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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AJCC/UICC: American Joint Comitee on Cancer/Union Internacional contra el Cancer.

ALL: Anaplastic lymphoma receptor tyrosine kinase. Receptor tirosina quinasa de

linforna anaplasico.

ANG: Angiopoyetina .

AP-1: Activator protein 1. Proteina de activacién 1.

APAF: Poliposis Adenomatosa Familiar Atenuada.

APC: Gen de la poliposis adenomatosa coli.

ARN: Acido ribonucleico.

ATP: Adenosin trifosfato.

aTNM: Estadificacion TNM tras la autopsia.

BRAF: v-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B1
CDH17: Cadherina 17.

CDX2: Caudal-type homebox 2.

CEA: Carcinoembrionic antigen. Antigeno carcinomembrionico.

CCHNP: Cancer colorrectal hereditario no polipodsico.
CCR: Carcinoma Colorectal
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CK20: Citoqueratina 20

CP: Carcinomatosis Peritoneal.

CTC: Células Tumorales Circulantes.

cMET: MET proto-oncogene.
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ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group.
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EE: Enfermedad Estable.
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EGFR: Epidermal growth factor receptor. Receptor del factor de crecimiento
epidérmico.

FGF: Flbroblast growth factor. Factor de Crecimiento de Fibroblastos
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HER2: Receptor 2 factor de crecimiento epidérmico humano.

HGB: Hemoglobina.
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KDR: Kinase Insert Domain Receptor.

KRAS: v-ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogen Homolog.
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MAPK: Mitogen-activated protein kinases. Proteina quinasa activada por mitdogenos.
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MMR: Mistmach repair system. Sistema de reparacion
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NCI-CTC: National Cancer Institute Common Toxicity Criteria. Criterios comunes de
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NFkB: Nuclear factor kappa B. Factor nuclear kappa B.

NRAS: Neuroblastoma Rat Sarcoma Viral oncogen homolog.

NRP1: Neuropilin-1 precursor. Precursor de Neuropilin-1

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
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PCR: Polymerase Chain Reaction. Reaccion en cadena de la polimerasa.

PDGF: Platelet-derived growth factor. Factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PD1: Proteina de muerte programada 1.

PDGFR: Platelet-derived growth factor recetptor. Receptor del factor de crecimiento
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PDL1: Ligando de proteina de muerte programada 1.

PHD: Prolil 4-hidroxilasa.

PIGF: Factor de crecimiento placentario.

PI13K: Phosphatidylinositol 3-kinase. Fosfatidil-inositol 3-quinasa

pKDR: Phosphorilated Kinase Domain-containing Receptor. Receptor Dominio-Kinase
fosforilado.

PS: Performance status. Estado funcional.

PMS2: PMS1 homolog 2, mistmatch repair system component
pTNM: Estadificacion patolégica TNM.

RB1: Retinoblastoma 1.

RAF: v-Raf-1 Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog

RAS: Rat Sarcoma Viral Oncogen Homolog
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RASmut: RAS mutado
RASwt: RAS wild-type (ausencia de mutaciones en los genes de la familia RAS)

RECIST: Response evaluation criteria in solid tumors. Criterios de evaluacion de

respuesta en tumores solidos.

RC: Respuesta Completa.

ROS1: v-ROS Avian UR2 Sarcoma Virus Oncogene Homolog 1
RP: Respuesta Parcial.

RR: Riesgo Relativo.

rTNM: Estadificacion TNM tras recidiva tumoral.

SATB2: Special AT-Rich sequence-binding protein 2.

SEER: Surveillance, Epidemiology and End Results Program. Base de datos de

vigilancia y epidemiologia de los Estados Unidos

SG: Supervivencia global.

SLP: Supervivencia libre de progresion.

SMAD: Mothers Against Decantaplegic.
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TMA: Tissue Microarray. Micromatriz de tejido.
TNM: Tumor/Nédulos/Metastasis.

TP53: Tumour protein 53. Proteina tumoral 53.
TR: Tasa de Respueta.

VEGF: Vascular endothelial growth factor. Factor de crecimiento del endotelio

vascular.
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VEGFR: Vascular endotelial growth factor receptor. Receptor del factor de crecimiento
del endotelio vascular.

VHL: Von Hippel-Lindau.
VPF: Factor de permeabilidad vascular.
XELOX: Esquema de quimioterapia que combina Capecitabina oral y Oxaliplatino.

yTNM: Estadificacion TNM tras tratamiento neoadyuvante.
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L.

INTRODUCCION 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 la capacidad de desplazarse desde el tejido de origen hacia otros
tejidos y érganos, en el proceso conocido como metastasis. La tumorogénesis es un
proceso con varias etapas que implican cambios dinamicos en el genoma. Estos
cambios liberan a las células cancerosas de los mecanismos homeostaticos que
dirigen la proliferacién normal y controlada (), confiriéndoles ventajas evolutivas en el
crecimiento, que les permiten adquirir caracteristicas diferentes de las de las células

normales.

2. Cancer Colorrectal

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. Las tasas de incidencia y mortalidad del Carcinoma Colorrectal (CCR)
varian notablemente en todo el mundo. A nivel mundial, se diagnostican 1,4 millones
de casos nuevos al afos, y en el afo 2012 se estim6 una mortalidad de

@) El cancer de colon es la tercera causa de

aproximadamente 694.000 muertes
cancer mas frecuente en el varon, y la segunda en la mujer, siendo responsable del
10% de las muertes por cancer en ambos sexos ©). Las tasas de incidencia y
mortalidad son sustancialmente mayores en hombres que en mujeres. En los Estados
Unidos, la incidencia y la mortalidad han ido disminuyendo de forma lenta pero
constante durante los ultimos afios ). Anualmente, se diagnostican aproximadamente
134.490 nuevos casos de cancer de intestino grueso en ese pais, de los cuales

95.270 son de colon y el resto canceres rectales ©). (Figura 1)
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A nivel mundial, la incidencia de CCR varia a lo largo de las diferentes areas
geograficas ). En los ultimos datos publicados de la base de datos Globocan de 2012,
las mayores tasas de incidencia estan en Australia y Nueva Zelanda, Europa y
América del Norte, y las mas bajas se encuentran en Africa, Asia del Sur, y
Centroamérica ®). Estas diferencias geograficas parecen ser atribuibles a diferencias
en las exposiciones alimentarias y ambientales, asi como a posibles diferencias en la
susceptibilidad genética. En Estados Unidos, las tasas de incidencia de CCR han
disminuido alrededor del 3 - 4 por ciento por afio durante los ultimos 15 afios ¥, Las
tasas de incidencia en la mayoria de los paises occidentales se han mantenido
estables o aumentaron ligeramente durante este periodo. En contraste, las tasas de
incidencia de CCR han aumentado rapidamente en varias areas histéricamente de
bajo riesgo, incluyendo Espaia, y una serie de paises de Asia del Este y Europa del
Este ®". Las tasas de mortalidad por CCR han disminuido progresivamente desde
mediados de la década de 1980 tanto en los Estados Unidos como en muchos otros
paises occidentales “®. Esta mejoria se puede atribuir, al menos en parte, a la
instauracion de campanas de deteccidn precoz y la eliminacidén de podlipos de colon en
fases tempranas de la tumorogénesis, a la deteccion de CCR en estadios iniciales, y a
la introduccion de tratamiento neoadyuvantes y adyuvantes mas eficaces. En
contraste con estos datos, las tasas de mortalidad siguen aumentando en muchos
paises con recursos limitados y con peores infraestructuras sanitarias, sobre todo en

Europa del Este, América Central y América del Sur ).

Figura 1. Estimacion mundial de nuevos casos y muertes por cancer en 2017 segun los principales tipos
de localizacion del cancer (Siegel et al., 2017)

Estimated New Cases

Males Females
Prostate 161,360 19% Breast 252,710 30%
Lung & bronchus 116,990 14% Lung & bronchus 105.510 12%
Colon & rectum 71,420 9% Colon & rectum 64,010 8%
Urinary bladder 60,490 7% Uterine corpus 61,380 7%
Melanoma of the skin 52,170 6% Thyroid 42,470 5%
Kidney & renal pelvis 40,610 5% Melanoma of the skin 34,940 4%
Non-Hodgkin lymphoma 40,080 5% Non-Hodgkin lymphoma 32,160 4%
Leukemia 36,290 4% Leukemia 25,840 3%
Oral cavity & pharynx 35,720 4% Pancreas 25,700 3%
Liver & intrahepatic bile duct 29,200 3% Kidney & renal pelvis 23,380 3%
Al Sites 836,150 100% All Sites 852,630 100%

Estimated Deaths

Males Females
Lung & bronchus 84,590 27% Lung & bronchus 71.280 25%
Colon & rectum 27,150 9% Breast 40,8610 14%
Prostate 26.730 8% Colon & rectum 23.110 8%
Pancreas 22,300 7% Pancreas 20,790 7%
Liver & intrahepatic bile duct 19.610 6% Ovary 14,080 5%
Leukemia 14,300 4% Uterine corpus 10.920 4%
Esophagus 12,720 4% Leukemia 10,200 4%
Urinary bladder 12.240 4% Liver & intrahepatic bile duct 9,310 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,450 4% Non-Hodgkin lymphoma 8.690 3%
Brain & other nervous system 9,620 3% Brain & other nervous system 7.080 3%
All Sites 318,420 100% All Sites 282,500 100%
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2.2 Factores de Riesgo

Existen diferentes factores ambientales y genéticos que pueden aumentar la
probabilidad de desarrollar CCR ®. Aunque la susceptibilidad heredada es
responsable de las mayores tasas de riesgo para el desarrollo de la enfermedad en
los pacientes portadores de las mismas, la mayoria de los CCR son esporadicos y no

familiares.

Factores de Riesgo Genéticos

Se conoce como sindromes hereditarios asociados a CCR a varios trastornos
genéticos especificos, la mayoria de los cuales se heredan de forma autosomica
dominante, que se asocian con un riesgo muy alto de desarrollar cancer de colon. La
poliposis adenomatosa familiar (PAF) y el sindrome de Lynch (cancer colorrectal
hereditario sin poliposis [CCHNP]) son los mas comunes entre los sindromes de
cancer de colon familiar, pero en conjunto tan sélo representan alrededor del 5 por
ciento de todos los casos de CCR ). La poliposis adenomatosa familiar (PAF) y sus
variantes (sindrome de Gardner, sindrome de Turcot y poliposis adenomatosa familiar
atenuada) representan menos del 1 por ciento de los canceres colorrectales. La PAF
tipica se caracteriza por la aparicibon de numerosos adenomas de colon durante la
infancia. Los sintomas aparecen a una edad promedio de aproximadamente 16 afos,
y el cancer de colon se produce en el 90 por ciento de las personas no tratadas antes
de los 45 afos. Una forma atenuada de PAF (AFAP) conlleva un alto riesgo de cancer
de colon, pero se caracteriza por un menor numero de adenomas y una edad media
mas elevada de diagnoéstico de cancer, 54 aios. La PAF es causada por mutaciones
en la linea germinal del gen de la poliposis adenomatosa coli (APC), que se localiza
en el cromosoma 5. El mismo gen esta implicado en la forma atenuada de PAF, pero
los sitios de las mutaciones del gen APC son diferentes.

El Sindrome de Lynch o sindrome de cancer colorrectal hereditario no asociado a
poliposis (HNPCC), es un sindrome autosdmico dominante mas comun que la PAF,
representa aproximadamente el 3 por ciento de todos los adenocarcinomas de colon.
El Sindrome de Lynch se debe sospechar especialmente cuando el paciente presenta
antecedentes familiares de CCR, carcinoma de endometrio, y otros tipos de cancer. El
término sindrome de Lynch se reserva en la actualidad para las familias en las que se
ha demostrado la presencia de un defecto genético que causa la enfermedad en uno

de los genes de reparacion del ADN de la familia MMR, mas comunmente hMLH1,
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hMSH2, hMSHG6, o PMS2. Como regla general, los pacientes con sindrome de Lynch
tienen una mutacion de linea germinal en un alelo de un gen MMR, y el segundo alelo
es somaticamente inactivado en los canceres colorrectales por mutaciones somaticas,
pérdida de heterozigosidad o silenciamiento epigenético por el promotor de la
hipermetilacion. Como resultado, los CCR secundarios a Sindrome de Lynch tienen
alterada la capacidad de reparacion del ADN, son hipermutables, y presentan
inestabilidad de microsatélites. Los tumores colorrectales que se desarrollan en
pacientes con sindrome de Lynch se caracterizan por aparecer a una edad temprana
y por un predominio de las lesiones en el hemicolon derecho. La edad media al
diagnostico del cancer es de aproximadamente 48 afos, y algunos pacientes se
presentan en su tercera década de vida. Aproximadamente el 70 por ciento de las
primeras lesiones surgen proximales al angulo esplénico, y aproximadamente el 10
por ciento presentan varios tumores sincronicos (aparicion simultanea de dos o mas
tumores distintos) o metacrénicos (nuevos tumores, al menos, seis meses después
del diagndstico del tumor inicial). La probabilidad de desarrollar cancer colorrectal
metacronico en los pacientes sometidos a reseccion segmentaria es alta; en un
estudio reciente de 382 pacientes portadores de esta alteraciéon genética, el 16 por
ciento presento una segunda neoplasia durante a los 10 primeros afos de

seguimiento, llegando a una tasa del 62 por ciento a los 30 afios ("%,

Factores de Riesgo Ambientales

El bajo nivel socioeconomico también se asocia con un mayor riesgo para el
desarrollo de CCR. Un estudio estimé el riesgo de CCR se incrementaba en el nivel
socioecondmico mas bajo en aproximadamente un 30 por ciento en comparacioén con
el quintil mas alto V. Algunos comportamientos potencialmente modificables como la
inactividad fisica, la dieta poco saludable, el tabaquismo, o la obesidad podrian
explicar una proporcion sustancial (entre un tercio y la mitad) de la disparidad en el
riesgo de desarrollar CCR en funcién del estatus socioeconémico ('?. Otros factores
como la tasa mas baja de exposicion a las campaias de cribado y deteccion precoz
de CCR, también contribuyen sustancialmente a las diferencias en el riesgo de CCR

(13 Otros factores

entre los diferentes estratos socioecondémicos de la poblacién
importantes que pueden estar implicados en el desarrollo del CCR son la historia
personal o familiar de CCR esporadico o de polipos adenomatosos ", antecedentes

personales de enfermedad inflamatoria intestinal que incrementa el riesgo entre 5y 15
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(15

veces comparado con la poblacion general ®, y la historia previa de irradiacion

abdominal (9,

La edad es un factor de riesgo muy importante para el CCR esporadico. El cancer de
intestino grueso es raro antes de los 40 afios; la incidencia comienza a aumentar de
manera significativa entre las edades de 40 y 50 afios, y las tasas de incidencia
especificas por edad aumentan en cada década subsiguiente '"). Datos procedentes
18) y
otros registros de cancer de paises occidentales sugieren que la incidencia de cancer

de la base de datos de vigilancia y epidemiologia de los Estados Unidos (SEER) ¢

colorrectal esta aumentando en el grupo de menores de 50 afios, mientras que esta
disminuyendo en los grupos de mayor edad ®'). En los Estados Unidos, la incidencia
de CCR en hombres y mujeres menores de 50 afios aumentd de forma constante a un
ritmo de 2,1 por ciento por afio desde 1992 hasta 2012 ®. Algunos registros informan
de un incremento en la incidencia de CCR, incluso entre los adultos jovenes de 20 a
39 afos de edad, aunque la incidencia absoluta en este grupo de edad sigue siendo
muy inferior al de los adultos de 50 afios o mas '?). Este aumento de incidencia es
debido fundamentalmente a canceres en colon izquierdo, y particularmente en recto
@) La literatura actual sugiere que mas del 86 por ciento de los diagnosticados
menores de 50 son sintomaticos al diagnostico, lo que se asocia con estadios mas

@) En la actualidad, la deteccién precoz

avanzados al diagnostico y peor prondstico
no esta recomendada para personas menores de 50, a menos que tengan una historia
familiar de riesgo o estén diagnosticados de un sindrome de predisposicion
hereditaria. En los Estados Unidos, se estima que el 35 por ciento de estos canceres
en adultos jovenes estan asociados a sindromes hereditarios de CCR, aunque las
causas de este aumento de la incidencia siguen siendo desconocidas %2
Curiosamente, también se han observado tendencias similares en los paises en
desarrollo, incluidos los paises de bajos recursos, tradicionalmente con las tasas de
CCR mas bajas ). Los esfuerzos actuales para reducir la incidencia y mortalidad de
CCR en los adultos jovenes se centran en la identificacion de los pacientes candidatos
a procedimientos de deteccién precoz a edades mas tempranas, basados en la
historia familiar y la educacion sanitaria mediante la informacion sobre el potencial
riesgo de cancer cuando aparecen sintomas de riesgo, tales como el sangrado rectal

persistente a cualquier edad.
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El consumo de carne roja cocinada a alta temperatura, probablemente por la
produccién de hidrocarburos poli-aromaticos y otros carcinégenos ?® también ha sido
asociado con un aumento del riesgo de desarrollo de CCR. Asi mismo, el consumo de
tabaco conlleva un aumento del riesgo relativo de 1,18 (95% CIl 1.11-1.25) de
desarrollar CCR frente a no fumadores, tal y como se observo en un metanalisis de
106 estudios observacionales ?*). La ingesta de alcohol también se ha asociado con
un mayor riesgo de CCR en un metaanalisis que analizé un conjunto de estudios con
un total de 27 cohortes de pacientes y 34 de casos control. El analisis de estos datos
concluyo que los bebedores moderados presentaban un aumento significativo en el
riesgo de CCR frente a los no bebedores (dos a tres bebidas al dia, riesgo relativo
(RR) 1,21, 95 % Cl1 1.13 a 1.28 ) y grandes bebedores (= 4 bebidas por dia , RR 1,52,
IC del 95 % 1,27 a 1,81 ), pero no para bebedores ligeros ( <1 bebida por dia , RR
1,00 ; IC del 95%: 0,95-1,05) ).

Existen también factores que se han relacionado con un menor riesgo de CCR, que
podrian tener un factor protector frente a esta enfermedad ®®). Entre estos factores se
incluyen la actividad fisica regular, una variedad de factores dietéticos, el uso regular
de aspirina o farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE), y la terapia de
reemplazo hormonal en mujeres posmenopausicas. Ninguno de estos factores se

utiliza actualmente para estratificar las recomendaciones de cribado de CCR .

2.3 Clasificacion anatomopatologica

La clasificacion anatomopatoldgica del cancer colorrectal se basa en técnicas
histologicas y patoldgicas. La evaluacion histologica se realiza sobre muestras de
tejido de biopsia obtenidas mediante colonoscopia, punciones o procedimientos

quirurgicos.

Los CCR se originan en adenomas o a partir de lesiones de displasia plana. Estas
lesiones premalignas sufren un proceso evolutivo hasta desarrollar patrones
morfologicos de la invasion y expansion. Los tumores en el extremo proximal o colon
derecho por lo general aparecen en forma de polipos o como masas exofiticas. En
estos casos la forma de presentacion tipica es la de anemia ferropénica por pérdidas
de sangre. Por el contrario, los tumores que afectan el colon distal o izquierdos son
mas comunmente lesiones anulares que estenosan el asa intestinal y que producen la
clasica imagen de "corazon de manzana". El lumen del intestino se estrecha,

produciendo sintomas de la disfuncion del intestino (por ejemplo, estrefiimiento,
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diarrea, u obstruccion intestinal). La presencia de obstruccion intestinal o perforacion

de la pared empeora el prondstico general 7).

A pesar de las diferencias en su aspecto macroscopico, los canceres de colon
derecho e izquierdo son microscopicamente similares, y parece que tienen un
prondstico similar cuando se presentan en estadios iniciales (enfermedad
locorregional) ®®. Sin embargo, en el contexto de la enfermedad metastasica, al
menos algunos datos sugieren un peor pronostico para las personas con un tumor
primario del lado derecho ). Los canceres de colon sincrénicos, definidos como dos
0 mas tumores primarios separados por tejido intestinal normal y no debidos a la
extensioén directa o metastasica, ocurren en 3-5 por ciento de los pacientes con CCR.
La incidencia es de aproximadamente un 2,5 por ciento cuando se excluyen los

pacientes con sindrome de Lynch ©?),

La gran mayoria de las neoplasias de colon y
recto son carcinomas. Oftros tipos histolégicos (tumores neuroendocrinos,
hamartomas, tumores mesenquimales, linfomas) son relativamente inusuales. De los
carcinomas, mas del 90 por ciento son adenocarcinomas. La Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) establecio6 la clasificacién de los carcinomas de colon y recto que se

proporciona en la tabla (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de Carcinoma de Colon y Recto de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

Adenocarcinoma

- Adenocarcinoma cribiforme tipo comedén
- Carcinoma medular

- Carcinoma micropapilar

- Adenocarcinoma mucinoso (coloide)

- Adenocarcinoma serrado

- Carcinoma con células en anillo de sello

Carcinoma Adenoescamoso

Carcinoma de células fusiformes

Carcinoma Epidermoide

Carcinoma Indiferenciado
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Algunas de estas variantes morfolégicas conllevan asociado un significado prondstico.
A modo de ejemplo, los canceres en anillo de sello son un subtipo de adenocarcinoma
agresivo con un mal prondstico en general, mientras que el subtipo medular, que a
menudo se asocia con las proteinas de reparacion de genes deficientes, tiene un

prondstico relativamente favorable GV,

En el caso de un Adenocarcinoma no especificado (NOS), se puede clasificar ademas
por el grado histologico de diferenciacion, basado en la presencia de glandulas bien
formadas en el tumor: Grado 1 o bien diferenciado si la formacién glandular es >95%,
Grado 2 o moderadamente diferenciado si esta entre el 50-95%; y Grado 3 o
pobremente diferenciado si es <50%). La formacion de la glandula esta presente en
mayor o menor grado en los tumores bien diferenciados y moderadamente
diferenciados respectivamente. Por el contrario, los adenocarcinomas pobremente
diferenciadas o no diferenciadas (tumores de alto grado) no forman estructuras
glandulares bien definidas, consistiendo predominantemente en placas macizas o
cordones de células inmunoldgicas, que a menudo presentan marcada atipia celular,
pleomorfismo y un alto indice mitético. En la mayoria de los estudios, la importancia
prondstica del grado de diferenciacion se establece en el analisis estadistico como
variable de estratificacion de dos niveles: grado bajo (bien y moderadamente

diferenciado) frente alto grado (pobremente diferenciado o indiferenciado).

Muchos tumores producen mucina, que puede permanecer dentro de las células o ser
secretada al exterior. La mucina extracelular puede diseccionar a través de la pared
del tumor, ayudando a su extensién local. Los tumores que producen grandes
cantidades de mucina extracelular (es decir, que comprende mucina =50 por ciento de
la masa tumoral) se clasifican como carcinomas mucinosos, y representan
aproximadamente entre el 11 y el 17 por ciento de todos los CCR. Los carcinomas
mucinosos aparecen mas frecuentemente en el lado derecho del colon, y
generalmente tienen una pobre respuesta a la quimioterapia y la radioterapia
adyuvante o neoadyuvante 2. En algunos carcinomas que no forman glandulas, la
mucina intracelular puede ser un rasgo dominante que desplaza los nucleos celulares
a un lado. Cuando =50 por ciento del tumor esta compuesto de células de este tipo, se
clasifica como un carcinoma de células en anillo de sello. Representan tan solo del 1
al 2 por ciento de todos los CCR, siendo una variante agresiva, con una alta

propension a la diseminacion intramural y al desarrollo de carcinomatosis peritoneal
(33)
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Algunos tipos de cancer, particularmente los que surgen en el colon distal, contienen
areas de diferenciacion escamosa y se denominan carcinomas adenoescamosos.
Estos tumores raros representan entre 0,05 y 0,2 por ciento de todos los CCR y estan
asociados con una mortalidad global y colorrectal especifica mas alta en comparacion
con los adenocarcinomas ®*. Aproximadamente el 10 por ciento de los CCR,
especialmente los pobremente diferenciados, contienen focos de diferenciaciéon
neuroendocrina. Aquellos tumores no formadores de glandulas con predominio de
diferenciacion neuroendocrina se clasifican como tumores neuroendocrinos bien
diferenciados (carcinoides), que tienen un prondstico mas favorable que los
adenocarcinomas y carcinomas neuroendocrinos pobremente diferenciados, que

tienen un mal prondstico en general.

El subtipo de carcinoma medular es un tipo distintivo de cancer no formador de
glandulas compuesto de grandes células poligonales y eosinofilicas, que crecen en
laminas sdlidas y que generalmente estan fuertemente infiltrados por linfocitos

(linfocitos infiltrantes de tumor) ©°).

La importancia de reconocer este subtipo
histolégico es su asociacion con deficiencias en una o mas proteinas de reparacion de
genes, incluyendo aquellos que surgen en el contexto de sindrome de Lynch. La

huella biologica de estos tumores es un alto grado de inestabilidad de microsatélites.

En cuanto al diagndstico Inmuno-histoquimico (IHQ), cabe destacar que la
Citoqueratina 20 (CK20) y el Caudal-type homeobox 2 (CDX2) son dos de los
marcadores mas sensibles y especificos de diferenciacion intestinal y son marcadores
de IHQ extremadamente utiles para identificar correctamente los adenocarcinomas de
origen colorrectal. Sin embargo, es importante destacar que a diferencia de los
adenocarcinomas colorrectales convencionales, los carcinomas medulares con altos
niveles de inestabilidad de microsatélites con frecuencia carecen de CSX2 y de la
expresion de CK20, y en su lugar pueden expresar marcadores como calretinina, CK7,
SATB2,y CDH17 ©°.

La IHQ también es util para identificar tumores con deficiente expresion de proteinas
de reparacion de genes (MMR). La utilidad clinica de la identificacion de estos
tumores se basa en dos aspectos fundamentales:

* En mutaciones esporadicas somaticas de genes MMR, el tejido tumoral muestra
pérdida de la tincion de una o mas proteinas MMR, pero la mucosa normal

circundante sera positiva, sirviendo como un control interno para la tincion. Los
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tumores con deficiencia de proteinas MMR tienen un prondstico relativamente
favorable, y este analisis se puede utilizar en el proceso de toma de decisiones
para decidir la indicacion de quimioterapia adyuvante, particularmente para
pacientes con estadio Il del cancer de colon (ganglios negativos).

* Las mutaciones germinales en los genes MMR que causan el sindrome de Lynch
suelen dar lugar a una proteina truncada MMR. Este defecto se traduce en la
pérdida de la tincion de la proteina en las células tumorales, y su ausencia de
expresion en el analisis inmuno-histoquimico. Por lo general se lleva a cabo la
prueba de MLH1, PMS2, MSH2 y MSHG6. La probabilidad de encontrar una
mutacion de linea germinal en uno de los genes MMR en base a los resultados de

IHQ varia dependiendo de la proteina que este ausente.

El estudio de las alteraciones moleculares en CCR contribuye a conocer mejor el
proceso de carcinogénesis, ya que la heterogeneidad histolégica y biolégica son
fendbmenos bien conocidos en esta enfermedad. La generalizacion de técnicas de
biologia molecular aplicadas al conocimiento de las neoplasias permite por una parte
la identificacion de multiples mutaciones relevantes clinicamente que mejoran la
comprension de la patogénesis en cancer, ademas de aportar la confirmacion de la
heterogeneidad en este grupo de neoplasias. Ademas, puede conducir a la renovacion
completa de la clasificacion, abriendo el camino hacia una clasificacion molecular de
estas neoplasias. Estas alteraciones moleculares se describiran con mas detalle en el

apartado 3.3 “Caracterizacion Molecular del Cancer Colorrectal”.

2.4 Patrones de diseminacion y estadificacion.

El cancer colorrectal (CRC) se pueden propagar por diseminaciéon hematdégena y
linfatica, asi como por diseminacién contigua y transperitoneal. Los lugares mas
frecuentes de diseminacion metastasica son los ganglios linfaticos regionales, el
higado y los pulmones. Debido a que el drenaje venoso del tracto intestinal es a través
del sistema portal, el primer sitio de diseminacion hematdgena es generalmente
higado, seguido de los pulmones, hueso, y muchos otros sitios, incluyendo el cerebro
(raramente). Sin embargo, los tumores que surgen en el recto distal pueden
metastatizar inicialmente a los pulmones debido a que el drenaje de la vena rectal es

a través de la vena cava inferior en lugar del sistema venoso portal.
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Para proceder al diagnostico es necesaria la determinacion del estadio del cancer en
funcidn de su extension anatdmica. La estadificacion del cancer colorrectal se basa en
la “Clasificacién de Tumores Malignos” y utiliza tres parametros: el tamafo tumoral, la
infiltracion de los nodulos linfaticos y la presencia o no de metastasis
(Tumor/Nodulos/Metastasis —TNM), propuesto por el American Joint Committee on
Cancer / Unién Internacional contra el Cancer (AJCC / UICC) (tabla 2 y tabla 3).

Tabla 2. Clasificacion TNM para carcinoma colorrectal (72 edicién de la AJJC)

Tumor Primario (T)

Tx Tumor primario no puede ser evaluado

TO No evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: Intraepitelial o invasion de lamina propia

T1 El tumor invade la submucosa

T2 El tumor invade la muscular propia

T3 El tumor invade mas alla de la muscular propia hasta tejidos pericolorrectales
T4a El tumor penetra en la superficie del peritoneo visceral

T4b El tumor invade directamente estructuras u érganos vecinos

Ganglios linfaticos regionales (N)

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO Ausencia de metastasis en ganglios linfaticos

Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos
N1a. Metastasis en un Unico ganglio regional

N1 N1b. Metastasis en 2-3 ganglios
N1c. Depédsitos tumorales en la subserosa, mesenterio o tejidos pericélicos o perirrectales no peritonealizados sin
afectacion ganglionar locorregional.
Metastasis en cuatro o mas ganglios linfaticos
N2 - N2a. Metastasis en 4-6 ganglios

N2b. Metastasis en 7 o mas ganglios linfaticos.

Metastasis a distancia (M)

MO No metastasis a distancia

Metastasis a distancia

M1 M1a. Metastasis confinadas a un Unico érgano

M1b. Metdastasis en mas de un érgano o en Peritoneo

TNM: Tumor/Nédulos/Metastasis

Esta estadificacion tumoral puede realizarse en diferentes momentos del proceso
diagndstico-terapéutico, como puede ser: antes de tratamiento (estadificacion clinica,
cTNM), después del tratamiento quirdrgico (estadificacién patoldgica o post-quirurgica,
pTNM), después o durante el tratamiento de induccion (estadificacion yTNM), en el
momento de la recidiva tumoral después de un intervalo libre de enfermedad

B7). La estadificacion

(estadificacion rTNM) o en la autopsia (estadificacion aTNM)
clinica permite adjudicar el mejor tratamiento al paciente, mientras que la

estadificacion patologica es mas precisa que la estadificacion clinica y se ajusta mas a
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la realidad de la extension tumoral, ya que sirve para emitir un pronostico y para
decidir la idoneidad del tratamiento de consolidacion. La estadificacion después o
durante el tratamiento de induccion permite conocer si ha habido algun cambio
tumoral en la clasificacion clinica y decidir si el paciente puede o no ser sometido a

tratamiento quirurgico tras la terapia de induccion.

Tabla 3. Agrupacioén por estadios (72 edicion de la AJCC)

Estadio T N M
0 Tis NO MO
I T1-2 NO MO
lla T3 NO MO
IIb T4a NO MO
lIC T4b NO MO
llla T1-2 N1/N1c MO
T1 N2a
b T3-T4a N1/N1c MO
T2-T3 N2a
T1-T2 N2b
llic T4a N2a MO
T3-T4a N2b
T4b N1-N2
IVa Cualquier T Cualquier N M1a
Vb Cualquier T Cualquier N M1b

2.5 Tratamiento

La eleccién del tratamiento en el CCR depende de la extension de la enfermedad, la
localizacion del tumor primario, la clasificacion anatomopatologica y la presencia o no

de comorbilidades en el paciente.

Estadios precoces

Aproximadamente el 80 por ciento de los CCR se diagnostican en estadios precoces,
limitandose la enfermedad en la pared del colon y/o en los ganglios linfaticos
regionales. La cirugia es la unica modalidad curativa para el cancer de colon
localizado. El objetivo de la cirugia para el cancer invasivo es la extirpacidon completa
del tumor, el pediculo vascular mayor, y la cuenca de drenaje linfatico del segmento

de colon afectado. Restaurar la continuidad intestinal usando una anastomosis
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primaria puede llevarse a cabo sin complicaciones en la mayoria de los pacientes
sometidos a una colectomia. Sin embargo, puede ser necesaria la colocacion de una
colostomia de derivacion proximal o una ileostomia temporal en el caso de peritonitis
difusa o perforacién intestinal, o cuando el paciente se encuentra inestable para no
prolongar el tiempo de la cirugia. En ocasiones, también es aconsejable realizar este
tipo de técnicas, para pacientes con cancer de colon del lado izquierdo que condiciona

obstruccion intestinal.

El tratamiento neoadyuvante con quimio-radioterapia previa a la cirugia inicial es un
enfoque comun para el cancer de recto localmente avanzado que se apoya en datos

de ensayos aleatorios ©?.

Por otra parte la estrategia de quimio-radioterapia
neoadyuvante no esta tan clara en pacientes con carcinoma de colon, aunque podria
considerarse en un paciente con cancer de colon localmente avanzado con invasion
de 6rganos adyacentes. La evidencia cientifica en esta situacion concreta se limitan a

comunicaciones de casos aislados y a pequefias series de casos 9.

Para los pacientes que han sido sometidos a una reseccion potencialmente curativa
de un cancer de colon, el objetivo de la quimioterapia postoperatoria (adyuvante) es
erradicar las micrometastasis, reduciendo asi la probabilidad de recurrencia de la
enfermedad y aumentar la tasa de curacidn. Los beneficios de la quimioterapia
adyuvante han sido mas claramente demostrado en pacientes con enfermedad en
estadio Il (ganglios positivos). El beneficio estimado en este grupo de pacientes, con
los esquemas de quimioterapia modernos, es una reduccion de aproximadamente el
30 por ciento en el riesgo de recurrencia de la enfermedad y una reduccion de entre
22 y el 32 por ciento de la mortalidad “%. La mayoria de los tratamientos implican una
combinacion de varios medicamentos de quimioterapia, administrados por via
intravenosa, en un orden especifico en dias especificos. Para los pacientes con
cancer de colon con ganglios positivos, un tratamiento de seis meses de quimioterapia
con Oxaliplatino es el tratamiento estandar para la mayoria de los pacientes. En
pacientes con ausencia de infiltracidon ganglionar en la reseccion (estadio Il), el
beneficio de la quimioterapia es controvertido. Las decisiones de tratamiento deben
ser individualizados, y los riesgos y beneficios estimados de la quimioterapia
adyuvante deben ser discutidos con el paciente analizando con detalle algunas
caracteristicas clinico-patologicas que pueden decidir la indicacién del tratamiento.
Entre los aspectos que deben tenerse en cuenta al evaluar el riesgo de recurrencia y

el beneficio estimado de los regimenes de quimioterapia especificos son: la presencia
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de caracteristicas clinico-patolégicas de alto riesgo (menos de 12 ganglios aislados en
la pieza quirurgica; estadio T4, la presencia de perforacion u obstruccién intestinal, la
presencia de tumores indiferenciados, o de invasion linfovascular o perineural), el
estado de las enzimas de la familia de reparacién de genes (MMR), la evaluacion de
las comorbilidades y la esperanza de vida estimada, asi como los riesgos potenciales

asociados con el tratamiento.

Estadio avanzado

Aproximadamente el 20 por ciento de los CCR son metastaticos en el momento de
presentacion. Durante los ultimos afos se han producido grandes avances en la
quimioterapia sistémica y se han ampliado las opciones terapéuticas para estos
pacientes, consiguiéndose una importante mejora de esperanza de vida, que ha
pasado de ser de menos de un afio, a mas de 20 meses en la actualidad. Sin
embargo, menos del 10 por ciento de los pacientes tratados con quimioterapia estan
vivos a los cinco afos, y esencialmente no hay ninguno libre de enfermedad a menos
que se pueda llevar a cabo la reseccion o ablacion de todas las metastasis. La cirugia
proporciona una opcion potencialmente curativa para pacientes seleccionados con
enfermedad metastasica limitada, predominantemente en el higado y el pulmoén. La
supervivencia a largo plazo que se puede lograr con metastasectomias es de hasta el
50 por ciento de los casos, y se justifica un abordaje quirurgico agresivo tanto del
tumor primario como de los sitios de metastasis, en combinacion con la quimioterapia
sistémica. Sin embargo, incluso después de la reseccion completa de las metastasis,
la mayoria de los pacientes que estan vivos a los cinco afios presentan enfermedad
activa; sélo alrededor del 20 al 30 por ciento permanecen libres de recurrencia a largo

plazo y pueden ser curados “".

