003;Hanrahan et al.,
2009;Sandler et al., 2006). Sin embargo, a pesar de disponer de terapias bioldgicas
especificas, en el cancer de pulmdn, a diferencia de lo que ocurre con otros tumores
solidos, seguimos encontrando unas cifras considerables de recidiva, incluso en
pacientes en estadios tempranos. Este hecho hace necesaria la investigacién de
nuevos biomarcadores prondsticos que permitan detectar a aquellos pacientes
gue, pese a encontrarse en estadios iniciales y haberse sometidos a una reseccién
quirargica completa, o que han sido diagnosticados de un cancer de pulmén avanzado,
presentaran un peor curso clinico de su enfermedad con recidivas precoces y/o mayor
riesgo de muerte. De esta manera, la identificacion de grupos de pacientes con mal
prondstico podria ayudar a plantear nuevas estrategias de tratamiento multimodal y

mejorar los resultados en términos de supervivencia.

En este trabajo se analizé de qué manera la expresién de marcadores angiogénicos
y linfangiogénicos, bien de forma individual o como perfiles de expresion o firmas, se
encontraba asociada con las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con
CPNM, con el fin de evaluar su utilidad como biomarcadores para el diagnédstico y/o
prondstico en esta patologia. Para ello se llevaron a cabo dos estudios en paralelo: el

estudio de marcadores solubles y el estudio de marcadores tisulares.

El estudio de los marcadores solubles fue llevado a cabo mediante el analisis de dos
marcadores angiogénicos (VEGF-A y sVEGFR-2) en el plasma sanguineo de pacientes
con CPNM en estadios avanzados y en estadios resecables, asi como en controles
sanos. Nuestros resultados mostraron que los dos marcadores presentaban mayores

concentraciones plasmaticas en pacientes que en controles. Ademas evidenciaron que
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VEGF-A permitia una mejor discriminacion que sVEGFR-2 entre ambos grupos,
sugiriendo una posible utilidad diagnodstica, dada su adecuada especificidad y
sensibilidad. A ello se suma que el procedimiento analitico es minimamente invasivo,
precisa poca muestra y resulta barato y rdpido. De acuerdo con los datos obtenidos, el
valor de corte de VEGF-A en plasma para identificar a sujetos con CPNM en estadio
inicial seria de 24.2 pg/ml, mientras que para identificar a pacientes que se encuentren
ya en estadio avanzado seria de 37.5 pg/ml. Asimismo, el estudio de los marcadores
angiogénicos solubles también demostré que la determinacién de los niveles
circulantes de VEGF-A y sVEGFR-2 podria ser una herramienta prondstica para el caso
de los pacientes con CPNM en estadios avanzados, en tanto la informacién prondstica
gue aportan en pacientes con CPNM en estadios iniciales es mads limitada. Estos
analisis permitieron identificar un grupo de pacientes con CPNM avanzado definido
por la combinacién de altos niveles de VEGF-A y bajos niveles de sVEGFR-2 que
exhibian un peor pronéstico. Nuestros resultados sugirieron que el peor prondstico en
este grupo de pacientes se debia al efecto de captura (“tamponador o amortiguador”)
que tiene sVEGFR-2 sobre VEGF-A, por tanto, en los pacientes con altos niveles de
VEGF-A y menores niveles de sVEGFR-2, habria mas VEGF-A disponible para estimular y

movilizar a las células hematopoyéticas y progenitores endoteliales (Figura 43).
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Figura 43. Representacion esquematica de la interaccion de VEGF-A con el receptor VEGFR-2 en
la superficie del endotelio vascular y con el receptor soluble sVEGFR-2. A la derecha se muestra la
situacion que determinaria el peor prondstico para los pacientes con CPNM avanzado, en la que se
encuentran en circulacion, niveles mas elevados del ligando VEGF-A junto con niveles mas bajos de sVEGFR-2.
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Por otra parte, el estudio de los marcadores a nivel tisular se realizé en muestras de
pacientes con CPNM resecable. Se analizé por primera vez la expresidon mediante
RTgPCR de todos los miembros de la familia de VEGF, y se incluyeron también las NRPs
y HIF1-A, para lograr asi una imagen mas completa de las interrelaciones entre los
factores angio- y linfangiogénicos en CPNM. La RTgPCR presenta una serie de ventajas,
tales como su especificidad, sensibilidad, reproducibilidad, y que comparada con otras
metodologias como la IHQ no comporta criterios de variabilidad inter-observador. Los
resultados de este estudio pusieron de manifiesto la relevancia de la via de
sefializacion de VEGF en el prondstico de los pacientes con CPNM resecable. La alta
expresion de VEGF-A o PIGF, asi como la baja expresion de VEGF-B o VEGF-D resultaron
ser factores de prondstico negativo para los pacientes. La combinacién de estos
factores mostré mayor significacion estadistica que el analisis de los marcadores de
forma individual, siendo la variable angiogénica combinada un factor prondstico
independiente. Los hallazgos de este estudio sugieren que VEGF-A y PIGF son
importantes mediadores en el proceso angiogénico; mientras que VEGF-B y VEGF-D
podrian actuar como agonistas competitivos, posiblemente con menor accién
angiogénica o incluso como antagonistas o inhibidores de VEGF-A y PIGF, ya que se
unen a los mismos receptores (VEGFR-1 y VEGFR-2, respectivamente). Por tanto,
cuando se combinan, los bajos niveles de VEGF-B y/o VEGF-D con altos niveles de
VEGF-A y/o PIGF se produce una activacién angiogénica mayor y por consiguiente, los
pacientes presentan un prondstico mas desfavorable (Figura 44). Si bien es cierto que
estas hipdtesis sobre la funcionalidad de los distintos ligandos del VEGF necesitaria de

un estudio mas detallado de su repercusion celular.

Con el objetivo de lograr una mejor estratificaciéon de los pacientes con CPNM en
estadios iniciales, desarrollamos un modelo matematico para la generacién de un
indice de riesgo (Risk Score) basado en los datos de los niveles de expresién de PIGF,
VEGF-A y VEGF-B, que permitié de manera significativa agrupar a los pacientes en
diferentes grupos de riesgo y que, tras su validacion en otras cohortes, podria ser
considerado en estudios clinicos como biomarcador para la selecciéon de pacientes.
Como se ha mencionado anteriormente, el actual sistema de estadificacion basado en

las caracteristicas tumorales falla en la seleccién de pacientes con mayor riesgo de
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recurrencia o muerte tras la cirugia, sobre todo en los estadios iniciales de la
enfermedad. La utilizacidn de este Risk Score permitiria mejorar la caracterizacion de
los pacientes en estadios tempranos, resultando especialmente Util, ya que se trata de
un grupo heterogéneo en términos de supervivencia. De esta forma, al categorizar a
los pacientes en grupos de riesgo, se podrian identificar a aquellos pacientes
candidatos a recibir terapias de induccién o tratamiento adyuvante. Otro aspecto a
favor del empleo de este indicador como herramienta accesible para la practica clinica,
es que en muchos aspectos reune los criterios de un buen biomarcador, ya que el
procedimiento analitico requiere poca muestra, se puede establecer un método
rutinario y automatizado de analisis que consume poco tiempo, es barato, altamente

reproducible y no subjetivo.

PIGF VEGF-B VEGF-& YEGF-D VEGF-C PIGF VEGF-B VEGF-A VEGF-D VEGF-C
] e® 0 o®
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ANGIOGENESIS  LINFANGIOGENESIS

Figura 44. Representacidon esquematica de las interacciones entre ligandos y receptores de
la familia de VEGF. A la derecha se muestra la situacién que determinaria el peor pronéstico para los
pacientes en estadios resecables, donde VEGF-A y PIGF se encuentran en niveles elevados, mientras que
VEGF-B y VEGF-D se encuentran en niveles bajos. Las bolas son una representacion cuantitativa para
simbolizar la competencia de los ligandos por la unién a los receptores.

En resumen, tanto los analisis de marcadores solubles como tisulares, indicaron que
la mejor via para abordar el estudio de factores angiogénicos y/o linfangiogénicos seria
el estudio de los perfiles de expresion de marcadores combinados o firmas genéticas,
ya que aportan mas informacién acerca de la compleja interaccidn de estos factores en
la regulaciéon de dichos mecanismos. Esta aproximacidon podria representar un
complemento a la labor clinica habitual que permitiria una mejor caracterizacién de

aquellos pacientes con un perfil molecular mas angiogénico, que podrian ser
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candidatos a terapias dirigidas, en lo que hoy dia se conoce como medicina
personalizada. lgualmente, posibilitaria diferenciar a aquellos pacientes con bajo
riesgo, que no requeririan tales terapias por resultarles menos beneficiosas, y se
evitarian asi los posibles efectos negativos. Para ello sin embargo, serdn todavia
necesarios mas estudios y ensayos clinicos en cohortes prospectivas que evaluen el

potencial de estos biomarcadores en relacién a los nuevos farmacos.
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Conclusiones finales

El andlisis de marcadores angiogénicos en sangre periférica demostré que los
niveles plasmaticos de VEGF-A y sVEGFR2 son significativamente superiores en
pacientes con CPNM en relacion a los sujetos sanos, y que dado el adecuado
nivel de especificidad y sensibilidad de la determinacién de VEGF-A, podria ser

una herramienta mas de apoyo al diagndstico del CPNM.

Los analisis del valor prondstico de estos biomarcadores plasmaticos revelaron
que un perfil formado por la combinacién de niveles altos de VEGF-A y niveles
bajos de sVEGFR-2 circulantes permite identificar a un subgrupo de pacientes

con CPNM avanzado que presentan un curso clinico mas desfavorable.

El estudio de expresion de los genes angio/linfoangiogénicos analizados en
muestras tisulares de pacientes con CPNM resecable mostré que el gen PIGF se
encuentra sobreexpresado y los genes VEGFR-2, VEGFR-3 y VEGF-D se
encuentran infraexpresados en tejido tumoral, respecto al tejido pulmonar

normal.

El analisis de las correlaciones entre los niveles de expresidn génica tisular y las
caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes pone de manifiesto que la
sobreexpresiéon de PIGF es mayor en pacientes de histologia epidermoide;
mientras que la infraexpresidén de VEGF-D se relaciona con la edad avanzada, el

estadio y la metdastasis de nédulos linfaticos.

Los analisis de supervivencia para los marcadores tisulares revelaron que los
niveles elevados a nivel de mRNA de VEGF-A o PIGF, asi como los niveles bajos
de VEGF-B o VEGF-D se relacionan con un peor prondstico de los pacientes con

CPNM resecable.

Los andlisis de expresidon proteica tisular mediante Wester blot mostraron
concordancia con los analisis de expresidn génica para VEGF-A y PIGF, puesto
gue los pacientes con peor prondstico reflejan mayores niveles proteicos de

estos dos marcadores en el tejido tumoral con respecto al tejido normal.
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7. Las combinaciones de PIGF, VEGF-A, VEGF-B y VEGF-D se correlacionan con el
prondstico de los pacientes con mayor poder estadistico que las variables de
forma individual, poniendo de manifiesto la utilidad de los perfiles de expresion

de marcadores combinados para una mejor caracterizacion de los pacientes.

8. La firma genética generada en funcidon de los niveles de expresion de PIGF,
VEGF-A y VEGF-B mostré ser una apropiada herramienta para la clasificacion de
los pacientes con CPNM resecable en grupos de riesgo, que proporcionaria

informacidn valiosa para el manejo terapéutico de estos pacientes.
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Introduction: The vascular endothelial growth factor (VEGF) family of ligands and receptors (VEGFR) play
an important role in tumor angiogenesis. Increased expression of angiogenic factors in tumors or in blood
is associated with poor prognosis. The aim of this study was to investigate the role of VEGF-A and soluble
VEGFR-2 (sVEGFR-2) as biomarkers in advanced non-small-cell lung cancer (NSCLC).

Methods: We studied 432 patients with advanced NSCLC (stages IIIB-1V) treated with cisplatin and doc-

ﬁzy Wordzl" NSCLC etaxel and 89 healthy age-matched controls. Blood samples were collected before chemotherapy, and
Bioﬁgiﬁers VEGF-A and sVEGFR-2 levels were determined by ELISA.

Pro : Results: VEGF-A and sVEGFR-2 levels were higher in NSCLC patients than in the controls, but VEGF-A
gnostlc A . . A . L
VEGF behaves as a better diagnostic biomarker. There were no significant associations between VEGF-A and
VEGFR-2 SVEGFR-2 concentrations and clinical characteristics, such as ECOG-PS, gender, stage, histology, metas-
tases, and treatment response. A patient subgroup characterized by a combination of high VEGF-A and
low sVEGFR-2 levels exhibited the worst patient prognoses in terms of TTP and OS.
Conclusions: VEGF-A and sVEGFR-2 levels were significantly higher in patients than in the controls. A
combination of VEGF-A and sVEGFR-2 can be used as an independent prognostic biomarker in advanced

NSCLC.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lung cancer is one of the most common cancers in the world
today in terms of both incidence and mortality [1]. Surgery is a
potentially curative measure in early stage non-small-cell lung can-
cer (NSCLC); however, most patients have advanced, unresectable
disease at diagnosis, which typically has a poor prognosis [2].
The current standard of care for patients with advanced NSCLC is
systemic platinum-based chemotherapy [3,4]. However, the low
response rates and the modest benefit in overall survival indicate
the need to define new individualized strategies and to develop
novel therapeutic strategies based on a better understanding of
tumor biology.