La mayoria de los pacientes (80-90%) diagnosticados de CCR avanzado no son
candidatos para la reseccion completa inicial del tumor primario y las metastasis, y en
esos casos el tratamiento indicado es la quimioterapia con intencidn paliativa. Durante
mas de 40 anos, el tratamiento de eleccion para los pacientes con carcinoma
colorrectal (CCR) avanzado fue la quimioterapia con 5-Fluorouracilo, que
proporcionaba tasas de respuesta de entre 10-20% como agente Unico “?. La
introduccién del Oxaliplatino e Irinotecan en los esquemas de quimioterapia para estos
pacientes, significd un importante avance en el tratamiento de la enfermedad,

incrementando tanto las tasas de respuesta como la supervivencia global de los
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pacientes “*). Finalmente, los anticuerpos monoclonales con actividad antiangiogénica
frente al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), y los dirigidos frente al
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), se han incorporado a los
esquemas de tratamiento citostatico, y también han conseguido aumentar la eficacia,
incrementando tanto las tasas de respuesta como prolongando la supervivencia de los

44,45)

pacientes ¢ Bevacizumab (Avastin®), es un anticuerpo monoclonal humanizado

que inhibe el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), mediador

fundamental de la angiogénesis “°.

La combinacion de quimioterapia con
Oxaliplatino, Fluoropirimidinas y Bevacizumab ofrece medianas de Supervivencia
Libre de Progresion (SLP) de 9.4 meses y de Supervivencia Global (SG) de 21.3
meses, siendo actualmente uno de los esquemas de tratamiento mas utilizados en
primera linea de pacientes con CCR avanzado, especialmente para los pacientes
portadores de tumores con mutaciones en la via de RAS, que no se benefician de

tratamientos dirigidos anti-EGFR.

Diferentes caracteristicas clinico-patologicas se han propuesto como factores
pronosticos capaces de predecir la evolucion de los pacientes con CCR avanzado
tratados con quimioterapia de primera linea, como la presencia de carcinomatosis

47)

peritoneal “”, el numero de localizaciones metastasicas, la reseccion del tumor

primario previo al inicio del tratamiento, los niveles séricos elevados de marcadores

48)

tumorales, la presencia de mutaciones de KRAS “*® o la localizacion del tumor

primario 9

. Sin embargo, hasta la fecha no existe una estrategia fiable para la
prediccion de la supervivencia de los pacientes individuales sometidos quimioterapia.
Existe un interés creciente en la identificacion de factores pronodsticos que podrian
permitir una mejor estratificacion de los pacientes, con el objetivo de ayudar a los

oncologos y sus pacientes en la toma de decisiones de tratamiento.

. Biologia Molecular del Cancer Colorrectal

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 cancer (Hallmarks of
cancer). Estas alteraciones se definen como capacidades funcionales adquiridas por

las ceélulas tumorales, via distintos mecanismos y en varios momentos durante el
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1.

2.

3.

curso de la tumorogénesis, que les confieren ventajas en supervivencia, proliferacion y
diseminacion'’. 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. Ademas, en su ultima revision,
estos autores postulan que la biologia de los tumores no puede entenderse
simplemente por la enumeracion de los rasgos del cancer, sino que debe abarcar

también la contribucion del microambiente tumoral ©%.

Independencia de las sefales 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
(transduccion) mediante receptores transmembrana a los que se unen diferentes tipos
de moléculas de sefnalizacion 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 sefales de crecimiento o
bien activan intrinsecamente a los receptores transmembrana en ausencia de ligando,
reduciendo asi su dependencia de la estimulacion desde el microambiente del tejido

normal.

Insensibilidad a las senales inhibidoras de crecimiento.

Multiples sefales 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 liberacion de factores de transcripcion que controlan la expresion de genes
esenciales para la progresion 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.

Evasion de la apoptosis.

La capacidad de las poblaciones de células tumorales para expandirse en numero
esta 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
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4.

5.

6.

tumorales puede darse segun diferentes estrategias, siendo la mas comun la pérdida
de funcién 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 dano en el ADN.

Potencial replicativo ilimitado.

Las células de mamiferos poseen un programa intrinseco que limita el numero 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 ®". 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

(52

telémeros en la mayoria de tipos de cancer ©®? debido a una mayor actividad de la

enzima telomerasa.

Angiogénesis sostenida.

La angiogénesis forma parte también de las principales caracteristicas de las células
tumorales, descritas ya en el afilo 2000 por Hanahan y Weinberg. El aporte de oxigeno
y nutrientes es esencial para la funcion y supervivencia celular. Por ello, la generacion
de nuevos vasos sanguineos es imprescindible para que el tumor pueda crecer mas
alla de 1-2mm3 ©®. La angiogénesis esta regulada por el equilibrio entre factores
inductores y factores inhibidores. Los tumores tienen la capacidad de activar la
angiogenesis inclinando la balanza a favor de los inductores de este proceso.

Invasion tisular y metastasis.

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 invasion y metastasis son
extremadamente complejos, implicando cambios en las relaciones fisicas entre las

células y su microambiente y la activacion de las proteasas extracelulares.

Inestabilidad gendmica y mutacion.

La adquisicion 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 progresiéon tumoral pueden ser entendidos

como una secuencia de expansiones clonales, cada una de las cuales es provocada
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8.

9.

por la adquisicion de un genotipo mutante favorable que resulta en una ventaja

selectiva.

Inflamacion.

Esta demostrado que la generacién de sustancias quimicas muy reactivas que
acompafan a la inflamacién tiene un marcado papel genotdoxico en las células.
Ademas se ha constatado que tejidos cronicamente 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 neoplasico. Sustentan esta inclusion, estudios que demuestran que ciertos
mecanismos relacionados con la inflamacion producen inestabilidad genética

permitiendo la acumulacién de alteraciones moleculares.

Reprogramacion 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 y la divisiéon celular. Otto Warburg fue
el primero en observar una caracteristica andmala en el metabolismo energético de

» %) Este tipo de metabolismo

las células cancerosas que denomind “glicolisis aerobia
parece estar presente también en tejidos embrionarios, lo que apoya su importancia
en los programas de gran escala biosintética que se requieren para la proliferacion

celular activa.

10.Evasion del sistema inmunoldqgico.

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 destruccion inmunoldgica y por tanto de evadir su
erradicacion. De manera simplificada se podria decir que las células cancerosas
altamente inmunogénicas pueden evadir la destruccion inmunologica mediante la
desactivacion de componentes del sistema inmune que han sido enviados para

eliminarlas.

3.2 Alteraciones moleculares del Cancer Colorrectal

Actualmente se acepta que la transformacién de la mucosa intestinal normal a cancer
colorrectal requiere de una serie de alteraciones moleculares tanto genéticas como

epigenéticas. Estos cambios moleculares dan lugar finalmente a la derogacion 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 son los oncogenes y los genes
supresores de tumores. 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 funcion, en el caso de los oncogenes, 0 a una

inactivacion de la proteina codificada, en los genes supresores de tumores.

Los oncogenes habitualmente estan activados a través de mutaciones puntuales,
amplificaciones génicas o translocaciones cromosdmicas; mientras que los genes
supresores de tumores son inactivados mediante alteraciones bialélicas, que son
combinaciones de mutaciones puntuales, deleciones e hipermetilacién del promotor
%) Durante el proceso de carcinogénesis, estos y otros cambios pueden influir en los
procesos de invasion, metastasis y resistencia al tratamiento. La importancia de estas
alteraciones moleculares es que su conocimiento ha permitido incorporar a la practica
clinica nuevos farmacos y estrategias terapéuticas. Por tanto es importante identificar
la naturaleza y frecuencia de las alteraciones, evaluar si presentan una asociacion con
las manifestaciones clinicas de la enfermedad y determinar si tienen un uso practico
en el diagnodstico temprano, la monitorizacion de los tratamientos o pueden servir

como dianas para el desarrollo de nuevas terapias .

Oncogenes

Entre los oncogenes mas importantes implicados en CCR esporadicos encontramos
RAS, SRC, MYC, y el Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2).

El oncogén RAS existe como tres variantes celulares, HRAS, KRAS, y NRAS. Aunque
los tres oncogenes cuando estan alterados tienen la capacidad para transformar las
células normales en neoplasicas, son las mutaciones de KRAS las que mas

frecuentemente encontramos en los CCR ©7

. Los oncogenes RAS codifican una
familia de pequefias proteinas con homologia con las proteinas G que regulan la
transduccion de senales celulares, actuando como un conmutador de una sola via

%8 Las

para la transmisién de las sefales de crecimiento extracelulares al nucleo ¢
mutaciones de RAS resultan en una proteina unida a GTP constitutivamente activa y
un estimulo de crecimiento continuo. Los datos de modelos animales sugieren que las
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mutaciones RAS pueden contribuir a la tumorogénesis colorrectal mediante la
activacion de las células madre de cancer que ya han sido activadas por las
mutaciones en el gen de la poliposis adenomatosa coli (APC) ). Las mutaciones de
RAS se encuentran en hasta un 50 por ciento de los CCR esporadicos, y en el 50 por
ciento de los adenomas de colon mayores de 1 cm; pero rara vez se ven en los

(60)

adenomas pequefios V. KRAS también se ha implicado en el proceso de invasion

tumoral y metastasis ©".

Genes supresores de tumores

En contraste con los oncogenes, los genes supresores de tumores normalmente
tienen una influencia inhibidora sobre el ciclo celular. Una vez que estos genes se
eliminan o reducen su funcion, los mecanismos normales de control ya no son
operativos, y se desencadena la proliferacion incontrolada. A nivel celular, los genes
supresores de tumores actuan de forma recesiva, es decir, que la funcion de la
proteina normal se pierde sélo cuando ambas copias (alelos) del gen son inactivados

por mutaciones puntuales, reordenamientos o deleciones.

El gen supresor APC tal vez sea el mas critico en el desarrollo temprano de CCR. Las
mutaciones somaticas en ambos alelos estan presentes en el 80 por ciento de los
CCR esporadicos , y una sola mutacion germinal en este gen es responsable de la
poliposis adenomatosa familiar (PAF), un sindrome hereditario dominante que se
caracteriza por el desarrollo de cientos a miles de pdlipos colorrectales durante la
segunda y tercera década de la vida .

Otro gen supresor importante en CCR es TP53. Se localiza en el cromosoma 17p, y
es el gen mas comunmente mutado en el cancer en humanos. En aproximadamente
50 a 70 por ciento de los CCRs, se produce la inactivacién de TP53 por una mutacion
de un alelo, seguido de la pérdida del gen de tipo salvaje restante. Existe una pérdida
de secuencias de 17p en hasta el 75 por ciento de los CCR, mientras que rara vez se
pierden en adenomas y focos de criptas aberrantes, lo que sugiere que la pérdida de
funcién de p53 representa un evento relativamente tardio en la carcinogénesis de

colon ©?

. De acuerdo con esta hipotesis, un gran estudio internacional de 3583
pacientes con CRC encontré un aumento en la frecuencia de mutaciones TP53 en
funcion del estadio de la enfermedad, siendo mas frecuente en las fases mas

avanzadas %)
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El gen TP53 "de tipo salvaje" o no mutado, produce una proteina (p53) de union a
ADN que actua como un activador transcripcional de genes inhibidores del
crecimiento. p53 de tipo salvaje es particularmente critico cuando las células estan
bajo estrés. Normalmente, las células detienen su crecimiento en respuesta a agentes
que danan el ADN vy otros factores de estrés (por ejemplo, hipoxia) a través de la

induccion/activacion de p53 ©?

. Una vez activado, p53 induce una variedad de
respuestas limitantes del crecimiento, incluyendo la detencién del ciclo celular (con el
fin de facilitar la reparacién del ADN), la apoptosis, la senescencia y la diferenciacion.
p53 produce estas respuestas en gran medida mediante la alteracion de la expresion
de un numero de genes diana, al menos 20 de los cuales han sido descritos bajo el
control transcripcional de p53. Debido a su papel central en la prevencion de la
propagacion de las células con dafio en el DNA, p53 es conocido como el "guardian

del genoma".

Otros genes supresores de tumores implicados en el desarrollo de los CCR son los
localizados en el cromosoma 18q (DCC, SMAD4 y SMAD2), TFG-beta o los genes
reparadores de ADN Mismatch-repair (MMR).

3.3 Caracterizacion Molecular del Cancer Colorrectal

Los avances en el conocimiento de las bases moleculares del CCR anuncian una
revolucién en el tratamiento personalizado de estos pacientes ©®*. El primer
biomarcador incorporado en la practica clinica fue el analisis de mutaciones en el exon
2 de KRAS (coddn 12/13) como un predictor establecido de la falta de respuesta a los
anticuerpos monoclonales anti-EGFR Cetuximab y Panitumumab en pacientes con
CCR avanzado . Las mutaciones en KRAS producen la anulacién de la actividad
GTP-asa lo que resulta en la activacion de la sefalizacion RAS/RAF. Esta alteracion
esta presente en el 35%-42% de los CCRs. Otras mutaciones en otros miembros de la
familia del oncogén RAS (exones KRAS 2, 3 y 4, NRAS exones 2, 3 y 4) han sido
descritas también, aunque son mucho menos frecuentes. Las mutaciones de NRAS
aparece en aproximadamente el 2% de los pacientes con CCR avanzado ©®. La
presencia de mutaciones menos frecuentes de KRAS y de las mutaciones NRAS
también se han relacionado con la ausencia de eficacia de las terapias anti-EGFR ©7).
La evaluacion del amplio panel de mutaciones de RAS es un biomarcador predictivo
de respuesta en primera linea, ya que identifica a la poblacion de pacientes que no se
benefician de terapias anti-EGFR. Hoy en dia es un procedimiento de rutina en todo el
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mundo. Es motivo de controversia si las mutaciones de KRAS, con independencia del
uso de terapias anti-EGFR, tiene un papel prondstico en CCR avanzado ¥,
Diferentes estudios publicados hasta la fecha no han sido concluyentes, y el papel del
estado mutacional de KRAS y las NRAS como predictores de la eficacia de la
quimioterapia y terapias antiangiogénicas sigue siendo incierto.

Las mutaciones de BRAF aparecen en un 5-15% de los CCRs metastasico . Y su
presencia se ha identificado como un factor de mal prondstico en diferentes estudios
clinicos. Las mutaciones de BRAF frecuentemente se asocian con caracteristicas

histolégicas adversas y tumores indiferenciados (9.

Los pacientes con CCR
portadores de mutaciones en el oncogén BRAF podrian beneficiarse de un tratamiento

mas agresivo o de terapias dirigidas con inhibidores especificos de BRAF.

Durante los ultimos afios se ha hecho un progreso significativo en la investigacion e
identificacion de biomarcadores candidatos a predecir la respuesta a nuevas
estrategias terapéuticas. El ensayo clinico FIRE-3 sugiere que los pacientes con
cancer de colon derecho parecen beneficiarse menos de tratamiento con farmacos
anti-EGFR 9 ademas, estos pacientes son mas propensos a presentar mutaciones
de BRAF e inestabilidad de microsatélites (MSI). Los microsatélites son repeticiones
multiples de 1 a 5 nucledtidos que estan distribuidos por todo el genoma. Debido a su
estructura repetitiva, los microsatélites son susceptibles a errores durante el proceso
de replicacidon. La inestabilidad en microsatélites se origina como consecuencia de
una deficiencia en el mecanismo post-replicativo de reparacidon de apareamientos
errébneos. Se conocen varios genes cuyos productos estan involucrados en este
mecanismo y que estan mutados en los tumores del cancer colorrectal hereditario no
polipoide. Para determinar inestabilidad en microsatélites en tumores de pacientes
portadores se emplean diversas técnicas, entre las que se encuentran polimorfismo de
conformacion de cadena simple y técnicas inmuno-histoquimicas. Estos datos son
especialmente relevantes, ya que los tumores con MSI estan asociados
frecuentemente con infiltracidn linfocitica y sobreexpresion de PD-1 y PDL-1, y ya
existen evidencias preliminares de ensayos clinicos fase | que muestran respuestas
alentadoras de estos tumores cuando son tratados con anticuerpos monoclonales
anti-PD-1, y sugieren que este subgrupo especifico de pacientes podria beneficiarse

de terapias inmunolégicas "V
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Otros marcadores predictivos potenciales incluyen la amplificacion de HER2,
reordenamientos de ALK y ROS1 o amplificaciones cMET. Todos ellos podrian tener
no solamente un papel en la resistencia primaria del tumor a las terapias anti-EGFR,
sino que también representan una oportunidad para el desarrollo de terapias dirigidas.
La amplificacion de HER2 esta presente en aproximadamente el 3% de los pacientes
y en estos tumores ya se han observado respuestas a farmacos anti-HER2 en seres
humanos ?. Las translocaciones de ALK y la amplificacién de cMET se han
observado en una pequefia proporcion de pacientes (1 y 2% respectivamente), pero
ambas anormalidades bioldgicas podrian predecir el éxito de terapias dirigidas frente a
dichas dianas y existen en el momento diferentes lineas de investigacion con estas

terapias en CCR avanzado (7).

El otro farmaco con indicacion en el tratamiento de primera linea del CCR avanzado
es Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal dirigido frente al factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF). Este farmaco fue el primer inhibidor de la angiogénesis
aprobado para el tratamiento del CCR avanzado en combinacion con quimioterapia, y
desde entonces ha habido una intensa busqueda de marcadores moleculares capaces
de predecir la respuesta y eficacia del farmaco. Lamentablemente no ha sido posible
relacionar el éxito de esta terapia con ningun marcador molecular o caracteristica
clinica o patolégica del paciente o el tumor. Por lo tanto, actualmente no es posible
predecir de antemano qué pacientes se beneficiaran de Bevacizumab . VEGFR-
2/KDR es el principal receptor de la factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
con frecuencia se sobreexpresa en el CCR. Varios autores han relacionado esta
sobre-expresion con un aumento significativo en la vasculatura del tumor y un
aumento de la capacidad metastasica de los tumores ®. La unién de VEGF a
VEGFR-2/KDR conduce a la fosforilacion y activacion de una via de senalizacion que
estimula la proliferacion, la migracion y la inhibicion de la apoptosis y la maduracion de

") VEGF es un regulador

las células endoteliales y las estructuras vasculares
importante de la angiogénesis fisiologica y patoldgica, y se encuentra sobre-
expresado en muchos tipos de tumores diferentes. Se ha descrito como la via de
sefalizacion RAS aumenta la expresion de VEGF y reprime a los reguladores
negativos de la angiogénesis, 1o que sugiere que las aberraciones RAS podrian

modular la respuesta del tumor a las terapias anti-angiogénicas 2.

En los ultimos afos se han propuesto diversas clasificaciones del CCR basadas en la

caracterizacion molecular del tumor con la intencion de identificar subgrupos de
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pacientes en funcion del prondstico y la respuesta al tratamiento. En el afio 2012, la
red “The Cancer Genome Atlas” publicé una caracterizacién molecular del CCR, cuyos
resultados fueron la base para el desarrollo racional de firmas moleculares posteriores
(") Se identificd6 un grupo de pacientes (16%) con hipermutacién genética, tres
cuartos de los cuales presentaban a su vez Inestabilidad de Microsatélites (MSI). Se
observaron diferencias importantes en el perfil mutacional entre los subgrupos con vy
sin hipermutaciéon genética (mayor frecuencia de mutaciones en el gen TGFBR2 y
menor frecuencia de mutaciones en los genes P53 y APC en el subgrupo con
hipermutacion genética). Estos hallazgos indican que la progresion tumoral en ambos
subgrupos de pacientes se produjo a través de una secuencia de eventos genéticos

diferente.

De las firmas moleculares desarrolladas posteriormente destacamos dos de ellas. La
primera, publicada por De Sousa y colaboradores, clasifico 90 pacientes con CCR
estadio Il en tres subtipos llamados CCS1 (“Colorectal Cancer Subtype”), CCS2 vy
CCS3. CCS1 se caracterizd principalmente por la ausencia de MSI, la ausencia de
Fenotipo Metilador de Islas CpG (FMIC), la presencia de mutaciones en los genes
KRAS y/o P53 y localizacion izquierda predominante del tumor primario. El subtipo
CCS2 revel6 una fuerte asociacion con la presencia de MSI, de FMIC+ y la
localizacion derecha predominante del tumor primario. ElI subtipo CCS3 fue
heterogéneo en lo que respecta a la estabilidad/inestabilidad de microsatélites, el
estado del FMIC vy la localizacion del tumor primario, y mostré una elevada tasa de
mutaciones en los genes KRAS y BRAF. Los pacientes clasificados en este ultimo

subtipo mostraron peor pronéstico €.

La segunda, publicada por Sadanandam y colaboradores, propuso seis subtipos
moleculares que compartian importantes similitudes con los patrones de expresion de

| ) Los

los diferentes subtipos celulares presentes en una cripta colénica norma
subtipos moleculares propuestos también mostraron diferencias significativas en el

prondstico (figura 2).

En un intento de resolver las diferencias entre las multiples clasificaciones propuestas
hasta el momento y facilitar su uso en la practica clinica, en 2015 se publico el
consenso internacional de subtipos moleculares de CCR ®? basado en las
caracteristicas comunes de los trabajos previos. Dicho consenso propone 4 subtipos

moleculares con la siguiente nomenclatura: CMS1/IMS inmune; CMS2/Candnico;
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CMS3/Metabdlico y CMS4/Mesenquimal. En la figura 3 se detallan las principales
diferencias biolégicas entre los distintos subtipos moleculares. Un 13% de los tumores
analizados presentan caracteristicas combinadas, hecho que posiblemente representa

un fenotipo de transicidn o indica heterogeneidad tumoral.

Desde una perspectiva biologica, dicha clasificacion aporta un mayor conocimiento de
los subtipos “no-MSI” que suponen un 85% de los CCRs y describe fuertes
asociaciones moleculares. Aunque han emergido posibles marcadores genéticos y
epigenéticos en los distintos subtipos propuestos, desde un punto de vista clinico
todavia no esta claramente establecido cuales son los marcadores mas relevantes
que permitan una prediccion precisa del pronostico y de la respuesta a los
tratamientos disponibles. Sin embargo, una clasificacion homogénea del CCR y un
mejor conocimiento de los eventos moleculares principales implicados en el desarrollo
y la progresion de la enfermedad nos permitira avanzar en el desarrollo de nuevos

tratamientos.

Figura 2: Sistema de clasificacion de CCR asociado al fenotipo celular y la respuesta terapéutica.
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a) Caracteristicas de los 6 subtipos moleculares propuestos. b) Correlacidn del fenotipo de los subtipos
propuestos con la localizacion de diferentes células que componen la cripta colénica. ¢) Biomarcadores
candidatos en funcion del subtipo propuesto. d) Estrategias terapéuticas en funcién de los subtipos
propuestos.
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Figura 3: Propuesta de clasificacion del CCR, reflejando las diferencias bioldgicas en la expresion
genética entre los subtipos moleculares.

CMS2 CMS3 CMS4
Canonical Metabolic Mesenchymal
14% 37% 13% 23%
MSI, CIMP high, - Mixed MSI status, )
hypermutation SCNA high SCNA low, CIMP low SCNA high
BRAF mutations KRAS mutations
Immune infiltration WNT and Metabolic Stromal inf!ltra?ion.
and activation MYC activati deregulation TGF-§ activation,
activatio a on agula angiogenesis
Worse survival Worse relapse-free
after relapse and overall survival

CIMP, CpG island methylator phenotype; MSI, microsatellite instability; SNA, somatic copy number
alterations.

Las clasificaciones propuestas hasta el momento deben ser perfeccionadas ya que no
todos los casos de CCR encajan perfectamente en uno de los subtipos. Por otra parte,

son clasificaciones complejas de dificil implantacién en la practica clinica

4. Neovascularizacion Tumoral

La neovascularizacion es el mecanismo de formacion 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 neoplasica a un tamafio de 1-2 mm ©®. La neovascularizacién tiene un efecto
dual sobre el tumor. Por un lado, suministrar nutrientes y oxigeno, ademas de factores

("8 Por otro

de crecimiento que estimulan el crecimiento de las células tumorales
lado, junto con la linfoangiogénesis, es un elemento esencial para la formacion de
metastasis al proveer un sitio de entrada a la circulacion, permitiendo que las células
que se desprenden del tumor viajen a través del torrente circulatorio, pudiendo llegar a
érganos a distancia donde metastatizar ®® La neovascularizacion puede darse

mediante dos mecanismos: la vasculogénesis y la angiogénesis.
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4.1 Vasculogénesis

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

derivadas de médula ésea ®*

. Este proceso ocurre en el desarrollo temprano del
embridn, aunque hallazgos recientes muestran que bajo circunstancias especificas,
las células precursoras (tanto de médula 6ésea como de la sangre) pueden contribuir

también en la angiogénesis adulta ®,

4.2 Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de
la vasculatura preexistente en respuesta a estimulos, y es el mecanismo mas
estudiado y conocido. Se pueden distinguir dos tipos de angiogénesis: la fisiolégica y
la patolégica. La primera, ocurre durante el crecimiento necesario de vasculatura que
comienza en la embriogénesis y que continua después del nacimiento en el desarrollo
temprano postnatal, para proveer de manera adecuada el oxigeno y los nutrientes
requeridos por los organos en crecimiento, ademas de proporcionar sefales
morfoldgicas. A lo largo del crecimiento, asi como en la etapa adulta, la velocidad de
proliferacion y renovacion de las células endoteliales es muy baja. Las excepciones
fisiolégicas en las que se produce angiogénesis, bajo una estrecha regulacion,
ocurren unicamente en el ovario en mujeres menstruantes, debido a que el
crecimiento folicular y el desarrollo del cuerpo luteo dependen de la proliferacion de
nuevos vasos capilares; en la placenta durante el embarazo y también en la
reparacion o cicatrizacion de heridas. El mecanismo fisioldgico implica una estructura
y funcionamiento jerarquico bien ordenado de la vasculatura corporal, con arteriolas,

capilares y vénulas facilmente distinguibles ©°).

Por el contrario, la angiogénesis patologica se caracteriza por un crecimiento
descontrolado y desordenado de la vasculatura y aparece cuando hay un desequilibrio
entre los estimuladores e inhibidores angiogénicos. Los vasos tumorales se
desarrollan a menudo en haces desorganizados que contienen numerosos brotes y el
diametro de la luz del vaso es irregular. Debido a la organizacion anormal y a la
estructura de los vasos tumorales, el flujo sanguineo en los tumores es cadtico ®”). La

primera descripcidn de este proceso la realizd Judah Folkman en los afios 70 2.
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El desarrollo tumorogénico implica la expresion de un fenotipo angiogénico, en el que
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 todos estos procesos. La
angiogenesis tumoral esta mediada por factores de crecimiento secretados por el
tumor que interactuan con sus receptores expresados en la superficie de las células
endoteliales. La sobreexpresion 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 induccion del fenotipo angiogénico esta regulada por un cambio en el equilibrio local
entre reguladores positivos y negativos del crecimiento de vasos ®?. La magnitud y
calidad de la respuesta angiogénica tumoral esta determinada especificamente por la
suma de las sefales pro y antiangiogénicas en multiples tipos celulares. Se denomina
“interruptor angiogénico” a la transicion de la fase latente a la fase invasiva de un
tumor maligno, y representa un paso fundamental en el desarrollo del tumor que
puede ocurrir en diferentes etapas de la progresion tumoral, dependiendo de la
naturaleza del tumor y su microambiente. La combinacién de sefiales estimuladoras

dentro del microambiente tumoral provoca cambios en multiples tipos de células ).

La activacion 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 acompanado del
desprendimiento de las células perivasculares de los vasos sanguineos maduros, lo
cual se debe principalmente a la funcién de la angiopoyetina 2 (ANG-2) y su receptor
TIE2 (receptor TK selectivamente expresado en las células endoteliales). Este
fendbmeno posibilita la extravasacién 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. Varios tipos de células se exponen a los
estimulos angiogénicos e inflamatorios que intensifican la respuesta. Las plaquetas
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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 proliferacion y migracion endotelial, asi como la formacion del
tubo. Las células endoteliales progenitoras y las células mieloides de médula osea
migran hacia los tejidos en el proceso angiogénico, gracias a sefiales quimiotacticas
debidas a la liberacion 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 ©",

Como consecuencia de los estimulos angiogénicos, las células endoteliales proliferan
formando wuna 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 estabilizacion vascular se rige por ANG-1 y su receptor TIEZ2.
La union de ANG-1 a TIE2 en las células endoteliales activadas conduce a la
produccion de PDGF y al reclutamiento de células musculares lisas y 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 transcelulares, 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 diametros irregulares y anomalias
estructurales #?. La angiogénesis no participa en la carcinogénesis en si, pero si

(93

promueve la progresion tumoral *) y es un elemento esencial para la formacién de

metastasis al proveer un sitio de entrada a la circulacion.

Debido a la importancia de este proceso en el crecimiento y progresion tumoral, la
angiogeénesis ha sido foco de intensos estudios en los ultimos afos, incluyendo
también el desarrollo de agentes farmacologicos que la inhiben como una atractiva

diana antitumoral.

4.3 Linfangiogénesis

La linfangiogénesis representa el proceso de formacién de nuevos vasos linfaticos a

partir de los ya existentes y resulta relevante en la formaciéon de metastasis. La
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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 4.
Igual que sucede en la vasculatura sanguinea, los vasos linfaticos de la mayoria de
los tejidos y 6rganos del adulto se mantienen quiescentes en condiciones fisiologicas,
y es en respuesta a la sefales 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 mitdgenos, aunque no se
conoce demasiado sobre el proceso de degradacion de la membrana basal y de los

sucesos de ramificacion de los vasos linfaticos en crecimiento 2.

La diseminacion de las células tumorales desde el tumor primario hacia otros 6rganos
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.
Se ha propuesto que la entrada de las células cancerosas en los vasos linfaticos
podria estar facilitada por su mayor permeabilidad en comparacion con los vasos
sanguineos y por la ausencia de una barrera de la membrana basal normal . El
estudio del desarrollo de las redes linfaticas es un campo de creciente interés en
oncologia y ha tomado gran envergadura dentro de la investigacidn en angiogénesis
®) " 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 ndédulos
linfaticos, en particular de los ganglios centinelas, donde inicialmente metastatiza el
tumor, y esto se conoce como “linfangiogénesis de nédulos linfaticos” ®). Evidencias
recientes indican que las células tumorales pueden inducir linfangiogénesis de
nodulos linfaticos, aun antes de metastatizar, y que las células tumorales metastasicas
continuan induciendo el crecimiento de vasos linfaticos en los ganglios centinela,
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tedricamente promoviendo su futura diseminacion metastasica ©®, 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 accidn

terapéutica.

. Factores estimuladores e inhibidores de la angiogénesis y
linfangiogénesis.

5.1 Factores estimuladores e inhibidores de la angiogénesis y
linfangiogénesis.

La hipoxia es uno de los principales factores implicados en la progresion tumoral, ya
que regula la angiogénesis. Aunque se han reportado varios factores de transcripcion
involucrados en la respuesta al estrés hipdxico, como la Proteina de Activacion 1 (AP-
1) o el Factor Nuclear Kappa B (NF-kB), el Factor Inducible por Hipoxia (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 (HIF-1B) %), La sintesis de HIF-1A
esta regulada por la activacidon de las vias de PI3K y MAPK, las cuales pueden ser
activadas por la sefalizacidon 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 por ésta y rapidamente degradado a través de
la via del proteosoma. Sin embargo, en condiciones de hipoxia, se inhibe la
hidroxilacion de HIF-1A, de manera que éste se estabiliza y no es reconocida por
VHL, lo que permite la formacion del heterodimeros a/B, que actua activando la
transcripcion de mas de 40 genes implicados en la proliferacion celular, angiogénesis
y respuesta metabdlica a estrés metabdlico. 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 sobre-
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expresado en canceres humanos como resultado de la hipoxia intratumoral, asi como

por alteraciones genéticas "%

5.2 Adaptacion metabdlica celular a condiciones anaerobias. Papel de
Lactato Deshidrogenasa 5 (LDH5)

Las condiciones de hipoxia a las que el tumor se ve sometido hacen que uno de los
fendbmenos mas importantes para conseguir su adaptacion y crecimiento sea la
produccion de proteinas que permitan a la célula obtener ATP en condiciones
anaerobicas. Esto lo consigue activando la via de la Glicdlisis, consistente en la
transformacién de Piruvato a acido lactico a través de la actividad catalitica de
diferentes enzimas, entre las que destaca la Lactato Deshidrogenasa 5 (LDH-5) ("%,
Es importante resaltar que la sobreexpresion de HIF-1a y LDHS se observa en los
tumores malignos humanos, pero sélo en el componente canceroso. LDH5 es inhibido
en el estroma del tumor, que a menudo sobreexpresa la isoenzima LDH1 favoreciendo
la oxidacion de acido lactico de nuevo a piruvato. Estas observaciones representan un
nuevo concepto en el que las células tumorales, su estroma y los vasos asociado a un
tumor no deben ser vistos como un dominio de morfologia unificada, sino como
dominio funcional con una verdadera cooperacidn entre metabolismo anaerobio
(células cancerosas) y compartimentos aerdbicos (fibroblastos formados y neovasos)
(192) 'Sj esta estructura funcional organizada es una caracteristica necesaria para la
supervivencia de las células cancerosas es una hipotesis aun en estudio, tanto mas
cuando la manipulaciéon del metabolismo de los tumores puede conducir a nuevos

enfoques terapéuticos.

5.3 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. 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. Cada una de estas
proteinas contiene una secuencia sefal 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 Plaf ). El proceso de sefializacién

se encuentra mediado por uniones de alta afinidad de los ligandos con receptores
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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) .
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.

El VEGF activo estd compuesto por dos subunidades idénticas y la union a su
receptor es mediada por el homodimero a través de la unién 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 homdlogos a inmunoglobulina en su
parte extracelular (region de reconocimiento/union de ligandos), un dominio
transmembrana y un dominio intracelular de sefializacién con una insercion Quinasa
(193) L a dimerizacion del receptor tiene lugar en condiciones normales en respuesta a
la union de ligando y se produce auto/transfosforilacion, desencadenando una
cascada de sefalizacion en la que se fosforilan distintas proteinas que regulan
finalmente los mecanismos involucrados en la angio y linfangiogénesis %, La
sobreexpresion de receptores y ligandos o las mutaciones en los genes que codifican
para moléculas receptoras pueden causar alteraciones en la estructura de la proteina
que puede producir la activacion 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 transduccion de sefales, 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 ('%.

Ligandos VEGF

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 (%) aunque hasta 1989 no fue aislada
completamente por los grupos de Ferrara °” y Connolly '°®. VEGF-A es ligando
tanto del VEGFR-1 como del VEGFR-2, teniendo una afinidad por VEGFR-1
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aproximadamente 10 veces mayor, pero debido a que sus propiedades de
transduccion de sefal son menores, la sefial de VEGF-A se produce mayoritariamente
a través de VEGFR-2/KDR (%) | 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
(199 La expresion in vivo de VEGF-A ha sido asociada con los principales pasos en la
angiogénesis y vasculogénesis fisiologicas. Los experimentos en ratones han
demostrado que la supresién del gen VEGF-A es letal, ya que resulta en defectos
vasculares y anormalidades cardiovasculares; mientras que la sobreexpresion genera
abundante angiogénesis y psoriasis en la piel y acelera el crecimiento tumoral "%, En
humanos, VEGF-A se expresa en practicamente la totalidad de los tumores solidos

estudiados, asi como en algunas enfermedades hematolégicas 7).

El gen humano de VEGF-B contiene ocho exones y seis intrones y se encuentra
localizado en el cromosoma 11. La region promotora de VEGF-B es diferente respecto
a la de VEGF-A, lo que podria explicar las diferencias en su regulacion por estimulos
fisiologicos, ya que pierde los dominios de interaccion con HIF-1, impidiendo de este
modo la regulacion del gen por la hipoxia. VEGF-B es ligando del VEGFR-1 y NRP-1,
pero no de VEGFR-2 o VEGFR-3. La activacion de su receptor induce una senal
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
liberacién y disponibilidad de VEGF-A "2 Actualmente no se conoce claramente cudl
es el papel de VEGF-B in vivo, aunque su funcion 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 ''*),

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 postraduccional. Se
activa proteoliticamente en el espacio extracelular para generar una proteina
homodimérica sin uniones disulfuro con alta afinidad por VEGFR-2 y VEGFR-3 ("),
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 regulacion de la
linfangiogénesis; mientras que solo las formas completamente procesadas se unen al

VEGFR-2 "), VEGF-C es un potente factor de permeabilidad e induce la mitogénesis,
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migracion y supervivencia de las células endoteliales. Se encuentra expresado en
corazon, 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 esta implicado en la regulacion de la linfangiogénesis y el

control de la funcién inmune en procesos inflamatorios y tumorales 2.