* Corresponding author at: Servicio de Oncologia Médica, Hospital General Uni-
versitario de Valencia, Av. Tres Cruces s/n, 46014 Valencia, Spain.
Tel.: +34 961 972 000x72184; fax: +34 961 972 151.
E-mail address: camps_car@gva.es (C. Camps).

0169-5002/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.lungcan.2011.02.016

Tumor cell growth and the metastatic capacity of solid tumors
depend on angiogenesis. Pro-angiogenic factors secreted by tumor
cells and/or host factors stimulate endothelial cells to prolifer-
ate and form new blood vessels that are qualitatively poor and
leaky. Of these factors, vascular endothelial growth factor (VEGF)
is the most important mediator involved in the angiogenic pro-
cess [5,6] regulating endothelial sprouting and increasing vessel
permeability and contributing to the mobilization and recruitment
of bone marrow-derived hematopoietic and endothelial progen-
itor cells to tumors [7,8]. All these biological effects postulated
this pro-angiogenic factor as a key target for antivascular therapy
[9,10]. VEGEF intracellular signaling is exerted via three tyrosine-
kinase receptors (VEGFR): VEGFR1 (also known as Flt1); VEGFR-2
(KDR/F1k1), which is the receptor with the strongest kinase activ-
ity; and VEGFR3 (FIt4). VEGFR-2 forms high affinity complexes with
VEGF-A and is primarily present in vascular endothelial and tumor
cells. Several studies have shown that a high VEGFR-2 expression in
tumor and endothelial cells relates to worse prognoses in patients
with different tumors [11-15]. Soluble VEGFR-2 (sVEGFR-2) is a set
of differently sized fragments of the receptor extracellular domains.
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The sVEGFR2 retains a high binding affinity to VEGF-A, but does
not activate the downstream signal transduction cascade because
it lacks the tyrosine kinase domain [16].

Identifying circulating markers of angiogenesis that can assist
in diagnosis, staging, treatment response, and follow-up of cancer
patients is a challenging issue. Multiple angiogenic growth factors
in blood have been investigated in a variety of tumors. For example,
elevated VEGF, FGF, and HGF in biological fluids have been asso-
ciated with staging, progression, and prognosis in certain tumors
[17-22]. There are some reports showing promising results using
VEGF-A and sVEGFR-2 as biomarkers in lung cancer [17,21,23-27].
Therefore, the aim of this study, in a large cohort of patients with
advanced NSCLC, was to determine circulating levels of VEGF-A
and sVEGFR-2 as single or combined biomarkers and to correlate
them with some clinico-pathological, diagnostic, and prognostic
variables, such as time to progression (TTP) and overall survival
(0S).

2. Materials and methods
2.1. Patients and controls

We retrospectively analyzed 432 samples from patients
enrolled in a multicenter study coordinated by the Spanish Lung
Cancer Group. The clinical study was accomplished between Febru-
ary 2003 and January 2005. Eligibility criteria were the diagnosis of
stage IIIB disease with pleural effusion or stage IV NSCLC. Patients
were treated with cisplatin (75 mg/m?2) and docetaxel (75 mg/m?)
on day 1 every 3 weeks. The control group consisted of 89 anony-
mous, aged- and gender-matched, healthy volunteers without any
acute or chronic inflammatory conditions. Control samples were
taken along the same period of time than patient samples. All indi-
viduals provided informed consent. The study was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki and applicable local
regulatory requirements and laws. The institutional ethical review
board approved the study protocol (details on inclusion and exclu-
sion criteria, treatment, evaluation and laboratory procedures are
provided in Supplementary Material).

2.2. Samples

Patients’ peripheral blood samples were collected prior to
chemotherapy. Ten milliliters of peripheral blood were collected
in tubes containing EDTA as anticoagulant (BD Vacutainer®, USA).
These tubes were sent to a reference laboratory within 24 h of blood
collection. Blood samples were subjected to two centrifugation
steps: an initial centrifugation for 10 min at 1100 x g at room tem-
perature (RT) and a second centrifugation of the supernatants for
10 min at 2000 x g at RT in order to eliminate any possible cell frag-
ments from the blood. Plasma aliquots were immediately stored at
—80°C until further analysis.

2.3. VEGF-A and VEGFR-2 quantification

Plasma samples were thawed on ice, and the VEGF-A and
VEGFR-2 concentrations were determined using a double sand-
wich ELISA (Duo Set, R&D Systems). The VEGF-A standard curve
ranged from O to 2000 pg/mL, and the lower limit of detection
was 31.2 pg/mL. For the quantification of VEGFR-2, plasma samples
were diluted 1:25 in 1% bovine serum albumin (BSA) (Sigma, USA)
in PBS. The VEGFR-2 standard curve ranged from 0 to 1000 pg/mL
with aminimum detectable dose of 15.6 pg/mL (see Supplementary
Material).

2.4. Statistical analysis

Because the VEGF-A and sVEGFR-2 variables did not follow
a normal distribution, the comparisons and correlations with
categorical variables were conducted using the non-parametric
Mann-Whitney U-test or Kruskal-Wallis test. The association
between dichotomized variables was evaluated using the x2 test.
The performance of each parameter in the prediction of disease vs.
control status was evaluated by means of the receiver operating
characteristic (ROC) curve, and the area under the curve (AUC) was
measured. Differences between ROC curves were estimated accord-
ing to DeLong methods [28]. Confidence intervals for the AUC were
calculated according to Hanley and McNeil [29]. The best cut-off
value was selected using the Youden index.

The OS was calculated from the date of diagnosis and the TTP
was calculated from the date treatment started. OS and TTP curves
were plotted according to the Kaplan-Meier method, and dif-
ferences between groups were assessed using the log-rank test.
Cox-regression analysis was used for multivariate analysis. All sta-
tistically significant variables from the univariate analyses were
entered into the multivariate Cox analysis. A p-value less than 0.05
was considered statistically significant.

3. Results

The most relevant demographic and clinico-pathologic charac-
teristics of the patient population are shown in Table 1. The median
age was 59, and 84% of the patients were male. The majority of
patients were in Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)PS=1
(73%), 50% had adenocarcinoma, and 84% had stage IV NSCLC. In
the control group, the median age at the time of sampling was 57.2
(32-88) years, 77% were males. There were no significant differ-
ences in age and gender between patients and controls.

Table 1
Patient characteristics.
N %
Total 432 100
Age
Median 59
Range 31-80
Gender
Male 361 83.6
Female 71 16.4
Histology
ADC 217 50.2
SCcC 133 30.8
LCC 66 15.3
Others 16 3.7
Stage
111B 68 15.7
v 364 84.3
ECOG-PS
0 107 24.8
1 317 73.4
2 6 14
NA 2 0.5
Response?
CR 3 0.7
PR 104 241
SD 141 32.6
PD 152 35.2
NA 32 74

ADC: adenocarcinomas; SCC: squamous cell carcinomas; LCC: large cell carcinomas;
CR: complete response; PR: partial response; SD: stable disease; PD: progressive
disease; NA: not available.

2 Tumor response was evaluated according to the Response Evaluation Criteria
for Solid Tumors (RECIST) [51].
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Table 2
Plasma levels of VEGF and VEGFR-2 in patients with NSCLC and in healthy controls
(Median and range).

VEGF (pg/mL) VEGFR-2 (pg/mL)
Patients 69.7 (0.8-664.7) 8047 (2901-17761)
Controls 12.4(0.5-314.7) 6796 (3483-11283)
p <0.0001 <0.0001

* Mann-Whitney test.

3.1. VEGF-A and sVEGFR-2 plasma levels

VEGF-A and sVEGFR-2 concentrations were determined in 77
and 89 controls and in 388 and 432 patients, respectively (in 12
controls and 44 patients we did not have enough plasma to per-
form the VEGF-A measurement). We found a significant increase in
VEGF-A and VEGFR-2 plasma concentrations in patients (p < 0.0001,
for both) in comparison to the healthy controls (Table 2).

The optimal predictive models based on VEGF-A and sVEGFR-2
to distinguish patients from controls yielded AUCs of 0.862 (95% CI,
0.814-0.911) and 0.666 (95% CI, 0.612-0.720), respectively (Fig. 1).
We found significant differences between them (p<0.0001, x2
test), being VEGF-A a more suitable biomarker for discriminating
between patients and controls. The cut-off value for VEGF-A that
best distinguishes NSCLC patients from controls was 37.5 pg/mL
(74.5% sensitivity and 85.7% specificity) selected by Youden index.

3.2. Association between VEGF-A and sVEGFR-2 and
clinico-pathological variables

There were no significant associations between plasma VEGF-
A and VEGFR-2 concentrations and clinical characteristics, such as
ECOG-PS (p=0.312 and p=0.177), gender (p=0.106 and p=0.519),
stage (p=0.115 and p=0.108), histology (p=0.307 and p=0.466),
number of metastatic locations (p=0.079 and p=0.681), and
response to treatment (p=0.655 and p=0.079). There were 107
patients (24.8%) with clinical responses (complete or partial
responses), and 293 patients (67.8%) were with stable (SD) or pro-
gressive disease (PD) (see Table 1 for detailed information). We
observed lower sVEGFR-2 levels in patients with SD or PD, than in
patients with CR and PR, but the differences were non significant.
In terms of age, patients over 60 years old had significantly lower
levels of VEGFR-2 (p <0.0001), whereas no differences were found
in VEGF-A (p=0.811).

10 =

3.3. VEGF-A and VEGFR-2 and survival

In our cohort, the median follow-up was 9.65 months
(0.53-45.43), 393 (91.0%) patients progressed and 356 out of 432
(82.4%) patients died.

We evaluated VEGF-A and VEGFR-2 as possible biomarkers of
prognosis in relation to two end points: TTP and OS. Following the
dichotomization of VEGF-A and using a cut-off level of 140.7 pg/mL
(75th percentile), TTP and OS were not significantly associated
with plasma VEGF-A concentrations even though there was a trend
showing that patients with higher pre-treatment levels of VEGF-A
(>75th percentile) had shorter TTP (p=0.162) and OS (p=0.059).
When we restricted the analysis to only adenocarcinomas, we
found that there were significant differences in TTP between the
two groups (p=0.040).

In the case of VEGFR-2, when we divided patients according to
VEGFR-2 plasma concentration with a cut-off level of 9936 pg/mL
(75th percentile), there was a trend to a shorter TTP in the group of
patients with lower levels of sSVEGFR-2 (p=0.131). When the anal-
ysis was restricted to only patients in stage III, the differences in
TTP and OS were statistically significant (p=0.003 and p=0.028,
respectively).

Remarkably, we found that patients belonging to a subgroup
characterized by a combination of high levels of VEGF-A (>75th
percentile) and low levels of sVEGFR-2 (<75th percentile) had the
worst prognoses in terms of TTP (4.4 months vs. 5.8 months, respec-
tively; p=0.007) and OS (7.5 months vs. 10.4 months, respectively;
p=0.002) when compared to other possible combinations of VEGF-
A and sVEGFR2 concentrations (Fig. 2A and B). As shown in Table 3,
the subgroup of worse prognosis, represented by patients show-
ing combined high levels of VEGF-A and low levels of sVEGFR-2
compared with the subgroup of better prognosis (all other possible
combinations of both variables), were exactly matched on age and
the frequencies of histologic types, ECOG-PS, gender and response

Table 3
Patient characteristics according to levels of VEGF-A and sVEGFR-2.
Patient demographics High VEGF-A and Others p
low sVEGFR-2
No. % No. %

Total 71 100 317 100
Age

Median 59.9 59.7

Range 33.9-78 30.7-79.2 0.93
Gender

Male 62 87.3 261 82.3

Female 9 12.7 56 17.7 0.38
Histology

ADC 34 479 161 50.8

ScC 23 324 101 31.9

LCC 12 16.9 45 14.2

Others 2 2.8 10 3.2 0.94
Stage

111B 14 19.7 49 15.5

v 57 80.3 268 84.5 0.38
ECOG

0 12 16.9 84 26.5

1 58 81.7 230 72.6

2 0 0 2 0.6

NA 1 1.4 1 0.3 0.19
Response

CR 0 0 3 1

PR 14 19.7 77 243

SD 18 253 110 34.7

PD 31 43.7 105 33.1

NA 8 113 22 6.9 0.20
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Fig. 1. ROC curves.

ADC: adenocarcinomas; SCC: squamous cell carcinomas; LCC: large cell carcinomas;
CR: complete response; PR: partial response; SD: stable disease; PD: progressive
disease; NA: not available.
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Fig. 2. Kaplan-Meier plots according to VEGF-A and sVEGFR-2 plasma levels. (A)
TTP and (B) OS.

were not significantly different between the two groups, suggest-
ing that the differences found in the median TTP and OS between
them may be due to the different levels of circulating VEGF-A and
VEGFR-2. Therefore, the use of a combination of plasma levels of
both angiogenic markers (VEGF-A and sVEGFR-2) allowed us to
identify a subgroup of patients with different prognosis.

A multivariate Cox regression model for TTP and OS was built
using the variables that were found significant in the univariate
analysis (gender, ECOG-PS, and the combined variable of VEGF-A
and sVEGFR-2). Regarding TTP, this analysis revealed that only the
combined variable VEGF-A and sVEGFR-2 and gender were inde-
pendent prognostic in our patient population. Moreover, VEGF-A
and sVEGFR-2, ECOG-PS, and gender were independent prognostic
markers for OS (Table 4).

4. Discussion

The assessment of angiogenic markers in peripheral blood has a
potential advantages over the evaluation of angiogenic activity in
tumor tissue because it allows all cancer patients to be evaluated
without the need for surgical specimens or biopsy material, which
is an important issue for advanced NSCLC patients because they
do not always have readily available biopsy specimens. Scientific
evidence has shown that tumor cells secrete VEGF, which binds to
the corresponding receptor, primarily on endothelial cells, inducing
tumor proliferation, angiogenesis, and metastasis [5,30,31]. It has
also been postulated, using in vivo and in vitro models, that VEGF
levels are an important modulator of sSVEGFR-2 levels [32], which
has been detected in the serum of cancer patients [33,34]. Sev-
eral studies support the role of sSVEGFR-2 as a potent and selective
inhibitor of VEGF-mediated angiogenesis [16,35], as an endogenous
selective inhibitor of lymphatic vessel growth [36] and mural cell
recruitment [37].

Circulating VEGF-A or VEGFRs protein levels have been related
to patient tumor burden [32,38,39], but it is important to consider
that tumor-associated stroma and other non-tumor tissues could
also contribute to it [40,41]. Regarding its potential diagnostic use-
fulness, in this large scale study based on the analysis of VEGF-A and
VEGFR-2 plasma levels in advanced NSCLC patients, we found that
both angiogenic markers exhibited higher plasma concentrations
in NSCLC patients in comparison to age- and sex-matched con-
trols, which agrees with previous reports (reviewed by Poon et al.)
[42]. According to our data, VEGF-A behaves better than sVEGFR-
2, allowing the discrimination between patients and controls with
adequate specificity (85.7%) and sensitivity (74.5%), using a cut off
value of 37.5 pg/ml.

Even though, one possible limitation in the performance of
sVEGF as a diagnostic biomarker that should be considered in this
study is the missing of clinical data from the control group (like pro-
fessional exposure, smoking habits, personal and family history of
cancer, and lung function) that, in some cases may bias the results.

Bremnes et al. [43] reviewed the controversial role of VEGF-
A as a prognostic marker in NSCLC. Some studies have indicated
that pre-chemotherapy VEGF-A or sVEGFR-2 levels correlate with
disease activity and prognosis [14]; however, other studies have
produced inconclusive evidence concerning the reliability or pre-

Table 4
Multivariate Cox regression analysis for TTP and OS.
TTP oS
HR 95% Cl p HR 95% Cl p
ECOG-PS
0 1.00
1-2 - - 0.135 1.44 1.11-1.87 0.006
Gender
Female 1.00 1.00
Male 1.43 1.07-1.90 0.014° 1.45 1.07-1.98 0.017
VEGF-A and sVEGFR-2
Others 1.00 1.00
High VEGF-A and low sVEGFR-2 1.44 1.09-1.88 0.009° 1.49 1.12-1.97 0.006

HR: hazard ratio; Cl: confidence interval.
* p<0.05, statistically significant.
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dictability of this correlation [17,44]. Hanrahan et al. reported that
low baseline circulating VEGF was associated with a better progres-
sion free survival in patients with advanced NSCLC treated with
anti-angiogenic drugs [45]. The conflicting results of the previous
reports related to the prognostic or predictive value of the ana-
lyzed biomarkers could be explained, at least in part, by the choice
of heterogeneous patient population, the small size of the analyzed
cohorts and also the selection of the matrix used for the assessment
of circulating biomarkers. In this regard, we selected EDTA-plasma
as the most appropriate analytical matrix for our study, because
serum samples may not be representative of in vivo conditions due
to the activation of proteases during clotting (altering specially the
levels of sVEGFR-2), and the releasing of the contents of platelets
and other blood cells [46-48].

The large size of our cohort focusing only in advanced-stage
patients, allowed us to study more patients than any other prior
investigation (n=432). We observed no significant correlation
between VEGF-A or sVEGFR-2 levels and prognosis. However, there
were trends of shorter TTP and OS in the patient group with higher
levels of VEGF-A, while the same trend in TTP was observed in the
patient group with lower levels of sSVEGFR-2. Interestingly, most
of the associations between outcome and levels of single circulat-
ing angiogenic factors in our study were seen when we analyzed
more homogeneous groups of patients, such as VEGF-A in adeno-
carcinomas or sVEGFR-2 in stage IIl patients. To our knowledge,
it seems improbable that a single angiogenic marker will pro-
vide all of the significant clinical information because only one
biomarker cannot reveal the complexity of the angiogenic process,
and single biomarkers seems to be more significant for certain his-
tological subtypes of tumors or at certain stages of tumor growth,
as shown in this study; however, when the markers were consid-
ered in combination, they provided a more comprehensive pattern
or profile, significantly improving their prognostic value, as was
shown previously in hepatocarcinomas (using sVEGFR-1 and PIGF)
and pancreatic cancer (using sVEGFR-1 and VEGF) [49,50].

We identified a patient subgroup defined by a combination
of high VEGF-A and low sVEGFR-2 levels that exhibited a poor
outcome and resulted in an independent prognostic factor for
TTP and OS in the multivariate analysis. These findings sug-
gest that studies investigating more than one marker could yield
additional information based on the prognostic significance of
different angiogenic phenotypes. Additionally, if tissue samples
had been available in our retrospective cohort, it would have
been very interesting to compare tumor biopsy microvessel den-
sities (MVDs) with the circulating VEGF-A and sVEGFR-2 levels in
order to assess a possible role as surrogate biomarker of angio-
genesis. The worst patient prognoses in the patient group with
high VEGF-A and low sVEGFR-2 levels suggest that, because of
the trapping effect of sVEGFR-2 in patients with low levels of
SsVEGFR-2, there is more VEGF-A available to stimulate and mobilize
bone marrow-derived hematopoietic and endothelial progenitor
cells.

5. Conclusion

According to our data, we have identified a subpopulation of
NSCLC patients that displays a specific angiogenic profile (com-
bined high VEGF-A and low sVEGFR-2 levels), which seems to have
a more aggressive disease behavior. Therefore, this profile could
be used as an independent biomarker of prognosis in advanced
NSCLC. We suggest that angiogenic profiles may provide insight
into the biological effects of anti-angiogenic treatments and con-
sidering the increasing interest in targeting VEGF-A system, and the
emerging data about the changes in the circulating levels of VEGF-A
and sVEGFR-2 after the administration of anti-angiogenic thera-

pies, it could be appealing to validate these findings in prospective
and ad-hoc designed clinical trial.
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Abstract: Patients at risk for lung cancer may have subclinical disease for years before
presentation. The diagnosis of this disease is primarily based on symptoms, and detection often
occurs after curative intervention is no longer possible. At present, no lung cancer early-detection
biomarker is clinically available. This study reviews the most recent advances in early detection
and molecular diagnostic biomarkers for the detection of lung cancer. This review includes
an overview of the various biological specimens and matrices in which these biomarkers could
be analyzed, as well as the diverse strategies and approaches for identifying new biomarkers
that are currently being explored. Several novel and attractive biomarker candidates for the early
detection of lung cancer exist. A remarkable shift is taking place from research based on single
markers to analyzing signatures that are more complex in order to take advantage of new high-
throughput technologies. However, it is still necessary to validate the most promising markers
and the standardization of procedures that will lead to specific clinical applications.
Keywords: biomarker, detection, lung cancer, diagnosis

Introduction

Lung cancer is a global public health concern. The average five-year lung cancer
survival rate in Europe is approximately 15%.! More people die from lung cancer than
from breast, colon, and prostate cancer combined.? Nevertheless, the five-year survival
rate in early-stage, operable, non-small cell lung cancer (NSCLC) is approximately
50%—70%. The five-year survival rate drops to 2%—5% for patients whose cancers are
diagnosed after their tumors have spread distantly.? At present, the diagnosis of lung
cancer is primarily based on symptoms (eg, cough, chest pain, hemoptysis, shortness
of breath), and detection often occurs when curative intervention (ie, surgery) is no
longer possible.

Although early detection can save lives, screening tests for high-risk individuals
using sputum cytology or chest X-rays have not resulted in improvements in disease-
specific survival.** Patients at risk for lung cancer may have subclinical disease for
years before presentation, and until now, no validated model that includes molecular
biomarkers of cancer risk have been developed. The clinical challenge, therefore, is to
develop a non-invasive approach based on molecular biomarkers that may significantly
improve the assessment of risk, early diagnosis, and application of chemoprevention
for lung cancer.

This review presents and discusses the most recent advances in early detection
and molecular diagnostic biomarkers for the detection of lung cancer, including an
overview of the different matrices with which these biomarkers could be analyzed.
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Early detection of lunch cancer:

the role of CT screening

Low-dose chest computed tomography (CT) scans are
proven to be effective tools for the detection of early-stage
resectable diseases. Several Phase 2 non-randomized trials
of CT screening of high-risk individuals (current or former
smokers) have shown that CT screening detects small size
lung cancers of 12—15 mm in diameter. When these results
are compared with those of a validated control group, CT
scans detected three times more lung cancer than would be
expected.®®

The results from the National Lung Screening Trial
(NLST, the largest randomized trial) were published recently.
This study enrolled 53,454 persons at high risk for lung
cancer in order to determine the real impact of screening
with low-dose CT screening on lung cancer mortality at the
population level. The participants were randomly assigned
to undergo three annual screenings with either low-dose CT
or single-view chest X-ray. The results of the NLST show a
20.0% decrease in mortality from lung cancer in the low-dose
CT compared with the chest X-ray. Additionally, a 6.7%
overall mortality reduction was observed in the CT group.’
Conversely, low-dose CT screening was associated with a
high rate of false positive results. Two other harmful effects
of CT screening that should be considered are over-diagnosis
and the association of low-dose CT with the development of
radiation induced cancers (effects that could not be measured
directly and must be assessed in future analyses). Given these
results, the potential use of CT as a lung-cancer screening
tool is still a matter of debate.

Due to the contentious results of the image-based screening
programs, there is increasing interest in the development
of risk prediction models that incorporate genetic and
molecular biomarkers for the precise and accurate estimation
of risks and are focused on the use of noninvasive or
minimally invasive samples, such as blood, sputum, or
exhaled breath.

Molecular biomarkers

A biomarker is defined as a characteristic that is objectively
measured and evaluated as an indicator of normal biologic
processes, pathogenic processes, or pharmacologic/
pharmacodynamic responses to a therapeutic intervention. '
An individual marker may serve more than one purpose and,
therefore, can fall into more than one category. In addition,
a single biomarker may have different categorizations
across tumor types and/or stages of the disease.!! The ideal
cancer biomarker must be useful for all purposes (diagnosis,

prognosis, or the prediction of pharmacological response) and
should also be easy to obtain, inexpensive, easy to perform,
accurate, and highly informative.

New technologies, including pharmacogenomics, pro-
teomics, metabolomics, and molecular imaging have been
introduced in clinical settings and may potentially offer
early diagnosis, accurate characterization of the histologi-
cal subtype of NSCLC, and insight into disease prognosis
and response to therapy. However, these techniques are in
early development and considerable efforts to standardize
them are necessary. Recently, Hanansh et al reviewed the
emerging lung cancer serum biomarkers including proteins,
DNA methylation patterns, autoantibodies, microRNAs,
circulating tumor cells (CTCs), cell-free DNA, and several
metabolites.!? Table 1 summarizes some relevant studies
in the field of biomarkers for lung cancer detection and
shows the wide range of specimens, type of biomarkers
and detection methods that have been used. An overview
of the most recent publications in the area of early diagnosis
biomarkers shows that the focus in cancer biomarkers has
shifted from searching for single biomarkers to analyzing
combined biomarkers, which seems to be more effec-
tive in decreasing false positives and increasing detection
rates. However, at this time, there are no single or combined
validated molecular biomarkers for the early detection of
lung cancer despite the considerable number of investigations
that have been carried out with this purpose (Table 1).

Selection of the analytical matrix:

the biological specimen
An important pre-analytic issue is choosing the “correct”
analytical matrix in which to find new biomarkers. A good
biomarker must be detectable in clinically accessible
material; therefore, there is an increasing interest in the
development of molecular-based minimally- or non-invasive
screening methods. Fluid biomarkers include a variety of
components found in blood, urine, or other fluids that may
reflect the presence of a tumor in the body."

The aim of early lung cancer diagnosis is to detect
molecular biomarkers in non-invasive biological specimens
before symptoms arise.