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 ", 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 "' 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 expresion se
correlaciona con metastasis de nédulos linfaticos en cancer colorrectal, pulmon y
ovario, por lo que puede representar una potencial diana anticancerosa vy

antimetastasica ©?.

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 pulmon, asi como en diversas condiciones patologicas que
incluyen el cancer colorrectal y CPNM. El gen humano de PIGF se localiza en el
cromosoma 14 y esta codificado por siete exones. Se han descrito cuatro isoformas
generadas por procesamiento alternativo, que son PIGF-1 (PIGF131), PIGF-2
(PIGF152), PIGF-3 (PIGF203) y PIGF-4 (PIGF224) que difieren ademas de en el
tamano, en las propiedades de secrecion y afinidad de unién. PIGF-1 y PIGF-3 son
isoformas que no se unen a heparina y difunden libremente, mientras que PIGF-2 y

"5 PIGFs median su efecto a través de

PIGF-4 tienen dominios de unién a heparina
la union al VEGFR-1. PIGF-2 es capaz de unirse también a NRP-1 y NRP-2. La

contribucion de PIGF a la angiogénesis se produce a través de varios mecanismos:
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por accion directa sobre las células endoteliales a través de la uniéon a VEGFR-1, por
desplazamiento de VEGF-A del VEGFR-1, permitiendo asi que VEGF-A active a
VEGFR-2, a través de la estimulacion via VEGFR-1, que a su vez resulta en aumento
de la sensibilidad de la accion de VEGF-A a través de VEGFR-2, mediante el
reclutamiento de monocitos y macrofagos que desempafian un papel fundamental en
el crecimiento de los vasos vy, finalmente, a mediante la movilizacion de las células
progenitoras hematopoyéticas de la médula 6sea. Ademas, parece que Plaf también
podria actuar inhibiendo la angiogénesis mediante la formacion de heterodimeros
PIGF/VEGF, ya que 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 ("%,

Receptores de VEGF

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 2. Se encuentra expresado
en células endoteliales, asi como en pericitos, placenta, trofoblastos, osteoblastos,
monocitos, macréfagos, células renales y algunas células madre hematopoyéticas 4.
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 sefalizacion. La activacion 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 6sea. La expresion de VEGFR-1 se

encuentra aumentada en condiciones de hipoxia, a diferencia del VEGFR-2 y VEGFR-
32

VEGFR-2 o KDR (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
vasodilatacién, proliferacidn, migracion y supervivencia de las células endoteliales.

Aunque tiene menor afinidad por VEGF-A que VEGFR-1, exhibe una robusta actividad
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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 ®*. 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 sefializacién ya que carece de domino TK, puede tener implicaciones

en la regulacion de la angiogénesis ).

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 "', 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 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 "2,

. 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 biologico
normal, un proceso patolégico o una respuesta farmacoldgica/farmacodinamica frente
a determinada intervencion terapéutica. 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 prondstico del paciente sin tener en cuenta el tratamiento, representando el

efecto del tumor sobre el paciente.

3. Biomarcadores predictivos, referidos como aquellas caracteristicas del paciente o

del tumor que pueden dar alguna informacion acerca de si el paciente se puede
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beneficiar de un tratamiento dado, por tanto representan el efecto del tratamiento en el

tumor 117,

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 histolégico
y otros examenes de laboratorio son evaluados como marcadores que se asocian con
el diagnostico y pronostico de la enfermedad. Los recientes avances en biologia
molecular y las diversas tecnologias avanzadas incluyendo la farmacogenomica, la
transcriptomica, la protedmica, la metabolémica y el diagnodstico molecular por
imagen, se han introducido también en el ambito clinico y pueden ofrecer un
diagnostico mas precoz, la caracterizacion precisa del tipo histologico y una vision
mas acertada del prondstico de la enfermedad y de la respuesta al tratamiento '®). Es
importante también remarcar que un biomarcador ideal deberia ser detectable con el
material clinico accesible, y es por ello que existe un creciente interés en el desarrollo

de métodos no invasivos o minimamente invasivos.

6.1 Biomarcadores de angiogénesis y linfangiogénesis

Numerosos estudios han investigado la relacion entre los niveles de diversos
marcadores angiogénicos con caracteristicas clinico-patolégicas y la supervivencia de

los pacientes con cancer.

Biomarcadores en tejido

El uso de VEGF en tejido como marcador predictivo se ha evaluado en varios estudios

con resultados discordantes (119 120 121, 122)

. Algunos estudios encuentran que la
expresion tisular de VEGF si se correlaciona con el prondstico de los pacientes con
cancer colorrectal avanzado. Por ejemplo, Tsai et al compararon la expresion pre y
post-tratamiento de VEGF por inmunohistoquimica en 57 pacientes con cancer
colorrectal metastasico que se sometieron a tratamiento con 5- fluorouracilo (5-FU) e
Irinotecan (régimen FOLFIRI) combinado con bevacizumab; sus resultados indicaron
que la disminucion de la expresion de VEGF tras el tratamiento se asociaba de forma
significativa con la respuesta al tratamiento y la supervivencia libre de progresion
(SLP) 2V, Por otro lado, Jubb et al evaluaron 312 muestras de tejido de 813
pacientes incluidos en un ensayo clinico fase Ill que comparaba la eficacia de

FOLFIRI con o sin bevacizumab . En esta serie, los niveles epiteliales y estromales de
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VEGF, analizados por técnicas de hibridacion in situ, no se resultaron ser predictivos

de la eficacia del tratamiento 1?2

La sobreexpresion de la forma activada de VEGFR-2 (pKDR), medida mediante
técnicas de inmunohistoquimica, es un fendmeno que ocurre muy frecuentemente en
los carcinomas colorrectales, especialmente en tumores grandes (mayores de 6 cm) e
indiferenciados, y su presencia se correlaciona con la sobreexpresion tanto de VEGF

123

y HIFa, como con el aumento de la densidad vascular '®) y de la capacidad de

(124)

proliferacion celular y produccion de metastasis La sobreexpresion de

VEGFR/pKDR ha sido asociada con un peor prondstico en pacientes con CCR en

'2%) y se ha sugerido como un potencial

estadios iniciales sometidos a cirugia
marcador del proceso de angiogénesis y candidato a biomarcador de eficacia de

tratamientos antiangiogénicos.

Otro biomarcador de angiogénesis medible en tejido es Lactato deshidrogenasa 5
(LDH5). LDH5 es una de las cinco isoenzimas de la familia LDH, aparentemente la
mas importante en la promocion de la glicélisis anaerobia. Se trata de una proteina
que cataliza la transformacién reversible de piruvato a lactato, lo que la coloca en una

(128) | a induccion de la

posicion central dentro del metabolismo anaerobico celular
LDH-5 se produce durante la hipoxia, y su transcripcion esta regulada directamente
por el factor de inducible por hipoxia 1 (HIF1). Los niveles séricos de LDH se han
correlacionado con mal pronéstico y la resistencia a la quimioterapia y radioterapia en
varias enfermedades neoplasicas, y la sobreexpresibn de LDH5 medida por
inmunohistoquimica ha sido relacionada con un peor prondstico en pacientes

diagnosticados de carcinoma colorrectal, pulmonar, gastrico o endometrial (7: 128. 129,

130) " Koukouradkis et al, encontraron que la sobreexpresion de LDH5 no sélo se
comportaba como un factor prondstico negativo para los pacientes con CCR
avanzado, sino que observaron que ademas estaba asociada con una peor respuesta
al tratamiento de quimioterapia basados en Oxaliplatino y Fluoropirimidinas,
proponiendo dicha sobreexpresidén como un potencial marcador predictivo negativo de

129

la eficacia de la quimioterapia *®. Ademas, en el mismo estudio objetivaron que el

tratamiento con un farmaco antiangiogénico (Vatalanib) revertia el impacto pronédstico

negativo de la expresion de LDH5 (129,
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Biomarcadores circulantes

El valor de los niveles séricos de VEGF ha sido ampliamente estudiados como posible
biomarcador. Representa una estrategia atractiva para los estudios de investigacion
debido a la facilidad de adquisicion de muestras permitiendo mediciones seriadas a lo
largo del tiempo. Los niveles circulantes de VEGF han sido relacionados con el
prondstico de diferentes tumores solidos, lo que sugiere que puede ser un indicador
de la angiogénesis tumoral "*V. Sin embargo, el valor predictivo de VEGF y/o de los
cambios en los niveles de VEGF durante o después del tratamiento con bevacizumab
sigue siendo un tema de debate, ya que no se ha podido establecer la su relacion con
la eficacia del farmaco.

Las células tumorales circulantes (CTC) y la deteccién de acidos nucleicos libres
(CTNA) en sangre periférica representan una estrategia atractiva para el diagndstico y
evaluacion de respuesta en pacientes con CCR, asi como para predecir el prondstico
de los pacientes y los resultados del tratamiento "*''*?)_ E| recuento de CTCs por la
plataforma SearchTM celular (Veridex LLC), esta actualmente aprobado por la FDA
para su uso clinico en el CCR, el cancer de mama y cancer de préstata, y es el mas
ampliamente utilizado. Existe ademas un interés creciente en la deteccion de CTNA
(ADN o ARN) que puedan reflejar la presencia de CTCs. Diehl et al, demostraron que
por cada 100 g de tumor, 3,3 g de ADN-tumoral podria entrar en la corriente
sanguinea "*?. EI ADN circulante el tumor puede dar una idea de las alteraciones
genéticas y epigenéticas, ademas de ser util para el diagnostico y la prediccion de la
respuesta a la terapia. La evidencia preliminar sugiere que los niveles de CTCs puede
tener tanto valores prondsticos como predictivos de respuesta en pacientes con CRC

avanzado (%%,

Esta tecnologia es prometedora, pero sigue teniendo varias
limitaciones. La tasa mediana de deteccion de CTC es del 35%, y ademas la
tecnologia CellSearch requiere la verificacion subjetiva de CTCs, no permitiendo el
analisis unicelular. A pesar de todo ello, la medicion de niveles de CTCs representa un
biomarcador prometedor para la prediccion de la respuesta al tratamiento en

pacientes con cancer.

Otros biomarcadores solubles en estudio son los MicroRNA (miRNA). Pequenas
cadenas no codificantes de RNA que pueden regular la expresiéon de multiples genes
a nivel postranscripcional. Estan involucradas por tanto en diversas funciones

celulares, incluyendo la proliferacion, apoptosis, regulacion de stem-cells embrionarias
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e invasion. Algunos estudios recientes han demostrado que los miRNAs circulantes
son muy estables, lo que les convierte en un potencial biomarcador en cancer (%,
Los miRNAs pueden modular la angiogénesis tumoral a través de la modulacion de la
expresion de factores pro y anti-angiogénicos, incluyendo la proteina de sefalizacion
RTK, HIF, VEGF y EGF. La implicacion de los miARN en la angiogénesis tumoral, ha
generado interés en explorar su utilidad como biomarcadores predictivos. miRNA-126

13%) La alta expresion de los genes

es uno de los mas estudiados en CCR avanzado
miARN-126 se asocia con un aumento de la sefnalizacion de VEGF-A en las células
endoteliales y por lo tanto podria un biomarcador prometedor para la terapia

antiangiogénica.
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OBJETIVOS

Por todo lo expuesto anteriormente, el objetivo de este trabajo de investigacion es
contribuir a un mayor conocimiento sobre la expresion de VGFR2/pKDR (marcador
relacionado con los procesos de angiogénesis y linfangiogénesis) y LDH5 (marcador
relacionado con el proceso de adaptacién metabdlica a hipoxia celular) en pacientes
con CCR avanzado. Se estudiara la relacion entre la expresidén de dichos marcadores
con las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes y evaluaremos su utilidad
como biomarcadores pronosticos y predictivos de respuesta al tratamiento en esta

patologia.

Objetivos primarios

1. Cuantificar los niveles de expresion de VGFR2/pKDR y LDH5 en pacientes
afectados por CCR avanzado y analizar la correlacién entre la expresién de estas
proteinas con las caracteristicas clinico-patolégicas y moleculares de dichos
pacientes.

2. Estudiar la correlacion entre la expresion de VGFR2/pKDR y LDH5 con el
prondstico de los pacientes en términos de Supervivencia Global (SG) y Supervivencia
Libre de Progresion (SLP), asi como con la eficacia del tratamiento en términos de
Tasa de Respuesta (TR).

Objetivos secundarios

1. Estudiar la correlacion entre la existencia de mutaciones en los genes de la familia
RAS (KRAS y NRAS) con el prondstico de los pacientes con CCR avanzado, y su
papel como predictor de respuesta al tratamiento con quimioterapia y Bevacizumab.

2. ldentificar los factores Clinico-patologicos y moleculares asociados a peor
pronostico en pacientes con carcinoma de colon avanzado con metastasis
irresecables, tratados con quimioterapia de primera linea con Oxaliplatino y

Fluoropirimidinas, con o sin Bevacizumab.
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I1L.

METODOLOGIA

Estudio retrospectivo y multicéntrico de pacientes diagnosticados de CCR avanzado y
tratados con quimioterapia de primera linea con Fluoropirimidinas y Oxaliplatino,
asociados o no a Bevacizumab entre Enero-2009 y Diciembre-2013 en cuatro
hospitales de la Comunidad Valenciana: Hospital Marinasalud de Denia, Hospital

Arnau de Vilanova de Valencia, Hospital de Sagunto y Hospital de Elda.

. Poblacion de estudio

Caracteristica de los Pacientes

Se revisaron las historias clinicas de todos los pacientes que cumplian los siguientes

criterios de inclusion:

- Confirmacion Histologica de Adenocarcinoma de Colon o Recto.

- Enfermedad avanzada (Estadio IV) en el momento del diagndstico.

- No candidatos a cirugia de reseccion de metastasis en el momento del diagnostico.

- Haber sido tratados con quimioterapia de primea linea con los esquema que
incluyese combinacion de Oxaliplatino con Fluoropirimidinas intravenosa u oral

(FOLFOX o XELOX), en combinacién o no con Bevacizumab.

- Disponibilidad de tejido tumoral archivado para estudio Inmunohistoquimico,

procedente del tumor primario o de alguna localizacién metastasica.

Variables Clinicas

La evaluacion incluyo revision de historia clinica completa, con medidas basales de la
enfermedad tumoral previa al inicio del tratamiento. El diagndstico y la evaluacién del
tratamiento se realizaron con TAC. Hemos recogido los siguientes datos de los

registros de pacientes:

Variables clinicas demograficas basales.

- Edad: Se midié como variable continua para los datos descriptivos de la serie. Para
su estudio como posible factor pronéstico de SG y SLP se dicotomizé en mayores
o menores de 70 afios (>0= 70 afos, < 70 anos).

- Sexo (hombre/mujer)
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Performance Status (PS) o escala funcional de la Eastern Cooperative Oncology
Group (ECOG).

Comorbilidad presente al inicio del tratamiento. Se recogio¢ la informacion relativa a
los siguientes antecedentes médicos: Hipertension Arterial, cardiopatia, patologia
respiratoria y patologia vascular (historia previa de hemorragias o eventos
tromboembdlicos).

Variables relacionadas con el tumor.

Presencia de sintomas relacionados con el tumor (pérdida de peso, sangrado
intestinal, u oclusién intestinal).

Grado de diferenciacion o grado histologico.

Localizacion de las metastasis.

Numero de érganos con afectacion metastasica.

Datos analiticos previos al inicio del tratamiento sistémico, incluyendo recuentos de
células hematoldgicas, niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) y niveles de
Antigeno Carcinoembrionario (CEA). Para su andlisis se dicotomizaron los datos en
dos grupos: Elevados vs Normales, considerando elevado cualquier nivel por
encima de los rangos de normalidad. Rango de normalidad para LDH (<333 UI/L);
Rango de normalidad para CEA (<4 mcg/L). La variable anemia se dicotomizé
entre Grado 2 o mas (Hgb <10 g/dL) vs Grado 1 o normal (Hgb > o igual a 10 g/dL).

Variables relacionadas con el tratamiento.

Reseccion de tumor primario previo a inicio de tratamiento sistémico.

Régimen de quimioterapia empleado.

Tratamiento con Bevacizumab asociado a la quimioterapia.

Numero de ciclos administrados.

Toxicidades relevantes durante el tratamiento. La toxicidad del tratamiento se
evalu6 de acuerdo a los criterios de toxicidad del National Cancer Institute
Common Toxicity Criteria (NCI-CTC) version 2.0 (%),

Necesidad de ingresos hospitalarios.

Necesidad de retrasos de ciclos de tratamiento quimioterapico.

Necesidad de reduccion de dosis durante el tratamiento.
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Variables relacionadas con el sequimiento (recidiva y mortalidad).

- Respuesta al tratamiento. La respuesta tumoral se evalu6 de acuerdo a los criterios
RECIST v1.1 7,

- Progresion de Enfermedad (variable dicotomica si/no): define la supervivencia libre
de progresion para cada paciente. La Supervivencia libre de progresion (SLP) se
define como el tiempo transcurrido entre el inicio del tratamiento y la
documentacion de progresion de la enfermedad o muerte del paciente.

- Muerte. Define el tiempo de supervivencia de cada paciente. La supervivencia
global (SG) se calculara como el periodo desde el comienzo del tratamiento hasta
la fecha de la muerte.

- Tiempo de seguimiento. Desde el inicio del tratamiento hasta el fallecimiento o a la
salida del estudio porque el paciente entra en la categoria de perdido.

Variables moleculares.

Para el objetivo principal de este estudio se analizé la expresion de las dos proteinas
relacionadas con la angiogénesis (VEGFR/pKDR) y adaptacion metabdlica (LDHS5). La
expresion de dichas proteinas se analiz6 mediante inmunohistoquimica y se hizo de
forma semicuantitativa. Para analizar toda la bateria de proteinas en todas las
muestras tumorales de una sola vez se construyé una matriz de tejido (Tissue
Micoarray [TMA]), constituido por muestras correspondientes a piezas de reseccion
del tumor primario, o biopsias de tumor primario, o metastasis de los pacientes. El
proceso de construccion de la matriz de tejido de estas caracteristicas y de la técnica
de tincion e interpretacion inmunohistoquimica se muestra a continuacion, en el

Apartado 2 de este capitulo: “Analisis Inmunohistoquimico”.

Para el objetivo secundario del estudio en el que se pretende analizar la importancia
de las mutaciones de la familia RAS como marcador prondstico en CCR avanzado, se
llevé a cabo un analisis de genotipificacion de las muestras, siguiendo el proceso que
se detallara a continuacion, en el Aparado 3 de este capitulo: “Analisis de Mutaciones
de RAS”.
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2. Analisis Inmunohistoquimico

Construccion de micro-array tisular (TMA)

Se realiz6 una seleccion previa de los casos atendiendo a los criterios clinicos y la
calidad del material disponible. De esta manera, se obtuvo informacion relevante para
crear una base de datos conjunta con una serie homogénea de casos. Después de
un examen inicial de todas las muestras con hematoxilina y eosina (HE) se seleccion6
un bloque de parafina representativo del tumor de cada uno de los sujetos del estudio.
Todos los bloques seleccionados incluyeron tejido viable y se utilizaron para crear un
micro-array de tejido (TMA), con dos cilindros tumorales para cada paciente.

De los diferentes bloques donantes, y una vez localizados los focos a adquirir, se
obtuvieron mediante un arrayer manual (Beecher Instruments, Silver Spring, MD,
USA) las biopsias de 0,6 mm a integrar en el bloque receptor. De esta manera se
construyeron 2 TMAs. Las muestras fueron introducidas aleatoriamente en los
bloques, pero siguiendo una distribucion lineal con una distancia de 1 mm entre los
centros de cada muestra, dando lugar a dos matrices de 20 columnas por 11 filas.
Una vez que los bloques receptores estuvieron construidos, se seccionaron en
laminas de 6 micras para realizar un control de calidad con tincion de H&E.
Posteriormente se realizaron secciones consecutivas de 4 um. Un corte de cada
bloque de cada muestra se tifié con H&E, y las secciones posteriores fueron utilizadas

para inmuno-tincidn con los anticuerpos del estudio.

Analisis Inmunohistoquimico de pKDR

La técnica de inmuno-tincion incluyé predigestion y triptinizacion. El anticuerpo
utilizado fue 34a (Oxford Universidad) con una dilucién de 1: 2 para VEGFR/pKDR. La
expresion de VEGFR/pKDR se cuantific6 usando un sistema de clasificacion de 4
grupos: de 0 (no detectable) a 3 (alta intensidad), en base a estudios anteriores ("%
Los pacientes se dividieron en dos grupos para el analisis: grupo 1 con baja expresion

(0-1), frente al grupo 2 con alto nivel de expresion (2-3) (Figura 4).
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Figura 4. Tincion inmunohistoquimica de biopsias de adenocarcinoma de colon con anticuerpo anti-

pPKDR: Expresion intensa 3+, expresion moderada 2+, baja expresién 1+, e indetectable 0

Analisis inmunohistoquimico de LDH5

La inmunofijacion se realiz6 mediante la técnica de inmunoperoxidasa seguida de
tratamiento con tripsina y predigestion. El anticuerpo utilizado fue el anticuerpo
policlonal de oveja 9002 (Abcam, Cambridge, Reino Unido) generado contra LDH5

(125 El porcentaje de las células

humana, y purificado a partir de placenta humana
cancerosas con una fuerte expresion LDH5 citoplasmatica y nuclear se evalu6 por
separado, tras la inspeccién de todo el tejido embebido. En cada campo 6ptico se
estimo el porcentaje de células con expresion de la proteina, y la puntuacion final para
cada caso fue el valor medio obtenido. Los valores inferiores a 10% se evaluaron
como 0%. La expresion de LDH5 se cuantificd usando un sistema de clasificacion que
clasificd a los pacientes en 2 grupos: alta expresion (tinciones con alta y moderada
reactividad nuclear o citoplasmatica) frente a baja expresion (tinciones con baja o nula

reactividad) seguin lo descrito en estudios previos '*®. (Figura 5).

63



Figura 5. Tincion inmunohistoquimica de biopsias de adenocarcinoma de colon con anticuerpo anti-

LDHS5: Alta expresion Ay B. Baja expresion C y D.

3. Analisis de Mutaciones de RAS

Todas las muestras fueron analizadas para la genotipificacion de RAS usando dos kits
comerciales con marcado CE-IVD (para diagndstico in vitro): KRAS Pyro kit® (para el
analisis de los codones 12, 13 y 61 de KRAS), y RAS Extension Pyrokit® (para los
codones 59, 117 y 146 de KRAS, y los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 de NRAS)
ambos de Qiagen, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para cada muestra
se usaron 10 ng de ADN gendémico (5 ul) como molde para las reacciones de PCER,
ademas de 12,5 ul de PyroMark® pCR Master Mix 2X, 1 ul del par de cebadores
correspondiente a cada reaccion (de los cuales uno de ellos se encuentra biotinilado),
2,5 ul de tampdn de carga 10X y 4 ul de agua libre de nucleadas Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador de Mastercycler® (Eppendorf) con las siguientes
condiciones: un paso inicial de activacién de la enzima realizado a 94°C durante 15
minutos; seguido de 42 ciclos de 3 pasos cada uno de: desnaturalizacion a 95°C
durante 20 segundos, hibridacién a 53°C durante 30 segundos, y extension a 72°C 20

segundos. Finalmente se realizé una extension final a 72°C durante 5 minutos.
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Los amplicones fueron luego inmovilizados sobre perlas de estreptavidina spharose
(GE Healthcare), soporte sobre el que se realiza la reaccion de secuenciacion,
utilizando cebadores especificos. Para la pirosecuenciacion se usaron reactivos
PyroMark GoldQ24 (mezcla de enzimas, nucleotidos y tampén) y se siguieron las
instrucciones del fabricante. Las mezclas de reaccion se cargan en un cartucho para
ser dispensados durante el proceso de secuenciacion, y seguidamente la placa y el
cartucho se cargaron con el Sistema Q24 PyroMark (Qiangen) en el cual se realiza la
reaccion de secuenciacion. Las secuencias se analizaron utilizando el software
PyroMark Q24 2.0.7 (QIAGEN).

En cada ejecucion se incluyeron dos controles: ADN no metilado como control positivo
para las reacciones de amplificacién y de secuenciacion, y un control negativo (sin
ADN molde).

. Analisis estadistico

Variables del estudio

* Las variables principales objeto del estudio son: sobreexpresion de VEGFR2/pKDR
y sobreexpresidon de LDHS5; asi como las variables Supervivencia Global,

Supervivencia Libre de progresién y Tasa de Respuesta

* Las variables del objetivo secundario son: Presencia de mutaciones en genes RAS
(KRAS y NRAS).

* Los posibles factores predictores:

o Caracteristiacas clinicas: Edad, Sexo, ECOG-Performance Status (PS);

antecedentes de hipertension (HTA).
o Variables relacionadas con la enfermedad:

= Sintomas relacionados con Ila enfermedad al momento del

diagnostico: pérdida de peso, rectorragia u oclusion intestinal.

= Localizacion de metastasis: Metastasis hepaticas, peritoneales,

pulmonares o ganglionares.
= Marcadores analiticos: CEA, Anemia y LDH.

= Presencia de mutaciones en la via RAS.
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Todas estas variables son categoricas, algunas por su propia naturaleza, y
otras porque han sido categorizadas, siendo ésta la practica habitual en este

tipo de estudios

Las variables: Tratamiento con Bevacizumab y Reseccion del Tumor primario, tendran
un tratamiento especial debido a su interés para el estudio: se utilizaran como estrato
o variable de agrupacion en algunos casos, sin perjuicio de que pueda ser usada

también como factor prondstico en otros.

Calculo de la muestra

Para detectar una reduccion en el riesgo de muerte del 15% en aquellos pacientes
con tumores con baja expresion de VEGFR2/pKDR y LDHS5 frente a pacientes con
tumores con alta expresion, y asumiendo un error tipo alfa de 0.05 y una potencia

estadistica del 80%, es necesaria una muestra de 95 pacientes.

Asumiendo ademas una proporcion esperada de pérdidas del 15%, se estima
necesaria una muestra de 112 pacientes para cumplir los objetivos del estudio.

Fases del estudio
Se establecen dos fases del estudio:

* Primera fase: analisis univariante para encontrar qué factores prondstico resulten

significativos a la hora de explicar cada una de las variables respuesta.

* Segunda fase: analisis multivariante para obtener un modelo capaz de explicar y
predecir cada una de las variables respuesta, integrando los diversos factores que

resulten significativos.

Métodos Estadisticos
Se utilizaron los siguientes métodos estadisticos:

* Asociacion de variables categoricas con dos o mas categorias: el estandar habitual
es utilizar tablas de contingencia, el test Chi-cuadrado, y medidas de asociacion

como por ejemplo el coeficiente de contingencia.
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* Modelos multivariantes con respuesta dicotomica: el estandar habitual es la
regresion logistica, existiendo alternativas como el analisis discriminante o los

arboles de clasificacion.

* Analisis univariante de supervivencia: el estandar habitual es utilizar las curvas de
supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier, y evaluar su significatividad
mediante el estadistico log-rank.

* Analisis multivariante de supervivencia: el estandar habitual es utilizar la regresion

de Cox.

Por tanto, segun la fase del estudio y la naturaleza de las variables respuesta, se
utilizara la metodologia correspondiente, aspecto que queda resumido en la siguiente
tabla (tabla 4.).

Tabla 4. Métodos estadisticos utilizados en funcion de la naturaleza de la variable y fase del estudio.

Variable respuesta Primera fase Segunda fase
Continua (datos de supervivencia) | Kaplan-Meier Regresion de Cox
Categorica Chi-cuadrado Regresion logistica

En la primera fase del estudio, para el analisis univariado de factores prondsticos se
utilizara el valor P asociado al test de log-rank para todas las variables predictivas del
estudio. Considerandose una variable significativa si su p-valor es inferior a 0.05. En la
segunda fase del estudio, correspondiente al analisis multivariante de factores
pronosticos se realizara una evaluacién cualitativa de los resultados del analisis
univariante previo, y se incluiran en el mismo todas aquellas con el valor P de la

estadistica de log-rank inferior a 0.2. Asumiéndose la siguiente categorizacion:
1. Significativo, si p-valor inferior a 0.05.
2. Dudoso si el valor de p es superior a 0.05 pero inferior a 0.2.

3. No significativo (NS), si p-valor> 0.2.
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Dado que el proposito del estudio es desarrollar un modelo multivariado, en esta
segunda fase aumentaremos el umbral de significacion para detectar aquellos factores

que pueden jugar un papel importante, aunque no sean muy significativos por si solos.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el SPSS version paquete estadistico
16.
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IV.

RESULTADOS

. Analisis descriptivo de las caracteristicas clinico-patologicas

de la poblacion

Encontramos un total de 112 pacientes que cumplian los criterios de inclusion del
estudio en nuestras bases de datos. Todos los pacientes fueron diagnosticados de
CCR avanzado entre enero de 2010 y diciembre de 2013 y fueron tratados con un
esquema de quimioterapia que incluia Fluoropirimidinas y Oxaliplatino (XELOX o
FOLFOX) con o sin bevacizumab. Las caracteristicas de los pacientes se resumen en
la Tabla 5.

La mediana de edad fue de 65 afos, la mayoria de los pacientes tenian un buen
estado general (ECOG-PS 0-1) (79,8%), y el 55,4% de ellos habian sido tratados
mediante reseccion del tumor primario. El 53,6% presentaban tan soélo una
localizacién metastésica, y el 67,6% recibieron tratamiento de combinacion con

quimioterapia mas bevacizumab.

El analisis Inmunohistoquimico fue valorable en 84 pacientes para pKDR (75%) y en
87 pacientes para LDH5 (77,6%). Las muestras se consideraron no valorables en los
casos en los que la técnica de tincidbn se consideré de calidad defectuosa o en

aquellos bloques tumorales con escasa representatividad tumoral.

La mediana de SG fue de 23 meses y la mediana de SLP de 12,2 meses (figura 6).
Tres pacientes alcanzaron una respuesta completa (CR) (2,7%), y 60 pacientes
respuesta parcial (RP) (53,6%), con una tasa de respuesta global (TR) del 56,3%.
Dieciséis pacientes presentaron enfermedad estable (EE) y 14 progresaron durante el

tratamiento de primera linea.
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Tabla 5. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes.

Variable Total n=112
Edad (afios), mediana 65 (39-83)
>70 46 (40.7%)
<70 66 (58.3%)
Sexo
Varén 66 (58.3%
Mujer 46 (40.7%)
Performance Status
0-1 87 (79.8%)
2 22 (20.2%)

Sintomas relacionados con el tumor
Pérdida de peso >10%

21 (18.6%)

Sangrado intestinal 35 (37.6%)
Sintomas oclusivos 10 (10.9%)
Cirugia del tumor primario
Si 62 (55.4%)
No 50 (44.6%)
Localizacién de las metéastasis
Higado 89 (79.5%)
Peritoneo 24 (21.4%)
Pulmén 32 (28.6%)
Hueso 3(2.7%)

Ganglios linfaticos

27 (24.1%)

Numero de localizaciones metastasicas

1 60 (563.6%)
2 0 mas 52 (46.4%)
Marcadores séricos
CEA elevado 76 (80.9%)
LDH elevada 32 (49.2%)

Hemoglobina baja (anemia G2 o mas)

46 (54,1%)

Grado de diferenciacion
G1
G2
G3

15 (20%)
49 (65.3%)
10 (13,3%)

Estatus Mutacional de RAS

Mutado 49 (43.7%)
Salvaje 44 (39,2%)
Desconocido 19 (16,9%)
Tratamiento
FOLFOX/XELOX 37 (33%)
FOLFOX/XELOX + Bevacizumab 75 (66.9%)

Sobreexpresion de pKDR
Si
No

Desconocido

77 (68.7%)
7 (6.2%)
28 (25%)

Sobreexpresion de LDH5
SI
No

Desconocido

71 (63.3%)
16 (14.2%)
25 (22.3%)
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Figura 6. Supervivencia Libre de Progresion (4.1) y Supervivencia Global (4.2) del conjunto de la

poblacion del estudio.
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2. Expresion inmunohistoquimica de VEGFR2 /pKDR como
biomarcador pronostico en CCR

2.1 Caracteristica de los pacientes

De los 112 pacientes seleccionados para el estudio, ochenta y cuatro disponian de
suficiente material histologico para realizar el analisis Inmunohistoquimico de
VEGFR2/pKDR. Los 18 restantes fueron excluidos por los siguientes motivos: 12 de
ellos tenian escasa representatividad tumoral en el bloque tumoral, y en 6 casos la

calidad de la tincién fue defectuosa.

Siete pacientes (8,3%) presentaban expresion leve o indetectable (grupo 1); mientras
que los 77 restantes (91,7%) presentaban expresién moderada o intensa (grupo 2).

Las caracteristicas de los pacientes se resumen en la tabla 5.

La mediana de edad de los pacientes del grupo 1 fue de 71 afos, y en el grupo 2 de
68. No se observan diferencias significativas entre los dos grupos en funcion del sexo,
Performance Status (PS), mutaciones de KRAS, uso de Bevacizumab, numero de

localizaciones metastasicas o la presencia de rectorragia al diagnéstico (Tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcion de la expresion de pKDR

GRUPO 1. GRUPO2. p Valor
Baja expresion de Alta expresion de
pKDR pKDR
n7 n77
Mediana Edad 71 afos 68 afios
SEXO V/IM 5/2 (71% vs 29%) 45/84 (53.5 vs 46.5%) 0,4
PS 0-1vs 2 6 vs 1(85.7 vs 14.3%) 60 vs 17 (71.4 vs 28.6%)
HTA al diagnéstico 1/6 (16.6%) 36/67 (53.7%) 0,09
PERDIDA PESO >10% 1/6 (16.6%) 15/47 (31.9%) 0,56
RECTORRAGIA 2/6 (33%) 24/63 (38%) 0,59
SINTOMAS OCLUSIVOS 1/6 (16.6%) 6/62 (4,8%) 0,09
>1 LOCALIZACION 2/7 (28,5%) 35/77 (45.4%) 0,34
METASTASICA
CEA ELEVADO 3/4 (75%) 55/71 (77.4%) 0,65
ANEMIA 1/2 (50%) 8/68 (11,7%) 0,24
LDH ELEVADO 0/2 (0%) 31/54 (57.4%) 0,19
QUIMIOTERAPIA CON 3/7 (42,8%) 51/77 (66.2%) 0,22
AVASTIN
MUTACION KRAS 4/7 (57.1%) 45/77 (58,4%) 0,51

2.2 Tratamiento y Tasa de Respuesta

De los 7 pacientes del grupo 1, tres (42.8%) recibieron tratamiento de quimioterapia
en combinacion con Bevacizumab, mientras que los cuatro restantes recibieron
quimioterapia exclusivamente. De los 77 pacientes del grupo 2, 49 (63.6%) recibieron
tratamiento de quimioterapia con Bevacizumab, y los 28 restantes recibieron
quimioterapia exclusivamente. Setenta y siete pacientes fueron evaluables para
respuesta, todos los del grupo 1, y 70 del grupo 2. Los siete pacientes no evaluables
fallecieron antes de la reevaluacién (5 después del 2° ciclo y 2 tras el 1° ciclo de
quimioterapia). La tasa de respuesta al tratamiento de los pacientes con baja
expresion de VEGFR2/pKDR fue del 100% (7 RP), frente al 54.2% en el grupo de
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pacientes con alta expresion de VEGFR2/pKDR (1 RC, 37 RP, 19 EE y 13 PE),
diferencias que son estadisticamente significativas (p=0,019). Tabla 7.

Tabla 7. Respuesta al tratamiento en funcién de la expresion de pKDR

RESPUESTA GRUPO1 GRUPO2
Low pKDR High pKDR p Valor
RESPUESTA COMPLETA 7 (100%) 1(2,3%) 0,019
RESPUESTA PARCIAL 0 37 (44%)
ENFERMEDAD ESTABLE 0 19 (24,6%)
PROGRESION 0 13 (16.8 %)
ENFERMEDAD

2.3 Supervivencia global y Supervivencia Libre de Progresion

La mediana de supervivencia de los pacientes del grupo 1 fue de 28 meses, frente a
22 meses en el grupo de pacientes del grupo 2 (p = 0.09). El tiempo hasta la
progresion fue superior en el grupo 1, aunque en este caso las diferencias tampoco

alcanzaron la significacion estadistica (15 vs 12 meses, p=0,4). Figura 7.

Figura 7. Supervivencia global (1.1) y Supervivencia libre de progresion (1.2) en funcion de la

expresion de pKDR.
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3. Expresion inmunohistoquimica de LDH5 como biomarcador
pronostico en CCR

3.1 Caracteristica de los pacientes

Ochenta y siete de los 112 pacientes tenian suficiente material para el analisis
Inmunohistoquimico de LDH5. Los 15 restantes fueron excluidos por los siguientes
motivos: 12 de ellos tenian escasa representatividad tumoral en el bloque tumoral, y

en tres casos la calidad de la tinciéon fue defectuosa.

Dieciséis pacientes (18,3%) presentaban baja expresion (grupo 1); mientras setenta y
un pacientes (81,7%) mostraron una fuerte expresion de LDH 5 (grupo 2): 20
expresion nuclear en >10% de las células sin expresion citoplasmica, 16 fuerte
expresion citoplasmica sin expresion nuclear, y 35 sobreexpresion tanto nuclear como

citoplasmatica.

Las caracteristicas de los pacientes se resumen en la Tabla 8. La edad media de los
pacientes en el grupo 1 fue de 71 afios, y 68 afnos en el grupo 2. No se observaron
diferencias significativas entre los grupos en cuanto al sexo, el estado funcional (PS),
la presencia de mutaciones de KRAS, el numero de sitios metastasicos o la presencia

de sangrado rectal en el momento del diagndstico.

Tabla 8. Caracteristicas clinicas en funcién de la expresion de LDH5

Poblacion global GRUPO 1 GRUPO 2. P
N =112 Baja expresion de | Alta expresion de LDH5 | Valor
LDH5
Edad mediana 68 afios 71 afios 68 afios
Sexo (Varén/mujer) 66/46 97 44/27 0.4
(58,4 vs 40,7%) (56 vs 44%) (61,9 vs 38,1%)
PS 0-1vs 2 87 vs 22 11vs5 58 vs 13
(77 vs 23%) (68,7 vs 31,3%) (81,6 vs 18.4%)
HTA 43 (38%) 4 (70%) 33 (54%) 0.1
Pérdida de peso >10% 21 (22,8%) 4 (30,7%) 12 (21,4%) 0.34
Rectorragia 35 (37,6) 6 (46.1%) 21 (36,8%) 0.37
Sintomas oclusivos 10 (10,8%) 1(7,6%) 6 (10,7%) 0.6
>1 localizacion metastasica 52 (46,4%) 7 (43%) 31 (43,6%) 0.86
Niveles elevados de CEA 75 (79,7%) 10 (66,6%) 48 (78,6%) 0.25
Anemia 47 (54,6%) 5 (35,7%) 27 (47,3%) 0.31
Niveles elevados de LDH 34 (52,3%) 3/33%) 22 (46,8%) 0.35
Tratamiento con 75 (66.9%) 6 (37,5%) 49 (69%) 0.02*
Bevacizumab
Mutaciones de RAS 49 (43,7%) 8 (50%) 41 (57,7%) 0.3
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3.2 Tratamiento y Tasa de Respuesta

De los 16 pacientes del Grupo1, 6 (37,5%) recibieron quimioterapia en combinacion
con bevacizumab, mientras que los otros 10 recibieron quimioterapia sola. De los 71
pacientes del grupo 2, 49 (69%) recibieron quimioterapia con bevacizumab, y los otros
22 (31%) recibieron quimioterapia exclusivamente. Un total de 80 pacientes fueron
evaluables en términos de respuesta: todos los pacientes del grupo 1y 64 del grupo 2.
Los siete pacientes no evaluables murieron antes de la re-evaluacién (5 después del
segundo ciclo de quimioterapia y 2 después del primer ciclo). La tasa de respuesta al
tratamiento de los pacientes con baja expresion LDH5 fue del 56,2% (9 PR), en
comparaciéon con 60,8% en el grupo de pacientes con alta expresion de LDH5 (1
respuesta completa, 37 respuesta parcial). Las diferencias en la tasa de respuestas

entre los dos grupos no fueron estadisticamente significativas (p = 0,47). Tabla 9.

Tabla 9. Tasa de respuesta en funcion de la expresion de LDH5

GRUPO 1 RUPO 2
RESPUESTA AL .U ° ‘2 GRUPO ‘s
TRATAMIENTO Baja expresioén de Alta expresién de | p
LDH5 LDH5 Valor
RESPUESTA 0 1(1,5%) 0.47
COMPLETA 9 (56,2%) 38 (59,3%)
RESPUESTA
PARCIAL
ENFERMEDAD 5 (31,2%) 14 (21,8%)
ESTABLE
PROGRESION DE 2 (12,5%) 7 (10,9 %)
ENFERMEDAD

3.3 Supervivencia global y Supervivencia Libre de Progresion

La mediana de supervivencia en el grupo 1 fue de 20 meses, en comparacion con 24
meses en el grupo 2 (p = 0,17). Tampoco se observan diferencias estadisticamente
significativas en SLP, 11 vs 12 meses en los Grupos 1 y 2 respectivamente (p=0.28).

Figura 8.
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Figura 8. Supervivencia global (3.1) y Supervivencia libre de progresion (3.2) en funcién de la expresion

de LDHS.
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4. Analisis del estatus mutacional de RAS como factor
pronostico en pacientes con CCR avanzado tratados con
Quimioterapia con o sin Bevacizumab.

4.1 Caracteristicas de los pacientes

Encontramos 93 pacientes con material histologico disponible para el analisis de N-
RAS y K-RAS. Cuarenta y nueve pacientes (52,6%) presentaban tumores con
mutaciones de RAS, 47 mutaciones de K-RAS y 2 de N-RAS. Las caracteristicas del
paciente de la poblacion en funcién del estado de RAS se resumen en la Tabla 10.

La edad media de los pacientes fue de 65 afos (rango, 39 a 83 afios) al momento del
diagnéstico, y la razéon hombre/mujer fue de 1,5/1,0. Las caracteristicas de los
pacientes fueron globalmente similares entre las poblaciones con tumores con
mutaciones de RAS (RASmut) y sin ellas (RASwt) . La tasa de pacientes con RASmut
que se sometieron a cirugia del tumor primario fue significativamente menor en
comparaciéon con aquellos con tumores RASwt (p = 0,019), y mostraron una mayor
tasa de metastasis pulmonares (34,6 vs 15,9, p = 0,03). Por otra parte, los pacientes
RASmut recibieron menos bevacizumab en comparacion con la poblacion RASwt
(29,5 vs 44-8%, p=0,09). Tabla 10.
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas del los pacientes en funcion del estatus mutacional de RAS.

Variable Total RAS wild- RAS-mutation P-
n=93 type N =49 value
n=44
Edad, afios (range) 65 (39-83) 68.5 (46-80) 68 (39-83)
Sexo 0.101
Varon 56 (60.2%) 30 (68.1%) 26 (53%)
Mujer 37 (39.8%) 14 (31.9) 23 (47%)
Performance Status 0.402
0-1 76 (81.1%) 35 (79.5%) 41 (83.7%)
2 17 (19.9%) 9 (20.1%) 8 (16.3%)
Sintomas  relacionados  con
tumor
17 (18,3%) 10 (22.7%) 7(17%) 0.143
- Pérdida de peso >10% 30 (32.3%) 16 (47%) 7 (17%) 0.184
- Sangrado intestinal 8 (8.6%) 1 (3%) 14 (34.1%) 0.056

- Sintomas oclusivos

Cirugia del tumor primario 0.019*
si 49 (52,6%) 18 (41%) 16 (32.6%)
No 42 (47.4%) 26 (59)% 33 (67.3%)

Localizacién de metastasis

Higado 75 (80.6%) 38 (86.3%) 37 (75.5%) 0.145
Peritoneo 19 (20.4%) 10 (22.7%) 9 (18.3%) 0.396
Pulmén 24 (25.8%) 7 (15.9%) 17 (34.6%) 0.033*
Hueso 3 (3.2%) 0 (0%) 3(6.1%) 0.142
Ganglios linfaticos 22 (23.7%) 10 (22.7%) 12 (24.4%) 0.519

Numero de localizaciones
metastasicas

1

52 (55.9%) 25 (56.8%) 27 (20.4%) 0.517
20 mas 48 (44.1%) 19 (43.1%) 22 (44.9%)
Metastasis  operables  tras
quimioterapia
si 17 (19.8%) 10 (25%) 7 (15.2%) 0.194
No 69 (80%) 30 (75%) 39 (84.7%)
Marcadores séricos
CEA (elevado) 62 (66.7%) 30 (75%) 32 (76.1%) 0.552
LDH (elevado) 32 (52,5%) 15 (563.5%) 17 (61.5%) 0.539
Hemoglobine (bajo) 22 (28.6%) 10 (27.7%) 12 (29.2%) 0.544
Grado de diferenciacion 0.693
1 12 (12.9%) 5(15.6%) 7 (21.2%)
2 43 (46.2%) 22 (68.7%) 21 (63.6%)
3 9 (9.7%) 5 (15.6%) 4 (12.1%)
Esquema Quimioterapia 0.095
FOLFOX/XELOX 58 (62.4%) 13 (29.5%) 22 (44.8%)
FOLFOX/XELOX-B 35 (37.6%) 31 (70.5%) 27 (55.1%)

4.2 Eficacia del Tratamiento

La tasa de respuesta global (TR) para el tratamiento de la quimioterapia de primera
linea fue del 53,8%, y la tasa de control de la enfermedad de 81,2%. No hubo
diferencias significativas en la TR segun el estado de mutacional de RAS (RASmut
48,9% vs RASwt 58,9%, p = 0,129). Tabla 11.
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Tabla 11. Respuesta al tratamiento en funcion del estatus mutacional de RAS.

RESPUESTA AL TRATAMIENTO RASmut RASwt p Value
Respuesta Completa 0 (0%) 2 (4,5%) 0,129
Respuesta Parcial 24 (48.9%) 24 (54.4%)

Enfermedad Estable 12 (24.4%) 7 (15,9%)

Progresién de Enfermedad 10 (20.4%) 6 (13.6 %)

La mediana de supervivencia libre de progresion de la poblacién global fue de 12

meses, y no se observo ninguna diferencia significativa entre el grupo RASmut en

comparacioén con los tumores RASwt (12 meses, IC, 8,7 a 15,2 vs 12 meses, IC, 9,67

a 14,32, p = 0,857). La mediana de supervivencia global fue de 22 meses, y tampoco

hubo diferencias en funcion del estado mutacional de RAS (RASmut 20 meses; IC del
95%, 14.3-25.6 meses; frente a RASwt 24 meses; IC del 95%, 18.7-29.2 meses, p =
0,631). Figura 9

Figura 9. Supervivencia libre de progresion (5.1) y Supervivencia Global (5.2) en funcién del estatus

mutacional de RAS.
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5. Tratamiento con Bevacizumab y Reseccion del Tumor Primario:
Analisis de su papel como factores pronosticos de supervivencia
y Analisis de Toxicidad y Seguridad

5.1 Tratamiento con Bevacizumab

De los 112 pacientes que componen nuestra base de datos, setenta y cinco pacientes
(66,9%) recibieron tratamiento de quimioterapia en combinacién con Bevacizumab
(grupo 1); los 37 pacientes restantes (33,1%) recibieron tratamiento con quimioterapia

exclusivamente (grupo 2).

Las caracteristicas de los pacientes se resumen en la tabla 12. La mediana de edad
de los 112 pacientes fue de 68 afos (63,5 grupo 1 vs 65.5 grupo 2). El porcentaje de
pacientes mayores de 70 afos en el grupo 1 y 2 fue de 49,3 vs 29,7%
respectivamente (p=0.12). No hubo diferencias entre ambos grupos en el porcentaje
de mujeres (37,3% vs 48,7%, p=0.173), PS 0-1 (81,3% vs 70,2%, p=0.35), pérdida de
peso superior al 10% (22,5% vs 23,3%, p=0.566), niveles elevados de CEA al
diagnostico (84,1% vs 70,1%, p= 0.112), ni en ninguna otra variable clinica, patologica

o molecular.
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quimioterapia.

GRUPO 1. GRUPO2. p
e . e . Valor

Quimioterapia + Quimioterapia

Bevacizumab

n75 n 37
Mediana Edad 63,5 afios 65,5
EDAD >70 afios 35/75 (49,3%) 11/37 (29,7%) 0,12
SEXO 0,173
- Varén 47 (62,6%) 19 (561,3%)
- Mujer

28 (37,3%) 18 (48,7%)
PS 0-1 61 (81,3%) 26 (70.2%) 0,356
HTA al diagndstico 29/68 (43%) 14/30 (46.6%) 0,44
PERDIDA PESO >10% 14/62 (22,5%) 7/30 (23,3%) 0,566
RECTORRAGIA 34/63 (35,4%) 13/30 (42%) 0,351
SINTOMAS OCLUSIVOS 5/62 (8%) 5/30 (16,6%) 0,186
>1 LOCALIZACION 42/75 (56%) 18/37 (48,6%) 0,297
METASTASICA
CEA ELEVADO 53/63 (84,1%) 22/31 (70,1%) 0,112
ANEMIA 7154 (12,9%) 5/32 (15,6%) 0,483
LDH ELEVADO 26/40 (65%) 11/25 (44%) 0,080
RESECCION TUMOR 44/75 (58,6%) 18/37 (48,6%) 0,258
PRIMARIO
MUTACION KRAS 27/60 (45%) 22/33 (66,6%) 0,370

Tabla 12. Caracteristicas de los pacientes en funcion de la administracion de Bevacizumab asociado a
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5.1.1 Supervivencia Global y Supervivencia Libre de Progresion

Los pacientes tratados con bevacizumab mostraron una mediana de SLP de 12
meses frente a 11 meses para los pacientes tratados con quimioterapia sola (p =
0,055). No se observaron diferencias significativas en la SG de acuerdo con el uso de
bevacizumab en la poblacion en general, aunque hubo una tendencia favorable en los
pacientes tratados con la combinacién de quimioterapia y bevacizumab (SG 27
meses; IC del 95% 21.9-32 meses, frente a 20 meses, Cl 13,8 a 26,1, p = 0,25).
Figura 10.

Figura 10. Supervivencia global (8.1) y Supervivencia libre de progresion (8.2) de los pacientes en

funcién de si fueron tratados con Bevacizumab.
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De los 101 pacientes que fueron evaluables para respuesta, 66 recibieron
quimioterapia en combinacion con bevacizumab y 35 quimioterapia. Nueve pacientes
tratados con Bevacizumab no fueron evaluables por diferentes razones: 4 fallecieron
antes de la reevaluacion, y en los 5 restantes no habia suficiente informacion en la

historia clinica.

Entre los pacientes tratados con quimioterapia, 2 fallecieron antes de ser evaluados.
La tasa de respuesta al tratamiento en los pacientes que recibieron Bevacizumab en
combinacién con quimioterapia fue del 72,7% (3 RC, 45 RP, 13 EE y 5 PE), frente a
40.5% en los pacientes que recibieron quimioterapia (0 RC, 15 RP, 10 EE y 10 PE; p=
0.003). Tabla 13
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Tabla 13. Respuesta en funcién de tratamiento con Quimioterapia +/- Bevacizumab

RESPUESTA Quimioterapia + Quimioterapia p Valor
Bevacizumab

RESPUESTA 3 (4,5%) 0 (0%) 0,003

COMPLETA 45 (68,1%) 15 (40,5%)

RESPUESTA PARCIAL

ENFERMEDAD 13 (19,6%) 10 (28,5%)

ESTABLE

PROGRESION 5 (7.5%) 10 (28.5%)

ENFERMEDAD

5.1.2 Toxicidad y efectos adversos por quimioterapia

La toxicidad post-quimioterapia se resume en la tabla 14. El 38.4% de los pacientes
precisaron retraso de algun ciclo de quimioterapia, y el 32% reduccion de dosis por
toxicidad. La toxicidad mas frecuente fue la neuropatia, desarrollada por el 34.8% de
los pacientes (G3-4 8.9%), seguido de la toxicidad gastrointestinal que padecieron el

26.3% (3.6% G3-4). Dos pacientes ingresaron por neutropenia febril (1.8%).

La frecuencia de otras toxicidades G3-4 fue: neutropenia 5,4%, emesis 2,7% y
trombopenia 2,7%. No hubo diferencias significativas en la toxicidad de Ila
quimioterapia entre los pacientes que recibieron tratamiento en combinacion con

bevacizumab frente a los que recibieron tratamiento con quimioterapia exclusiva.

Nueve pacientes suspendieron tratamiento con Bevacizumab por efectos secundarios
que se relacionaron con el farmaco: tres desarrollaron trombosis venosa profunda de
miembros inferiores, dos tromboembolismo pulmonar, otros dos por hipertension
arterial no controlable con medicacion antihipertensiva, uno por rectorragia y otro por
reaccion adversa durante la infusién del farmaco. La tasa de complicaciones que

obligaron a suspender el tratamiento con Bevacizumab fue del 12% (9/75).
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Tabla 14. Toxicidad Post-quimioterapia.

Global Tratamiento con Bevacizumab
SI NO
G1-2 G 34 G1-2 G 34 G1-2 G 34
Anemia 9% 1% 12% 1.7% 9.6% 0%
Neutropenia 7,2% 5,4% 8.6% 5.1% 9.6% 9.6%
Trombopenia 3,6% 2,7% 1.7% 3.4% 9.6% 3.2%
Neutropenia febril 1.8% 3.4% 0%
Neuropatia 25,9% 8,9% 31.6% 13.3% 32.2% 6.4%
Gastrointestinal 22,7% 3,6% 34.4% 5.1% 19.3% 3.2%
Emesis 6,3% 2,7% 12.2% 3.5% 0% 3.2%
Renal 1,8% 0% 0% 0% 6.4% 0%

5.1.3 Analisis de eficacia de tratamiento con Bevacizumab en funcion de

la expresion de VEGFR2 /pKDR

La mediana de supervivencia global en los pacientes de con sobreexpresion de

VEGFR2/pKDR que recibieron tratamiento con quimioterapia en combinacién con

bevacizumab fue de 23 meses, frente a 17 meses en los pacientes tratados

unicamente con quimioterapia (p= 0,27). La supervivencia libre de progresion fue

superior de forma estadisticamente significativa en el grupo de pacientes tratados con

bevacizumab (13 vs 11 meses, p= 0.015). Figura 11.
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Figura 11. Supervivencia global (2.1) y Supervivencia Libre de Progresién (2.2) en pacientes con

sobrexpresion de pKDR en funcién de la adiciéon de Bevacizumab al tratamiento de quimioterapia
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5.1.4 Analisis de eficacia de tratamiento con Bevacizumab en funcion de

la expresion de LDH5

La mediana de SG en los pacientes con alta expresion de LDHS que recibieron

tratamiento de quimioterapia en combinacién con bevacizumab fue de 27 meses, en

comparacién con 20 meses en los pacientes tratados con quimioterapia sola (p =

0,27). La SLP fue significativamente superior en el Grupo 2 para los pacientes

tratados con bevacizumab (13 frente a 12 meses, p = 0,039) (Figura 12).

Figura 12. Supervivencia global (4.1) y Supervivencia libre de progresion (4.2) de los pacientes con

expresion alta o moderada de LDHS5 en funcion de si recibieron tratamiento con Bevacizumab.
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5.1.5 Analisis de eficacia de tratamiento con Bevacizumab en funcion
del estado mutacional de RAS

Los pacientes con mutaciones de RAS tratados con quimioterapia en combinacion con
Bevacizumab mostraron una tendencia favorable, no significativa, en la supervivencia
libre de progresion, 13 vs 10 meses (p-valor= 0,07). La mediana de SG fue
numeéricamente superior para los pacientes con RASmut que recibieron bevacizumab,
pero esta diferencia tampoco alcanzo la significacion estadistica (27 vs 15 meses; p =
0,22). Figura 13.

Figura 13. Supervivencia libre de progresion(6.1) y Supervivencia Global (6.2) en de pacientes con

CCR portadores de mutaciones de RAS en funcién de si recibieron tratamiento con Bevacizumab.
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Por otra parte, la mediana de SG de los pacientes tratados con bevacizumab fue
similar entre los pacientes con tumores con mutaciones de RASmut y los pacientes
con tumores RASwt (27,0 vs 27,0 meses, p=0,562).

5.2 Reseccion del Tumor Primario

De los 112 pacientes que componen nuestra base de datos, sesenta y dos pacientes
(55,3%) fueron sometidos a reseccion del tumor primario antes de recibir
quimioterapia (grupo 1); los 50 pacientes restantes (44,7%) no fueron intervenidos y

recibieron el tratamiento sistémico como primer tratamiento de su enfermedad
(grupo 2).
Las caracteristicas de los pacientes se resumen en la tabla 15. La mediana de edad

de los 112 pacientes fue de 68 afos (67,5 grupo 1 vs 69.5 grupo 2). El porcentaje de
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pacientes mayores de 70 afios en el grupo 1y 2 fue de 33 vs 50% respectivamente

(p=0.063). También hubo diferencias entre ambos grupos en el porcentaje de mujeres
(33% vs 55%, p=0.025), pacientes con PS 0-1 (85% vs 72%, p=0.08), pérdida de peso
superior al 10% (3% vs 34%, p=0.019) y niveles elevados de CEA al diagndstico (71%

vs 90%, p= 0.018).

Tabla 15. Caracteristicas de los pacientes en funcion de si fueron sometidos a cirugia del tumor

primario.

GRUPO 1. GRUPO2. p Valor

Resecciéon Tumor Primario NO reseccion tumor primario

n 62 n 50
Mediana Edad 67,5 afios 69,5
EDAD >70 afios 21/62 (33%) 25/50 (50%) 0,063
SEXO V/IM 31/62 (50%) vs 31/62 (50%) 35/50 (70%) vs 15/50 (30%) 0,025*
PS 0-1 52/61 (85,2%) 35/48 (72%) 0,089
HTA al diagndstico 25/55 (45%) 18/43 (41%) 0,44
PERDIDA PESO >10% 7/51 (13%) 14/41 (34%) 0,019*
RECTORRAGIA 17/51 (33%) 18/42 (42%) 0,23
SINTOMAS 8/51 (15%) 2/41 (4,8%) 0,09
OCLUSIVOS
>1 LOCALIZACION | 37/62 (59,6%) 23/50 (46%) 0,1
METASTASICA
CEA ELEVADO 37/52 (71%) 38/42 (90%) 0,018*
ANEMIA 23/44 (52%) 23/41 (56%) 0,44
LDH ELEVADO 13/34 (38,2%) 19/31 (61%) 0,054
QUIMIOTERAPIA CON | 44/62 (70,9%) 31/50 (62%) 0,21
AVASTIN
MUTACION KRAS 16/43 (37,2%) 33/50 (66%) 0,18
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5.2.1 Supervivencia Global y Supervivencia libre de Progresion

La mediana de supervivencia global de los pacientes sometidos a reseccion del tumor
primario fue de 27 meses, frente a 22 meses en el grupo de pacientes no operados (p
= 0.1). El tiempo hasta la progresién también fue superior en el grupo de pacientes
operados, aunque las diferencias tampoco alcanzan la significacion estadistica (12 vs

10 meses, p=0,11). Figura 14.

Figura 14. Supervivencia global (7.1) y Supervivencia libre de progresion (7.2) en funcién la reseccion

del tumor primario.
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5.2.2 Respuesta al tratamiento

De los 62 pacientes sometidos a resecciéon del tumor primario, 45 (72.5%) recibieron
tratamiento de quimioterapia en combinacién con Bevacizumab (14 con esquema
FOFLOX-B y 33 con esquema XELOX-B), los 17 restantes recibieron quimioterapia (3
esquema FOLFOX y 14 con esquema XELOX). De los 50 pacientes no operados 31
(62%) recibieron tratamiento de quimioterapia con Bevacizumab (13 FOLFOX-B y 18
XELOX-B), los 19 restantes recibieron quimioterapia (7 esquema FOLFOX y 12
esquema XELOX).

Ciento un pacientes fueron evaluables para respuesta, 58 en el grupo de pacientes
intervenidos y 43 en el de pacientes no operados. De los once pacientes que no
fueron evaluables, 4 pertenecian al grupo pacientes operados: uno fallecié tras 2°
ciclo de quimioterapia y tres disponian de insuficiente informacion en historia clinica.

En el grupo de pacientes no operados hubo 7 pacientes no evaluables: 5 fallecieron
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antes de la reevaluacion (4 después del 2° ciclo y 1 tras el 1° ciclo de quimioterapia),

otros dos pacientes carecian de informacion suficiente en la historia clinica.

La tasa de respuesta al tratamiento de los pacientes sometidos a reseccién del tumor
primario fue del 67,4% (2 RC, 37 RP, 3 EE, 6 PE), frente al 48% en el grupo de
pacientes no operados (1 RC, 23 RP, 10 EE y 9 PE), diferencias que no son
estadisticamente significativas (p=0,16). Tabla 16.

Tabla 16. Respuesta en funcién de Cirugia del Tumor Primario

RESPUESTA GRUPO1 GRUPO2
PACIENTES OPERADOS | PACIENTES NO | p Valor
OPERADOS
RESPUESTA COMPLETA 2 (3,4%) 1(2,3%) 0,16

RESPUESTA PARCIAL

37 (63%)

23 (46%)

ENFERMEDAD ESTABLE

13 (22,4%)

10 (23,2%)

PROGRESION ENFERMEDAD

6 (10%)

9 (20%)

5.2.3 Complicaciones derivadas del tumor y postoperatorias

Nueve pacientes presentaron complicaciones mayores derivadas del tumor primario o
posquirurgicas. Ocho de estos pacientes no habian sido sometidos a reseccion del
tumor primario: dos pacientes fallecieron por perforacion abdominal, otros dos
fallecieron a causa de oclusion intestinal y cuatro pacientes presentaron hemorragias
severas que causaron la muerte a tres de ellos. Un paciente que habia sido sometido
a reseccion de tumor primario fallecid a las 8 semanas por sepsis abdominal, tras
recibir un ciclo de quimioterapia. La tasa de complicaciones mayores para el grupo de
pacientes no operados fue del 16% (8/50) frente al 1,6% (1/62) en los operados
(p=0.007). Tabla 17.
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Tabla 17. Complicaciones Mayores derivadas del Tumor primario o posquirurgicas

Reseccion de Tumor Primario
Si No Total
Complicacién Si 1(1.6%) 8 (16%)* 9
No 61 (98.4%) 42 (84%) 103
Total 62 50 112

P=0.007

De los ocho pacientes no operados que presentaron una complicacion mayor derivada
del tumor primario, seis habian sido tratados con quimioterapia en combinacion con
Bevacizumab. La tasa de complicaciones mayores en pacientes no operados tratados
con Bevacizumab fue del 19,3% (6/31), frente al 0% en pacientes operados (p=0.004).
No hubo diferencias en la tasa de complicaciones entre pacientes operados y no
operados del tumor primario que no recibieron tratamiento de quimioterapia

combinada con Bevacizumab: 5.5 vs 10.5% respectivamente (p=0.521). Tabla 18.

Tabla 18. Complicaciones Mayores derivadas del tumor primario o postquirdrgicas

en funcién del tratamiento con Bevacizumab.

Cirugia Tumor Primario
Bevacizumab si no Total

Sl Complicacién si 0 6* 6

no 44 25 69

Total 44 31 75

NO Complicacién si 1 2% 3
no 17 17 34
Total 18 19 37

*p=0.004

**p=0.58
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Los pacientes no intervenidos del tumor primario presentaron una tasa de neutropenia
G3-4 significativamente superior a los operados (10.5 vs 3.9%, p=0.043), mientras que
los pacientes intervenidos presentaron una mayor tasa de neuropatia G3-4 (15.3 vs
5.1%, p=0.003).

. Analisis de las variables clinico-patologicas y moleculares
pronosticos de supervivencia

6.1 Supervivencia Global

Se realizé6 un analisis univariante para evaluar la influencia de las caracteristicas
clinico-patologicas y moleculares en la Supervivencia Global. Las variables que se
asociaron significativamente con peor SG fueron la presencia de Carcinomatosis
Peritoneal (HR 1,78, 95% IC 1.6- 2,41, p = 0,001) y el numero de localizaciones
metastasis (2 o mas érganos vs 1; HR 2,38, 95% IC 1.21- 3,58, p-valor 0,007).

La ausencia de reseccion del tumor primario (HR 1,44, IC del 95%: 0,94 a 2,75, p-
valor de 0,08), el Performance Status de 2, la pérdida de peso superior al 10% antes
del inicio del tratamiento, y no haber recibido bevacizumab junto con quimioterapia
mostraron una tendencia no significativa a asociarse con peor prondstico (p-valor
<0,2). Tabla 19. Con aquellos factores que presentan asociacion alta o dudosa (es
decir: PS2, pérdida de peso >10%, Tumor primario no operado, Carcinomatosis
Peritoneal, metastasis en 2 o mas localizaciones y tratamiento con bevacizumab), se
realizé un analisis multivariante de Cox en dos fases (método Enter), la primera
introduciendo todas las variables, donde se observd que la presencia de
carcinomatosis peritoneal y la afectacion metastasica multiorganica eran las dos
unicas variables a incluir en el siguiente analisis. De nuevo se realizé un analisis de
regresion de Cox con esos dos factores. De acuerdo con el analisis multivariante de
Cox, la presencia de CP (HR 1.764, 95% IC 1,67 a 2,60; p = 0,017), y de metastasis
multiorganicas (HR 1,438, IC del 95%: 1,13 a 4,57; p = 0,02) se asociaron

independientemente con peor supervivencia OS (Tabla 20).
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Tabla 19. Analisis Univariante de factores asociados a Supervivencia global.

Variables Andlisis Univariante HR Significacién
Log-Rank test p- valor
n=112 95% CI 9 P estadistica
Edad
<70 1 1.269 NS
>0=70 1.31(0.37-1.31)
Sexo
Varoén 1 NS
Mujer 1.41 (0.58-1.73) 0.974
Performance Status
0-1 1 Dudoso
2 1.20 (0.85-2.95) 0.142
Sintoma
Pérdida Peso >10% 1,77 (0.31-2.87) 0.188 Dudoso
Sangrado Intestinal 1.624 (0.56-1.85) 0.942 NS
Oclusion Intestinal 1.89(047-3.7) 0.474 NS
Cirugia Tumor Primario
Si 1
No 1.446 (0.94-2.75) 0.08 Dudoso
Localizacién de Metastasis
Higado 1.20 (0.58-2.33) 0.662 NS
Peritoneo 1.78 (1.60-2.41) 0.002 Significativo
Pulmon 0.86 (0.35-1.38) 0.16 NS
Ganglios linfaticos 0.83 (0.38-1.28) 0.25 NS
Numero de érganos con
metastasis 1
L 2.38 (1.21-3.58) 0.008 Significativo
2 omas
Mutaciones de Ras
No 1 NS
Si 1.488 (0.59-2.11) 0.726
Tratamiento con Bevacizumab
Si 1
No 1.32 (0.83-2.47) 0.189 Dudoso
Marcadores séricos
CEA (elevado) 1.19 (0.44-1.78) 0.746 NS
LDH (elevado) 1.50 (0.59-2.11) 0.723 NS
Hemoglobina (baja) 1.45 (0.53-2.47) 0.991 NS
Sobreexpresion de pKDR
No 1
Si 1.43 (0.76-2.34) 0.495 NS
Sobreexpresion de LDH5
No 1
Si 1.24 (0.65-2.76) 0.616 NS
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Tabla 20. Andlisis Multivariante de factores asociados a Supervivencia Global

Variable Analisis Multivariado Hazard Ratio, 95% Cl | p-Valor
Performance Status 2 1.202 (0.44-2.2) 0.98
Pérdida de peso >10% 1.787 (0.285-2.07) 0.2
No resecciéon Tumor Primario 1.438 (0.57-2.234<9 0.73
Carcinomatosis Peritoneal 1.764 (1.67-2.60) 0.017*
No tratamiento con Bevacizumab 1.326 (1.13-4.57) 0.41
Afectacion Multiorganica 1.438 (1.13-4.57) 0.02*

Las caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes en funcidén de la

presencia de Carcinomatosis Peritoneal y del numero de 6rganos afectos (1

vs 2 0 mas) se resumen en la Tabla 21. No se observan diferencias

significativas en la edad, el género, Performance Status, el estado

mutacional de RAS o el uso de bevacizumab.
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Tabla 21. Caracteristicas clinico-patolégicas en funcién de la presencia de Carcinomatosis

peritoneal y del numero de localizaciones metastasicas (1 vs 2 0 mas).

Carcinomatosis No- Carcinomatosis Afectacion Afedcetif:é"
Variable Peritoneal Peritoneal p-valor multiorganica . p-
=24 (" =88 (* =52 (9 organo valor
n=24 (%) n =88 (%) n=52 (%) n=60 (%)
Edad (afos
62.3 (39-77) 66.5 (47-83) 0.867 67.5 (39-83) 68 (42-81) 0.827
Sexo
Varén 15 (62,5%) 51 (57.9%) 0.437 33 (63.4%) 33 (55%) 0.327
Mujer 9 (37.5%) 37 (42%) 19 (36.6%) 27 (45%)
Performance Status
0-1 16 (66.6%) 71 (83.5%) 0.067 38 (76%) 49 (83%) 0.250
2 8 (33.3%) 14 (16.5%) 12 (24%) 10 (17%)
Sintomas relacionados
con el tumor
Pérdida de peso >10% 6 (28.5%) 15 (21,1%) 0.329 12 (29.2%) 9(17.6%) 0.142
Sangrado intestinal 4(19%) 31 (43%) 0.038* 16 (38%) 19 (37.2) 0.552
Sintomas oclusivos 1(4.7%) 9 (12.6%) 0.281 2 (4.8 %) 8 (15.6%) 0.091
Cirugia de tumor
primario
Si 14 (58.3%) 48 (54.5%) 0.462 25 (48%) 37 (61.6%) 0.105
No 10 (41.7%) 40 (45.5%) 27 (52%) 23 (38.3%)
Localizacion de las
metastasis
Higado
) 13 (54.1%) 76 (86.3%) 0.001* 41 (78.8%) 48 (80%) 0.532
Peritoneo o o N
Puimen 18 (34.6%) 6 (10%) 0.002
Y 4 (16.6%) 28 (31.8%) 0.112 29 (55.7%) 3 (5%) 0.001*
ueso
) 1(4.1%) 2 (2.2%) 0.519 2 (3.8%) 1(1.6%) 0.446
Ganglios
linfaticos 11 (45.8%) 16 (18.1%) 0.007* 25 (48%) 2 (3.3%) 0.001*
Nuamero de
localizaciones
metastasicas
1 6 (25%) 54 (61.3%) 0.002*
20 més 18 (75%) 34 (38.6%)
Marcadores séricos
CEA elevado 17 (77.2%) 59 (81.9%) 0.417 37 (82.2%) 39(795%) | 0477
LDH elevada 5 (41.6%) 27 (50.9%) 0.308 15 (50%) 17 (48.5%) | 0.553
Hemoglobina baja
(anemia G2 o més) 9 (45%) 37 (56.9%) 0.248 23 (57.5%) 23 (51.1%) 0.355
Grado de diferenciaciéon
G1 5 (25%) 10 (18.1%) 7 (20.5%) 8 (19.5%)
0.560 0.254
G2 11 (55%) 38 (69%) 24 (70.5%) 25 (60.9%)
G3 4(20%) 610.9%) 38.8%) 8 (19.5%)
Estatus Mutacional de
RAS
Mutado 7 (29.1%) 35 (40.2%) 0.530 18 (34.6%) 24 (40.6%) 0,568
Salvaje 9 (37.5%) 31 (35.6%) ’ 18 (34.6%) 22 (37.2%) '
Desconocido 8 (33.3%) 21 (24.1%) 16 (27.1%) 13 (22%)
Tratamiento
FOLFOX/XELOX 15 (62.5%) 61 (69.3%) 0.344 19 (36.6%) 17 (28.3%) 0.234
FOLFOX/XELOX + 9 (37.5%) 27 (30.7%) ' 33 (63.4%) 42 (71.6%) ’
Bevacizumab
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Veinticuatro pacientes tenian CP en el momento del diagnodstico. La
mediana de SG fue menor en los pacientes con CP, en comparacién con
los pacientes sin esta condicién (12 vs 27,0 meses, p <0,001) (Figura 1a).
Cincuenta y dos pacientes (46,4%) presentaron metastasis en dos o mas
organos (metastasis multiorganicas), y tuvieron una supervivencia
significativamente mas corta en comparacién con aquellos con metastasis
de un solo érgano (14,6 vs 27 meses, p = 0,007) (Figura 1b). La mediana
de SG para los pacientes que no presentan ningun factor pronostico
independiente fue de 27,0 meses (puntuacion 0), en comparacién con 16,5
meses para los pacientes con uno (puntuacién 1), y de 11,4 meses para los
pacientes con ambos (puntuacion 2) (log-rank P = 0,001). Las curvas de
Kaplan-Meier para los tres grupos se muestran en la Figura 15.