Tissue bronchoscopy

Bronchoscopy, particularly with the help of techniques such
as auto-fluorescence bronchoscopy (AFB) and narrow-band
imaging, is a suitable technique for detecting preinvasive
lesions and early-stage lung cancer in the central airways
that cannot be detected by CT technology.'* In addition,
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several studies have demonstrated that the use of fluorescence
in situ hybridization (FISH) testing for the detection of
chromosomal abnormalities is significantly more sensitive
than conventional cytology for detecting lung cancer in
bronchoscopically obtained bronchial brushing specimens;
however, this result was achieved with an increase in false
positive diagnoses.'> '8

Other studies show similar results that demonstrate how
equivocal cytology in lung cancer diagnosis can be overcome
with additional methods on the same specimen (ie, slide).
Adjuvant FISH or DNA-image cytometry in cytologically
equivocal diagnoses improves diagnostic accuracy at
comparable rates.'” Spira et al have identified an airway gene-
expression biomarker that may be useful as a screening tool
for the evaluation of smokers with suspected lung cancer.
They performed gene-expression profiling on histologically
normal upper airway epithelial cells obtained at the time
of bronchoscopy, with sufficient quantities of high quality
RNA for microarray studies from 152 of 208 samples. Their
data suggest that combining cytopathology with the gene-
expression biomarker improves the diagnostic sensitivity
of the overall bronchoscopy procedure from 53% to 95%.%

AFB biopsies were also useful for analyzing microRNA
expression by qPCR, allowing to assess different micro-
RNA patterns during the succesive steps of bronchial
carcinogenesis.?!

Blood samples

The rich content of diverse molecular and cellular elements
in blood, which gives information about the health status of
an individual, makes it an ideal compartment in which to
develop non-invasive diagnostics for cancer. Hanash et al
recently reviewed the role of blood-borne biomarkers in
cancer screening; this role could be extended from general
population risk assessment to treatment response evaluation
and recurrence monitoring.'?

Blood samples comprise a complex matrix composed
of a cellular fraction and serum or plasma. CTCs and
macromolecules such as lipids, proteins, RNA, microRNA,
and DNA that originate from tumor cells can be found
in blood. In addition to CTCs, other circulating cells are
currently being explored as sources of biomarkers such as
immune, stromal, and endothelial cells."

The first detection of cell-free nucleic acids originating
from tumor cells and circulating in the serum or plasma
of cancer patients, including lung cancer, was reported in
1997.22 Several case-control studies have reported higher
levels of circulating DNA in patients’ blood than in normal

healthy controls, showing that DNA may be an important
risk factor for the presence of illness and a prognostic index
in the follow-up procedure (reviewed by Bremnes et al).?
Interestingly, Sozzi et al were able to discriminate NSCLC
patients from age-, sex-, and smoking-matched controls
according to the amount of circulating plasma DNA, which
was determined through the use of real-time quantitative
polymerase chain reaction (PCR) amplification of the human
telomerase reverse transcriptase gene (hTERT).>* Since
then, several studies have assessed varying concentrations
of free circulating DNA using diverse data analysis methods
or laboratory procedures that have resulted in significant
differences between lung cancer patients and controls.?* %’
In contrast to these studies, Tamkovich et al found no sig-
nificant differences between the amount of DNA in plasma
samples of lung cancer patients and healthy subjects.?®
In general, the vast majority of studies show that higher
levels of circulating DNA can be detected in patients with
lung cancer compared with disease-free smokers and control
subjects, which suggests that the analysis of this biomarker
may represent a new non-invasive approach for the early
detection of lung cancer.

In terms of circulating nucleic acids, it is also worth
considering the value of the isolation and characterization
of circulating tumor DNA because a correlation between the
detection of molecular alterations (genetic and epigenetic)
in the circulating nucleic acids and lung tumor DNA has
been demonstrated.? !

Circulating cell-free RNA and miRNA as well as exo-
somal miRNA content has also been identified as a source of
biomarkers for early detection in lung cancer patients.>*>* The
usefulness of circulating nucleic acid detection in plasma or
serum for the early detection of lung cancer has been extensively
assessed, but the results are still inconsistent due to the high
rate of false negative results (the absence of circulating nucleic
acids does not correlate with the absence of cancer).?

Recent microarray studies have identified additional early
detection signatures using samples from peripheral blood.
Showe et al demonstrated the feasibility of using the PBMC
gene expression signature to identify early-stage NSCLC in
at-risk populations.*

The use of blood samples for tumor protein quantification is
another point to be addressed in the development of biomarkers
for the early detection of lung cancer. Some proteomics
biomarkers of lung cancer, such as carcinoembryonic antigen
(CEA), cytokeratin-19 fragment (CYFRA), or neuron-specific
enolase (NSE) are clinically available, while others (serum
amyloid A —SAA-, haptoglobin-02, or Apo A-1)*7 still need
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further validation and are not recommended for clinical
diagnosis.

Another interesting approach is the detection and
characterization of CTCs, which offers new perspectives for
researchers. Several available CTC detection platforms were
verified in clinical settings that strongly suggest that CTC
detection has enormous potential to assist in malignancy
diagnosis, estimating prognosis, and monitoring disease
recurrence and responses to anticancer therapy. Tanaka et al
evaluated the potential of CTC detection as a diagnostic
parameter to distinguish malignant from benign lung disease.
They found that the CTC count was significantly higher in
lung cancer patients compared with nonmalignant patients,
but the test showed a low sensitivity for detecting CTCs.3#
A novel microfluidic platform was recently developed that
allows for the isolation of high quantities of rare CTCs.
A pilot study using this technology showed that CTCs were
detected in most blood samples taken from patients with
a variety of malignant tumors, including lung cancer.*
Therefore, comparative studies are still necessary to clarify
the appropriate methodology for lung CTC detection, with
the aim of improving early diagnosis, monitoring the disease,
and genotyping tumors.

Exhaled breath condensate

Exhaled breath condensate (EBC) is a fluid from the airways
that can be collected by means of an easy, completely non-
invasive, and repeatable procedure that is well accepted
by patients. EBC contains both volatile and non-volatile
compounds, including cytokines, proteins, and DNA.* The
analysis of exhaled air for volatile organic compounds (VOCs)
shows that there is a pattern of VOCs that distinguishes lung
cancer patients.** Even when most VOCs in the cancer
patients are higher at baseline compared to the controls, this
difference is still evident after surgery.*? Therefore, exhaled
VOCs cannot be considered specific biomarkers for lung
cancer, as they do not seem to be solely produced by tumor
tissue, but rather by an epiphenomenon that accompanies
lung cancer development.

Various studies have reported genetic changes in DNA
found in EBC from lung cancer patients. Carpagnano et al
demonstrated that the microsatellite alterations in DNA
from the EBC and tumor tissue in NSCLC patients had
an overlapping profile consisting of loss of heterozygosity
and microsatellite instability.* In another study by Gessner
et al, mutations were present in the EBC of patients with
NSCLC, while no mutations were found in the EBC of the
control subjects.*

All these findings support the suggestion that EBC may
be an appropriate matrix for the non-invasive identification of
early markers of NCSLC. On the other hand, a weakness of
the use of EBC is that the collection devices can significantly
affect the levels of biomarkers obtained; therefore, the
values acquired from different devices may not be directly
comparable.*’

Sputum

Sputum is another potentially attractive non-invasive source
of biomarkers for lung cancer. Although it is unlikely that
early-stage lung cancers will exfoliate detectable cancer
cells in sputum, it is hypothesized that because of field
tumorigenesis process, genetic or epigenetic changes in
exfoliated cells may reflect an increased risk of lung cancer.*
Consequently, many research groups have examined sputum
as a matrix in which biomarkers can be determined. Byers
et al studied cytologic atypia in a large cohort of smokers
and former smokers with chronic obstructive lung diseases.
They reported that sputum cytologic atypia is a marker for
increased lung cancer risk and examined whether it might
complement radiologic imaging in a combined approach to
the early detection of lung cancer.*” With the intention of
improving the diagnostic accuracy of cytologic examination,
additional molecular approaches have been investigated,
such as gene-promoter methylation analysis® and FISH for
chromosomal aneusomy using a four-target DNA FISH probe
including EGFR, MYC, 5pl15, and CEP6.%!

Using sputum as starting material, Xie et al reported
aberrant miRNA expression in this type of sample, which
could be used as a marker for the early diagnosis of NSCLC,
especially in adenocarcinomas.’* However, there are
currently no definitive data indicating that sputum biomarkers
are efficient for routine clinical applications to reliably predict
individuals at risk of developing lung cancer or who are in
the early stages of the disease.

Strategies for the identification
of early-detection lung cancer
biomarkers

Genomic/genetic approaches

Since human genome sequencing was completed, DNA has
been widely studied for the detection of new biomarkers for
many diseases. In lung cancer, genomic instability is frequently
observed, which includes allelic loss and instability at loci
on 3p (fragile histidine triad), 9p (p16INK4A), and 17p.>**
By analyzing a wide collection of lung adenocarcinomas
through high resolution (250k) SNP arrays, Weir et al
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Table | Summary of relevant studies in the field of biomarkers for lung cancer detection

Reference Sample type Biomarker type Detection Number of cases Sensitivity/
method specificity (%)
Halling et al'® Bronquial brushing Cytology and Combined cytology Patients = 89 75/83
Bronquial washing chromosomal abnormailities and FISH Controls = 48° 61/95
Spira et al® Bronquial brushing Gene expression Microarrays Primary dataset
Patients = 60 80/84
Controls = 69*
Validation dataset
Patients = 18 83/76
Controls = |7
Sozzi et al** Blood DNA PCR Patients = 100 90/86°
Controls = 100
Tanaka et al*® Blood CTC CTC count Patients = 125 30.4/88.0¢
Controls = 25*
Patz et al”® Serum Proteins ELISA Primary dataset
Patients = 50 89.3/84.7
Controls = 50
Validation dataset
Patients = 49 77.8/75.4
Controls = 48
Miura et al® Serum Gene expression RT-PCR Patients = 112 89/72¢
Controls = 80 71/80°
Zheng et al* Plasma microRNas RT-PCR Patients = 74 81.33/86.76
Controls = 68
Jantus- Plasma Proteins ELISA Patients = 432 74.5/85.7
Lewintre et al® Control = 89
Showe et al* PBMC Gene expression Arrays Primary dataset
Patients = 137 91/80
Controls =91°
Validation dataset
Patients = 38 76/82
Controls = 17°
Yu et al*? Sputum microRNas RT-PCR Primary dataset
Patients = 36 80.6/91.7
Controls = 36
Validation dataset
Patients = 64 70.3/80
Controls = 58
Xie et al*2 Sputum microRNas RT-PCR Patients = 23 69.7/100

Controls = |72

Notes: *Control group consisted of patients without lung cancer; *Highest value obtained with a DNA concentration value of 9 ng/mL; “Cut-off CTC count = |; ‘Obtained

with hTERT; *Obtained with EGFR.

Abbreviations: CTC, circulating tumor cell; EGFR, epidermal growth factor receptor; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; FISH, fluorescence in situ hybridization; hnTERT,
human telomerase reverse transcriptase gene; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; PCR, polymerase chain reaction; RT-PCR, real-time polymerase chain reaction.

identified 57 significantly recurrent events in this type of
tumor, but concluded that many of the genes involved in lung
adenocarcinoma are yet to be discovered.’” Twenty-six of the
most prevalent somatic mutations in lung adenocarcinomas
have recently been categorized. The most frequently mutated
genes include tyrosine kinases, among them the EGFR
homologue ERBB4; multiple ephrin receptor genes, notably
EPHAS3; vascular endothelial growth factor receptor, KDR;
and NTRK genes.*® The detection of these changes in DNA
is considered a potential diagnostic tool, but due to the
low frequency of alterations in the specific genes found in

biological samples, most of these studies obtained limited
sensitivity and specificity.

Over last 5 years, next generation sequencing (NGS)
methods have changed genomic analyses, thus providing a
more accurate and sensitive detection technology for somatic
mutations in tumors. NGS chemistries vary, but the results
are similar: millions of sequencing reads of DNA templates
are generated in parallel, gathering information of up to
200 Gb, while the read lengths for each DNA template are
very short (35-500 bp) compared to the traditional Sanger
sequencing method.” This technique can be applied to a
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panel of relevant lung cancer related genes, a comprehensive
assortment of signal transducers involved in the signaling
of tumor cells, or even to the entire exome or genome of
tumor cells. However, the massive amount of information
derived from NGS will require impressive data processing
tools and very careful interpretation to provide meaningful
clinical information. On the other hand, the capacity to
generate enormous amounts of information, together with
the high specificity of NGS methods, offers a promising new
avenue for discovery in many fields of research, especially
in identifying molecular biomarkers for early detection and
prognosis in lung cancer patients.