Figura 15. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global en funcién de la presencia de
Carcinomatosis Peritoneal (10.a), el nimero de 6érganos afectos (10.b) y el numero de
factores de riesgo: O vs 1 vs 2 (10.c)

0
Overall Burvival

p-valor < 0.001 p-valor = 0.007 p-valor = 0.001

Veintiun pacientes (18%) fueron candidatos a metastatectomia quirurgica
después de la quimioterapia de primera linea. La tasa fue significativamente
mayor en los pacientes con una unica localizacion metastasica frente a
aquellos con metastasis multiorganicas (29,3 vs 9,7%, p = 0,009), menor en
los pacientes con CP vs aquellos sin CP (10,5 vs 22.61, p = 0,19), y mayor
en los pacientes sin ninguno de esos factores, comparado con los

pacientes con uno de ellos, y pacientes con ambos (30,1 vs 11,1 vs 7,1%, P
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= 0,038). La mediana de SG para los pacientes tratados con
metastatectomia no se habia alcanzado en el momento de este analisis,
después de una mediana de seguimiento de treinta y seis meses frente a
20 meses para el resto de los pacientes (P <0,001). Figura 16.

Figura 16. Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia global en funcién de la resecabilidad
de las metastasis tras la quimioterapia de primera linea.
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6.2 Supervivencia Libre de Progresion

Se realizd un analisis univariante para evaluar la influencia de las
caracteristicas clinico-patologicas y moleculares en la Supervivencia Libre
de Progresion. Las variables que se asociaron significativamente con peor
SLP fueron la presencia de Carcinomatosis Peritoneal (HR 1,78, 95% IC
1.6- 2,41, p = 0,001), y no haber sido sometido a reseccién del tumor
primario (HR 2,38, 95% IC 1.21- 3,58, p-valor 0,007). La ausencia de
tratamiento con Bevacizumab (HR 1,44, IC del 95%: 0,94 a 2,75, p-valor de
0,08), el Performance Status de 2 o mas, y la presencia de niveles elevados
de CEA al diagnostico mostraron una tendencia no significativa a asociarse
con peor SLP (p-valor <0,2)
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Con los factores que presentan asociacion alta o dudosa (es decir: PS2,
Tumor primario no operado, Carcinomatosis Peritoneal, niveles elevados de
CEA y ausencia de tratamiento con bevacizumab), se realiz6 un analisis
multivariante de Cox en dos fases (método Enter), la primera introduciendo
todas las variables, que la presencia de carcinomatosis peritoneal y la
ausencia de reseccion del tumor primario fueron las dos unicas variables a
incluir en el siguiente analisis. De nuevo se realizé un analisis de regresion
de Cox con esos dos factores. De acuerdo con el analisis multivariante de
Cox, la presencia de carcinomatosis peritoneal (HR 1.764, 95% IC 1,67 a
2,60; p = 0,017), y la ausencia de reseccion del tumor primario (HR 1,438,
IC del 95%: 1,13 a 4,57; p = 0,02) se asociaron independientemente con
peor SLP.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio confirman la elevada tasa de sobreexpresion
de VEGFR2/pKDR y LDH5 en pacientes con CCR avanzado, aunque no
hemos detectado diferencias significativas en la SLP o la SG basadas en su

presencia.

. VEGFR2 /pKDR como biomarcador pronoéstico y

predictivo en CCR avanzado

La frecuencia de sobreexpresiéon en pKDR-VEGFR2 detectada en nuestra
serie de pacientes con CCR avanzado ha sido del 91,7 %. La elevada
expresion de este marcador de angiogénesis esta en linea con otras
investigaciones publicadas hasta la fecha, aunque la tasa encontrado en
nuestra serie es superior a la descrita en estudios previos. Koukourakis et
al. analizé una serie de 128 pacientes con cancer de colon resecado
(Estadios lla-1ll) encontrando una tasa de sobreexpresion de pKDR en
células tumorales del 76,5 % ('?°. Estas diferencias podrian explicarse por
el hecho de que nuestros pacientes se encontraban en una etapa avanzada
de la enfermedad, donde los procesos angiogénicos estan probablemente
en una fase diferente de su desarrollo. De hecho, otros autores como
Takahashi et al, observaron un aumento en el numero de nuevos vasos en
pacientes con enfermedad metastasica en comparacion con los que
presentan los tumores en sus etapas mas iniciales, con una mayor
proporcion de sobreexpresion de pKDR en pacientes con enfermedad
avanzada (62,5 vs. 28,6 %) , asi como una fuerte relacion entre la
expresion de pKDR con la densidad vascular y la expresion de VEGF-A
(124) " Sin embargo, la naturaleza retrospectiva de todos estos estudios,
llevados a cabo con muestras pequefias de pacientes y medidos con
diferentes anticuerpos anti-KDR vy diferentes sistemas de clasificacion para
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la definicidn de alta o baja expresion del marcador, hace que sea muy dificil

comparar los resultados.

La mayoria de los trabajos publicados hasta la fecha sobre el valor
prondstico de la expresion de VEGFR-2/KDR indican que la sobreexpresion
de este marcador se asocia con un pronéstico desfavorable para los
pacientes. Esta observacion se ha encontrado tanto en los pacientes que
presentan la enfermedad en etapas iniciales y que han sido sometidos a
cirugia, como en pacientes con enfermedad metastasica. Asi mismo, el
pronoéstico desfavorable de la expresion de VEGFR/pKDR se ha observado

midiendo su expresién tanto por técnicas de inmunohistoquimica '?*

(140

, COMO
cuando se analiza mediante técnicas de expresion génica *°). En nuestro
estudio se observd una tendencia desfavorable para los pacientes con
sobreexpresion VEGFR/pKDR tanto en términos de SLP como de SG,
aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas. El
pequeio tamafo muestral limita nuestra capacidad para encontrar estas
diferencias, especialmente teniendo en cuenta el pequefio numero de
pacientes con baja expresion de VEGFR-2/pKDR. Cabe sefnalar que los
pacientes con baja expresion de VEGFR/pKDR presentaban caracteristicas
clinicas mas favorables, con menores niveles de CEA y LDH, asi como
menor tasa de pacientes con pérdida de peso superior al 10% en el
momento del diagndstico. Como se mencionaba anteriormente, la union de
VEGF a VEGFR-2/KDR conduce a la fosforilaciéon y la activacién de una via
de sefalizacion intracelular que finalmente activa procesos tales como la
proliferacion celular, la migracion, la inhibicion de la apoptosis y la
maduracidon de estructuras vasculares de células endoteliales *''*?). Se
piensa que la baja expresion de VEGFR/pKDR podria estar asociada con
un comportamiento del tumor menos agresivo, con una tasa mas baja de
proliferacion celular y menor capacidad de invasién y metastatizacién. Tal
comportamiento biolégico diferenciado podria explicar la diferencias clinicas
encontradas entre las dos poblaciones de pacientes.

Por otra parte, todos los pacientes con baja expresiéon de VEGFR/pKDR
alcanzaron una respuesta radioldgica tras la tratamiento de quimioterapia
(tasa de respuesta del 100% frente a 46%, p =0,05), lo que sugiere que los
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pacientes con tumores con baja expresion pKDR podrian ser una
subpoblaciéon que no sdélo presenta un mejor perfil clinico, sino también una
mayor sensibilidad tumoral a la quimioterapia. En este sentido, Clavani et
al, describieron que la estimulacién autocrina de la supervivencia generada
por el funcionamiento de VEGFR/KDR en lineas celulares ofrecia a estas
poblaciones de células un mecanismo de resistencia a la apoptosis
inducida por quimioterapia en situaciones de estrés e hipoxia inducida, con

la consiguiente reduccion en la eficacia de tratamientos citostaticos ('),

El analisis del subgrupo de pacientes con sobreexpresion VEGFR/pKDR en
funcidn del tratamiento con terapia antiangiogénica, confirma que los
pacientes tratados con bevacizumab presentaron una SLP superior, asi
como una tendencia favorable en SG en comparacion con los tratadas
exclusivamente con quimioterapia. El numero limitado de pacientes con
baja expresion VEGFR/pKDR identificados en nuestro estudio no nos
permite analizar el beneficio que Bevacizumab podria afadir en este
subgrupo de pacientes, y también nos impidié evaluar el hipotético papel
pronostico de este marcador en este contexto.

Estudios previos han asociado el estado mutacional de p53 con la
respuesta a bevacizumab en pacientes con CCR avanzado, aunque los
resultados son controvertidos. Algunos autores no han encontrado una
asociacion entre el estado de p53 vy la eficacia de la droga **), mientras
otros han informado de un aumento en la SG en pacientes con tumores que
expresan p53 en comparaciéon con aquellos que no lo hacen *). Mas
recientemente, Zhang et al. Han publicado una firma genética que incluye el
analisis de la expresion de tres genes: VEGF-A, FLT1 y KDR, que parece
diferenciar dos poblaciones con diferente prondstico para pacientes con
mutaciones de p53 tratados con bevacizumab y, mientras que no lo hace

en pacientes con p53 tipo salvaje "),

. LDH5 como biomarcador prondstico y predictivo en
CCR avanzado

La tasa de sobreexpresiéon de LDHS en células tumorales de cancer

colorrectal avanzado detectada en nuestra serie de pacientes fue del
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87,7%. Esta elevada tasa de expresidon de este marcador de la
angiogenesis esta en linea con otras investigaciones publicadas hasta la
fecha. Kourkourakis et al, detectd en una serie de 128 pacientes con cancer
de colon resecados en estadios iniciales una tasa de expresiéon de LDHS
del 77,3%"%) y los mismos autores comunicaron en otra serie con 75
pacientes diagnosticados de cancer colorrectal avanzado, una tasa de
expresion de LDH5 del 68 % ("*°. Nuestros resultados confirman que esta

proteina es altamente expresado en tumores colorrectales.

LDHS es una de las cinco isoenzimas de LDH vy, al parecer, el mas
importante para la promocion de la glucdlisis anaerobica. LDHS esta
regulado transcripcionalmente por los factores inducibles por hipoxia (HIF)
1a y 2a, y su sobreexpresion se ha relacionado con la ganancia por parte
de las células tumorales de ventajas para su proliferacion, como un
aumento en la capacidad infiltracion ganglionar y diseminacion metastasica
a distancia "*¥. De hecho, su presencia se ha asociado con un peor
pronostico en pacientes con cancer operable en estadio I-lll, con una peor
supervivencia en comparacion con aquellos con expresion negativa de
LDH5 (HR 15,1, p = 0,0003) %  Resultados similares han sido
comunicados en pacientes con diagndstico de carcinoma de células no
pequefias de pulmén (NSCLC) *®) que también tuvieron una supervivencia
significativamente mas pobre que la observada en el grupo de pacientes
con baja reactividad inmunohistoquimica a LDHS5, tanto cuando se mide en
el citoplasma como en el nucleo celular. Ademas, Scartozzi et al,
observaron resultados similares en pacientes con niveles séricos de LDH
elevados "), Estos pacientes presentaron peores resultados tanto en SLP
(4,2 frente a 8 meses, p = 0,003), como en SG (19,6 vs 34,9 meses, p =
0,0014), en comparacion con los pacientes con bajos niveles de LDH en
suero. A pesar de todos estos datos, en nuestra serie la alta expresion de
LDH5 no se asociéo con factores clinicos clasicos asociados con peor
pronaostico, tales como la pérdida de peso, el mal Performance Status o la
presencia de mas de una localizacién metastasica. Cabe sefalar que los
pacientes con tumores con baja expresion LDHS5 presentaban

caracteristicas clinicas similares a los que tenian tumores con alta
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expresion, por ejemplo, no se observaron diferencias en los niveles séricos
de CEA o LDH, o en la presencia de sangrados rectales o sintomas

oclusivos.

No hemos encontrado diferencias en tasa de respuesta, SLP ni SG en
nuestro analisis. Es importante mencionar que existe una diferencia
significativa en la tasa de pacientes tratados con bevacizumab entre los
pacientes con baja y alta expresion de LDH5 (37,5 vs 69%, p = 0,02), lo que
significa que los pacientes con las caracteristica molecular de
hipotéticamente peor prondstico, habrian sido tratados con un protocolo de
tratamiento mas activo. Este importante desequilibrio podria explicar en
parte la tendencia, no significativa pero numéricamente superior, hacia una

mejor supervivencia global entre los pacientes con sobreexpresiéon LDHS5.

El analisis de los pacientes con sobreexpresion LDHS5 en funcion del
tratamiento con terapia antiangiogénica, confirma que los pacientes
tratados con bevacizumab presentaron un mayor SLP, y mostraron una
tendencia favorable en términos de SG en comparacion con los pacientes
tratados exclusivamente con quimioterapia. El numero limitado de pacientes
con baja expresion LDHS identificados en nuestro estudio no nos permite
analizar el beneficio que Bevacizumab podria afadir a la quimioterapia en
pacientes con baja expresion de este marcador de la angiogénesis, y
también nos ha impedido evaluar el hipotético papel prondstico del

marcador en este contexto.

En estudios previos si se asociéo una mejor evolucion de los pacientes con
sobreexpresion de proteinas proangiogénicos cuando eran tratados con
Bevacizumab. Tanto pacientes con altos niveles de VEGFR/pKDR medidos
mediante técnicas de inmunohistoquimica, como en pacientes con alto nivel
sérico de LDH se encontraron beneficios en términos de tasa de respuesta,
SLP y la SG, en comparacion con los pacientes con alta expresion de estos

marcadores tratados exclusivamente con quimioterapia "4"14%),

Todas estas experiencias muestran que la adicion de bevacizumab a la
quimioterapia permite mejorar el resultado clinico en un subgrupo de

pacientes que por lo general se presentan con una historia natural adversa.
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En este contexto, bevacizumab parece ser capaz de revertir el mal
prondéstico condicionado por la biologia del tumor. El hallazgo de una mayor
tasa de respuesta y aumento en la mediana de SLP en los pacientes con
altos niveles de expresion LDH5 que reciben Bevacizumab frente a los que
no recibieron el farmaco, podria representar una corroboracion de esta

observacion.

. Analisis del estado mutacional de RAS como
biomarcador prondstico y predictivo en CCR avanzado

El valor predictivo y prondstico de las mutaciones del gen KRAS en
pacientes con CCR avanzado tratados en primera linea con quimioterapia y
farmacos anti-EGFR ha sido confirmado por los analisis retrospectivos de
los ensayos fase Ill con Cetuximab y Panitumumab ©>'*® Amado et al,
publicaron los datos de un ensayo aleatorio que comparaba la monoterapia
con Panitumumab con el mejor tratamiento de soporte (BSC) en pacientes
diagnosticados de CCR avanzado y refractarios a quimioterapia.
Encontraron mutaciones de KRAS en el 43% de los pacientes, y
observaron que la eficacia de Panitumumab fue significativamente mayor
en el grupo de pacientes con tumores KRAS wild type en términos de SLP
(12,3 vs 7,3 semanas, p <0,001), tasa de respuesta (17% vs 0%) y SG (CRI
0,67; IC 95%, 0,55-0,82) ). Del mismo modo, Karapetis et al, comunicaron
los resultados del estudio retrospectivo de las muestras de 394 pacientes
incluidos en un ensayo de fase lll que comparaba Cetuximab vs mejor
tratamiento de soporte en pacientes con CRC avanzado refractarios a
quimioterapia. Encontraron mutaciones de KRAS en el 42,3% de los
pacientes, y la presencia de esta aberracidn molecular estaba relacionada
con falta de beneficio de Cetuximab, en términos de SG (4,8 vs 9,5 meses,
HR 0,55; IC del 95%, 0,41-0,74; p <0,001) y supervivencia libre de
progresiéon (1,9 vs 3,78 meses, HR 0,40; IC del 95%, 0,30-0,54; p <0,001)
(149 El estado mutacional del gen KRAS no tuvo influencia en la
supervivencia entre los pacientes tratados con el mejor tratamiento de
soporte. Mas recientemente, se han descrito las mutaciones de NRAS, otro

miembro de la familia del oncogén RAS, que aparecen en el 2-5% de los
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pacientes con CRC avanzado, y que también son predoctoras de ausencia
de respuesta al tratamiento anti-EGFR. Doudillard et al, analizaron
retrospectivamente la eficacia y seguridad de Panitumumab asociado a
FOLFOX en funcién de la presencia de mutaciones de RAS (KRAS vy
NRAS). Observaron que mutaciones de NRAS en un 3,4% de los
pacientes, y su presencia se asocio a una menor SLP (10,1 vs 7,9 meses,
CRI 0,72; IC del 95%, 0,58-0,90; p = 0,004) y menor SG (26,0 vs 20,2
meses, HR 0,78; 95 % Cl, 0,62 a 0,99; P = 0,04) ‘"™ Por lo tanto, la
presencia de mutaciones RAS se considera un factor predictivo negativo de
la respuesta a las terapias anti-EGFR. Sin embargo, su papel como factor
pronostico de SG en pacientes tratados con quimioterapia sola o en
combinacion con bevacizumab sigue siendo dudoso. Algunos autores han
relacionado la presencia de mutaciones de RAS con una menor
supervivencia de los pacientes con CCR avanzado ®", pero su papel

como factor prondstico sigue siendo controvertido.

Los datos de nuestro estudio sugieren que el estado mutacional de RAS no
tiene un valor prondstico para la SLP o SG en pacientes con CCR
avanzado tratados con quimioterapia estandar de primera linea. Nuestro
estudio, al igual que otros estudios publicados hasta la fecha para explorar
esta cuestion, tiene un caracter retrospectivo y proporciona resultados
cuestionables. Nuestros resultados estan de acuerdo con datos de otros
pequenos estudios retrospectivos, que no encontraron relacién entre el
estado de RAS y la supervivencia de los pacientes ('°% 153 %) Seung et al
(153) " analizaron 103 pacientes evaluables para el estado mutacional de
KRAS tratados con quimioterapia sin tratamiento asociado frente al receptor
del factor de crecimiento epidérmico, y no observaron diferencias en la tasa
de respuesta, la supervivencia libre de progresion ni la supervivencia global
en funcion del estado de RAS. Dos grandes estudios de colaboraciéon del
Kristen-RAS Colorectal Collaborative Group Cancer (RASCAL) mostraron
resultados contradictorios **'%%). Mientras que el primer estudio RASCAL
encontré un aumento del riesgo de recurrencia y muerte relacionado con la
mutacion KRAS, el segundo estudio matiza esta observacion, restringiendo

el valor prondstico negativo para la SLP sdlo a los pacientes portadores de
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la mutaciéon G12V en pacientes con estadio C de Dukes. Es dificil comparar
los resultados de todos estos estudios retrospectivos, ya que hay muchos
factores de confusion que pueden afectar a estos hallazgos. La mayor parte
de estas series se basan en pequefias muestras de pacientes, y ninguno de
los publicados hasta la fecha incorporaba en su analisis la presencia de
mutaciones de NRAS, pero es notable que la mayoria de ellos coinciden en
concluir que no existe una relacion entre el estado de la mutaciéon RAS vy el

pronostico de los pacientes.

Por otra parte, no hemos encontrado ninguna relacion entre la presencia de
mutaciones de RAS vy la eficacia de Bevacizumab. Hemos observado que
los pacientes con mutaciones RAS presentan una mediana de SLP y SG
numéricamente superior (aunque las diferencias no son estadisticamente
significativas), si son tratados con Bevacizumab. Por otra parte, no hemos
observado ninguna diferencia en la SLP o SG en los pacientes tratados con
bevacizumab de acuerdo con el estado mutacional de RAS. Nuestros
hallazgos sugieren que las mutaciones de RAS no tiene un valor predictivo
de la eficacia de Bevacizumab en pacientes con CCR avanzado. Nuestros
resultados son consistentes con estudios retrospectivos anteriores. Hurwits
et al, tampoco observé ninguna interaccion aparente entre el estado
mutacional de RAS y la SLP en pacientes tratados con bevacizumab vy
quimioterapia con Irinotecan y Fluoropirimidinas (159 Mas recientemente, el
estudio MAX confirmé que el estado mutacional de KRAS no era un factor
pronéstico de SG ni predictivo de respuesta a Bevacizumab en pacientes
con CCR avanzado '*®. Estos dos estudios analizaron el papel de las
mutaciones del gen KRAS en pacientes tratados con quimioterapia con
irinotecan o mitomicina asociada a bevacizumab. Estos esquemas no son
los regimenes de quimioterapia de primera linea mas comunmente
utilizados actualmente. Seung et al ®® comunicaron los datos de un
estudio retrospectivo de 32 pacientes con CCR avanzado tratados con
bevacizumab y quimioterapia citotoxica basada en Oxaliplatino. Observaron
que el estado de KRAS no era ni predictivo de respuesta para
Bevacizumab, ni un factor prondstico de SG para estos pacientes. Todos

nuestros pacientes recibieron tratamiento citotdxico estandar con
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Oxaliplatino asociado a Fluoropirimidinas con o sin bevacizumab, y se
analizaron las mutaciones KRAS y NRAS vy, lo que apoya de forma
consistente la ausencia de influencia del estado mutacional de RAS en la

eficacia del tratamiento con Bevacizumab.

. Analisis del impacto prondstico de la reseccion del
tumor primario en pacientes con CCR avanzado

Los datos de nuestro estudio, al igual que los de los estudios publicados
hasta la fecha que exploran el potencial beneficio de la cirugia del tumor
primario en CCR avanzado, tiene una naturaleza retrospectiva y
proporciona resultados controvertidos. Cook et al, publicaron los datos
retrospectivos de mas de 26.000 pacientes con CCR avanzado tratados
entre 1988 y 2000, de los que el 66% habian sido tratados mediante
reseccion del tumor primario. Los pacientes que se sometieron a cirugia
eran mas jévenes (mediana, 67 vs. 70,3 anos), presentaban una menor
tasa de carcinomatosis peritoneal y de carcinomas rectales. Estos
pacientes alcanzaron una mediana de SG y una tasa de supervivientes al
afo superior a los pacientes no operados (46 vs. 11%). Sin embargo, este
estudio no proporciona informacioén sobre los sintomas existentes antes de
la cirugia, del tipo de tratamiento de quimioterapia administrado, ni del
numero de localizaciones metastasicas que presentaban los pacientes,
todos ellos factores prondsticos importantes cuyo desbalance entre los
grupos podria explicar las diferencias observadas (157 Del mismo modo,
Karoui et al. publicaron un estudio multicéntrico que involucraba a 208
pacientes asintomaticos con CCR avanzado tratados en Francia entre 1998
y 2007. Ochenta y cinco pacientes fueron tratados con cirugia del tumor
primario, y presentaron una mediana de SG superior a la del grupo de

(1%8) " Mas recientemente,

pacientes no operados (31 vs. 22 meses)
Venderbosch et al. han comunicado los resultados de un analisis
retrospectivo de 847 pacientes incluidos en los estudios fase Ill CAIRO y
CAIRO2, en los que 547 pacientes fueron sometidos a reseccion del tumor
primario. Los autores encontraron un aumento tanto de SLP y SG en el

grupo de pacientes que fueron sometidos a cirugia '*®). Finalmente, en el
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Congreso de la Asociacion Americana de Oncologia Médica (ASCO) de
2012, Faron et al. presentaron los resultados de una serie de 810 pacientes
(478 con la cirugia y 332 sin cirugia), y los resultados preliminares fueron
consistentes con estudios previos que observaron mayores tasas de

supervivencia en pacientes con cirugia del tumor primario "¢,

Como era de esperar, en nuestra serie los pacientes sometidos a reseccion
tumoral presentaban caracteristicas de mejor prondstico, con una menor
edad, mayor tasa de pacientes con buen estado funcional, menor tasa de
pérdida de peso, menor proporcion de pacientes con niveles séricos
elevados de CEA, y una mayor tasa de exposicion a Bevacizumab.
Observamos una tendencia favorable en los pacientes sometidos a la
reseccion del tumor primario en las tres variables de eficacia (tasas de
respuesta 67,4 vs. 55,8%; SLP 12 vs 10 meses; y SG 27 vs 22 meses).
Estas diferencias sugieren la existencia de diferentes perfiles de pacientes
que pueden influir en la indicacion de la cirugia del tumor primario. En este
sentido, cabe destacar el trabajo publicado por Poultsides et al, que
analizaron su experiencia con 233 pacientes diagnosticados de CRC
avanzado y asintomaticos entre 2000 y 2006. Los pacientes fueron tratados
con un régimen de quimioterapia de 5-FU, combinado con irinotecan u
Oxaliplatino, asociado o no a Bevacizumab. Ninguno de estos pacientes
fue sometido a reseccion del tumor primario previo al inicio del tratamiento.
Observaron que tan soélo el 7% de los pacientes necesitd cirugia de
emergencia para complicaciones relacionadas con el tumor primario, otro
4% requirid una intervencion local (radiacion o colocacion de prétesis
rectal), mientras que el 89% restante no necesitd ningun tipo de
intervencidn. Los autores concluyeron que los pacientes CRC avanzado y
la cirugia del tumor primario podria evitarse si son tratados con regimenes
modernos de quimioterapia ("), Del mismo modo, McCachill et al.
publicaron los resultados de un ensayo clinico prospectivo fase Il que
analizaba el uso combinado de FOFLOX-bevacizumab en pacientes
diagnosticados de CRC avanzado no sometidos a la reseccion del tumor
primario. Encontraron que la mediana de supervivencia para los 86

pacientes incluidos en el ensayo fue de 19,9 meses, con una tasa de
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complicaciones mayores relacionadas con el tumor primario que precisaron

12) Por dltimo, una

cirugia del 14%, y con una tasa de mortalidad del 2,3%
revision Cochrane que incluye un analisis combinado de 7 estudios
aleatorizados con un total de 1086 pacientes, concluye que la reseccién del
tumor primario no esta asociada consistentemente con una mejoria de la
SG, ni reduce significativamente el riesgo de complicaciones como
obstrucciones intestinales, perforaciones intestinales o sangrados
gastrointestinales '®®. Ya que en ninguno de estos estudios se evaluaron
los potenciales efectos de la quimioterapia en la evolucion de la
enfermedad, ni se controlaban todas las posibles variables de confusion,
debemos esperar a los resultados de futuros ensayos clinicos aleatorizados
para obtener una mejor comprension de los beneficios reales que reseccion

del tumor primario ofrece a este tipo de pacientes.

En nuestra serie hemos encontrado una tasa de complicaciones
relacionadas con el tumor primario del 16%. Es de destacar que la
incidencia de complicaciones entre los pacientes tratados con
bevacizumab, fue significativamente mayor entre los pacientes no
sometidos a reseccion del tumor primario (19,3% vs 0%). Por el contrario,
entre los pacientes tratados so6lo con quimioterapia (sin Bevacizumab), no
se observaran diferencias en la tasa de complicaciones locales entre los
pacientes tratados con y sin cirugia, lo sugiere que bevacizumab podria ser
un factor de riesgo para los pacientes sin reseccion previa del tumor
primario. La tasa de complicaciones en nuestro estudio es comparables a
los publicados anteriormente: Scheer et al. reportado una tasa de oclusion
intestinal del 13,9% y una tasa de sangrado de 3% en pacientes no
sometidos a cirugia del tumor primario ('®¥; Scoogins et al. comunicaron
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una tasa de obstruccion intestinal del 9% (*®: Pultsides et al. comunicaron

en su serie un 11% de obstruccion o perforacion intestinal que requirieron
alguin tipo de tratamiento local '®"; y, finalmente, en el estudio de McCachill
et al, que incluia a pacientes con cirugia de tumor primario tratados con
régimen de quimioterapia con bevacizumab, la tasa de complicaciones
relacionadas con la tumor primario era muy similar, el 14% ('®?, aunque la

tasa de mortalidad fue del 2,3%, mucho menor que en nuestra estudio.
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Las diferencias en las caracteristicas clinicas (pacientes mas jovenes, con
una mejor PS y menores tasas de comorbilidades) y el hecho de que los
pacientes participaban en un ensayo clinico que probablemente condicion6
mas intervenciones quirurgicas de rescate y un abordaje mas agresivo
podrian explicar las diferencias entre los resultados. Ademas, el riesgo de
complicaciones postoperatorias asociadas a los farmacos antiangiogénicos
como bevacizumab es conocido y han sido descritas ampliamente, cuando
los pacientes reciben el farmaco antes de una intervencién quirirgica ®®.
Solo un paciente de nuestra serie, sometido a reseccion del tumor primario
sufrid una importante complicacion secundaria a la cirugia (sepsis
abdominal después del primer ciclo de la quimioterapia) que representa el
1,6% de la poblacién de pacientes. Estos datos estan por debajo de las
tasas previamente publicadas de morbilidad y mortalidad, que varia entre el
20-30% y 1-6%, respectivamente ('®*%®)_Sin embargo, es dificil evaluar la
tasa real de morbi-mortalidad de la cirugia en nuestro estudio, ya que
nuestros criterios de elegibilidad se centran estrictamente en el analisis de
pacientes que habian recibido quimioterapia, y es posible que otros
pacientes que inicialmente se sometieron a cirugia del tumor primario
presentasen complicaciones quirurgicas que les impidiesen recibir un
régimen de quimioterapia y, por lo tanto, no han sido identificados ni

incluidos en nuestro analisis.

La combinacion de Bevacizumab con la quimioterapia se asocio
significativamente con una mayor tasa de respuesta y un aumento en la
SLP, y también se observo una tendencia favorable en SG, aunque las
diferencias no alcanzaron la significacion. El beneficio de la adicion de
bevacizumab fue homogéneo en todos los grupos, o que es consistente

162.166) " |gualmente los resultados

con los datos publicados hasta la fecha
de toxicidad de nuestro estudio fueron concordantes con los observados en

los de estudios previos.
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5. Analisis de las caracteristicas clinico-patoldgicas y
moleculares con implicacion prondstica en CCR
avanzado

Nuestros resultados indican que presencia de carcinomatosis peritoneal
(CP) y de afectacion metastasica multiorganica, son predictores
independientes de peor SG. Nuestro estudio, al igual que otros estudios
publicados hasta la fecha que exploran factores predictivos de
supervivencia en esta poblacion, es retrospectivo y presenta los sesgos
propios de este tipo de analisis que hay que tener en cuenta a la hora de
interpretar sus resultados. Yun et al, publicaron el resultado de un analisis
retrospectivo con 503 pacientes con diferentes estadios de CRC que fueron
sometidos a cirugia, 376 de los cuales fueron tratados con intencidn
paliativa. Encontraron que los posibles predictores de supervivencia para el
grupo sometido a tratamiento paliativo eran los niveles séricos de CEA, el
grado de diferenciacién del tumor, la reseccion del tumor primario y el
tratamiento con quimioterapia; pero para los 131 pacientes con enfermedad
incurable asintomatica, solo el haber recibido tratamiento con quimioterapia
se relacionaba de forma independiente con la SG “®. Estos datos son
dificilmente comparables con nuestros resultados, ya que en dicho estudio
se incluye una poblacion mas heterogénea, con pacientes operados con
diferentes intenciones (cirugia curativa y cirugia paliativa), en el que no
todos los pacientes fueron tratados con quimioterapia; que resulto ser el
unico factor prondstico independiente relacionado con la supervivencia
global para los pacientes con enfermedad avanzada. Mas recientemente,

| 9 han comunicado los datos de 161 pacientes con CCR

Miyamoto et a
avanzado tratados en su institucion con quimioterapia sistémica de primera
linea. Observaron que la mediana de SG fue de mayor para los pacientes
con metastasis en un sélo organo en comparaciéon con aquellos con
metastasis multiorganicas (dos o mas ubicaciones), mientras que no
encontraron diferencias significativas entre los pacientes con metastasis en
dos frente a tres 0 mas 6rganos. De acuerdo a sus analisis multivariante,
los tumores localizados en el colon izquierdo y la reseccién RO de las

lesiones metastasicas se asocian de forma independiente con un mejor
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pronostico para estos pacientes. Los pacientes de este estudio podian
haber recibido quimioterapia con Fluoropirimidinas con o sin Oxaliplatino o
irinotecan, con o sin bevacizumab o farmacos anti-EGFR. Es importante
destacar que el 34% de los pacientes pudieron ser rescatados mediante
metastatectomia tras completar el tratamiento de quimioterapia. En su
cohorte de pacientes el 18% tenian metéastasis peritoneales (31% en el
grupo de metastasis multiorganicas frente al 6% en la subpoblacion de
metastasis en un solo 6rgano), pero este factor no se asoci6 con la SG en
el analisis univariante y no se incluyd en el analisis multivariante. Cabe
resaltar que el 50% de los pacientes no recibié terapias dirigidas
combinadas con quimioterapia como tratamiento de primera linea, lo que es
una tasa menor a la de nuestra poblacion (76%); y que no se comunican
datos de otros posibles factores prondsticos, tales como los niveles séricos
de CEA o las mutaciones de RAS, que también podria desempefar un
papel importante en este contexto. De nuevo, toda esta heterogeneidad en
las caracteristicas clinicas y patologicas de las series hacen muy dificil la
comparacion de los resultados.

Nuestro estudio se centra en una cohorte de pacientes mas homogénea,
todos ellos con enfermedad metastasica inoperable al diagndstico, y todos
ellos tratados con regimenes 6ptimos de quimioterapia de primera linea.
Los resultados de nuestro estudio deben ser, por tanto, sélo considerados
para los pacientes en esta situaciéon concreta. En nuestro analisis la
presencia de enfermedad metastasica en mas de un o6rgano es factor
prondstico independiente asociado a peor SG. La diferencia (14 vs 27
meses) es menor que la comunicada por Miyamoto et al, que fue de 19,2
frente a 42 meses 9. Esta diferencia probablemente se debe al hecho de
que en dicha cohorte, el 55% de los pacientes con una unica localizacién
metastasica fueron candidatos a metastatectomia RO vs el 18% en nuestro
estudio. La importancia de la reseccion quirurgica de las metastasis en
pacientes con CCR avanzado ha sido ampliamente estudiada, y hoy en dia
es considerado el manejo estandar para los pacientes susceptibles de ser
sometidos a una reseccion completa de todas las metastasis. Chua et al.
analizé una serie de 1142 pacientes con CCR y metastasis hepaticas
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sometidos a cirugia radical tanto de la enfermedad hepatica como

extrahepatica ('®"

, Y observdo una mediana de SG de 30 meses, una
mediana de SLP de 12 meses, y una tasa de supervivencia a 5 afos de los
pacientes con hepatectomia RO del 25%, lo que confirma que este
procedimiento, cuando es factible, es el mejor tratamiento para los
pacientes, siendo capaz de ofrecer las tasas de supervivencia mas
prolongadas en pacientes con CCR avanzado. Todos nuestros pacientes se
consideraron inoperables en el momento del diagndstico, y se les propuso
quimioterapia sistémica de primera linea con intencion paliativa. El objetivo
de este estudio era evaluar los posibles factores para predecir la
supervivencia de los pacientes con CCR avanzado e irresecable, y
decidimos no incluir en el analisis las intervenciones realizadas a lo largo de
la evolucién del paciente, como la cirugia de metastatectomia o los
tratamientos de segunda linea administrados. Es importante sefalar que,
incluso en pacientes considerados por sus meédicos como inoperable, un
porcentaje considerable (18%) pudieron beneficiarse de un tratamiento
radical después de la quimioterapia sistémica. Los pacientes que pudieron
ser operados fueron fundamentalmente aquellos sin CP y con metastasis
de un solo érgano, lo que sin duda ha influido en nuestros resultados, ya
que este factor parece ser el predictor mas fuerte de supervivencia de los
pacientes después del tratamiento.

La presencia de CP ha sido histéricamente asociada con peores resultados
en términos de SG, SLP y eficacia de los tratamientos (°®). Ademas, estos
pacientes tienen mas riesgo de sufrir sintomas relacionados con el tumor,
tales como dolor abdominal, la oclusién intestinal, nauseas y vémitos (1°®.
Nuestros resultados sugieren que esto sigue siendo cierto en la era de las
terapias modernas, y que a pesar de los nuevos regimenes de
quimioterapia y la adicion de terapias dirigidas como bevacizumab, este
factor sigue siendo importante y predice una peor evolucion de los
pacientes con CCR avanzado. Durante los ultimos afos una importante
cantidad de evidencia clinica ha aparecido avalando el papel de la cirugia
citorreductora peritoneal con perfusidon de quimioterapia hipertérmica

intraperitoneal para mejorar la supervivencia de estos pacientes ('),
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Verwaal et Al, publicaron los datos de un estudio aleatorizado prospectivo
donde 105 pacientes fueron randomizados a recibir un tratamiento de
quimioterapia sistémica con o sin cirugia de citorreduccion peritoneal; se
observo una diferencia significativa en la SG a favor del grupo de cirugia
(21,6 vs 12,6 meses) %, Sj bien es cierto que este estudio fue realizado
con un régimen de quimioterapia subdptima, y antes de la incorporacion de
anticuerpos monoclonales antiangiogénicos o anti-EGFR, los resultados de
este estudio confirman que la cirugia citorreductora peritoneal debe ser
considerada como una opcion para mejorar los resultados en los pacientes
con PC, y debe ser integrada en la gestion de la enfermedad, como

procedimiento complementario a los tratamientos sistémicos.
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VI

Conclusiones Finales

1.

La sobreexpresion de VEGFR2/pKDR se observa en 91,7% de los
pacientes con CCR avanzado. La baja expresion de VEGFR/pKDR se
asocia con un perfil de caracteristicas clinicas de mejor pronodstico, y con
una mayor tasa de respuesta (100% vs 46,3%, p= 0,019), asi como con
una tendencia favorable pero no significativa en términos de SG (28 vs
22 meses, p= 0.09) y SLP (15 vs 12 meses, p=0,4), en pacientes

tratados con quimioterapia con o sin bevacizumab.

La sobreexpresion LDH5 se observa 81,7% de pacientes con CCR
avanzado. La baja expresion de LDH5 no se asocia con caracteristicas
clinicas de mejor prondstico, y tampoco se asocia con una mayor tasa
de respuesta (56,2 vs 60,8%, p= 0.47), ni con una mejor SG (20 vs 24
meses, p= 0.17) ni SLP (11 vs 12 meses, p= 0.28). Los pacientes con
alta expresion de LDH5 tratados con Bevacizumab obtuvieron una SLP
significativamente superior y una tendencia favorable en SG frente a los

tratados exclusivamente con quimioterapia.

El estado mutacional de RAS no es un factor pronodstico de SG en
pacientes con CCR avanzado (RASmut 20 meses vs RASwt 24 meses,
p= 0,63), y tampoco es predictivo de la respuesta al tratamiento (TR
RASmut 48,9% vs RASwt 59,9%, p= 0.12).

La reseccion del tumor primario no aumenta significativamente la
supervivencia de los pacientes con CCR avanzado con metastasis
inoperables (27 vs 22 meses, p=0.1). El beneficio del tratamiento con
Bevacizumab es similar independientemente de la reseccion del tumor

primario, aunque la tasa de complicaciones aumenta significativamente
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en los pacientes sin resecciéon del tumor primario tratados con
Bevacizumab (19,3 vs 0%, p= 0,007).

. La Carcinomatosis Peritoneal y la afectacién multiorganica al diagnostico
de pacientes con CCR avanzado son factores prondsticos que se
relacionan independientemente con peor SG y peor SLP. La presencia
de Carcinomatosis peritoneal y de afectacion multiorganica se asocia
significativamente con menor probabilidad de metastatectomia tras
tratamiento sistémico (30,1 vs 11,1%, p= 0,038).
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ANEXOS

1. Dictamenes: Comision de Investigacion y Comité Etico

Investigacion Clinica.

/ / | AN
NSELLERIA DE SANITAT

de

613006

AGENCIA VALENCIANA DE SALUT
Departament de Salut de Valéncia

Arnau de Vilanova - Lliria

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Reunidos los miembros del Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Arnau de Vilanova, en su sesion del dia 26 de Enero de 2012, y una
vez estudiada la documentacion presentada por el Dr. Javier Garde Noguera
del Servicio de Oncologia Médica, tiene a bien informar que el proyecto de
investigacién titulado “Analisis de la expresion inmuno-histoquimica de
ERCC1, Timidilato Sintetasa, Idh5 Y Corp. Como marcadores
prondsticos y predictivos de respuesta en pacientes con carcinoma
colorrectal (CCR) avanzado tratados con FOLFOX/XELOX-
Bevacizumab”. Hoja de Informacion al Paciente y Consentimiento Informado:
version 14 de abril de 2008, se ajusta a las normas deontoldgicas establecidas
para tales casos.

Y para que conste, lo firma en Valencia con fecha veintiséis de enero de
dos mil doce.

Fdo. Mercedes Francés Sempere
Presidenta del CEIC

Hospital Arnau de Vilanova - San! Climent, 12 - 46015 Valencia - Telefon 96 386 85 00 « Fax Y6 386 81 9/
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2. Certificado de concesion de beca de investigacion de la Consejeria

de Sanidad al proyecto de tesis doctoral.

Nm'mllgog'mll DE LA COMUNITAY VALENCIANA 31976
Quart Cuarto
Queesmnﬁqmsnxuohnoamelsms&adwmxm! Notifiquese Ia resolucion a todos los interssados, advirtiendo

Superior de Justicia de la Comunitat Valenciana, en el termini de dos

msoscmtsdesdﬂ‘uﬂemdehmu&xwdehmmo—

Iucio, segons que disposen l'article 109 de la Llei 301992, de Régim

Jm&mmmmanmmamm

tin Com, 1 els articles 10, 25.1 1 46 de la Llei 20/1998, de 13 de juliol.
Jurisdiccio Contencios Administrativa.

Reguladora de Ia

Valencia. 30 d"agost de 2011 .~ El conseller de Sanitat: Luis Eduar-
do Rosado Breton.

ANNEX
Llista d'ajudes concedides

Expedient: GE-00/11.
Centre beneficiari- Fundacio Oftalmologica de la Mediterrania de
Valenciana

la Comunitat
Investigador principal: Emma Maria Amnal Vicente.
'I‘noldelm]ecn Complicaciones oculares de la diabetes: corione-
retiniana Mecanismos implicados II.
Ajuda concedida: 8.000 €.

Expedient: GE-006/11

Centre benefician: P\mdannpsachmdehInwsnganoSam
taria i Biomedica de la Comunitat Valenciana

Investigador principal: Mireia Gil Raza

'I‘moldelpnyec! Deteccion de células tumorales dirculantes (CTC)
en cancer colorractal en estadios I-II mediante un panel de genes selac-
cionados: utilidad como factor pronostico.

Ajuda concedida: 7.000 €.

Expedient: GE-007/11.

Centre beneficiani: Fundacio per al Foment de 1a Investigacio Sani-
manedndzhCounmmValmam

principal: Javier Garde Noguera.

Titol del projecte: Amhsxsdeex;nswnmmhistoquﬁniude
ERCCI, TS, LDHS, pKDR como marcadores pronosticos y predictivos
de respuesta en con carcinoma colorrectal (CCR) avanzado.

Ajuda concedida: 6.000 €.

Expedient: GE-009/11.
Centre beneficiani: Fundacio per al Foment de 1a Investigacio Sani-
taria i Biomedica de la Comunitat Valenciana.
principal: Gemma Tamarit Bordes.

Investigador

Titol del projecte: Dafio neurologico en fetos de ratas expuestos a
ultrasomidos.

Ajuda concedida: 3.000 €

Expedient: GE-016/11.
Centre benefician: l’-'mdauopsalFomdehImesupaoSam
Valenciana .

hpedm:GE—Ol&'ll
Centre benefician: Fundacio per al Foment de 1a Investigacio Sani-
taria i Biomédica de la Comunitat Valenciana.
principal: Os:arlosehnn\ﬁdal

Titol del projecte: Analisis de marcas de histonas cir-
culantes como biomarcador en en pacientes de cancer de pulmon de celula
10 paquetia.

Ajudacmoad:da:6,000€.

qupomﬁnahmadmmsmnyquecmlapodnmpo-
mendcmﬂh&SMdmpmw&mmd
plazo de un mes, a partir del dia siguiente al de su notificacion o, direc-
famente, recurso contencioso-administrativo ante la Sala de Jo Conten-
cioso-Administrativo del Tribunal Superior de Justicia de la Comunidad
\hlmammelphmchdosmgsescombsdsdeddms:gmeal
de la notificacion de la presente resolucion, de conformidad con lo dis-
puesto en el articulo 109 de la Ley 3011992, de Régimen Furidico de las
Admmsmmspnbhasy&lhmmuwm
a1 como en Jos articulos 10, 25.1 y 46 de la Ley 29/1998, de 13 de julio,
Reguladora de la Jurisdiccion Contencioso Administrativa.

Valencia, 30 de agosto de 2011 - El conseller de Sanidad: Luis
Eduardo Rosado Breton.

ANEXO
Relacion de ayudas concedidas
Expeﬁmen“myll

Ayu(hcmceth&.SOOD€

Etpe&men‘mll
Centro bensficiario: Fundacion para el Fomento de 1a Investizacion
Sanitaria y meedmacthmnx\hlmm
: Mireia Gil

Titulo del proyecto: Deteccion de celulas tumorales circulantes
(C'I‘C)encmecolonxalmesnd:osnmmedlmmpmeldz
genes seleccionados: utilidad como factor pronostico.

Ayuda concedida- 7.000 €.

Expe&men"@-oown
Centro bensficiario: Fundacion para el Fomento de 1a Investizacion
Sanitaria y Biomeédica de la Comunitat Valenciana.
IuwsnpdapmcpnllmG.deNo;mn
Titulo del : Anilisis de expresion innmmohistoquimica de
ERCCI, TS, LDHS, pKDR como marcadares pronosticos y predictivos
de respuesta en pacientes con carcinoma colorrectal (CCR) avanzado.
Ayuda concedida- 6.000 €.

E:pe&u!en‘mll

Investigador i

Titulo del proyecto: Dmnanﬂogcomﬁetos&unsexpnsms
ultrasonidos.

Ayuda concedida- 3.000 €.

Expeaemen'“GE-Ol&'ll
Centro bensficiario: Fundacion para el Fomento de la Investizacion
Sanitaria y Biomeédica de la Comunitat Valenciana.
Investigador principal: Irene Velasco Ruiz.
Titulo del proyecto: Inmunosupresion celular en endometriosis.
Ayudacmceﬁu S000€

Expechmen*GE—Ol&fll
Centro beneficiario: Fundacion para el Fomento de 1a Investizacion

Sanitaria y Biomeédica de la Comunitat Valenciana

Invsugadup:ml.OstoseIm\hdﬂ

Titulo del proyecto: Analisis de marcas icas de histonas
drmhntscomobmmudorenpxmdeuncadepulmmde
cefnla no paquetia.

Ayuda concedida- 6.000 €.
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3. Publicaciones derivadas de la tesis doctoral.

3.1 Garde-Noguera J, Gil-Raga M. Evgenyeva E, Garcia JA, Llombart-
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Abstract

Pumpose To analyse the prognostic role of the immuno-
histochemical expression of pKDR in patients with
advanced colorectal cancer weasted with oxaliplatin and
fluoropyrimidines combination chemotherapy with or
without bevacizumah.

Methads Retrospective multicentre smdy, caried out at
four hospitals in the Valencian Community] (Spain).
Patients evolution was compared based on the immuno-
histochemical expression of pKDR, classified using 4 cat-
egories: 0 (undetectable), 1 (mild), 2 (moderate) and 3
(high inkensity). Patients were divided into two groups for
the analysis: group 1 with low expression (0-1) vs. group 2
with high expression (2-3).

Resuts  Hutological samples for the pKDR analysis were
availsble for 84 of the 112 patients selecied Seven (83 %)
had undetectable or mild expression of pKDR (Group 1) and
77(91.7 %) showed moderate or high expression of pKDR
(Group2). Response rate in Group 1 was 100 % compared o
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542 % in Grouwp 2 (p = 0.019). Progression-free survival
(PFS)(15 vs. 12 months, p = (.4) and overall survival (OS)
(28 vs.22 months, p = (0.09) were numerically but not sig-
nificantly higher in patients from Group 1 vs. Group 2.
Patients from Group 2 whoreceived bevacizumab presented
a significanty higher PFS (13 w. 11, p =0015) and a
numerically higher OS (23 v 17 months, p = 0.27) than
thase treated exclusively with chemotherspy.

Caonclusions Our results suggest that the absence or low
expression of pKDR & sssocisted with a better prognostic
profile in patients with advanced colorectal cancer treated
with chemaotherapy and bevacizumab. Patients with a high
pKDR expression benefit from the combmnation of
chemotherapy with bevactzumab.

Keywords Colorectal cancer - Bevacizumab -
Biomarkers - pKDR

Introduction

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common
neoplasms, and & responsible for approximately 10 % of
cancer deaths in both sexes [1).

For mare than 40 years, the trestment for patients with
advanced CRC was chemotherspy with S-flucrouracil (5
FU), which produced response rates of 10-20 % a3 a single
agent [2). The introduction of oxaliplatin in chemotherapy
regimens for these patients was an important advance in the
trestment of the disease, &8 it increased both response rakes
(RR) and overall survival (OS) [3). Another big advance in
the field was the inclusion in the therspeutic arsenal of
bevacizumab (Avastin®), a humanised monoclonal anti-
body that inhibits vascular endothelial growth factor, a key
medistor of angiogenesis [4-6).
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Various randomised clinical trials in patients with
advanced CRC have demonstrated the benefit of the addi-
tion of bevacizumab o the various standard chemotherapy
regimens: S-fluorouracillencovarin (S-FU/LV) (7], S-FL/
LV plus irinotecan (IFL) [8), SFULV plus oxaliplatin
(FOLFOX) [9) and 5-FWVLV plus capecitsbine (XELOX)
[10], in terms of response rakes (RR), OS and progression-
free survival (PFS). The combination XELOX/beva-
cizumab offers a PFS of 94 months and an OS of
213 months [10) and is currently one of the most widely
used first-line trestment regimens in patients with advanced
CRC. Various hypotheses have been suggested to explain
the incresse in therspeutic efficacy obtsined with the
combination of chemotherspy and anti- VEGF, including
the inhibition of the formation of new vessels or the nor-
malisation of sbnormal tumowr vasculature (11, 12).

In recent years, the search for molkeculsr markers cap-
shle of predicting patients’ prognosis and the response ©
cytostatic and antingiogenic trestments has incressed,
with the sim © select the patients who would benefit the
most from each of the drugs availshble. Atempts have been
made without success 1o relate several molecular markers
with tumour response © the treatment with bevacizumaly,
therefore, currently it & not possible to predict in advance
which patients will benefit from this reatment [13).

VHGFR-2KDR is the main recepior of the vascular
endothelial growth factor (VEGF) and & frequently over-
expressed in CRC. Several suthors have linked this over-
expression with a  significant increase in  mumour
vasculamre and an incresse in the metsstatic capacity of
the tumouwrs [14). The binding of VEGF ©o VEGFR-YKDR
leads o the phosphorylation and activation of a signalling
pathway that stimulates the proliferation, migration and
ihibition of apoptosis and matwring of endothelial cell
vascular structures [15, 16). It is &till not known if anti-
VEGF strategies have a direct effect on the tumouwr cell or
if, in contrast, its activity & focussed on the endothelial
cells of the blood and/or lymphatic vasculatre that support
the tumour, where the largest overexpression of the
VEGFR-2Z/KDR and VHGFR-3 recepiors has  been
observed 17, 18).

The overexpression of the activaied form of VEGFR-2,
or pKDR, messured using immunohistoche mistry, as well
& the overexpression of the protein LDH-S involved in the
regulation of the pyruvate © lactae transformation in
anserobic conditions for the generation of energy and
therefore an indirect marker of cell hypoxis have been
msociated with & worse prognosis in patients with CRC
who have undergone surgery [19) and have been suggested
& markers of the anglogenesis process.

The objective of our study was to retrospectively eval-
uate the prognodtic role of pKDR expression in patients
with advanced CRC with non-resectshle metastssis who

£ Springer

have received trestment with oxaliplatin and fluoropyrim-
idine-based chemotherapy, with and without bevacizumab.
In addition, we analysed the clinical varishles sssociated
with the expression of pKDR &3 well as is influence on the
effectiveness of the antiangiogenic trestment.

Materials and methods

Retraspective study of patients disgnosed with advanced
CRC and treated with oxaliplatin and fluoropyrimidines
combination chemaotherspy, with or without bevacizumab,
in four hospitaks in the Valencian Community over 3 years.

Patients® characteristics

A sysematic review of the medical records of trestment-
naive patients diagnosed with advanced CRC with
anstomical-pathological confirmation of colorectal ade-
nocarcinoma and trested with first-line chemotherspy with
FOLFOX or XELOX, either in combination or not with
bevacizumab between January 2010 and December 2013
was perfamed. The evaluation included a review of
medical records and baseline radiologic messurements of
the tumowr prior 1o the start of the trestment.

The extent of the disesse at disgnosis and the evaluation
of the response 1o trestment have been carnied out by CT
scans. Data from blood Ishoratory tests prior © each cycle
of chemotherapy were collected to sssess blood counts and
kidney and liver function. Tumour response was evalusied
according to RECIST critenia [20). OS was calculated as
the period from the start of reatment until the dae of
death.

Immunohist ochemistry

After an initial review of all the samples of hsematoxylin-
and ecinstained mmour hopses, a paraffin block repre-
sentative of each of the study subjects was seleced The
blocks selected had to include visble tissue and were used
1o creale a tissue microarray (TMA), with two mumour
cylinders for each patient. Once the TMAs had been put
together, consecutive sections of 4 pm were created. One
of the sectioms from each sample was stsined with
haematoxylin and eosin, and the subsequent sections were
immunofixed with anti-pKDR antibodies.

The immunofixation was performed using the
immunoperoxidase technique followed by predigestion and
trypsinzation. The antibody used was 34a (Oxford
University) with dilution of 1:2 for pKDR [21). The
expression of pKDR was quantified wsing a grading system
that classified the samples into 4 groups: from O (unde-
tectsble) to 3 (high intensity), based on previous smdies
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Fig. 1 Immanohswochemical
saming gradason of colorreceal
mamous specmens with ana -

KDR sibody. Srong sammg
34, Bmoderxe 24, C MiMd /4
and D mdececrable 0

[14). Patients were divided into two groups for the analysis:
group 1 with low expression (0-1) vs. group 2 with high
expression (2-3) (Fg. 1).

Statistical methods

All the statistical analyses and the results were processed
using the statistical software SPSS 190. A descriptive
statistical analysis was carned out, including central ten-
dency and dispersion parameters for the quantitstive vari-
ables, and absolute and relative frequencies for catke gorical
varisbles. The Chi-squared test was used 1o compare two or
more independent subject groups for categarical vanables.
The survival curve was estimated using the Kaplan-Meier
method and compared using the log-rank test

Results
Patient characteristics

In our dstshase, we found 112 patients disgnosed with
advanced CRC treated with oxaliplatin and flucropyrim-
idines combination chemotherspy (XELOX o FOLFOX)
with or without bevacizumab. For 84 of them, there was
enough hiswological material to carry out the pKDR
immunohistochemical analysis. Seven patients (8.3 %) had
a mild or undetectsble expression (Group 1); while the

other 77 patiens (917 %) had moderste or inkemse

expression (Group 2).
Patients' characteristics are summarised in Table 1.

The median age of patients in Group 1 was 71 years,
and in group 2 was 68 years. No significant differences
were observed between the groups in terms of sex,
performance status (PS), presence of KRAS mutations,
use of bevacizumsb, mumber of metastatic sites or the
presence of rectal bleading at the time of diagnosis. The
percentage of patients with weight loss of more than
10 % and with an elevated CEA at the time of diagnosis
was statistically higher in Group 2, and this group also
showed a non-significant endency towards an incresse in
the frequency of occlwsive symploms and serum LDH
elevation.

Treatment and response rate

Of the 7 patients in Group 1, 3 (428 %) received
chemotherapy in combination with bevacizumsb, while the
other 4 received only chemotherapy. Of the 77 patients in
Group 2, 49 (63.6 %) received chemotherapy with beva-
cizumab, and the other 28 (36.4 %) received chemother-
apy. A otal of 77 patients were evalusble in terms of
response; all the patients in Group 1 and 70 from Group 2.
The seven non-evalushle patients died before the re-eval-
uation (5 after the second cycle of chemotherapy and 2
afler the first cyele).
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Table 1 Paxtieses’ channaensucs

Groap 1 Gaoup 2 p valee

Low expressom of pKDR High expresson of pKDR

w7 w77
Medun age 71 years 46-80) 68 yeam (39-53)
Sex, menfemale S2(71 va 9 %) 4584 (S35 vs 465 %) 04
PSO-1ws.2 Gve 1 @57 ws 143 %) 60 va 17 (714 va. 286 %)
High blood pressare at ame of diagnosis 295545 % 1843 (41 %) 04
Waght loss »10 % WS (13 %) 1441 (M %) 0019
Reactal bleedmg 1513 % 1842 (42 %) 0z
Occhasive symptoms YS1(15% 241 (45 %) 0,
»1 Measuoc see INE2(NHE % 2V50 (46 %) a1
Elevasd CEA 2N % 3842 (0 %) 0018
Amaemia WU (2% 2341 (%6 %) 04
Elevaesd LDH IV (k2% 1931 (61 %) 0054
Chemaotherapy with bevaczamab 462 (709 %) 3150 (62 %) 021
KRAS metations 2436 (66 %) 11720 (55 %) 03
* Saasacally sigaficane (p «< 0.05)

Table 2 Response ©0 weatment

Response Groap 1 Growp 2 P vakee
LowpKDR  High pKDR

Complete res pomse 0 123%) 0019

Partal respomse T(100 %) 37T 4 %)

Suble diease 0 1924 6%)

Pogressive disease 0 13(168%)

The testment RR in the patients with low pKDR
expression was 100 % (7 PR), compared to 542 % in the
group of patients with high pKDR expression (1 complete
response, 37 partial responses, 19 stable disesse and 13
progressive disease); differences in the RR between the
two groups were satistically significant (p = 0.019)
(Table 2).

Overall survival and progression-free survival

The median survival in Group 1 was 28 months, compared
to 22 months in Group 2 (p = 0.09). PFS was ako higher
in Group 1, although the differences were not satistically
significant in this case either (15 vs. 12 months, p = 04)
(Fig. 2).

The median OS in those patiens in Group 2 who
received trestment with chemotherspy in combination with
bevacizumab was 23 months, compared to 17 months in
the patients treated with chematherspy alone (p= 027).
PFS was statsstically significanty higher in the group of
patients trested with bevacizumsb (13 vs. 11 months,
p=0.015) (Fig. 3).
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Discussion

This rewospective study was designed to analyse the
prognostic roke of the overexpression of VEGFR-2/pKDR
in patients diagnosed with advanced colorectal adenocar-
cinoma treated with chemotherspy with oxaliplatin and
fluoropyrimidines with and without bevacizumsb. Our
study confirms the high rate of overexpression of VEGFR-
2/pKDR in these tumows, although we did not detect
significant differences in PFS or OS based on its presence.

The frequency of pKDR overexpression in advanced
colorectal cancer tumowr cells detected in owr series of
patients was 91.7 %. The elevaked rate of expression of this
angiogenesis marker is in line with other research pub-
lished, although the rate found in our series is higher than
that described in previous studies. Koukourakis et al.
reported a series of 128 patients with resected colon cancer
(stages [la-1IT) in which the rate of pKDR overexpression
in the tumour celk was 76.5 % [19). These differences
could be explained by the fact that our patients were in an
advanced stage of the disesse, where the angiogenic pro-
cesses are probably in a different phase of therr develop-
ment In fact, other suthors, such & Takshashi et al
observed an increase in the mumber of neovessel in
patients with metsstatic disesse compared to those with
tumowrs in their initial stages, with a higher proportion of
KDR overexpression in patients with advanced disesse
(625 vs 286 %), as well as a strong relationship between
the expression of KDR with vascular density and the
expression of VEGF-A [14). However, the retrospective
nature of all these studies camied out bhased on small
samples of patients, with different anti-KDR antibodies and
analysed with different grading systems for defining
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immunohistochemical positivity/negativity, makes it very
difficult to compare the results of different series.

The msjority of works published to dsie on the prog-
nodtic value of VEGFR-2KDR expression indicates the
unfavourable impact of ils overexpression on patients’
progression. This observation has been found in patients in
the initial stages who have undergone surgery and in

patients with metaststic dsesse and also when the
expression of KDR is analysed wsing immunchistochemi-
cal techniques [19) and when it & amalysed using gene
expression analysis [22). In owr study, an unfavourable
tendency was observed for patients with pKDR overex-
pression both in erms of PFS and OS, alhough the d&f-
ferences were not statistically significant. The small sample
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size limits our ability © find these differences, especially
taking into sccount the small number of patients with low
VEGFR-2/pKDR expression.

It should be pointed out that patients with low pKDR
expression presented more favourable clinical characterss-
tics, with lower levels of CEA and LDH, as well as alower
rate of patients with weight loss of more than 10 % at time
of diagnois. As previously mentioned, the bhinding of
VEGF to VEGFR-YKDR lkad © phosphorylation and the
activation of an intracellular signal pathway which ult-
makely polentistes processes such as cell proliferation,
migration, apoptosis inhibition and msturstion  of
endothelial cell vascular strucmres [15, 16). It is thought

£ Springer

Time (months)

that the low expression of pKDR could be asocisied with
less aggressive tumowr behaviour, with a lower rate of cell
proliferation and less invasiveness and metastatic capacity.
Such different biological behaviour could explsin the
clinical differences found between the two populstions of
patients considered.

Furthermore, all patients with low expression of pKDR
achieved a radiological response following the
chemotherapy treatment (response rate 100 vs. 46 %,
p < 0.05), which suggests that patients with tumows with
low pKDR expression could be a sub-population not just
with & better clinical profile, but ako with tumours that are
maore sensitive 1o chemaotherspy. In this regard, Clavan

124



COm Tassl Oncol

et al. reparted data that suggest that the presence of the
sutocrine stimulation of survival genersted in the func-
tioning KDR-carrying cell lines provides these cell popu-
lations with a mechanism of resistance to chemaotherspy-
induced spoptosss in hypoxia-induced stress simations,
with the subsequent reduction in the effectiveness of
cylostatic restments [23).

The analysis of patients with pKDR overexpression
according 1o trestment with antisngiogenics confirms that
the patients trested with bevaczumab presented a longer
PFS and showed a favourable trend in terms of OS com-
pared to those treated exclusively with chematherapy. The
limited number of patients with low pKDR expression
identified in our study prevented us © analyse the benefit
that bevaczumab could add © chematherspy in patients
with low expression of this angiogenesis marker, and also
prevented us 1o msess the hypothetical prognostic role of
that marker in this context.

Previous studies have associated the mutational stams of
P53 with the response 1o bevacizumab in patients with
advanced CRC, although the results sre controversial.
Some authors have not found an sssociation between the
stams of pS3 and the effectiveness of the drug [24), while
others have reported an increase in OS in patients with
tumowrs that express p53 compared to those that do nat
[25). Mare recently, Zhang et al. published a three-gene
signature that includes the expression of VEGF-A, FLT1
and KDR, which appears © differentiste two populstions
with different prognosis for patients with pS3 mutstions
trested with bevaczumab and not in those with wild-type
P53 [26). At the moment, we ill do not have response-
predicting markers for antiangiogenics such as beva-
cizumab in advanced CRC, and their identification con-
tinues 1o be a challenge for which in-depth knowledge of
the biological processes involved in angiogenesis &
essential.

In conclusion, the results of owr smdy suggest that
pKDR overexpression & observed in the msjority of
patients with advanced CRC. The low expression of pKDR
seems 10 be related to a patient grofile with betier prog-
nodtic clinical characterstics, and in our senes il was
msociated with a favoursble but not significant tendency,
in terms of OS and PFS, &5 well as a betier RR © first-line
trestment  with  chemotherapy with or withou
bevacizumah.
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Abstract

received

Purpose: The alm of this study Is to anayse the prognostic role of LDHS expression measured by
Immunohistochemistry In patients with advanced colorectal cancer treated with standard chemotherapy Wi of
without bevacizumab.

Msthods: Retrospective multicentre study, carmied out at four hospitals In the Valencian Community (Spain). We
Investgated e Immunohistochemical expression of LDH-S In a series of 112 patients with advanced colorectal
adenocarcinomas freated with oxaliplatin-based chemotherapy with of without bevacizumad.

Results: Histoiogical sampies for e LDHS analysis were avallabie for 87 of the 112 patients selected. Sbaeen
of LDHS (Group 1) and 71 (87.7%) showed moderate or high
). rate In Group 1 was 56.2%
survival (PFS) 11 vs. 12 monts (p=0.28), and overall survival (OS) 20 vs. 24 months, (p=0.17),
were numerically but not significantly higher In patients
bevacizumab presented a significanty higher PFS (13 vs. 12, p=0.033) and a numercally higher OS (27

vs. 20 months, p=0.27) than those treated exclusively with chemotherapy.

Concluslons: Our results suggest that e absence or low expression of LDHS s not associated with 3 better
prognastc proflie In patents with advanced colorectal cancer treated with chemotherapy and bevacizumad. Patients
with high exprassion of LDHS, benafit from the combination of chamotherapy with bevacizumab.

from

compared to 60.8% In Group 2 (p=0.47).

2 s 1. Patients from Group 2 who

Keywords: Advanced colorectal cancer; LDHS expression;
Ao :

Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third the most common malignancy,
and is responsible for approximately 10% of cancer deaths in both
sexes [1]. Over more than 40 years, the only treatment for patients with
advanced CRC was chemotherapy. At first, with 5-fluorouradl (SFU),
achieved a response rate of 10-20% as a single agent [2]. The addition
of oxaliplatin to chemotherapy regimens became a step forward for
these patients, as it added in terms of increased both response
rates (RR) and overall survival (OS) [3). Next big advance in the field
was the arrival to the therapeutic arsenal of bevacizumab (Avastin), 2
humanised monodonal antibody capable to inhibit vascalar
endothelial growth factor, a key mediator of angiogenesis |4.6). Several
randomised clinical trials have demonstrated the benefit of the
addition of bevacizumab to the various standard chemotherapy
regimens in patients with advanced CRC: 5-fluorouracil/lencovorin (5-

FUMLV) (7). SFU/LV plas irinotecan (IFL) [8), 5-FU/LV plus
oxaliplatin (FOLFOX) (9] and 5-FU/LV plas capecitabine (XELOX)
[10]. With increases in response rates (RR), OS and progression free
sarvival (PFS). The combination XELOX/bevacizumab offers a PFS of
9.4 months and an OS of 21.3 months |10] and is carrently one of the
most widely used first.line treatment regimens in patients with
advanced CRC. The efficacy obtained by the addiction of an anti-
angiogenic drug to chemotherapy seems to be due to the inhibition of
the formation of new vessels, and the normalisation of abnormal
tumour vasculature [11,12). Since Bevacizumab was approved and
incorporated into first line treatment protocols, an intense effort in the
search of biomarkers has been done. Identification of molecular
markers capable of predicting patients’ prognosis and the response to
cytostatic and anti-angiogenic treatments is a challenging task, since
these potential markers would allow selecting the patients who would
benefit the most from each of the drugs available. Unfortunately,
despite the different attempts carried out, there has been no success to
relate several molecular markers with tumour response to the
treatment with bevacizumaby; therefore, currently there is no way to
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predict in advance which patients will benefit from this treatment [ 13).
It is still unknown the place where anti-VWGF therapies produce its
main effect, they might have a direct effect on the tumour cell, bat it
could also base its activity on the endothelial cells of the blood
vasculature and/or the lymphatic vessels supporting the tumoar, where
it has been detected a overexpression of VEGFR-2 (KDR) and
VwFRS(IJ)mVEGFRJstﬂ!m&
molecalar pathways that induce proliferation and sarvival of
endothelial cells [14]. Overexpression of the activated form of
VEGFR-2 or pKDR measured by immunohistochemistry as well as of
lactate dehydrogenase 5 (LDHS), protein involved in the regulation of
the transformation of pyruvate to lactate in anaerobic conditions for
acquisition of energy, and therefore an indirect marker cellular

have been associated with worse prognosis in patients with
colon cancer, and are postulated as markers of angiogenesis process
(15). Lactate dehydrogenase 5 (LDHS) is one of the five LDH iso-

factors (HIF) l-alpha and 2-alpha LDHS up-regulation has been
related with HIFla and HIF22 accamulation, what leads to a VEGF
activation, increased vascular density and also with extramaral
invasion, followed by nodal and distant metastases [16). These
observations suggest that a high LDHS content in tumoar cells is
directly related to an up-regulated HIF pathway and is linked with an
aggressive phenotype in colorectal cancer in fact, LDH-5 has been
associated with a2 worse prognosis in patients with CRC who have
undergone sargery [17). The objective of our study was to
retrospectively evaluate the prognostic role of LDHS expression in
patients with advanced CRC with non-resectable metastasis who have
chemotherapy, with and without bevacizumab. In addition, we
analysed the dinical variables associated with the expression of LDHS
as well as its influence on the effectiveness of the anti-angiogenic
treatment.

Materials and Methods

This is a retrospective malticentre study of patients with
Q*thmculmwhbwhosphkd“km

Community over three years with oxaliplatin and fluoropyrimidine
combination chemotherapy, with or without bevacizumab.

Patients’ characteristics
ww.mmamwmw

Immunochistochemistry

After an initial review of all the samples of haematoxylin and eosin-
stained tumour biopsies, 2 paraffin block representative of each of the
study subjects was selected. The blocks selected had to include viable
tissae and were used to create a tissue microarray (TMA), with two
tumour cylinders for each patient. Once the TMAs had been put
together, consecutive sections of 4 Im were created. One of the sections
subsequent sections were immunofixed with anti-LDHS antibodies.
for immaunohistochemistry [17). The percentage of cancer cells with
strong cytoplasmic and nuclear LDHS expression was assessed
separately, following inspection of the entire embedded tissae. In each
optical field, the percentage was recorded and the final score for each
case was the mean value obtained. Values lower than 10% were scored
as 0%. The expression of LDHS was quantified using a grading system
that classified the samples into 2 groups high/mild vx low/negative
expressing tumours based on previous studies (Figure 1) [14].

IV colorectal cancer with histological comfirmation of col
adenocarcinoma and treated between January 2011 lndDeanbc
2014 with first-ine standard chemotherapy regimen based on
Oxaliplatin and Fluoropyrimidines (FOLFOX or XELOX), either in
combination or not with bevacizumab. The evalumation method
consisted in 2 review of medical records and baseline tumour

ic measarements before the start of the treatment. Baseline
disease extension and tamour response evaluation was carried out by
CT scans. Blood laboratory data were collected from each test prior to
each cyde of chemotherapy to assess blood counts and kidney and
liver function. Tumour response was evaluated according to RECIST
criteria. OS was cakulated as the period from the start of treatment
until the date of death.

All the statistical analyses and the results were processed using
mtminl -oﬁmePSS 190. A hcripme statistical uulyum
the quantitative variables, and absolute and relative frequencies for
categorical variables. The Chi-squared test was used to compare two or

more independent subject groups for categorical variables. The survival
using the log-rank test.
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Results

Patient characteristics

In our database, we found 112 patients diagnosed with advanced
chemotherapy (XELOX or FOLFOX) with or without bevacizamab.
Eighty-seven of them had sufficient material for histological analysis of

chemotherapy. Of the 71 patients in Group 2, 49 (69%) received
chemotherapy with bevacizumab, and the other 22 (31%) received
chemotherapy (Figure 2). A total of 80 patients were evaluable in terms
of response; all the patients in Group | and 64 from Group 2. The
seven non-evalaable patients died before the re-evaluation (5 after the
second cycle of chemotherapy and 2 after the first cycle) (Table 2).

w!{smmummmmmmuus)um
expression (group 1); while seventy-one patients (81.7%) showed
strong expression of LDH 5 (group 2): 20 nuclear expression in >10%
of cells with no cytoplasmic expression, 16 strong cytoplasmic
expression without nudlear expression, and 35 over-expression both
nuclear and cytoplasmic. Patients’ characteristics are summarised
(Table ). The median age of patients in Group | was 71 years, and 68
years in Group 2. No significant differences were observed between the
groups in terms of sex, performance status (PS), and presence of KRAS
mutations, number of metastatic sites or the presence of rectal bleeding
at the time of diagnosis. The percentage of patients who received
treatment with Bevacizumab was lower in Groap | (37.5 vs 69%,
p=0.02), and this group also showed a non-significant tendency
towards an inferior rate of serum LDH elevation [18,19).

Global
population

N=112

High LDHE

P
Valu
expreccion -
N=T1

58 years 71years 68 years

66ME (S84
vs. 40.7%)

AT (S5vs. 44%) | 4427 (513| 04

vs. 33.1%)

87 vs 22 (77
vs. 23%)

MMvsS(S87vs. |58 wvi. 13
31.3%) 315 vs.
18.4%)

43(38%) 4 (70%) 33(54%) 0.1

21(228%) 4(307%) 1221.4%) 034

35(378) 6 £6.1%) 21 (36.8%) 0.37

10 (10.8%) 17.6%) 6(90.7%) 0s

52 (45.4%) 7 3%) 31 (£35%)

75(79T%) 10 (65.6%) 48 (78.6%)

47 (548%) 5(357T%) 27 (47 3%) 031

34(523%) 3(33%) 22 (46.5%) 0.35

75(65.9%) 6 (37.5%) 43 (69%)

Low LDHE High LDHE
1(15%)

38 (58.3%)

Compiete Recponce 0 047

9 (562%)

5(312%) 14 21.8%)

2(125%) 7(10.9%)

Table 2: Response to treatment.
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Table 1: Patient’s characteristics.