Epigenomics/epigenetics

Epigenetics is defined as the study of the modifications of
genes that are not coded in the DNA sequence itself and
that are believed to be important in the etiology of diseases
such as cancer. Unlike the DNA sequence, epigenetics may
be influenced by the environment and may lead to altera-
tions in the expression of genes through various epigenetic
factors, such as methylation. In lung cancer cells, hyper-
methylation of certain regions is associated with promoter
silencing of tumor suppressor genes and may serve as an
early lung cancer-detection marker (reviewed by Tsou
et al).®® Elevated levels of methylated genes in plasma have
been observed for RASSFIA, pl16, APC, FIHT, RARbeta,
MGMT, DAPK, tissue inhibitors of metalloproteinase 3
(TIMP-3), and SOCS1 and SOCS3.31%! In sputum, aberrant
methylation of p16 and/or MGMT was found in all patients
with squamous-cell lung carcinomas who were studied up to
3 years before clinical diagnosis.®* Recently, DNA methy-
lation of SHOX2 studied in bronchial lavage samples by
differential methylation hybridization (DMH) showed the
potential use of this gene in lung cancer detection, even in
samples that contained no visible tumor cells.®® This result
was further confirmed in tumor and adjacent normal tissue
samples of patients by analyzing SHOX2 DNA methylation
levels.* Therefore, the analysis of methylation profiles in
various types of biological specimens (plasma, serum, and
sputum) appears to be a promising approach for the early
diagnosis of lung cancer.

Transcriptomics: messenger
and micro-RNAs

The isolation of messenger RNA from body fluids such as
plasma or serum still presents technical difficulties, which
is reflected in the lower number of publications compared
to those on DNA. Various approaches for transcriptomics

studies in blood samples from lung cancer patients have
been performed. For instance, Xi et al% analyzed messen-
ger RNA for the detection of CTCs in blood with a panel
that included CK7, EGFR, SCCA, and SFTB. Miura et al®
measured serum hTERT mRNA and epidermal growth factor
receptor (EGFR) mRNA levels in lung cancer patients using
gPCR assays by observing that h\TERT mRNA, especially
when combined with EGFR mRNA, has adequate sensitiv-
ity and specificity as a biomarker of diagnosis and clinical
stage. Gene expression profiles using RNA arrays have
also been studied. As mentioned earlier, Showe et al found
a gene expression signature in PBMC that distinguished
early-stage NSCLC patients from those with non-malignant
lung disease.*

Research on cancer biomarkers has recently focused on
micro-RNAs (miRNAs), a type of non-transcribed short
RNA that regulates the translation of mRNA by binding to
sequences in the 3’ untranslated region (3’UTR). Several
studies have demonstrated the critical role that miRNAs
play in cancer pathogenesis.®”® Several miRNAs have
been detected in tissue, sputum, and peripheral blood
in lung cancer patients with remarkable stability, which
makes them attractive candidates as diagnostic biomarkers.
Mascaux et al?! have recently analyzed the miRNA
expression profiling of biopsies obtained by fluorescence
bronchoscopy using qPCR. They identified a set of miRNA
that were differentially expressed in the successive stages
of bronchial carcinogenesis that were also highly predictive
of the histological grade. Furthermore, Jiang et al> describe
a panel of seven miRNAs that are expressed differentially
in lung adenocarcinomas compared with normal lung
tissues. The combination of four of these miRNAs allowed
for a distinction between patients with adenocarcinoma
and normal subjects. Moreover, these miRNA could be
detected in sputum samples by qPCR with high sensitivity
and specificity.

The presence of miRNAs in plasma and serum samples
has been widely studied. Endogenous plasma miRNAs are
highly stable. They are resistant to incubation at 37°C, freeze-
thaw cycles, and even to RNase activity.””' The mechanisms
by which miRNAs are protected are still unknown, although
it has been hypothesized that they may be packaged inside
exosomes or associated with other protective molecules.’*"
Several studies carried out on plasma and serum have
identified patterns of differential expression of miRNAs that
allow lung cancer patients to be distinguished from cancer-
free control subjects, even in patients with Stage I lung
cancer.’>”*7 In sum, these results support the hypothesis that

26 submit your manuscript

Dove

Lung Cancer:Targets and Therapy 2012:3


www.dovepress.com
www.dovepress.com
www.dovepress.com

Dove

Lung cancer biomarkers

miRNA expression patterns may serve as biomarkers for the
early diagnosis of lung cancer.

Proteomics

Proteins are the real players in biomarking processes; therefore,
they may have a significant advantage over genes in terms
of biomarker discovery. Proteomics is becoming a useful
tool for biomarker identification in different types of tumors
due to the development of high-throughput platforms, which
allow for the simultancous detection of multiple proteins.
Two approaches — the identification of individual proteins
and protein expression profiling — have been suggested for
the application of proteomics in biomarker detection. The role
of some plasma proteins as diagnostic biomarkers has been
further studied, and some are currently available in the clinical
setting (eg, CEA, CYFRA, and NSE). The problem lies in the
low specificity and/or sensitivity of these biomarkers, which
means they are not recommended for clinical use.”®”® Many
additional proteins have recently been studied as potential
diagnostic biomarkers in lung cancer. Patz et al” tested a
panel of four serum proteins (CEA, retinol-binding protein,
ol -antitrypsin, and squamous cell carcinoma antigen) in a
matched case-control study including lung cancer patients, in
which considerable specificity and sensitivity was obtained.
The value of other serum proteins, such as amyloid A,
haptoglobin-02, and a fragment of apolipoprotein A-1, as
biomarkers has also been explored, although more clinical
validation is needed.®*® Due to the importance of the
angiogenic process in cancer, our group recently studied the
diagnostic and prognostic implications of vascular endothelial
growth factor (VEGF) and its receptor VEGFR-2 in patients
with advanced NSCLC, where we observed that both
angiogenic markers exhibited higher plasma concentrations
in patients compared to the age- and sex- matched controls
with adequate specificity and sensitivity.*

Comparative protein profiling is another promising
method for the detection of protein expression patterns.
Advances in new analytical methods such as two-dimensional
gel electrophoresis (2DE) and mass spectrometry have made
the simultaneous detection of multiple protein changes
possible.®*35 Tyan et al characterized a list of 1400 proteins
in pleural effusion samples from lung adenocarcinoma
patients by separating peptides and HPLC-ESI-MS/MS %
Furthermore, Soltermann et al isolated 170 glycoproteins
that were also from pleural effusions, including several
known lung cancer biomarkers such as CA125, CD44, and
TTE*¥ These studies have some limitations due to their lack
of independent validation. Moreover, they are not superior

to other lung cancer-diagnosis methods, despite the recent
discovery of new biomarkers.

Conclusion

Cancer biomarker research has recently experienced a
remarkable growth in technology, which has resulted in
biomarker discoveries from various “omics” including
genomics, transcriptomics, proteomics, and metabolomics.
Several examples of novel candidate biomarkers for the
early detection of lung cancer have emerged following this
growth in technology. In conjunction with the use of non-
invasively obtained samples, such as blood, sputum, or EBC,
this technological growth represents a significant advance
in the field of diagnostic biomarkers for lung cancer. The
tasks ahead are to select the most promising markers (single
or a panel) for the early detection of lung cancer in order to
choose the correct specimen and novel methodology and to
optimize and standardize procedures for the implementation
of successful validation studies that will lead to specific
clinical applications.
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Abstract

Introduction: Angiogenesis and lymphangiogenesis are key mechanisms for tumor growth and
dissemination, and are mainly regulated by the vascular endothelial growth factor (VEGF)
family of ligands and receptors. The aim of this study was to analyze the mRNA expression of
angiogenic markers in patients with resectable non-small cell lung cancer (NSCLC) and to
correlate it with clinico-pathological variables and prognosis.

Methods: RNA was obtained from tumor and normal lung specimens from 175 NSCLC patients.
Quantitative PCR (RTgPCR) was performed to assess the expression of HIF1-A, PIGF, VEGF-A,
VEGF-Asgs,, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, NRP-1 and NRP-2.
Differences were considered statistically significant at p<0.05.

Results: We found that tumor samples had higher expression of PIGF and lower expression of
VEGF-D, VEGFR-2 and VEGFR-3 compared to normal tissue. The survival analyses revealed that
patients with higher expression levels of PIGF or VEGF-A, and those with lower expression
levels of VEGF-B or VEGF-D had significantly reduced time to progression (TTP) and overall
survival (0S). The combination of high VEGF-A, low VEGF-B and low VEGF-D is an independent
prognostic factor for both TTP and OS.

Conclusions: VEGF family members have a crucial role in the prognosis of NSCLC. The analysis
of the combined expression of these markers allows us to obtain a genetic signature that could
better distinguish patients with different outcomes in early-stage NSCLC. Furthermore, this
analysis allows better characterization of patients with worse prognosis who could be

candidates for targeted therapies.

Keywords: VEGF; angiogenesis; prognostic; NSCLC; biomarkers



Introduction

Lung cancer is the leading cause of cancer-related death and the most commonly diagnosed
form of cancer, with a worldwide incidence of more than a million new cases annually [1]. The
average 5-year lung cancer survival rate is approximately 15 %.[2]. Surgery is a potentially
curative measure in early-stage non-small cell lung cancer (NSCLC), however, only 40-50% of
patients that are amenable to radical surgery are cured due to the high risk of disease
recurrence after surgery [3].

Angiogenesis and lymphangiogenesis are very complex, tightly regulated and multistep
processes which are central in tumor growth and metastatic spread. The VEGF family of ligands
and receptors play an essential role throughout these processes [4]. This VEGF family includes
five ligands that have been described in humans: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D and
placental growth factor (PIGF). The signaling process is mediated by high affinity binding to
three tyrosine-kinase receptors: VEGFR1 (also known as Flt1), VEGFR-2 (KDR/Flk1) and VEGFR3
(FIt4) [5].

Hypoxia is a potent inducer of VEGF-A, the major mediator of tumor angiogenesis. VEGF-A has
multiple isoforms generated by alternative splicing, with VEGFs; being the most common
isoform. VEGF-A exerts its pro-angiogenic effect by activating VEGFR-1 or VEGFR-2. VEGF-A has
approximately 10 times higher affinity for VEGFR-1, but because its signal transduction
properties are lower, VEGF-A signaling occurs mainly through VEGFR-2 [6]. On the other hand,
PIGF and VEGF-B mediate their signaling by binding to VEGFR-1 while VEGF-C and VEGF-D
interact with VEGFR-2 and VEGFR-3 °. In adults, the receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 are
expressed mainly in the vascular endothelium, whereas VEGFR-3 is restricted largely to the
lymphatic endothelium.

Additionally, neuropilins (NRP), membrane glycoprotein receptors without kinase activity, are
another group of receptors related to VEGF. Neuropilins are thought to act primarily as co-
receptors, enhancing the binding of VEGF-A to VEGFR-2 and are expressed in some tumor and
endothelial cells. Recent evidence indicates that at least in vitro, NRP-1 can mediate signaling
activity on its own, independent of VEGFR-2, leading to endothelial cell migration but not
proliferation [7].

Since the first published paper by Mattern et al. in 1997 regarding the expression of VEGF in
lung cancer, which was found to be associated with microvessel density, numerous studies
have been conducted regarding the association of VEGF/VEGFR expression with prognosis in
NSCLC [8, 9]. The expression or over-expression of VEGF has been reported in 60% of NSCLCs,

with many of the studies indicating a positive correlation between the expression of VEGF and



tumor vascularization [10]. According to the meta-analysis by Zhan in 2009, VEGF over-
expression has an unfavorable impact on the survival of patients with NSCLC, with worse
prognosis in the adenocarcinoma (ADC) subtype [11], while the prognostic relevance of other
family members is still contentious [12]. Recently, published results of an
immunohistochemical (IHC) analysis in early-stage NSCLC patients revealed the importance of
the combination of markers for studying prognosis. This study found that the combination of
high VEGF-A, VEGFR-1 and VEGFR-2 expression was associated with good prognosis in
squamous cell carcinoma patients (SCC) [13].

The relationship between the levels of VEGF-C, VEGF-D and VEGFR-3 is also interesting in
relation to the spreading of the tumor. The expression level of VEGF-C was found to be
correlated with lymphatic invasion [14, 15]. However, the correlation between the expression
of VEGF-D and metastasis is more controversial in the literature [16-20]. Therefore, a more
complete view of the implications and interactions of the key elements of the VEGF family
pathway is needed to approach the study of angiogenesis and lymphangiogenesis in NSCLC
prognosis.

Thus, we aimed to analyze, for the first time, the mRNA expression levels of all VEGF ligands,
receptors and co-receptors, as well as HIF1-A, using quantitative PCR (RT-gPCR), a highly
sensitive and reproducible technique, in a large cohort of resectable NSCLC patients to
establish expression profiles associated with prognosis for this disease to distinguish patients

with the highest risk of relapse.



Materials and Methods

Patients and tissue samples

Between 2004 and 2011, 175 resectable NSCLC patients from the General University Hospital
of Valencia were recruited for this retrospective study. The eligibility criteria included a
diagnosis of early-stage NSCLC and the lack of any previous treatment. All of the individuals
provided informed consent. The study was conducted in accordance with the Declaration of
Helsinki and applicable local regulatory requirements and laws. The institutional ethical review
board approved the study protocol.

Patients’ tumor and adjacent normal lung specimens were obtained at the time of the surgery
and were immersed in RNAlater” (Applied Biosystems, USA) to avoid degradation of RNA. The
samples were subsequently sent to the reference laboratory and were frozen at -802C until the

moment of analysis.