Treatment and response rate

Of the 16 patients in Group 1, 6 (37.5%) received chemotherapy in
combination with bevacizumab, while the other 10 received only

T
“om

Teme imant)

Figure 2: Overall survival (a) and progression-free survival (b)
according to the expression of LDHS.

The treatment RR in the patients with low LDHS expression was
56.2% (9 PR), compared to 60.8% in the groap of patients with high
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expression: cytoplasmic »s. nuclear vx. both (87.5% vx. 55% vx 51.6%,
p=0.09).

Overall survival and progression-free survival

The median survival in Group 1 was 20 months, to 24
months in Groap 2 (p=0.17). There was neither difference in PFS, 11
months vx 12 months in Group | and 2 respectively (p=0.28). The
Mm051nmmpmm6m2ﬂwmveduuumwnh
chemotherapy in combination with bevacizumab was 27 months,
compared to 20 months in the patients treated with chemotherapy
alone (p=0.27). PFS was significantly higher in Group 2 for patients
treated with bevacizamab (13 vx 12 months, p=0.039) (Figure 3).
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Figare 3: Overall survival (a) and progression-free survival (b) in

patients with overexpression of LDHS according to the addition of
bevacizumab to the chemotherapy treatment.

Di i

This retrospective study was designed to analyse the prognostic role
of the overexpression of lactate dehydrogenase 5 (LDHS) in patients
diagnosed with advanced colorectal adenocarcinoma treated with
chemotherapy with oxaliplatin and imidi with and
without bevacizumab. Our study did not find any relationship between
the overexpression of LDHS with an increased Response Rate, neither
with significant differences in PFS or OS based on its presence.

The frequency of LDHS overexpression in advanced colorectal
cancer tumour cells detected in our series of patients was 87.7%. The
elevated rate of expression of this angiogenesis marker is in line with
other research published to date. Kourkourakis et al. reported a series
of 128 patients with resected colon cancer (stages 11a-111) in which the
rate of LDHS overexpression was 77.3% [17), and same authors
communicated in another series with 75 patients diagnosed with
advanced colorectal cancer, 2 LDHS overexpression rate of 68% [16).
Qur findings confirm that this protein is highly expressed in colorectal
tumours.

LDHS is one of the five LDH isoenzymes and, apparently, the most
important for promoting anaerobic LDHS is
transcriptionally regulated by the hypoxia inducible factors (HIF) la
and 2a, and its overexpression has been related with aggressive
advantages that colorectal tumours may gain from a high LDHS
content, for instance the increase capability for lymph node
involvement and distant metastases spread [16]. In fact, its presence
has been associated with worse outcome in patients with stage 1.IIT
operable colorectal cancer, who presented a poorer survival when
compared with those with negative expression of LDHS (HR 15.1,
p=0.0003) [17). Similar results have been communicated in patients
diagnosed of advanced Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) [20),
were a significantly poorer survival was noted in the groap of patients
measured at cytoplasm and at nudeus. In addition, Scartozzi et al.
observed similar findings in patients with high LDH serum levels [21],
who presented a significant shorter PFS (4.2 vx. 8 months, p=0.003)
and OS (19.6 » M9 months, p=0.0014), when compared with
patients with Jow LDH levels in serum. Despite all this data, in our
series the high expression of LDHS was not associated with classical
clinical factors associated with worse prognostic features, such as loss
of weight, bad performance status or more than one metastatic site. It
shoald be pointed out that those patients with low LDHS expression
presented similar clinical characteristics to those with high expression,
for instance we observed no differences neither in levels of seram CEA
or serum LDH, or rectal bleeding or occlusive symptoms. This contrast
with what our group observed in the prognostic role of other
wammmﬂpmmlmmln]m
patients with an overexpression of this p d a worse clinical
pmﬁle.VFEFRZIKDRnIhemreoepmtcﬁhevacuhenduhdul
growth factor (VEGF) and is frequently overexpressed in CRC. The
binding of VEGF to VEGFR-2/KDR leads to phosphorylation, and the
activation of an intracellular signal pathway, which ultimately
potentiates processes such as cell proliferation, migration, apoptosis
inhibition, and maturation of endothelial cell vascular structures
[23,24). An association between LDH.5 and pKDR expression in
cancer cells and in tumoar-associated vasculature was recorded in 128
colorectal carcinomas examined. In fact, 75% and 60% of tumoars with
high LDH-5 expression had high pKDR expression in cancer cells and
in vessels, respectively. These percentages were clearly lower (30% and
23%, respectively), in tamours with low LDH.5 expression [17].

As said, we have not found any differences en response rate or
progression-free and overall sarvival in our analysis. It is important to
mention that there was significant difference in the rate of patients
treated with bevacizamab between patients with low and high LDHS
expression (37,5 vx 69%, p=0.02), which means, that patients with the
hypothetical worse molecular feature had been treated with a more
active treatment schedule. This important imbalance could explain the
non-statistically significant but numerically better cutcome of patients
with LDHS overexpression. Furthermore, the retrospective nature of
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this study carried out based on small sample of patients, with different
stage of the disease from previous series, makes it very difficult to do
any comparison.

The analysis of patients with LDHS overexpression according to
treatment with anti-angiogenics confirms that patients treated with
bevacizumab presented a longer PFS, and showed a favourable trend in
terms of OS compared to those treated exclusively with chemotherapy.
The limited number of patients with low LDHS expression identified in
mundymmdmblmlpeﬂnbaeﬁt&nbewbmld
add to with low expression of this
wmmdmmubm&ehw
prognostic role of that marker in this context. Previous reports found
similar results regarding to the better outcome of patients with
overexpression of pro-angiogenic proteins when d with
Bevacizumah. Both patients with high levels of pKDR measured by
immunohistochemistry, and patients with high seram level of LDH
presented 2 benefit in RR, PFS and OS, when compared with patients
with high expression of these markers and treated with chemotherapy
alone [21.22]). All these experiences show that the addition of
me&zﬂnmmwmdﬂmm

a subgroup of patients who usually present with an adve
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Abstract. The role of Kirsten rat sarcoma viral onco-
gene homolog (KRAS) and neuroblastoma RAS wviral
oncogene homolog (NRAS) mutations as negative predictors
for anti-epidermal growth factor receptor (EGFR) therapies
in metastatic colorectal cancer (CRC) has been firmly estab-
lished. However, whether the RAS mutation status plays a
role as a biomarker for anti-vascular endothelial growth factor
(VEGF) treatment remains controversial. Data from 93 CRC
fluoropyrimidines and oxaliplatin, with or without beva-
cizumab, were analyzed. We investizgated the association
between the RAS mutation status and clinical outcomes in
terms of response rate, progression-free survival (PFS) and
overall survival (OS). Mutations in RAS genes were observed
in 47 (52.6%) patients (45 KRAS and 2 NRAS mutations).
suitable for primary tumour resection, were more likely to
for a shorter time period compared with those with wild-type
mmours. The response rate to chemotherapy did not differ
according to the RAS mutation status, and there were no
significant differences in PFS [RAS mutation: 12 months,
95% confidence interval (CI): 8.7-15.2 vs. RAS wild-type:
12 months, 95% CI: 9.67-14.32; P=0.857] or OS (RAS
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mutation: 20 months, 95% CI: 14.3-25.6 vs. RAS wild-type:
24 months, 95% CIL: 18.7-20.2; P=0.631). Patients with RAS
mutation vs. those with RAS wild-type exhibited a favourable
trend in PFS when treated with bevacizumab (13 months,
95% CI: 6.5-19.4 vs. 10 months, 95% CI: 4.2-15.7, respectively,
P=007) and OS (27 months, 95% CI: 18.5-35.4 vs. 15 months,
95% CI: 12.4-17.5, respectively; P=022). In conclusion, RAS
mutations are not a prognostic marker for PFS and OS in CRC
patients receiving fluoropyrimidine-oxaliplatine treatment,
with or without bevacizumab. RAS mutations are not predic-
tive of the lack of efficacy of bevacizumab, and these patients
appear to benefit from anti-angiogenic treatment.

Introduction

In Western countries, ~20% of patients with colorectal cancer
(CRC) present with advanced disease stage at diagnosis (1-3).
For >40 years, the standard treatment approach for advanced
CRC with inoperable metastasis has been systemic chemo-
therapy. With the advances in systemic chemotherapy for
metastatic CRC, survival has increased from 12 months with
5-fiuorouracil monotherapy to ~2 years with the addition of
axaliplatin, irinotecan and targeted or biological agents (4-6).
There is a need for identifying biomarkers for these biological
agents that lead to a personalized approach to cancer treatment,

Vascular endothelial growth factor (VEGF) and epithelial
growth factor receptor (EGFR) are involved in molecular path-
waysrelated to the growth, survival, proliferation and metastasis
of tumour cells. Targeted agents that are able to inhibit signal
transduction through these proteins have been incorporated
into the standard first-line treatment of advanced CRC (7.8).
Anti-EGFR therapies with the monoclonal antibodies cetux-
imab and panitumumab improve chemotherapeutic efficacy,
but this effect is restricted to patients with wild-type Kirsten
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rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) and neuroblas-
toma RAS viral oncogene homolog (NRAS) mutations (9,10).
Thus, assessing the RAS status is currently a routine procedure
worldwide to identify patients that would not benefit from such
treatment in order to avoid unnecessary toxicity. However,
bevacizumab, a monoclonal antibody against VEGF, was the
first inhibitor of angiogenesis approved for the treatment of
advanced CRC in combination with chemotherapy, based on
the survival benefit observed in clinical trials. However, no
biomarker able to identify patients who may benefit from this
therapy has been established to date (7).

KRAS is a proto-oncogene encoding a small 21-kD guano-
sine triphosphate/guanosine diphosphate-binding protein
involved in the regulation of cellular response to several
extracellular stimuli (11). Mutations within KRAS abrogating
GTPase activity and resulting in activation of RAS/RAF
signaling are found in 35-42% of CRCs and are considered to
in other members of the RAS oncogene family (HRAS and
NRAS) have also been described, although they are signifi-
cantly less frequent. NRAS appears in ~2% of patients with
advanced CRC (12). The presence of NRAS mutations has also
recently been associated with a lack of benefit from anti-EGFR.
therapies (13), and has been incorporated in clinical practice as
a predictive biomarker to select first-line treatment for patients
with advanced CRC.

VEGF is an important regulator of physiological as well as
pathological angiogenesis, and it is overexpressed in a number
of different tumour types. It has been demonstrated that RAS
negative regulators of angiogenesis, suggesting that RAS aber-
rations may modulate the tumour response to anti-angiogenic
therapies (14-16). It remains controversial whether KRAS
mutation, independently of the use of anti-EGFR thera-
pies, has a prognostic role in CRC (17,18). Different studies
published to date have not been conclusive, even several large
studies (19,20), and the role of KRAS and NRAS mutation
status as a predictor of outcome of axaliplatin-based chemo-

The aim of this study was to evaluate the role of RAS
mutation status as a predictive and prognostic factor in
patients with advanced CRC treated with first-line standard
chemotherapy with flucropyrimidines and oxaliplatin, with or

Patients and methods

Study design and ethics. This was a multicenter and retro-
spective study of patients presenting with advanced CRC at
platin combination chemotherapy regimens, with or without
bevacizumab, at four different hospitals in Valencia, Spain.
The study was performed following approval by the
Independent Ethics Committees of the participating institu-
gons and in accordance with the Declaration of Helsinki, the
Good Clinical Practices and local ethical and legal require-
ments (Spanish laws). Prior to study entry, all the patients (or
their relatives) provided written informed consent according
to the local ethics committee regulations. This study complied
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Patient characteristics. The medical records of patients diag-
nosed with advanced CRC were reviewed. The patients had
pathologically confirmed advanced colorectal adenocarcinoma
available for evaluation of KRAS and NRAS mmutations, and
had been treated between Jamnuary, 2009 and December, 2012
with a first-line chemotherapy regimen involving FOLFOX or
XELOX, with or without bevacizumab.

Treatment and follow-up. All enrolled patients were treated
with fluoropyrimidine and oxaliplatin combination chemo-
therapy regimens, with or without bevacizumab. A complete
review of the medical history and baseline measures of the
tumour prior to treatment initiation were performed to eval-
performed with computed axial tomography.

The following data were collected from inpatient and
outpatient records: Relevant clinical data, such as age,
gender, presence of symptoms related to the tumour (weight
loss, haemorrhage or bowel occlusion), comorbidities and
Eastern Cooperative Oncology Group performance statmand
tumour-specific data, such as location of primary metastases,
number of organs with metastatic involvement and resection
of primary tumour. Finally, data on therapy (chemotherapeutic
regimen, overall response); time-to-disease progression and
overall survival were collected.

Treamment toxicity was assessed according to the criteria
published by the National Cancer Institute Common Toxicity
Cniteria, version 2.0 (https/ctep.cancer.goviprotocolDevel-
opment/electronic_applicatons/docs/ctemanual_v4_10-4-99.
pdf). Tumour response was evaluated according to Response
Evaluation Criteria In Solid Tumours, version 1.1 (21). OS was
calculated as the time from diagnosis to the date of death, and
PFS as the time from treatment initiation to the documented
date of disease progression

RAS muzation analysis. The analysis of RAS mutations was
performed using the TheraScreen® KRAS Pyro kit (for KRAS
codons 12, 13 and 61), and the TheraScreen® RAS Extension
Pyro kit (for KRAS codons 59, 117 and 146, and NRAS codons
12,13, 59, 61, 117 and 146) (Qiagen, Madrid, Spain), according
to the manufacturer's instructions. Briefly, 5 ul of template
DNA (10 ng of gemomic DNA) were amplified by polymerase
chain reaction (PCR) using, 12.5 ul of PyroMark® PCR
Master Mix 2x, 2.5 ul of Coral Load Concentrate 10x, 4 ul of
nuclease-free water, and 1 ul of the corresponding set of PCR
primers (Qiagen). The reactions took place in a MasterCycler®
thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) under the
following cycling conditions: 94°C for 15 min; 42 cycles of
denaturation at 95°C for 20 sec; annealing at 53°C for 30 sec,
followed by extension at 72°C for 20 sec.

The amplicons were immobilised on Streptavidin
Sepharose® High Performance beads (Qiagen) to prepare
the single-stranded DNA and the sequencing primers were
annealed to it using a PyroMark Q24 plate and a vacuum
workstation (Qiagen). PyroMark Gold Q24 reagents (enzyme
mixture, substrate mixture and nucleotideall from Qiagen)
were then prepared and loaded mto a carmridge so they could
be dispensed during the sequencing process. Finally, the plate
and the cartridge were loaded into the PyroMark Q24 System
and the sequencing process was initiated. The sequences were
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analysed using software provided by the marmfacturer (Qiagen).
In each run, two controls were included: Unmethylated
control DNA, which worked as a positive control for PCR. and
sequencing reactions, and a negative control (without template
DNA).

Stanistical analysis. All statistical analyses were performed
using the SPSS statistical package, version 16 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA). A descriptive statistics analysis, including
measures of central tendencies and dispersions of quantitative
variables, as well as absolute and relative frequencies for
categorical variables, was also performed; t-test was used to
compare two independent samples of continuous variables.
The Chi-square test was used to compare two or more
independent groups of subjects with respect to a given
categorical variable. PFS and OS according to KRAS status
were analyzed using the Kaplan-Meier method to estimate
the probability of survival and survival difference with
the use of the log-rank test. All reported P-values were the
result of two-sided tests, with P<0.05 considered statistically

significant.
Results

Patient characteristics. A total of 93 patients with
advanced CRC and available samples for NRAS and ERAS
analysis, who were treated with fluoropyrimidine and
oxaliplatin combination chemotherapy regimens (XELOX
or FOLFOX), with or without bevacizumab, were identi-
fied. A total of 49 patients (52.6%) had tumours with RAS
mutations, namely 47 KRAS and 2 NRAS mutations. The
patient characteristics (of the global population and by RAS
status) are summarized in Table I. The median age of the
patients was 65 years (range, 39-83 years) at diagnosis, and
the male/female ratio was 1.5/1.0. The characteristics of the
patients were generally similar between the RAS mutation
and wild-type groups. The proportion of patients with RAS
mutations who underwent surgery for the primary tumour
was significantly lower compared with that of patients with
RAS wild-type tumours (P=0.019), and they exhibited a
higher rate of lung metastases (34.6 vs. 15.9%, respec-
uvely, P=0.03). Furthermore, patients with RAS mutations
were less likely to receive bevacizumab in the first-line
treatment setting compared with the wild-type population
(295 vs. 44-8%, respectively; P=0.09).

Trearment efficacy. The overall response rate (ORR) with
first-line chemotherapy treatment was 53.8%, and the disease
control rate (DCR) was 81.2%. There were no significant
differences in ORR according to the RAS mutation status
(mutation vs. wild-type, 48 9 vs. 58 9%, respectively; P=0.129),
as shown in Table I

The median PFS for the global population was 12 months,
without significant differences between groups [RAS mutation:
12 months, 95% confidence interval (CI): 8.7-15.2 vs. RAS
wild-type: 12 months, 95% CI: 9.67-14.32; P=0.857]. The
median OS was 22 months, without a significant difference
according to the RAS status (RAS mutation: 20 months, 95%
CI: 14.3-25.6 vs. RAS wild-type: 24 months, 95% CI: 18.7-20.2;
P=0.631), as showm in Fig. 1.
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Patients treated with bevacizumab exhibited a median PFS
of 12 vs. 11 months for those treated with chemotherapy alone
(P=0.055). Significant differences in OS according to the use
of bevacizumab in the overall population were not observed,
although there was a favourable trend for patients treated with
the combination of chemotherapy and bevacizumab (patients
receiving bevacizumab reached an OS of 27 months (95% CI:
219-32), whereas patients without bevacizumab reached an
OS of 20 months (95% CI: 13.8-26.1; P=0.25). Patients with
RAS mutations also exhibited a non-significant favourable
trend in PFS when treated with bevacizumab (13 months, 95%
CI: 6.5-19.4) compared with those treated with chemotherapy
alone (10 months, 95% CI: 4.2-15.7; P=0.07). The median
OS was longer in patients with RAS mutations who received
bevacizumab, but this difference did not reach statistical
significance (27 months, 95% CI: 18.5-35.4 vs. 15 months,
95% CI: 12.4-17.5, respectively, P=0.22) as shown in Fig. 2.
Furthermore, the median OS of patients treated with bevaci-
groups (27.0 vs. 27.0 months, respectively, P=0.562).

Di .

This retrospective study was designed to analyze the prog-
nostic role of RAS mutations in patients with advanced CRC
with or without bevacizumab. We also assessed whether
patients with RAS mutations obtain any benefit from bevaci-
zumab treatment.

The predictive and prognostic value of KRAS muta-
tions in patients with advanced CRC treated with first-line
chemotherapy and anti-EGFR therapy has been confirmed
by retrospective analysis of phase III trials with cetux-
imab and panitumumab (9,10). Amado er al (9) published
data from a randomized trial comparing panitumumab
monotherapy with best supportive care (BSC) in patients
with chemotherapy-refractory advanced CRthey detected
KRAS mutations in 43% of the patients, and observed that
the efficacy of panitumumab was significantly higher in the
wild-type group in terms of PFS (12.3 vs. 7.3 weeks, respec-
tively, P<0.001), response rate (17 vs. 0%, respectively) and
OS [hazard ratio (HR)=0.67; 95% CI: 0.55-0.82]. Similarly,
Karapetis et al (10) reported results from 394 patients included
in a phase III trial that compared cetuximab with BSC in
chemotherapy-refractory advanced CRthey detected KRAS
mutations in 42.3% of the patients, and the presence of this
molecular aberration was associated with a lack of benefit
from cetuximab treatment in terms of OS (4.8 vs. 9.5 months,
respectively, HR=0.55; 95% CI: 0.41-0.74; P<0.001) and PFS
(19 vs. 3.78 months, HR=0.40; 95% CI: 0.30-0.54; P<0.001).
They also observed that the mutation status of the KRAS
gene did not affect survival among patients treated with BSC
alone. More recently, mutations in NRAS, another member
of the RAS oncogene family, that appear in 2-5% of patients
with advanced CRC, have also been found to predict lack
of response to anti-EGFR treatment (22). Doudillard et al
retrospectively analyzed the efficacy and safety of panitu-
mumab plus FOLFOX chemotherapy according to the RAS
(ERAS and NRAS) mutation status (22); they detected NRAS
mutations in 3.4% of the patients, and their associaton with
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Table I. Clinicopathological factors.

Variables Total (n=93) RAS wild-type (n=44) RAS mutation (n=49) P-value

Age, years (range) 65 (39-83) 68.5 (46-80) 68 (39-83)

Gender 0.101
Male 56 (602) 30(68.1) 26 (53.0)
Female 37(398) 14(319) 23 (470)

Performance status, n (%) 0402
0-1 76 (81.1) 35(79.5) 41(837)
2 17 (199) 9(20.1) 8(163)

Tumour-related symptoms, n (%)
Weight loss >10% 17 (183) 10 (22.7) 7(17.0) 0143
Bleeding 30 (323) 16 (47.0) 7(17.0) 0184
Occlussion 8(86) 1(3.0) 14 (341) 0056

Surgery of primary tumour, n (%)
Yes 49 (526) 18 (41.0) 16 (32.6) 0019
No 424749 26 (59.0) 33(67.3)

Locaton of metastases, n (%)
Liver 75 (80.6) 38 (86.3) 37(755) 0.145
Peritoneum 19 (204) 10 (22.7) 9(183) 0396
Lang 24(258) 7(15.9) 17 (34.6) 0.033*
Bone 3(32) 0(0.0) 3(6.1) 0.142
Lymph node 22(237) 10 (22.7) 12(244) 0519

Number of metastatic locatons, n (%)
1 52(559) 25(56.8) 27(204) 0517
22 48 (441 19(43.1) 22(449)

Operable metastases after

chemotherapy, n (%)
Yes 17 (19.8) 10 (25.0) 7(152) 0.194
No 69 (80.0) 30(75.0) 39(847)

Serum levels, n (%)
CEA (high) 62 (66.7) 30(75.0) 32(76.1) 0552
LDH (high) 32(525) 15(53.5) 17 (515) 0539
Haemoglobin (low) 22 (286) 10 (27.7) 12(292) 0544

Grade of differentiation, n (%)
1 12(129) 5(15.6) 7(212) 0693
2 43 (462) 22 (68.7) 21 (63.6)
3 X)) 5(15.6) 4(12.1)

Chemotherapy scheme, n (%)
FOLFOX/XELOX 58 (624) 13(29.5) 22(448) 0095
FOLFOX/XELOX-B 35(376) 31(70.5) 27(55.1)

a shorter PFS (10.1 vs. 7.9 months, respectively, HR=0.72;
95% CI: 0.58-0.90; P=0.004) and OS (26.0 vs. 20.2 months,
respectively, HR=0.78; 95% CIL: 0.62-0.99; P=0.04). Thus,
the presence of RAS mutations is considered to be a negative
predictive factor of response to anti-EGFR therapies. However,
its role as a prognostc factor for OS in patients treated with
chemotherapy alone, or in combination with bevacizumab,
remains unclear.

The data reported by our study suggest that RAS status
does not have a prognostic value for PFS or OS in patients

with advanced CRC treated with optimal first-line chemo-
therapy. Our study, similar to other studies published to date
investigating this issue, has a retrospective nature and may
tify an association between RAS mutation status and patent

136



MOLECULAR AND CLINICAL ONCOLOGY & 403-308, 2017

Table II. Response to treatment, n (%).

Response RAS nmtaton RAS wild-type P-value
Complete response 0(00) 2(45) 0129
Partial response 24 (489) 24 (549
Stable disease 12 (244 7(159)
Progressive disease 10 204 6(13.6)
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Figure 1. (A) Progression-free survival (FPS) and (B) overall survival (OS)
by RAS states. WT, wild-type; mat, mutation.

outcome (23-25). Kim et al analyzed 103 patients evaluable
anti-EGFR therapy, and they did not observe differences in
response rate, PFS or OS according to RAS status (25). Two
large collaborative studies of the KRAS by the Colorectal
Cancer Collaborative Group (RASCAL) reported conflicting
results (26,27). While the first RASCAL study reported an
increased risk of recurrence and mortality associated with
KRAS mutations, the second study refined this observation
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Figure 2 (A) Progression-free sarvival (H’-‘S) nd B) oteull survival (OS)
of patients with tamours harbourning RA. rding to
with bevacizumab.

to report a significant prognostic value in failure-free survival
only with the G12V mutation in Dukes' C patents. It is diffi-
cult to compare the results of all these retrospective studies,
since there are several confounding factors that may affect
the findings. The majority of these series are based on small
patent samples, and none of the previously published studies
incorporated i their analysis the presence of NRAS mutation-
however, it is remarkable that most conclude that there is no

Regarding our second objective, we observed no asso-
ciation between RAS mutation status and the efficacy of
bevacizumab. We observed that patients with RAS mmtation
presented with a longer median PFS and OS when treated with
bevacizumab; however, the difference was not statistically
significant. Furthermore, we observed no difference in PFS
or OS in patients treated with bevacizumab according to the
has no predictive value for bevacizamab outcome in patents
with advanced CRC. Our findings are consistent with previous
retrospective studies. Hurwitz et al observed no apparent
patients treated with bevacizumab and irinotecan and fiuoro-
confirmed that KRAS mmtation status was neither prognostic
for OS nor predictive for bevacizumab outcome in patients
with advanced CRC (29). These two studies analyzed the role
of KRAS mutations in patients treated with irinotecan-or
mytomicin-based chemotherapy plus bevacizumab, which
are not the most commonly used chemotherapeutic regimens
worldwide in the first-line setting. Kim er al (30) published a
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retrospective study of 32 patients with advanced CRC treated
with bevacizumab and cytotoxic chemotherapy based on
neither predictive for bevacizumab nor a prognostic factor
for OS in these patients. All our patients received standard
cytotoxic oxaliplatin and fluoropyrimidine treatment, with
or without bevacizumab, and were analyzed for NRAS and
KRAS mutations, adding significant evidence on the lack of
effect of RAS mutation status on the outcome of bevacizumab.

In summary, these findings suggest that RAS muta-

tion status is not a prognostic factor for OS in patients with
advanced CRC, and is also not predictive of the response to
bevacizumab in combination with an optimal chemotherapy
regimen based on axaliplatin and finoropyrimidines.
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Abstract

Peritoneal carcinomatosis and mult-organ metastases might be prognostic factors in patients

Background:
with advanced colorectal cancer and inoperable metastases at diagnosis.

Methods: A retrospective study was performed to examine the relationship between patient clinical charactenstics and
prognosis in patients with colorectal cancer and indication for firstdine systemic chemotherapy.

Results: One hundred and twelve patients were accrued. According to unvariate
metastases were associated

lack of primary tumour resection and multi-organ
multivanate patients with

analysis, pentoneal carcinomatosis,
with poor overall survival. According to

and patients with mult-organ metastases had a shorter

peritonea carcinomatoss
overall survival (12 vs 27.0 months, p<0.001 and 14,6 vs 27 months, p=0.007, respecﬁvelyL

Conclusions: Our results indicate that presence of pentoneal carcinomatosis
independent predictors

and mult-organ

metastases are
of poor outcome for patients with colorectal cancer mdergcngﬁrstheh‘eanmtvmsuldzd

Keywords: Colorectal cancer, prognostic factors, peritoneal carcinomatosis, first line chemotherapy, multi-organ

metastases.
INTRODUCTION

Colorectal cancer (CRC) is one of the most
frequently observed forms of cancer and one of the
principal causes of cancerwelated death in Western
countries. Approximately 20% of patients present
advanced disease the time of diagnosis and 50% of the
patients diagnosed at an early stage develop
metastasis and die from the disease [1-3]. The
standard approach for advanced CRC with inoperable
metastasis has been systemic treatment with
chemotherapy for over 40 years. First approved agent
was S-fluorouracil (5-FU), which provided response
rates (RR) between 10-20% as a single agent [4],
followed by combinations with oxaliplatin, that
increased both RR and overall survival (OS) [5], and
finally with the addition of bevacizumab (Avastin®) a
humanized monocional antibody that blocks tumour
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angiogenesis by binding to vascular endothelial growth
factor [6-8]. Data from several studies in CRC suggest
that the addition of targeted agents, such as
bevacizumab, may be even more effective than
innotecan- or oxaliplatin-based chemotherapy alone.
Bevacizumab has shown in several randomized clinical
trials a clear benefit when it is used in combination with
various standard chemotherapy regimens [9-12]. The
combined use of XELOX plus bevacizumab provides a
median progression free survival (PFS) of 9.4 months
and a median OS of 21.3 months [12], and this
combination is currently the most commonly used first-
line treatment in patients with advanced CRC.

Despite these improvements in  modem
chemotherapeutic and targeted agents for treating
CRC, long-term survival in patients with stage IV CRC
is still imited, with most of these patients having a poor
S-year survival rate (<15 %) [13]. Surgery remains an
important treatment option for advanced CRC,
especially since it offers a curative option for select
groups: patients with metastatic disease confined to a
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single organ, patients with a local recurrence only, or
patients with limited intra-abdominal disease. In such
cases, an aggressive and multimodal management
integrating both surgical resection and systemic
chemotherapy treatment allows achieving long-term
surviving rates of 50% [14]. Different factors may
influence the initial resectability status of metastases,
such as the size and number of metastases,
synchronous/metachronous  presentation, tumour
marker levels, pooriclear location, and presence/
absence of exitrahepatic disease. Unfortunately, in
most cases of CRC, treatment is palliative rather than
curative, and the main objectives are to increase OS
and maintain quality of life for as long as possible.

Surgical approach has been widely studied for liver
metastases, but there are less solid data for other
locations. From 10 to 25% of the patients who present
liver metastasis are eligible for complete primary
surgical resection, with a cure rate of about 30%, a 5-
year survival of 40-60% and acceptable perioperative
morbidity and mortality rates.

From 75 to 90% of patients with metastatic CRC are
not candidates for initial complete resection, and in
those cases the selected treatment is palliative
chemotherapy [15].

Different clinical and pathological characteristics
have been proposed as prognostic factors for patients
with non resectable CRC undergoing first line systemic
chemotherapy, such as the presence of peritoneal
carcinomatosis [16], number of metastatic locations,
elevated tumoural markers, the presence of KRAS
mutations [17] and site of primary tumour [18].
However, to date there is no reliable strategy for
predicting the survival of individual patients undergoing
chemotherapy. This has led to an increased interest in
identifying prognostic factors that could permit more
accurate patient stratification. Such prognostic factors
would help oncologists and their patients to making
treatment decisions, and could be key for better
designed and focused clinical trials.

The aim of this study was to identify predicting
factors of short-term survival in patients with stage IV
CRC treated with first line chemotherapy based in
fluoropyrimidine and oxaliplatin chemotherapy with or
without bevacizumab.

MATERIAL AND METHODS

This was a multicenter and retrospective study of
patients with advanced CRC at time of diagnosis, who

had been treated with fluoropyrimidine and oxaliplatin
combination chemotherapy regimens (with or without
bevacizumab), at four different hospitals in Valencia
(Spain). The chemotherapy regimen used, as well as
the number of cycles, varied depending on response
and patients’ profile.

The study was approved by the institution's
independent ethics committee and performed in
accordance with the Helsinki Declaration of Good
Clinical Practices, as well as local ethical and legal
requirements. All patients (or relatives) provided written
informed consent according to local ethical committee
regulations.

Patient Characteristics

The medical records of patients diagnosed with
advanced CRC were reviewed. Patients presented
histologically confirmed CRC and were freated
between January 2010 and December 2013 with a first-
line chemotherapy regimen involving FOLFOX or
XELOX with or without bevacizumab.

Treatment and Follow-Up

All enrolled patients were treated with fluoropyn-
midine and oxaliplatin combination chemotherapy
regimens (with or without bevacizumab). A complete
review of the medical history was performed, including
age, sex, primary tumour location, synchronous or
metachronous diagnosis of metastases, presence of
symptoms related to the tumour (weight loss, tumour
bleeding, or bowel occlusion), comorbidity, Eastern
Cooperative Oncology Group performance status,
number of organs with metastatic involvement and
resection of primary tumour, primary tumor resection,
presence of exirahepatic disease and baseline
measures of the tumour at baseline. Diagnosis and
treatment evaluation were carmied out with computed
axial tomography, according to RECIST 1.1 criteria.
Analytical data was also collected at baseline, including
hematologic cell counts, lactate dehydrogenase (LDH)
and carcinoembryonic antigen (CEA) levels. Therapy
data was also collected (chemotherapy regimen, OR);
time to progression disease (PD) and OS.

Treatment toxicity was assessed according to
National Cancer Institute Common Toxicity Criteria
(NCI-CTC) version 2.0. OS was calculated as the time
elapsed from diagnosis to the date of death; PFS as
considered as the time elapsed from the start of
treatment to the date of PD.
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Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using the
SPSS statistical package version 16. A descriptive
statistics analysis, including measures of central
tendencies and dispersions of quantitative vanables, as
well as absolute and relative frequencies for categorical
vanables, was also camried out. T-test was used to
compare two independent samples of continuous
varniables.

The chi-square test was used to compare two or
more independent groups of subjects with respect to a
given categorical vanable. Univariate Cox proportional-
hazards models were used for all potential baseline
predictors to compute hazard ratios (HR) and their 95
% confidence intervals (Cl), and a multivariate Cox
proportional-hazards model to identify independent
prognostic factors by multivariate analysis. A P-value of
<0.1 was considered to be stafistically significant.

RESULTS

Between January 2010 and December 2013, 112
patients with advanced CRC at time of diagnosis were
treated with fluoropyrimidine and oxaliplatin
combination chemotherapy regimens (XELOX or
FOLFOX) with or without bevacizumab. Patient's
characteristics are summarized in Table 1. Median age
was 65 years, most patients had a good ECOG-PS 0-1
(79,8%), had been ftreated with primary tumour
resection (55,4%), presented one site of metastases
(53,6 %), and received combination treatment with
chemotherapy plus bevacizumab (67,6%). Median OS
was 23 months and median PFS 12.2 months. Three
patients achieved complete response (CR) (2,7%), and
60 patients partial response (PR) (53,6%), with an
overall response rate (ORR) of 56,3%. Sixteen patients
presented stable disease (SD) and 14 progressed
during first line treatment.

An univariate analysis was performed to evaluate
the influence of clinical characteristics on OS (Table 2).
Variables that were significantly associated with shorter
OS were the presence of PC (HR 1.78, 95% IC 1.6-
241, p-value 0.001), number of metastases locations
(2 or more organs vs 1 organ; HR 2.38, 95% IC 1.21-
3.58, p-value 0.007), and absence of primary tumour
resection (HR 1.44, 95% IC 0.94-2.75, p-value 0.08).
Performance-Status 2 or more, weight-loss over 10%,
and lack of bevacizumab showed a not-significant trend
to worse prognosis (p-value <0.2). When those patients
that had received bevacizumab were analyzed

Table 1: Clinicopathological Factors
Variable Totaln=112
Age, years (range) 65 (38-83)
>70 years 48(40.7%)
<70 years 68 (58.3%)
Sex
Make €8 (58.9%)
Female 48 (41.1%)
Performance Status
o1 87 (79.8%)
2 22(20,2%)
Tumour related symptoms
Weight loss >10% 21(18,68%)
Bleeding 35(37.6%)
Ocdlusion 10(10.8%)
Surgery of Primary Tumour
Yes 62 (55.4%)
No 50 (44.6%)
Location of Metastases
Liver 89 (79.5%)
Peritoneum 24(21,4%)
Lung 32(28.8%)
Bone 3(27%)
Lymph node 27 (24.1%)
Number of Metastatic Locations
1 60 (53.6%)
2 or more 52 (46.4%)
Serum Levels
CEA (high) 76 (80.8%
LDH (high) 32 (49,2%)
Hemoglobine (low) 48 (54.1%)
Grade of differentation
1 15 (20%)
2 49 (85,3%)
3 10(13.3%)
KRAS
Mutated 42(37.8%)
Wid-Type 40 (36%)
Unknown 29(26,1%)
Chemotherapy scheme
FOLFOX/XELOX 38 (32.3%)
FOLFOX/XELOX-B 76 (67.6%)

separately it was found that, for patients receiving
bevacizumab, high CEA level was also a shorter
survival predictor, while PC is the only prognostic factor
that achieved statistical significance in our model for
patients treated exclusively with chemotherapy. With
those factors that presented high or medium
significance (ie: Performance Status 2, Weight
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Table 2: Univariate Analysis of Factors Associated with Overall Survival in Patients with Stage IV Colorectal Cancer

Variable Univariate analysis Hazard Radio 95% ClI Log-Rank test p-value Significance
n=112
Age. years
<70 1 0262 NS
>or=70 1.31(0.37-1.318)
Sex
male 1 NS
Female 1.41(0.58-1.73) 09874
Performance Status
01 1
2 1.202 (0.85-2.085) 0,142 Doubtful
Tumour related symptoms
Weight loss >10% 1.77 (0.31-2.87) 0,188 Doubtful
Bleeding 1.624 (0.56-1.85) 0,042 NS
Occlusion 1.891 (0.474-3.7) 0474 NS
Surgery of Primary Tumour
Yes 1
No 1.446 (0.042-2.754) 0,081 Significant
Location of Metastases
Liver 1.205 (0.58-2.33) 0.662 NS
Peritoneum 1.786 (1.60-2.41) 0.002 Significant
Lung 0.86(0.35-1.28) 0,160 NS
Lymph node 0.83(0.38-1.28) 0250 NS
Number of organs with metastases
1 1 0,008 Significant
2 or more 238(1.21-3.58)
Serum Levels
CEA (high) 1.19(0.44-1.78) 0,746 NS
LDH (high) 1.50(0.45-1.74) 0723 NS
Hemoglobine (low) 145(0.53-1.84) 0.001 NS
KRAS
Mutated 1.488 (0.58-2.11) 0726 NS
Bevaczumab treatment
Yes 1
No 1.321 (0.83-247) 0.180 Doubtful

This table provides the P-value of he statistician log-rank, for all predictive vanabies tested, and 3 qualtative evaluation of he resut:

pvaue

1. Signincant, If Inferior 10 0,1.
2. Doubthus If the pvalue Is supenior 00,1 but lower than 0,2.

3 (NS), If pvalue>0,2.