Isolation of mRNA

RNA isolation from the tumor and normal tissue specimens was performed by using
TriReagent® (Sigma, USA) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the samples
were homogenized using Tissue Lyser® (Qiagen, Germany), and chloroform was added to
separate the aqueous phase containing the RNA. Nucleic acids were precipitated using
isopropanol and washed with ethanol. The RNA was resuspended in Nuclease-Free Water’
(Qiagen, Germany) and stored at -80°C until further analysis. The obtained mRNA was
quantified using a nano-spectrophotometer (NanoDrop 2000C, Thermo Fisher Scientific, USA),
and the integrity was assessed with a bioanalyzer by microfluidics-based platform (Agilent

2100, Agilent Technologies, Germany).

Reverse Transcription and Real-Time quantitative PCR

Reverse transcription reactions (RT) were performed from 1.0 pg of total RNA to synthesize
cDNA using random hexanucleotides and the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit”
(Applied Biosystems, USA) following the manufacturer’s instructions. The thermal cycling
conditions were as follows: 10 minutes at 25°C, 120 minutes at 372C and 5 seconds at 852C.
Relative gene expression of angio- and lymphangiogenic-related genes (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, PIGF, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, NRP-1, NRP-2, HIF-1A and VEGF-Aiss,) Were
quantized by real-time quantitative PCR (qPCR) with assays based on hydrolysis probes and
using 1 pl of cDNA from the previous RT reaction, Universal Master Mix (Applied Biosystems)

and TaqMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems), in a 5 pl final volume of reaction.



Amplification of the B-glucoronidase gene (GUSB) as an endogenous gene was performed in all
cases to normalize the gene expression values. The primer and probe sets used for specific
amplification of the selected genes are shown in Supplemental Digital Content 1. The thermal
cycling parameters were as follows: 2 minutes at 50°C, 10 minutes at 95°C, followed by 40
cycles of 15 seconds at 95°C and 1 minute at 60°C. Each sample was run in duplicate and the
mean value of the replicates for each sample was calculated and expressed as C,
(Quantification cycle). Gene expression of the tumor samples of each patient was normalized
against its normal sample as a control. For efficiency calculations, the relative standard curves
for each target and reference gene were obtained using serially diluted cDNA prepared from a
reference cDNA (qPCR Human Reference cDNA random-primed, Clontech, USA). Relative gene
expression levels in test samples were expressed as the ratio of target gene expression /

reference gene (GUSB) expression by using the Pfaffl formula [21].

Statistical analysis

Because the variables did not follow a normal distribution (determined by the Kolmogorov-
Smirnov test), the comparisons and correlations with categorical variables were conducted
using the non-parametric Mann-Whitney U-test and the Kruskal-Wallis test. The association
between dichotomized variables was evaluated using the X2 test.

The overall survival (0OS) and the time to progression (TTP) were calculated from the date of
surgery up to the endpoint or last follow-up. The survival curves were plotted according to the
Kaplan-Meier method, and the differences between the groups were assessed using the log-
rank test. The Cox-regression analysis was used for multivariate analysis to identify
independent prognostic factors. A p valug 0.05 was considered statistically si gnificant. All
statistical analyses were performed using SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

version 15.0.



Results

The most relevant demographic and clinico-pathological characteristics of the cohort of
patients are shown in Table 1. The median age was 63 years, and 86.9% were male. The
majority of patients were in the Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)-PS=0 (72%). The
most common histological subtype was SCC (47.4%), the majority of patients (52.6%) had

stage | disease and 65.7% did not received any postoperative treatment.

Relative gene expression

We analyzed the relative expression levels of angio- and lymphangiogenic-related genes
(VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, PIGF, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, NRP-1, NRP-2, HIF-1A
and VEGF-Aiss) in 175 paired samples (tumor tissues and normal lung tissues from each
patient). All of the analyzed genes could be amplified using the selected primers/probes.

PIGF was over-expressed in tumor tissue compared to normal tissue (2.76x), whereas VEGFR-2
(0.42x) and VEGFR-3 (0.42x) expression was lower in tumor compared to normal lung tissue.

We also found a remarkably under-expression of VEGF-D (0.035x) in tumor samples.

Association between gene expression and clinico-pathological variables

We examined the relationship between the expression levels of the analyzed genes and
patients’ demographics and clinico-pathological characteristics. We found that PIGF was more
highly expressed in SCC (4.72x) than in ADC (1.95x) (p<0.0001). There were significant
differences between patient gender and the expression of PIGF (p=0.017), VEGF-A (p=0.018),
VEGFR-1 (p=0.015) and NRP-2 (p=0.042), where men had higher values than women for all of
these markers. The expression of VEGF-D was lower in patients older than 65 years (p=0.040)
and in more advanced stages (lI-IlIA vs. I) (p=0.015). Finally, patients with lymph node
metastasis showed the lowest values in terms of relative expression of VEGF-D (0.023x) in
comparison to patients who had no affected lymph nodes (0.039x), indicating a possible

association between lymph node status and the levels of expression of VEGF-D (p=0.083).

Association between gene expression and survival

Median follow-up was 22 months [range, 0.4-80.6 months]. We analyzed the prognosis of
patients in relation to gene expression at two endpoints: TTP and OS. For this purpose,
continuous variables were dichotomized as higl® (median) and low (< median), using the
median expression of each gene as a cutoff. A summary of the univariate analysis is shown in

Supplemental Digital Content 2.



The univariate analysis showed that patients with high expression levels of PIGF had shorter
TTP (30.1 months vs. NR [median not reached], p=0.027) and shorter OS (42.6 months vs. NR,
p=0.048) than patients with low levels of PIGF (Figure 1A). Similarly, the expression levels of
VEGF-A differentiates two groups with distinct prognoses, namely patients with high levels of
VEGF-A were those having shorter TTP (21.1 months vs. NR, p=0.024) and OS (42.9 months vs.
NR, p=0.050) (Figure 1B). The survival analysis, restricted to patients with ADC histology,
showed the same prognostic differences for groups with VEGF-A high vs. low, but with greater
statistical significance for OS (p=0.039); while there were no significant differences in the
group of SCC subtype.

Conversely, the survival analysis for VEGF-B showed an opposite effect, as patients with
expression levels below the median had significantly worse prognosis in terms of TTP (22.1
months vs. NR; p=0.020) and OS (27.9 months vs. NR; p=0.003) than the group with high
expression levels of this marker (Figure 1C). The analysis restricted to the SCC specimens also
showed these differences but with greater statistical power for TTP (p=0.004); while there are
no significant differences for ADCs .

In the case of VEGF-D, lower levels of this marker were related to poor prognosis, as we found
a trend to shorter TTP (p=0.135) and OS (0.089) for patients with low expression levels
compared to patients with high levels of VEGF-D. Although not significant, the Kaplan-Meier
plots demonstrate this observation (Figure 1D). Additionally, there were no significant
associations between TTP and OS and the levels of VEGF;gs,, VEGF-C, VEGFR-1, VEGFR-2,
VEGFR-3, NRP-1, NRP-2 and HIF-1A.

Genetic angiogenic signature and survival

According to these results, we considered the combination of markers in order to find
angiogenic genetic signatures to better assess the prognosis of patients.

Thus, we combined PIGF, VEGF-A, and VEGF-B as well as VEGF-D because, although not
statistically significant, VEGF-D allows the prognosis of patients to be clearly distinguished, as
shown in Figure 1D. At this point, we first performed combinations of two variables, defined as
the poor prognosis group in each case, which was characterized by combining the pattern of
poor prognosis for two of these factors. Each of these combinations was compared with other
possible combinations. The survival analysis showed that the following combinations, VEGF-
A/VEGF-B, VEGF-A/VEGF-D, VEGF-A/PIGF and PIGF/VEGF-B, allow to differentiate groups with
poor prognosis in TTP and OS with even greater significance than the individual analysis of
each variable. We also analyzed combinations of three factors, and we found that the

expression profiles of patient groups with the worst prognosis in TTP and OS are characterized



by high levels of VEGF-A and PIGF and low levels of VEGF-B (T"VEGF-A/'PIGF/J VEGF-B) or by
high levels of VEGF-A and low levels of both VEGF-B and VEGF-D (MVEGF-A/{ VEGF-B/{ VEGF-
D) (see Figure 2 and Supplemental Digital Content 2).

Moreover, we contemplated the combination of the four markers (PIGF, VEGF-A, VEGF-B and
VEGF-D), but this combined variable was not better in terms of statistical significance

compared to the combinations mentioned above.

Multivariate Cox regression analysis

To determine if any of the analyzed variables are independent prognostic factors for lung
cancer in our cohort, multivariate analysis was performed according to the Cox regression
method. Previously, we analyzed all of the clinical and pathological variables that may be
related to the development of the disease by the Kaplan-Meier and Cox univariate analysis.
The gene expression and clinico-pathological variables of significant value £p  0.05; see
Supplemental Digital Content 2) were entered into the multivariate Cox regression analysis.
Table 2 shows the results of the analysis. The independent prognostic variables according to
the Cox regression model for TTP were tumor size and the combined expression of VEGF-A,
VEGF-B and VEGF-D (VEGF-A/VEGF-B/VEGF-D). For OS, the multivariate analysis revealed that
independent prognostic variables were tumor size, VEGF-B expression and the combined
expression of VEGF-A, VEGF-B and VEGF-D (VEGF-A/VEGF-B/VEGF-D).

The subgroup of worse prognosis was represented by those patients which hold combined
MVEGF-A/J VEGF-B/J VEGF-D compared with the subgroup with better prognosis (all other
possible combinations). Of note, no significantly differences in age, histological types, stage,
ECOG-PS, gender and smoking status were noted between the two groups (Table 3). The same
analysis was done in two subsets of patients, classified according to their post-operative
treatment (patients not treated and patients receiving adjuvant chemo or
radio/chemotherapy). None of the post-operative treatment regimens seems to influence in
the observed differences in outcome when the combined expression of VEGF-A, VEGF-B and
VEGF-D was used as a prognostic biomarker, as shown in the figure of Supplemental Digital
Content 3. These findings suggest that this genetic angiogenic signature is an interesting
biomarker in early-stage NSCLC, which behaves independently on the treatment that patients

received after lung cancer resection.



Discussion

The processes of angiogenesis and lymphangiogenesis are early events in cancer disease, key
factors that result in tumor growth and spread. The ligands and receptors of the VEGF family
are the main regulators of these processes. Thus, the inhibition of the signaling pathways
VEGF/VEGFR-2 and VEGF-C/VEGF-D/VEGFR-3 appears to contribute to tumor regression
(reviewed by Ferrara) [22] and has led to the production of therapeutic agents in humans.
Recently, the addition of anti-angiogenic drugs to standard chemotherapy has proved to
significantly increase the median survival rates of patients with lung cancer. But until now,
there are no predictive biomarkers for anti-angiogenic agents [23]. In this regard, the use of
marker’s profiles based on angiogenic mediators as prognostic tools at the earliest stage of
NSCLC could be of clinical interest for the selection of patients that could be eligible for
induction or adjuvant targeted-therapies and for finding predictors of NSCLC.

For this purpose, in the present study, we investigated whether the expression of single
angiogenic and lymphangiogenic markers, as well as the expression profiles or signatures,
were associated with clinical features and prognosis in resectable NSCLC patients. We
performed, for the first time, an expression analysis by RTqPCR of all members of the VEGF
family and also included NRPs and HIF1-A for a more complete picture of the interrelationships
among angio- and lymphangiogenic factors in early-stage NSCLC. RTqPCR is a specific and
reproducible technique, which, in contrast to other methods such as IHC, does not need
interobserver variability criteria.

The results of our study show that the tissue levels of VEGF-A, VEGF-B, VEGF-D and PIGF
expression distinguish groups of patients with different prognoses for the disease. VEGF-A is
the most studied angiogenic factor, and its expression or over-expression in tumors has been
reported in approximately 60% of NSCLC (reviewed by Zhu) [10]. VEGF-A has been identified as
a prognostic factor in most studies, and in addition, circulating levels of this marker have been
extensively studied in relation to its potential diagnostic or predictive role [24, 25] However,
although an association between circulating VEGF-A levels and tumor response against some
antiangiogenic therapies has been reported, conclusive data in survival prediction does not
exist [26, 27]. In the present study, we did not find differences in VEGF-A mRNA expression
levels between tumor and normal lung, but we reported that higher levels of VEGF-A are
significantly related to poor prognosis. According to Zhan meta-analysis, patients with high
VEGF-A expression and ADC histology show the worst prognosis in relation to patients with
other histologies [11]. However, a novel splice variant of VEGF-A that could be associated with

antiangiogenic properties (VEGFys,) has recently been identified [28]. Thus, we investigated



the role of the VEGFs, in our cohort of patients. The expression of VEGFss, was not
significantly associated with outcome. Therefore, in concordance with Das et al. [29] in this
study we could not found the inhibitory effect on tumor growth or the anti-angiogenic effect
that other authors had reported for this splice variant [28, 30, 31].

There are fewer studies on VEGF -B, although it has also been found to be expressed in various
tumor types [32], including lung cancer [19] and over-expressed compared to normal tissue in
some of them [33]. This finding would suggest that VEGF-B can complement the role of other
family members of VEGF in the promotion of tumor angiogenesis. However, data in the
literature regarding its role in disease prognosis are scarce. Mylona et al. performing
immunohistochemical studies found that the expression of VEGF-B was a marker of
unfavorable prognosis in breast cancer patients with positive nodes [34]. However, our data
indicate just the opposite, as in our cohort of NSCLC patients, high expression of VEGF-B
correlated with better prognosis.

In this study, the mRNA expression level of PIGF was increased in tumors compared to normal
tissue. This finding has also been reported in other tumors, such as colorectal, renal and breast
cancer [35-39]. Conversely, other studies have found that low expression in some tumors was
associated with methylation of the PIGF promoter [40]. Additionally, we found that over-
expression of PIGF is even greater in the group of patients with SCC, although other authors
found no significant difference [41-43]. In relation to these findings, Woo et al. also found
differences in the expression level of PIGF in terms of tumor histology, being higher in SCLC
than in NSCLC [44]. These differences in the expression of PIGF among histologies may
contribute to the distinct biology of the disease. In fact, in recent years, many reports clearly
indicate that histologic subtypes are biologically different in terms of gene expression, tumor
response to therapy, drug toxicity, and clinical outcome, which suggest that these tumors may
also have a potentially distinct response to inhibition of the VEGF pathway [13, 45-47].
Additionally, we have demonstrated that PIGF expression influences patient outcome,
specifically by showing a relationship between high PIGF level and poorer outcomes, similar to
the findings by other authors [35, 39, 43].

Regarding VEGF-D expression and as previously reported by several authors in lung and other
cancers [18, 19, 48, 49] , we found a marked under-expression of these gene in tumors
compared to normal tissue (0.035x), in addition to a possible link between low VEGF-D
expression and lymph node involvement. Several studies have investigated the relationship
between the levels of both protein and mRNA of VEGF-C, VEGF-D and its receptor, VEGFR-3, in
relation to the capacity of tumor dissemination. In this regard, VEGF-C expression has been

correlated with poor prognosis [15] and with lymph node metastasis [14, 50, 51], while VEGF-D



expression and its correlation with metastasis or patient survival seems less clear in the
literature or even contradictory [16-18, 20, 52-54]. It is important to note that our data
indicate that the level of VEGF-D expression can clearly distinguish two groups of patients with
different clinical outcomes, which could be related to a possible anti-metastatic effect of the
downregulation of VEGF-D.

The interrelationships among the members of VEGF signaling pathway are complex, as the
different members and isoforms of the family interact with each other, modulating their
signaling in a synergistic and in certain cases, antagonistic manner. Considering this
complexity, and based on the observed results, we decided to approach the analysis by
studying the combined expression of these genes as a genetic signature to evaluate the
prognosis of patients. Thus, we find that the combined variables for the expression of VEGF-
A/VEGF-B, VEGF-A/VEGF-D, VEGF-A/PIGF, PIGF/VEGF-B and the combination of VEGF-A/VEGF-
B/PIGF and VEGF-A/VEGF-B/VEGF-D allow us to differentiate between different prognosis
groups with greater statistical significance than individual analysis. It should be note that
according to the multivariate Cox analysis, the combined expression of VEGF-A, VEGF-B and
VEGF-D have independent prognostic values for TTP and that the expression of VEGF-B and,
again, the combined expression of VEGF-A, VEGF-B and VEGF-D are independent prognostic
markers for OS. Moreover, the prognostic value of the combination of VEGF-A/VEGF-B/VEGF-D
is not influenced by adjuvant treatment of patients, since it holds even when we analyzed
patients according to whether or not they received adjuvant therapy. Similarly, we found other
approaches in the literature to understand these mechanisms by studying the expression
profiles of several VEGF family members [13, 19, 24, 55].

Sands et al. studied the complex interaction of these angiogenic mediators in the hypoxic lung,
and their results indicated that VEGF-B and PIGF can inhibit or enhance the action of VEGF-A in
accordance with their specific concentrations [56]. Another study on the interaction of these
factors was conducted by Moffat et al., in which they generated cell lines that over- or under-
expressed VEGF-A to study the changes in the levels of expression of other members of this
family of ligands. The authors showed that under-expression of VEGF-A did not result in
complete inhibition of angiogenesis and observed an increase in the expression of VEGF-D,
which they state could be an alternative or secondary path toward angiogenesis [57]. Thus,
considering the exposed results, we hypothesized that the major mediators in the angiogenic
process would be VEGF-A and PIGF, as their high expression determines a poor prognosis.
However, VEGF-B and VEGF-D may be acting as competitive agonists of VEGF-A and PIGF, but
with less angiogenic and lymphangiogenic action, or even as antagonists or inhibitors of their

action, as VEGF-B and VEGF-D can bind to the same receptors as VEGF-A and PIGF (VEGFR-1



and VEGFR-2, respectively). Therefore, the low levels of VEGF-B and VEGF-D that determine a
poor prognosis in our patients may be allowing VEGF-A and PIGF to increase their action
through the two receptors.

In conclusion, it seems that the best way to approach the study of angiogenic and/or
lymphangiogenic markers is the study of the expression profiles of combined markers or gene
signatures. We found that high expression of VEGF-A and/or PIGF in combination with low
expression of VEGF-B and/or VEGF-D represents a phenotype of poor prognosis in early-stage
NSCLC. Hence, the genetic signature of these markers provides us more information about the
complex interplay of these factors in the regulation of such a mechanism and could allow
better characterization of patients with strikingly different prognosis who may be candidates
for targeted therapies. It will require further studies for validation our results as well as clinical
trials in prospective cohorts to evaluate the prognostic and predictive potential of these

biomarkers in relation to anti-angiogenic therapies.



Referencences

[1]

(2]

3]

[4]

[5]

[6]

[7]

8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

Jemal A, Bray F, Center MM, et al. Global cancer statistics. CA Cancer J Clin 2011;61:69-
90.

Youlden DR, Cramb SM, Baade PD. The International Epidemiology of Lung Cancer:
geographical distribution and secular trends. J Thorac Oncol 2008;3:819-31.

Spiro SG, Tanner NT, Silvestri GA, et al. Lung cancer: progress in diagnosis, staging and
therapy. Respirology 2010;15:44-50.

Hicklin DJ, Ellis LM. Role of the vascular endothelial growth factor pathway in tumor
growth and angiogenesis. J Clin Oncol 2005;23:1011-27.

Veikkola T, Karkkainen M, Claesson-Welsh L, et al. Regulation of angiogenesis via
vascular endothelial growth factor receptors. Cancer Res 2000;60:203-12.

Kerbel RS. Tumor angiogenesis. N Engl J Med 2008;358:2039-49.
Dvorak HF. Angiogenesis: update 2005. J Thromb Haemost 2005;3:1835-42.

Mattern J, Koomagi R, Volm M. Coexpression of VEGF and bFGF in human epidermoid
lung carcinoma is associated with increased vessel density. Anticancer Res
1997;17:2249-52.

Bremnes RM, Camps C, Sirera R. Angiogenesis in non-small cell lung cancer: The
prognostic impact of neoangiogenesis and the cytokines VEGF and bFGF in tumours
and blood. Lung Cancer 2006;51:143-58.

Zhu CQ, Shih W, Ling CH, et al. Immunohistochemical markers of prognosis in non-
small cell lung cancer: a review and proposal for a multiphase approach to marker
evaluation. J Clin Pathol 2006;59:790-800.

Zhan P, Wang J, Lv XJ, et al. Prognostic value of vascular endothelial growth factor
expression in patients with lung cancer: a systematic review with meta-analysis. J
Thorac Oncol 2009;4:1094-103.

Salgia R. Prognostic significance of angiogenesis and angiogenic growth factors in
nonsmall cell lung cancer. Cancer 2011;117:3889-99.

Pajares MJ, Agorreta J, Larrayoz M, et al. Expression of tumor-derived vascular
endothelial growth factor and its receptors is associated with outcome in early
squamous cell carcinoma of the lung. J Clin Oncol 2012;30:1129-36.

Skobe M, Hawighorst T, Jackson DG, et al. Induction of tumor lymphangiogenesis by
VEGF-C promotes breast cancer metastasis. Nat Med 2001;7:192-8.

Pepper MS, Tille JC, Nisato R, et al. Lymphangiogenesis and tumor metastasis. Cell
Tissue Res 2003;314:167-77.



(16]

(17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

Yokoyama Y, Charnock-Jones DS, Licence D, et al. Vascular endothelial growth factor-D
is an independent prognostic factor in epithelial ovarian carcinoma. Br J Cancer
2003;88:237-44.

Ko YH, Jung CK, Lee MA, et al. Clinical significance of vascular endothelial growth
factors (VEGF)-C and -D in resected non-small cell lung cancer. Cancer Res Treat
2008;40:133-40.

Maekawa S, lwasaki A, Shirakusa T, et al. Correlation between lymph node metastasis
and the expression of VEGF-C, VEGF-D and VEGFR-3 in T1 lung adenocarcinoma.
Anticancer Res 2007;27:3735-41.

Niki T, Iba S, Tokunou M, et al. Expression of vascular endothelial growth factors A, B,
C, and D and their relationships to lymph node status in lung adenocarcinoma. Clin
Cancer Res 2000;6:2431-9.

Feng Y, Wang W, Hu J, et al. Expression of VEGF-C and VEGF-D as significant markers
for assessment of lymphangiogenesis and lymph node metastasis in non-small cell lung
cancer. Anat Rec (Hoboken ) 2010;293:802-12.

Pfaffl MW. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Res 2001;29:e45.

Ferrara N, Gerber HP, LeCouter J. The biology of VEGF and its receptors. Nat Med
2003;9:669-76.

Sandler A, Gray R, Perry MC, et al. Paclitaxel-carboplatin alone or with bevacizumab for
non-small-cell lung cancer. N Engl J Med 2006;355:2542-50.

Jantus-Lewintre E, Sanmartin E, Sirera R, et al. Combined VEGF-A and VEGFR-2
concentrations in plasma: Diagnostic and prognostic implications in patients with
advanced NSCLC. Lung Cancer 2011;74:326-31.

Reinmuth N, Thomas M, Meister M, et al. Current data on predictive markers for anti-
angiogenic therapy in thoracic tumours. Eur Respir J 2010;36:915-24.

Dowlati A, Gray R, Sandler AB, et al. Cell adhesion molecules, vascular endothelial
growth factor, and basic fibroblast growth factor in patients with non-small cell lung
cancer treated with chemotherapy with or without bevacizumab--an Eastern
Cooperative Oncology Group Study. Clin Cancer Res 2008;14:1407-12.

Hanrahan EO, Ryan AJ, Mann H, et al. Baseline vascular endothelial growth factor
concentration as a potential predictive marker of benefit from vandetanib in non-small
cell lung cancer. Clin Cancer Res 2009;15:3600-9.

Bates DO, Cui TG, Doughty JM, et al. VEGF165b, an inhibitory splice variant of vascular
endothelial growth factor, is down-regulated in renal cell carcinoma. Cancer Res
2002;62:4123-31.

Das K, Zhao Y, Sugiono M, et al. Differential expression of vascular endothelial growth
factor165b in transitional cell carcinoma of the bladder. Urol Oncol 2007;25:317-21.



(30]

(31]

(32]

(33]

(34]

(35]

(36]

(37]

(38]

(39]

[40]

[41]

[42]

(43]

[44]

Woolard J, Wang WY, Bevan HS, et al. VEGF165b, an inhibitory vascular endothelial
growth factor splice variant: mechanism of action, in vivo effect on angiogenesis and
endogenous protein expression. Cancer Res 2004;64:7822-35.

Manetti M, Guiducci S, Romano E, et al. Overexpression of VEGF165b, an inhibitory
splice variant of vascular endothelial growth factor, leads to insufficient angiogenesis
in patients with systemic sclerosis. Circ Res 2011;109:e14-e26.

Salven P, Lymboussaki A, Heikkila P, et al. Vascular endothelial growth factors VEGF-B
and VEGF-C are expressed in human tumors. Am J Pathol 1998;153:103-8.

Nash AD, Baca M, Wright C, et al. The biology of vascular endothelial growth factor-B
(VEGF-B). Pulm Pharmacol Ther 2006;19:61-9.

Mylona E, Alexandrou P, Giannopoulou |, et al. The prognostic value of vascular
endothelial growth factors (VEGFs)-A and -B and their receptor, VEGFR-1, in invasive
breast carcinoma. Gynecol Oncol 2007;104:557-63.

Wei SC, Tsao PN, Yu SC, et al. Placenta growth factor expression is correlated with
survival of patients with colorectal cancer. Gut 2005;54:666-72.

Chen CN, Hsieh FJ, Cheng YM, et al. The significance of placenta growth factor in
angiogenesis and clinical outcome of human gastric cancer. Cancer Lett 2004;213:73-
82.

Matsumoto K, Suzuki K, Koike H, et al. Prognostic significance of plasma placental
growth factor levels in renal cell cancer: an association with clinical characteristics and
vascular endothelial growth factor levels. Anticancer Res 2003;23:4953-8.