In this study we will use 0.1 35 3 significance threshaid. ARhough It is more common % use 0.05 Instead, this Is 3 convention, and we shoudn't forget at the Snal
purpose is 10 develop a multivartate mode, where 50me factors can play an Important foie athough they are not stongly significant on thekr own.

loss>10%, Primary Tumour not operated, Peritoneal
Carcinomatosis, 2 or more organs with metastases and
Not bevacizumab freatment), we conducted a
multivariate Cox analysis, with Enter method (every
vanable is infroduced). The results of this first approach
suggest that Peritoneal Carcinomatosis and 2 or more
organs with metastases should be the two only
varnables on the next analysis, which was a new Cox
regression with Enter method but with just those two
factors. According to multivariate Cox analysis, PC (HR

1.764, 95% CI 1.67-2.60, P= 0.017), and nuiti-organ
metastases (HR 1.438, 95% CI 1.13457, P = 0.02)
were independently associated with short-term OS
(Table 3).

Clinicopathological characteristics of patients by
presence of PC and single vs multi-organ metastases
are summarized in Table 4. There were not reached
significant differences in age, gender, Performance
Status, histology, KRAS mutation status or use of
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Table 3: Multivariate Analysis of Factors Associated with Overall Survival in Patients with Stage IV CCR

Variable Multivariate i p-value
Hazard Radio, c
Performance Status 2 1202 (044-22) 0.082
Weight loss >10% 1,787 (0285-2.07) 02
Primary Tumour not operated 1.438 (0.570-2.234) 0,730
Peritoneal Carcinomatosis 1.764 (1.67-2.60) 0.017*
2 or more organs with metastases 1438 (1.134.57) 0.02*
Not bevacizumab treatment 1.326 (0.68-2.49) 0418

Table 4: Clinico-Pathological Factors by Presence of Peritoneal Carcinomatosis (PC) and Multi vs Single-Organ

Metastases
Variable Peritoneal Non Peritoneal P value Multi-organ Single- P
Carcinomatosis Carcinomatosis metastases organ value
=24 (%) n=88 (%) n 52 (%) Metastases
n=60 (%)
Age, years (range) 62.3 (38-77) 86.5 (47-83) 0.867 67.5 (38-83) 68 (42-81) 0.827
Sex 0437 0327
Male 15 (62,5%) 51(57.8%) 33(834%) 33 (55%)
Female 9(37.5%) 37 (42%) 10 (36.6%) 27 (45%)
Performance Status 0.087 0250
01 16 (66.6%) 71(835%) 38 (76%) 40 (83%)
2 8(33.3%) 14 (16.5%) 12 (24%) 10 (17%)
Tumour related symptoms
Weight loss >10% 6(285%) 15(21.1%) 0320 12(20.2%) 9(17.6%) 0.142
Bleedng 4(19%) 31(43%) 0.038* 16 (38%) 18(372) 0552
QOcclussion 1(4.7%) 9(12.8%) 0281 2(4.8%) 8(15.6%) 0.091
Surgery of Primary Tumour 0482 0.105
Yes 14 (58.3%) 48 (54.5%) 25(48%) 37 (61.6%)
No 10 (41.7%) 40 (455%) 27 (52%) 23(38.3%)
Location of Metastases
Liver 13(54.1%) 76 (86.3%) 0.001* 41(78.8%) 43 (80%) 0532
Peritoneum 18 (34.6%) 6(10%) 0.002*
Lung 4(16.6%) 28 (31.8%) 0.112 20(55.7%) 3(5%) 0.001*
Bone 1(4.1%) 2(22%) 0519 2(3.8%) 1(1.6%) 0446
Lymph node 11(45.8%) 16 (18.1%) 0.007* 25 (48%) 2(3.3%) 0.001*
Number of Metastatic Locations 0.002*
1 6 (25%) 54 (61.3%)
2 or more 18 (75%) 34 (386%)
Serum Levels
CEA (high) 17 (772%) 50 (81.98%) 0417 37 (82.2%) 30 (70.5%) 0477
LDH (high) 5(416%) 27 (50.9%) 0208 15 (50%) 17 (48.5%) 0553
Hemoglobine (low) 0 (45%) 37 (56.9%) 0248 23 (57.5%) 23 (51.1%) 0.355
Grade of diferentiation 0.56 0254
1 5(25%) 10(18.1%) 7 (20.5%) 8(19.5%)
2 11(55%) 33 (89%) 24 (70.5%) 25 (60.8%)
3 4 (20%) 610.8%) 38.8%) 8(19.5%)
KRAS 0538 0.588
Mutated 7(20.1%) 35 (402%) 18 (34.6%) 24 (40.6%)
Wild-Type 9(375%) 31(356%) 18 (34.6%) 22 (37.2%)
Unknown 8(333%) 21(24.1%) 16 (27.1%) 13(22%)
scheme 0344 0234
FOLFOX/XELOX 15 (62.5%) 61(60.3%) 108 (36.6%) 17 (28.3%)
FOLFOX/XELOX-B 9(37.5%) 27 (30.7%) 33 (83.4%) 42 (71.6%)
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Figure 1: 1a. Kaplan-Meier survival curves according to Peritoneal Carcinomatosis. 1b. Kaplan-Meier curves according to muiti-

organ metastases. 1c. Kaplan-Meier curves according to number of risk factors O vs 1 vs 2.

bevacizumab between groups. Twenty-four patients
had PC at the moment of diagnosis. Median OS was
shorter in patients with PC as compared with those
patient without this condition (12 vs 27.0 months,
P<0.001) (Figure 4a). Fifty-two patients (46.4%)
presented metastases at two or more organs (multi-
organ metastases), and they showed a significantly
shorter OS compared with those with single-organ

metastases (14,6 vs 27 months, P=0.007) (Figure 1b).
Median OS for patients who did not present any
independent prognostic factor was 27.0 months (score
0), compared with 16.5 months for patients with one
(score 1), and 11.4 months for patients with both of
them (score 2) (log-rank P =0.001). Kaplan-Meier
curves for three groups are shown in Figure 1c.
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Twenty-one patients (18%) were candidates for
surgical metastasectomy after first line chemotherapy.
The rate was significantly higher in patients with single
vs multi-organ metastases (29.3 vs 9,7%, P=0.009),
lower in patients with PC vs those without PC (10.5 vs
2261, P=0.19), and higher in patients without any of
those factors, vs patients with one of them, and
patients with both (30.1 vs 11.1 vs 7.1%, P=0.038).
Median OS for patients treated with metastasectomy
has not been reached after a median follow up of thirty-
six months vs 20 months for rest of patients (P<0.001).

DISCUSSION

This retrospective study was designed to identify
predictive factors of short-term survival in patients
presenting de novo metastatic CRC with no indication
for a curative treatment, but receiving optimal
chemotherapy with fluoropyrimidine and oxaliplatin with
or without bevacizumab. Our results indicate that
presence of PC and multi-organ metastases are
independent predictors for a worse OS.

Our study, as the studies published to date that
explore predictive factors of survival, has a
retrospective nature and provides conflicting resuits.
Yun ef al. published data from a retrospective study
involving 503 patients with different stages of CRC that
underwent surgery, 376 of whom treated with palliative
intention. They found that potential predictors of
survival for the palliative operation group were CEA
level, tumour differentiation, resection of primary
tumour and treatment with chemotherapy; but for 131
patients with asymptomatic incurable disease, only
chemotherapy was related to OS [18]. This data can
hardly been compared with our results, since they
studied a more heterogeneous population, with patients
operated with different intentions (curative and
palliative). Moreover, not all of them were treated with
chemotherapy; what resulted in the only independent
factor related with survival in the stage IV incurable
population.

More recently, Mijamoto et al. published data from
161 patients freated in a single institution with
advanced CRC treated with first line systemic
chemotherapy. They observed that median OS was
higher for patients with single-organ metastases when
compared with those with multi-organ metastases (two
or more locations), while there was no significant
difference between patients with metastases in two
versus three or more organs. According to their
nultivariate analysis, left-sided location of the primary

tumour and RO resection of metastatic lesions were
independently associated with good prognosis. In this
study patients could have received chemotherapy with
S-fluorouracil, leucovorin with or without oxaliplatin or
innotecan, with or without bevacizumab or anti-
epidermal growth factor receptor (EGFR) antibodies,
and 34% of them were suitable for metastasectomy
after chemotherapy ftreatment In their cohort of
patients 18% of patients had peritoneal metastases
(31% in the group of muiti-organ metastases versus
6% in single-organ metastases subpopulation), but this
factor was not related with OS in the univariate analysis
and was not included in the multivanate analysis. It
should be pointed out that 50% of patients did not
receive targeted therapies combined  with
chemotherapy as firstline treatment, what is a lower
rate than in our population (76%); and that they did not
communicate data from others possible prognostic
factors such as CEA serum levels or KRAS mutations
that could also play a role in this sefting. Again, all this
heterogeneity in clinical and pathological
characteristics makes very difficult the comparison of
the results.

Our study is focused on a more homogeneous
cohort of patients, all of them with inoperable
metastatic disease at diagnoses, and all of them
treated with optimal first line chemotherapy regimens;
reported resuits should be therefore only considered for
patients in this situation. Nevertheless, our analysis
point out multi-organ metastatic affection as an
independent prognostic factor for OS. The difference
(14 vs 27 months) is smaller than the reported by
Miyamoto et al. (19.2 vs 42 months), probably due to
the fact that in their cohort of patients 55% with single
organ metastases were candidates for RO
metastasectomy vs only 18% in our study. The
importance of surgical resection of metastases in stage
IV CRC has been widely studied, and nowadays it is
considered the gold standard for patients who are
candidates for a complete resection of all metastatic
sites. Chua et al. reviewed the outcomes of 1142
patients with colorectal liver metastases after
hepatectomy and extrahepatic disease resection [19,
20] and they found a median OS of 30 months, and
median PFS of 12 months, with a S-year survival rate
of patients with RO hepatectomy of 25%, confiming
that this procedure, when feasible, offers the most
definitive treatment and achieves the longest survival
rates for patients with advanced CRC. All our patients
were considered to have inoperable metastases at
diagnoses, and proposed for first line palliative
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systemic chemotherapy. The aim of our study was to
evaluate possible factors to predict patients outcome in
this setting, and we decided not to include in the
analysis furthers interventions such as surgical
metastasectomy or second line chemotherapy
treatments that patients might received further in their
evolution. It is important to point out that even in
patients considered by their clinicians to be inoperable,
a considerable percentage (18%) could benefit from a
radical treatment after systemic chemotherapy, mostly
patients without PC and with single-organ metastases,
what has undoubtedly influenced in our results, since
this factor appears to be the strongest predictor of
survival for patients after treatment.

In the other hand, PC has historically been
associated with worse outcomes in terms of OS, PFS
and treatment efficacy [21]. In addition, these patients
suffer more frequently tumor-related symptoms such as
abdominal pain, bowel occlusion and nausea and
vomiting [22]. Our results suggest that this is sfill true in
the era of modem therapies, and that in spite of the
new chemotherapy regimens and the addition of
targeted therapies such as bevacizumab, this factor
remains important and predicts worse outcome for
patients with advanced CRC. During the last years an
important amount of clinical evidence has appeared,
showing the role of peritoneal cytoreductive surgery
with hyperthemmic intraperitoneal chemoperfusion to
improve survival of these patients [23,24). Verwaal ef
al. [25] published data from a prospective randomized
study were 105 patients were assigned to a systemic
chemotherapy freatment with or without peritoneal
cytoreduction surgery; they observed a significant
difference in OS favouring the surgery arm (21.6 vs
12.6 months). Though it is frue that this study was
realized with suboptimal chemotherapy regimen, and
before the incorporation of monoclonal antibodies
targeting angiogenesis or the EGFR, we think that
peritoneal cytoreductive surgery must be considered as
an important option to improve outcomes in patients
with PC, and must be integrated in the managing of the
disease, as complementary procedure to systemic
treatments.

In summary, these findings suggest that presence
of PC and multi-organ metastases at the moment of
advance inoperable CRC diagnosis, are independently
related with worse OS, and they predict as well a lower
probability of making the patient candidate for
metastatectomy after systemic treatment. Further
efforts should be made to study the associations

between prognostic factors and CRC biology
behaviour.
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Abstract: Purpose: To analyze the impact of primary tumour resection on treatment outcomes in patients with advanced
colorectal cancer (CRC) and inoperable metastases at diagnosis in combination with optimal systemic therapy.

Methods: A retrospectve was camed out in four hospitals in Val Spain) including all consecutive patients
dag\osedbetvem1mand12mmd";d\n\eed 3 mn:pgrwle)nﬁasgsmdlreaﬁedmma

menmmwmmamwm) Treatment
outcomes were compared between patients undergoing or not primary tumour resection.

Results: A total of 112 patients met inclusion criteria: 62 patients underwent resection of the mmou' Group 1)
aidmmumdwﬂmxclaved\enwm (Group 2). Gobily palemsmguqﬂpesem

Fatgﬁve and 31 (62%) pabents recewved with bevauzund) respectively.
Responseraewae 7%nGrot)p a|d56& éru.pz There were no significant differences between the
two groups in PFS (12 vs. 10 months; p =0.11) and OS (27 vs. 22 months; p01)Bregnensweased0m(73%vs
42%: p =0.003) and PFS (12 vs. 11 months; p = 0.019) but not OS. Complications were higher in the group of patients
without primary tumour resection, particularly when associated to B regimens.

Conclusions: Primary tumour resection offers no survival gain for patents with advanced CRC and inoperable
metastases. Benefits of adding Bevaczumab to standard chemotherapy were similar in both groups, but it increases the
risk of complications in non-rzgeetedpabems

Keywords: Primary Tumour Resection, Advanced Colorectal Cancer, Metastases, Survival, Bevacizumab.

INTRODUCTION

In Western countries, approximately 20% of patients
with colorectal cancer (CRC) present advanced
disease stage at diagnosis [1-3]. The standard
approach for advanced CRC with inoperable
metastasis has been systemic treatment with
chemotherapy for over 40 years. Initially S-fluorouracil
(5-FU) which provided response rates of 10-20% as a
single agent [4], followed by combinations with
oxaliplatin that increased both response rates and
overall survival (OS) [5], and finally with the addition of
Bevacizumab (Avastn®) a humanized monocional

"Address commespondence 1 this author at e Sarvico Oncologla Medica,
Hospital Amau de Vilanova de Viaiencla, Spain; Tel: 633307255,
Fac 953367700; E-mall: [aviergardenogueral ggmall.com

ISSN: 1927-7210 1 E4SSNC 1927-722913

antibody that inhibits vascular endothelial growth factor,
a key mediator of angiogenesis [6-8], that has shown in
several randomized clinical trials benefit when it is used
in combination with various standard chemotherapy
regimens [9-12]. The combined use of XELOX-
bevacizumab provides a median progression free
survival (PFS) of 9.4 months and a median OS of 21.3
months [12], and this combination is currently the most
commoenly used first-line treatment regimens in patients
with advanced CRC.

Despite new advances in chemotherapy, surgery
remains an important treatment option for advanced
CRC, especially since it offers a curative option for
select groups: patients with metastatic disease
confined to a single organ, patients with a local

© 2013 Uifescience Global
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recurrence only or patients with limited intra-abdominal
disease. In such cases, an aggressive and multimodal
management integrating both surgical resection and
systemic chemotherapy treatment allows achieving
long-term surviving rates of 50% [13]. Furthermore,
surgical resection is the palliative treatment of choice
for patients with symptomatic primary tumours that
result in bowel obstruction or severe gastrointestinal
bleeding, even in patients who are not candidates for
metastatic resection.

The most controversial indication for surgery arises
in those cases in which the patient has unresectable
metastatic disease and an asymptomatic primary
tumour. In such cases, the risk-benefit ratio of the
primary tumour resection must be evaluated carefully.
The role of surgery in these cases is controversial,
some authors have noted that the initial resection of the
primary tumour may slow the progression of the
disease and have a favourable impact on patients’
survival [14-17], whereas other studies involving
patients treated with modem chemotherapy
combinations found no differences in OS rates between
patients with primary tumour resection and without
surgery [18-20]. There is concem about the increased
risk of tumour complications in non operated patients
such as bowel obstruction, perforaton or
haemorrhages, specially with addition of bevacizumab.
Results of a phase Il study conducted by the National
Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP
C-10) involving 86 patients with advanced CRC without
primary tumour resection and treated with FOLFOX
and bevacizumab [21], has shown a morbidity rate
higher than 16% in this patients, with 12% of patients
requiring surgery during the treatment (8 for bowel
obsfruction, 1 for perforation, and 1 for pain), and
yielding a median survival time of 19.9 months.

The main objective of our study was fto
retrospectively analyze the impact of primary tumour
resection on the overall survival of advanced CRC
patients with inoperable metastases treated with
fiuoropyrimidine and oxaliplatin combination
chemotherapy regimens (with or without bevacizumab).
As secondary objectives, we intended to analyze the
safety of the chemotherapy schedules; the rate of
major complications resulting from resection and the
rate of complications related the primary tumour in
those patients who were not operated.

MATERIALS AND METHODS

This was a multicenter and retrospective study of
patients with advanced CRC at diagnosis and freated

with fluoropyrimidine and oxaliplatin combination
chemotherapy regimens (with or without bevacizumab),
at four different hospitals in Valencia (Spain).

Patient Characteristics

The medical records of patients diagnosed with
advanced CRC were reviewed. Patients presented
pathology-confirmed colorectal adenocarcinoma and
were treated between January 2009 and December
2012 with a first-line chemotherapy regimen involving
FOLFOX or XELOX in combination (or not) with
bevacizumab.

Treatment and Follow-Up

All enrolled patients were freated with fluoropyn-
midine and oxaliplatin combination chemotherapy
regimens (with or without bevacizumab). A complete
review of the medical history and baseline measures of
the tumour before the ftreatment beginning were
performed to evaluate the patients. The diagnosis and
treatment evaluation was camed out with computed
axial tomography. Analytical data was also collected
before the treatment beginning, including hematologic
cell counts, lactate dehydrogenase (LDH) and
carcinoembryonic antigen (CEA) levels.

Treatment toxicity was assessed according to the
criteria published by the National Cancer Institute
Common Toxicity Criteria (NCI-CTC) version 2.0.
Tumour response was evaluated according to RECIST
criteria. OS was calculated as the time elapsed from
diagnosis to the date of death, and PFS as the time
elapsed from the start of treatment to the documented
date of disease progression.

Major primary tumour complications were
considered those requiring new surgical intervention,
discontinuation of chemotherapy or those that resulted
in the patient's death.

Statistical Methods

All statistical analyses were performed using the
SPSS statistical package version 8.2. A descriptive
statistics analysis, including measures of central
tendencies and dispersions of quantitative variables, as
well as absolute and relative frequencies for categorical
variables, was also camied out. T-test was used to
compare two independent samples of continuous
variables. The chi-square test was used to compare
two or more independent groups of subjects with
respect to a given categorical vaniable. Survival curves
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were estimated using the Kaplan-Meier method, and
then compared using the log rank test.

RESULTS

Patient Characteristics

We found 112 patients with advanced CRC at
diagnosis and freated with fluoropyrimidine and
oxaliplatin combination chemotherapy regimens
(XELOX or FOLFOX) with or without bevacizumab in
our medical records. Sixty-two patients (55.3%)
underwent resection of the primary tumour prior to
chemotherapy treatment (Group 1). The remaining 50
(44.7%) patients did not undergo surgery and received
only chemotherapy as firstdine freatment of the
advanced disease (Group 2).

Patient's characteristics are summarized in Table 1.
The median age of the total population was 68 years
(67.5 in Group 1 vs. 695 in Group 2). The rate of
patients over 70 years in Groups 1 and 2 was 33% vs.

S0%, respectively (p= 0.063). Differences were also
observed between groups with regard the proportion of
women enrolled (33% vs. 55%, p= 0.025), of patients
with weight loss higher than 10% (3% vs. 34%, p=
0.019) and of patients with high CEA levels at
diagnosis (71% vs. 90%, p= 0.018).

Treatment

In Group 1, 45 out of 62 patients (72.5%) received
chemotherapy in combination with bevacizumab (14
with FOFLOX-B and 33 with XELOX-B), the remaining
(17 patients) received chemotherapy without
bevacizumab (3 with FOLFOX and 14 with XELOX). In
Group 2, 31 (62%) patients received chemotherapy
with bevacizumab (13 with XELOX-B and 18 with
FOLFOX-B), and 19 patients (38%) received
chemotherapy without bevacizumab (7 with FOLFOX
and 12 with XELOX).

In the total population, 101 patients were evaluated
for response: 58 in Group 1 and 43 in Group 2. The

Table 1: Demographic and Clinical Data at Baseline in the Study Population
el Tt

| Age (years), median 875 605

| Age >T0 years I 21/62 (23%) | 25/50 (50%) | 0.063

| Gender, (Male vs Female) | 31/62 (50%) vs 31/82 (50%) | 35/50 (70%) vs 15/50 (30%) | 0.025*

| PSO-1 | 52161 (85.2%) | 25/43 (72%) | 0.080

| HT at diagnoss | 25/55 (45%) | 18/43 (41%) | 044

| Weight loss >10% | 7151 (13%) I 14/41 (34%) | 0.01¢*

| Rectal bleeding | 17151 (33%) | 18/42 (42%) | 023

| Occlusive Symptoms | 251 (15%) | 241 (4.8%) | 0.09

| Metastatic Sites >1 | 37/62 (50.8%) | 2350 (48%) | 0.1

| High CEA levels | 37152 (71%) | 33/42 (90%) | 0.018*

| Anaemia | 2244 (52%) | 2341 (56%) | 044

| High LDH levels | 13734 (38.2%) | 1731 (81%) | 0054

| Chemotherapy with BEVACIZUMAB | 44/62 (70.9%) | 31/50 (82%) | 021

| KRAS mutation | 24/38 (66%) | 11/20 (55%) | 03
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Table 2: Treatment Response According to the Primary Tumor Resection and Bevacizumab Use
. No primary
Primary tumour . Chemotherapy + Chemotherapy -
Response resection (n=58) “m‘r":'z)m bevacizumab (n=66) bevacizumab (n=35)
Complete Response 2(34%) 1(2.3%) 3(45%) 0(0%)
Partial Response | 7 (83%) | 23 (46%) 45 (88.1%) | 15 (42.8%)
Stable Disease | 13 (224%) | 10(23.2%) 13 (10.6%) | 10 (28.5%)
Progressive Disease | 6(10%) | 0(20%) 5(7.5%) | 10 (285%)
p value | 0.16 0003

response rate in Group 1 was 674% [2 Complete
Response (CR), 37 Partial Response (PR), 13 Stable
Disease (SD), 6 Progressive Disease (PD)], compared
with 55.8% Group 2 (1 CR, 23 PR, 10 SD and 9 PD),
the differences were not statistically significant (p=
0.16) (Table 2).

Of the 101 patients who were evaluated for
response, 66 received chemotherapy  with
bevacizumab and 35 received chemotherapy without
bevacizumab. The response rate in the bevacizumab
group was 72.7% (3 CR, 45 PR, 13 SD and 5 PD),
compared to 42.8% in the group without bevacizumab
(0CR, 15 PR, 10 SD and 10 PD, P=0.003) (Table 2).

Overall Survival and Disease Progression-Free
Survival

Median OS in Group 1 was 27 months, and 22
months in Group 2 (p= 0.1). The PFS was also higher
in Group 1, although the difference was not statistical

Pravary Jamosr resechon
N Ll

4 -

Protability of Suraval (%)

e

Northe
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significant either (12 vs. 10 months, p= 0.11) (Figure
1).

Median OS in patients treated with chemotherapy
and bevacizumab was 27 months compared with 17
months in patients treated with chemotherapy without
bevacizumab (p= 0.108). PFS was significantly higher
in patients treated with bevacizumab (12 vs. 11
months, p= 0.019) (Figure 2).

In Group 1, patients freated with chemotherapy in
combination with bevacizumab achieved a median OS
of 27 months, compared with 15 months in patients
treated with chemotherapy without bevacizumab.
Similarly, in Group 2, patients freated with
chemotherapy with bevacizumab achieved a higher
median OS than patients freated with chemotherapy
without bevacizumab, but differences were not
statistically significant (27 vs. 20 months, p= 0.11)
(Figure 3).
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Figure 1: Overall survival (A) and progression-free survival (B) according to primary tumour resection.
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Figure 2: Overall survival (A) and progression-free survival (B) according to the use of bevacizumab.
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Figure 3: Overall Survival according to bevacizumab use in patients with pimary tumour resection (A) and without primary

tumour resection (B).

Complications Related to the Primary Tumour or
Postoperative

Nine patients suffered major complications resulting
from the primary tumour or after the surgery. Eight of
these patients belonged to Group 2: 2 patients died
from an abdominal perforation, 2 from a bowel
obsfruction, 4 experienced severe bleeding (resulting in
death in 3 of the 4 patient). One patient in Group 1 died
8 weeks after the surgery due to an abdominal sepsis
and after receiving the first cycle of chemotherapy. The
major complication rate was 16% (8/50) in Group 2 vs.
1.6% (1/62) in Group 1 (p= 0.007).

Of the 8 patients in Group 2 with a major
complication resulting from the primary tumour, 6 were
received bevacizumab. The rate of major complications

in Group 2 ftreated with bevacizumab was 19.3%
(6/31), compared to 0% in Group 1 (p= 0.004). No
differences in the major complication rate was
observed between patients of Group 1 and Group 2
who did not receive chemotherapy with bevacizumab:
5.5 vs. 10.5%, respectively (p=0.521).

Toxicity and Adverse Effects of Chemotherapy

Toxicity after chemotherapy is summarized in Table
3. In the total population, the rate of patients who
required a delay in chemotherapy treatment was
38.4%, while the dose was reduced due to toxicity in
32% of patients. The most common toxicity was
neuropathy, presented in 34.8% of patients (G3-4
89%), and followed by gastrointestinal toxicity
presented in 26.3% of patients (3.6% G34). Two
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Table 3: Toxicity After Chemotherapy
Total Primary tumour resection Bevacizumab
Yes NO Yes NO
G1-2 G34 G1-2 G34 G1-2 G34 G1-2 G34 G1-2 | G4
Anaemia % 1% 7.8% 1.8% 105% 0% 12% 17% 0.6% 0%
Neutropenia T2% 54% 38% 398% 15.7% 10.5%" 86% 51% 0.6% | 6%
Thrombocytopenia 36% 27% 1.8% 1.8% 78% 52% 1.7% 34% 06% | 32%
Febrile neutropenia 1.8% 38% 0% 34% 0%
Neuropathy 25.9% 8.9% 40.3% 15.3% 205% 51%° 31.8% 13.3% | 32.2% | 64%
Gastrointestinal 27% 38% 204% 58% 28.9% 28% 4% 51% | 19.3% | 32%
Vomiting 6.3% 27% 1.7% 58% 54% 0% 12.2% 35% 0% 32%
Renal 1.8% 0% 38% 0% 0% 0% 0% 0% 64% 0%

3ssessad according o the oriterla pubiished by the National Cancer Insttute Common Toxicity Criteria (NC-CTC) vession 2.0: Grade 0: none;

Treament toxicity

Grade 1: miki; Grade 2: moderate; Grade 3: severe; Grade 4:

*p=0.043, *p=0.003.

patients were hospitalized due to febrile neutropenia
(1.8%). The frequency of other G3-4 toxicities was:
neutropenia 54%, vomiting 2.7%, and
thrombocytopenia 2.7%. Patients in Group 2 suffered a
significantly higher incidence of G3-4 neutropenia
compared with Group 1 (10.5 vs. 3.9%, p= 0.043),
whereas patients in Group 1 presented a higher rate of
neuropathy G3-4 (153 vs. 5.1%, p= 0.003). No
significant difference in the incidence of toxicity was
observed in patients with chemotherapy in combination
with bevacizumab compared fo patients with

Nine patients discontinued treatment with
bevacizumab due to side effects related to the drug: 3
patients developed deep vein thrombosis in the lower
limbs, 2 pulmonary embolisms, 2 uncontrollable
hypertension with conventional antihypertensive drugs,
1 rectal bleeding and another had adverse reaction
during drug infusion. The rate of complications
requiring bevacizumab discontinuation was 12% (9/75).

DISCUSSION

This retrospective study was designed to assess the
impact of primary tumour resection in survival and
tumour related events among patients presenting the
novo metastatic colorectal carcinoma (CRC) with no
indication for a curative approach but receiving optimal
palliative chemotherapy. Our study did not found
significant differences in terms of response rate, PFS,
or OS according to the resection of the primary tumour.

Our study, as the studies published to date that
explore the benefit of primary tumour surgery, has a

retrospective nature and provides conflicting results.
Cook et al. published data from a retrospective study
involving over 26,000 advanced CRC patients treated
between 1988 and 2000, 66% of them with primary
tumour surgery. Patients who underwent surgery were
younger (median, 67 vs. 70.3 years), with lower rate of
peritoneal carcinomatosis and rectal carcinomas. Such
patients had higher median OS and one-year survival
rate (46 vs. 11%). However, no information is provided
on the existing symptoms prior to surgery, or types of
chemotherapy administered or number of metastatic
sites involved [15]. Likewise, Karoui ef al. published a
multicentre study involving 208 asymptomatic patients
with advanced CRC treated in France between 1998
and 2007. Eighty-five patients with surgery presented a
median OS higher than the non-surgery group (31 vs.
22 monthg) [17]. More recently, Venderbosch ef al.
have reported the results of a retrospective analysis of
847 patients included in the phase Ill CAIRO and
CAIRO2 studies with 547 patients with primary tumour
resection. The authors found an increase in both PFS
and OS in patients who underwent surgery [22]. Finally,
in the 2012 meeting of the American Society of Clinical
Oncology (ASCO), Faron ef al. presented data of 810
patients (478 with surgery and 332 without surgery),
and the preliminary results were consistent with
previous studies that observed higher survival rates in
patients with surgery of the primary tumour [23].

As expected, patients undergoing tumour resection
presented slightly better characteristics, with a lower
median age, better performance status, less weight
loss, lower proportion of patients with high CEA level,
and higher exposition to bevacizumab. Our study, like
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other refrospective series can not rule out this. A
favourable trend was found in patients who underwent
resection of the primary tumour in these three variables
(rates of response 67.4 vs. 55.8%, PFS 12 vs. 10
months, and OS 27 vs. 22 months). These differences
suggest the existence of different patient profiles that
may influence the primary tumour surgery indication.

On the other hand, Poultsides et al. reported the
results of a study involving 233 consecutive advanced
CRC patients enrolled between 2000 and 2006 with
combined chemotherapy regimen with 5-FU with either
innotecan or oxaliplatin in combination or not with
bevacizumab, and without primary tumour resection.
Only 7% of the patients needed emergency surgery for
complications related to the primary tumour, another
4% required local intervention (radiation or a stent
placement), while the remaining 89% did not need any
type of intervention. The authors concluded that for
advanced asymptomatic CRC patients the palliative
surgery of the primary tumour could be avoided if
patients are ftreated with modem combination
chemotherapy regimens [24). Similarly, McCachill et al.
published the results of a prospective phase |l clinical
trial that investigated the combined use of FOFLOX-
bevacizumab in advanced CRC patients without
surgery. They found that the 86 patients included in the
trial had a median survival time of 19.9 months, with a
rate of major complications related to the primary
tumour requiring surgery of 14%, and with a mortality
rate of 2.3% [21]. Finally, a Cochrane review of 7
recently published randomized studies including a total
of 1086 patients, concluded that the primary tumour
resection is not consistently associated with an
improvement in OS nor significantly reduces the risk of
complications such as bowel obstructions, intestinal
perforations or gastrointestinal bleeding [25). Since
none of these studies assessed the potential effects of
chemotherapy on disease evolution or confrolled all of
the possible likely confounding variables, we should
wait for the results of future randomized clinical trials to
obtain a better understanding of the real benefits that
primary tumour resection offers to such patients.

As a secondary objective of our study, we found a
16% of complications resulting from the primary
tumour. It is noteworthy that the incidence of
complications among bevacizumab-treated patients
was significantly higher in patients without surgery
(19.3% vs 0%). The fact that among patients treated
only with chemotherapy no differences were observed
in the rate of complication between patients with and
without surgery suggests that bevacizumab may be an

important risk factor for patients treated without primary
tumour resection. The complication rate in our study is
comparable to those previously published: Scheer ef al.
reported an intestinal occlusion rate of 13.9% and a
bleeding rate of 3% in non-surgery patients [26];
Scoogins et al. reported an bowel obstruction rate of
9% [18]; Pultsides et al. found a 11% of cases with a
type of obstruction or perforation requiring some type of
local treatment [24]; and finally in the study by
McCachill ef al., which included both patients with
surgery and with chemotherapy regimen with
bevacizumab, the rate of complications related to the
primary tumour was very similar, 14% [21], although
the mortality rate was 2.3%, much lower than in our
study. Differences in the clinical characteristics of
patients (younger, with better PS and lower rates of
comorbidities) and the fact that patients were
participating in a clinical trial that encouraged more
aggressive salvage surgical interventions could explain
the differences between the results. Moreover, the nisk
of post-operative complications associated with the set
of antiangiogenics drugs such as bevacizumab is
known and has been previously described in surgical
interventions for CRCs [27].

Only one patient with primary tumour resection
suffered a surgery major complication (onset of
abdominal sepsis after the first cycle of chemotherapy)
representing 1.6% of the patient population. These
data are below of the previously published rates of
morbidity and mortality, which ranged approximately
20-30% and 1-6%, respectively [14, 18 and 28].
However, it is difficult to assess the real rate of surgical
morbidity and mortality in our study because our
eligibility criteria focused our analysis sfrictly on
patients who had received chemotherapy, and it is
possible that other patients that initially underwent
surgery might have had complications that would have
barred them from receiving a chemotherapy regimen
and, therefore, excluding them from our analysis.

Chemotherapy with bevacizumab was significantly
associated with higher rates of response and PFS, and
although differences in OS did not reach statistical
significance we also observed a positive trend in favour
of this combined treatment strategy. The benefit of
adding bevacizumab was evident in both groups, which
is consistent with previously published data [12, 21 and
24], and toxicity results in our study are also consistent
with other studies. No significant differences were
observed between groups or according to bevacizumab
use.
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CONCLUSIONS

In conclusion, data from our study suggest that the
resection of the primary tumour offers no benefits for
patients with advanced CRC and inoperable
metastases. Moreover, we observed that the benefits
associated with the addition of bevacizumab to
chemotherapy with fluoropyrimidines and oxaliplatin
were no different between patients with and without
resection. In patients without resection, we detected a
significantly increased risk of complications. Therefore,
caution must be exercised in the use of these drugs
and patients should be carefully evaluated prior to the
administration of such treatment. All the data currently
available come form refrospective studies with
important selection criteria biases that hamper to
determine the real impact of the primary tumour
resection on the evolution of patients with advanced
CRC and inoperable metastases. Thus, the results of
ongoing randomized and prospective studies are
needed to clarify this issue.
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