Parr C, Watkins G, Boulton M, et al. Placenta growth factor is over-expressed and has
prognostic value in human breast cancer. Eur J Cancer 2005;41:2819-27.

Maae E, Olsen DA, Steffensen KD, et al. Prognostic impact of placenta growth factor
and vascular endothelial growth factor A in patients with breast cancer. Breast Cancer
Res Treat 2012; 133:257-65.

Xu L, Jain RK. Down-regulation of placenta growth factor by promoter
hypermethylation in human lung and colon carcinoma. Mol Cancer Res 2007;5:873-80.

Ho MC, Chen CN, Lee H, et al. Placenta growth factor not vascular endothelial growth
factor A or C can predict the early recurrence after radical resection of hepatocellular
carcinoma. Cancer Lett 2007;250:237-49.

Zhang L, Chen J, Ke Y, et al. Expression of Placenta growth factor (PIGF) in non-small
cell lung cancer (NSCLC) and the clinical and prognostic significance. World J Surg
Oncol 2005;3:68.

Cheng SJ, Lee JJ, Kok SH, et al. Expression of placenta growth factor: an independent
factor for prediction of progression and prognosis of oral cancer. Head Neck
2010;32:1363-9.

Woo IS, Park MJ, Byun JH, et al. Expression of placental growth factor gene in lung
cancer. Tumour Biol 2004;25:1-6.



[45]

[46]

[47]

(48]

[49]

[50]

[51]

[52]

(53]

[54]

[55]

[56]

[57]

Neal JW. Histology matters: individualizing treatment in non-small cell lung cancer.
Oncologist 2010;15:3-5.

Wheatley-Price P, Blackhall F, Lee SM, et al. The influence of sex and histology on
outcomes in non-small-cell lung cancer: a pooled analysis of five randomized trials.
Ann Oncol 2010;21:2023-8.

Langer CJ, Besse B, Gualberto A, et al. The evolving role of histology in the
management of advanced non-small-cell lung cancer. J Clin Oncol 2010;28:5311-20.

George ML, Tutton MG, Janssen F, et al. VEGF-A, VEGF-C, and VEGF-D in colorectal
cancer progression. Neoplasia 2001;3:420-7.

Charoenrat P, Rhys-Evans P, Eccles SA. Expression of vascular endothelial growth factor
family members in head and neck squamous cell carcinoma correlates with lymph
node metastasis. Cancer 2001;92:556-68.

Saintigny P, Kambouchner M, Ly M, et al. Vascular endothelial growth factor-C and its
receptor VEGFR-3 in non-small-cell lung cancer: concurrent expression in cancer cells
from primary tumour and metastatic lymph node. Lung Cancer 2007;58:205-13.

Bo C, Xiaopeng D, Chuanliang P, et al. Expression of vascular endothelial growth factors
C and D correlates with lymphangiogenesis and lymph node metastasis in lung
adenocarcinoma. Thorac Cardiovasc Surg 2009;57:291-4.

Carrillo de Santa PE, Arias FC, Caso PE, et al. Prognostic significance of the expression
of vascular endothelial growth factors A, B, C, and D and their receptors R1, R2, and R3
in patients with nonsmall cell lung cancer. Cancer 2009;115:1701-12.

Nakamura Y, Yasuoka H, Tsujimoto M, et al. Prognostic significance of vascular
endothelial growth factor D in breast carcinoma with long-term follow-up. Clin Cancer
Res 2003;9:716-21.

White JD, Hewett PW, Kosuge D, et al. Vascular endothelial growth factor-D expression
is an independent prognostic marker for survival in colorectal carcinoma. Cancer Res
2002;62:1669-75.

Donnem T, Al Shibli K, Andersen S, et al. Combination of low vascular endothelial
growth factor A (VEGF-A)/VEGF receptor 2 expression and high lymphocyte infiltration
is a strong and independent favorable prognostic factor in patients with nonsmall cell
lung cancer. Cancer 2010;116:4318-25.

Sands M, Howell K, Costello CM, et al. Placenta growth factor and vascular endothelial
growth factor B expression in the hypoxic lung. Respir Res 2011;12:17.

Moffat BA, Chen M, Kariaapper MS, et al. Inhibition of vascular endothelial growth
factor (VEGF)-A causes a paradoxical increase in tumor blood flow and up-regulation of
VEGF-D. Clin Cancer Res 2006;12:1525-32.



Titles and Legends for Figures

Figure 1. Kaplan—Meier plots for TTP and OS according to expression of (A) PIGF, (B) VEGF-A,
(C) VEGF-B and (D) VEGF-D.

Legend for Figure 1. Abbreviations: PIGF, placental growth factor; VEGF, vascular endothelial

growth factor; TTP, time to progression; OS, overall survival.

Figure 2. Kaplan—Meier plots according to coexpression of (A) VEGF-A, PIGF and VEGF-B for
TTP and (B) OS; and coexpression of (C) VEGF-A, VEGF-B and VEGF-D for TTP and (D) OS.

Legend for Figure 2. Abbreviations: PIGF, placental growth factor; VEGF, vascular endothelial

growth factor; TTP, time to progression; OS, overall survival.

Supplemental Digital Content 3. Kaplan-Meier plots according to coexpression of VEGF-A,
VEGF-B and VEGF-D for TTP and OS in (A) postoperative treated patients and (B) no

postoperative treated patients.

Legend for Supplemental Digital Content 3. Abbreviations: VEGF, vascular endothelial growth

factor; TTP, time to progression; OS, overall survival.
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Table 1. Characteristics and treatment of patients

N =175 %
Age (median, range) 63 [26-85]
Gender
Mae 152 86.9
Femae 23 131
Performance Status
PS=0 126 72
PS=1 47 26.9
PS=2 2 11
Histology
SCC 83 47.4
ADC 69 394
NSCLC NOS 23 13.2
Stage
I 92 52.6
I 45 25.7
A 38 21.7
Smoking status
Current smoker 84 48
Former smoker 71 40.6
Non-smoker 20 114
Postoper ative treatment
No 115 65.7
Chemotherapy 38 21.7
Chemotherapy / Radiotheraphy 22 12.6

Abbreviations: ADC, adenocarcinomas; NSCLC, Non Small Cell Lung Cancer; NOS, not otherwise specified; SCC, squamous cell
carcinomas



Table 2. Multivariate Cox analysis of progression-free and overall survival. Summary of
significant variables.

TTP 0s
VARIABLES HR 95% IC p° HR 95% IC p°
Tumor size?
>3.5cm 2.296 1.303-4.048 0.004* 2.104 1.158-3.822  0.015*
<35cm 1.000 1.000
VEGF-B
Low - - - 2.306 1.144-4649  0.019*
High 1.000
VEGF-A/VEGF-B/VEGF-D
1VEGF-A/|VEGF-B/| VEGF-D 4321 2.255-8.280 <0.0001* 3.276 1.608-6.673  0.001*
Others 1.000 1.000

@ Tumor size was dichotomized according to the median; .° p value was calculated according to log-rank test. Abbreviations: TTP,
time to progression; OS, overall survival; 1, high expression; |, low expression.



Table 3. Patient characteristics according to the levels of the combined variables VEGF-A,
VEGF-B and VEGF-D.

Patient demographics 1VEGF-A/|VEGF-B/|VEGF-D Others p?
No. % No. %
Total 23 100 130 100
Age
Median 66.26 62.15 0.108
Range 47-85 26-82
Gender
Male 23 100 111 85.4 0.058
Femae 0 0 19 14.6
Performance status
0 13 56.5 99 76.2
1 10 435 30 23.0 0.115
2 0 0 1 0.8
Histology
SCC 13 56.5 61 46.9
ADC 8 34.8 50 38.5 0.625
Others 2 8.7 19 14.6
Stage
| 9 39.2 68 52.3
1 7 30.4 33 25.4 0.493
A 7 30.4 29 22
Smoking status
Current smoker 9 39.1 63 48.5
Former smoker 13 56.5 53 40.8 0.315
Non-smoker 1 4.4 14 10.7

*p was calculated by Mann Whitney test in the case of age and chi square test in the case of the others non-continuous variables.

Abbreviations: ADC, adenocarcinomas; SCC, squamous cell carcinomas, 1, high expression; |, low expression
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Figure 2
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Supplemental Digital Content 1. Gene Expression Assays.

Gene symbol Amplicon size (bp) Assay Code
VEGF-A 60 Hs00900054_m1
VEGF-B 69 Hs00173634_m1
VEGF-C 66 Hs01099203 m1
VEGF-D 130 Hs00189521_m1
VEGFR-1 55 Hs00176573 m1
VEGFR-2 65 Hs00911708_m1
VEGFR-3 58 Hs01047678 m1
NRP-1 60 Hs00826125_m1
NRP-2 69 Hs01033069_m1
HIF-1A 76 Hs00153153_m1

PIGF 56 Hs00182176_m1

(A) TagMan® Gene Expression Assays

VEGF-A 65, (Amplicon size: 94 bp)

Primer forward: 5" TAA ATG TTC CTG CAA AAACACACACT &

Primer Reverse: 5° TCA GTC TTT CCT GGA GAGAGA TCT G 3

Probe: 5°- 6-FAM-AGC TTG AGT TAA ACG AAC- MGB-3

GUSB (Amplicon size: 98 bp)

Primer forward: 5 GAA AAT ATGTGG TTG GAGAGC TCATT 3

Primer Reverse: 5 CCGAGT GAAGATCCCCTTTTTAZ

Probe: 5™- 6-FAM-CCA GCA CTC TCG TCG GTG ACT GTT CA-TAMRA-3

(B) Custom TagMan® Expression Assays



Supplemental Digital Content 2. Univariate analysis of clinico-pathological variables and angiogenic markersfor TTP and OSin

NSCLC patients.
TTP OS
Median survival b Median survival b
VAR AEHES (months) i (months) i
Age(y)
<65 NR 0.448 NR 0.306
>65 37.9 53.3
Gender
Female NR 0.382 NR 0.335
Male 45.3 53.3
Performance status
0 NR 0.033* NR 0.021*
1/2 18.2 23.9
Histology
SCC 45.8 NR
ADC 453 0.119 67 0.122
Others 11.2 18.5
Stage
| 48.3 NR
I 26.2 0.195 29 0.686
1A 24.0 43.0
Tumor size®
<3.5cm NR 0.004* NR 0.024*
>3.5cm 20.7 375
Nodal status
NO 48.3 0.067 67.0 0.101
N1/N2 24.0 30.9
Differentiation
Well 29.2 NR
Moderate 483 0.602 533 0.439
Poor 44.3 49.7
Smoking status
Non smoker NR NR
Former smoker 48.3 0.953 49.5 0.203
Current smoker 44.3 NR
HIF1-A
Low 48.3 0.737 53.3 0.504
High 44.3 NR
VEGF-A
Low NR 0.024* NR 0.050*
High 21.1 42.9
VEGF-A 63
Low 48.3 0.909 67.0 0.450
High 45.3 49.7
VEGF-B
Low 22.1 0.020* 279 0.003*
High NR NR
VEGF-C
Low 42.8 0.787 45.6 0.271
High NR 67.0
VEGF-D
Low 237 0.135 42.6 0.089
High NR NR
PIGF
Low NR 0.027* NR 0.048*
High 30.1 42.6
VEGFR-1
Low NR 0.470 533 0.763
High 44.3 NR
VEGFR-2
Low 40.3 0.613 42.6 0.164
High 45.3 67.0
VEGFR-3
Low NR 0.697 67.0 0.682
High 43.5 53.3
NRP-1
Low 50.3 0.297 533 0.719
High 43.5 49.7




Supplemental Digital Content 2 continued

TTP oS
Median survival b Median survival b
VAU (months) P (months) P
NRP-2
Low NR 0.303 30.9 0.061
High 435 67.0
VEGF-A/VEGF-B
1VEGF-A/| VEGF-B 11.6 <0.0001* 185 <0.0001*
Others NR NR
VEGF-A/VEGF-D
1 VEGF-A/|VEGF-D 17.8 0.001* 231 0.003*
Others NR NR
VEGF-A/PIGF
1 VEGF-A/1 PIGF 18.2 0.001* 231 0.008*
Others NR NR
VEGF-B/PIGF
|VEGF-B/ 1 PIGF 175 <0.0001* 185 <0.0001*
Others NR NR
VEGF-A/PIGF/VEGF-B
1VEGF-A/1PIGF/ | VEGF-B 7.3 <0.0001* 149 <0.0001*
Others NR NR
VEGF-A/VEGF-B/VEGF-D
1 VEGF-A/| VEGF-B/|VEGF-D 7.0 <0.0001* 17.2 <0.0001*
Others NR NR
VEGF-A/PIGF/VEGF-B/VEGF-D
1 VEGF-A/1 PIGF/| VEGF-B/| VEGF-D 7.3 0.001* 17.2 0.001*
Others NR NR

3 Tumor size was dichotomized according to the median; ® p value was cal culated according to log-rank test. Abbreviations: TTP,
time to progression; OS, overall survival; ADC, adenocarcinomas; SCC, squamous cell carcinomas, NR, not reached ; 1, high
expression; |, low expression



Supplemental digital content 3
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