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V. DISCUSION

V.| MMP-7 COMO FACTOR PRONOSTICO EN CANCER

COLORRECTAL RESECABLE

Este es el segundo trabajo presente en la literatura en el que se evalla el papel
de MMP-7 en sangre periférica como factor prondéstico en cancer colorrectal, y
el primero que se realiza en pacientes tratados con intencién curativa.
Previamente se habia evaluado esta determinacion en pacientes
diagnosticados cancer colorrectal metastasico; trabajo en el que también
colaboré el doctorando (Maurel et al., 2007) y que fue la primera aplicacion de
la determinacién de MMP-7 en sangre periférica como potencial biomarcador

en cancer.

Los resultados obtenidos lograron demostrar la hip6tesis de trabajo y cumplian
los objetivos del estudio. En esta serie de pacientes que se sometieron a
cirugia con intencion curativa, MMP-7 fue un biomarcador pronéstico
independiente para la supervivencia global y la supervivencia libre de
enfermedad. De manera adicional, se objetivé que el prondstico de los
pacientes que presentaron recidiva tumoral era significativamente peor si
presentaban MMP-7 elevada. Es importante destacar que la gran mayoria de
recidivas sucedieron pasados varios meses, o incluso afos, desde la

determinacién sanguinea de MMP-7.
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V. DISCUSION

Aungue parecia existir una asociacion entre la concentracion elevada de MMP-
7'y el porcentaje de recidiva y el tiempo a la progresion tras la recidiva, el
andlisis estadistico no fue capaz de demostrar diferencias significativas en
estas variables (P=0.084 y P=0.065 respectivamente). El nUmero de pacientes
analizados por presentar progresion de la enfermedad fue muy reducido (26 y
16 pacientes respectivamente), por lo que es posible que no se alcanzara la

significacion estadistica por una falta de potencia en el analisis.

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron reproducidos posteriormente
por otro grupo de investigadores, mostrando nuevamente el papel de MMP-7
en sangre como factor prondstico en cancer colorrectal no metastasico
(Pryczynicz et al., 2013). Asimismo, la metodologia de este articulo ha sido
aplicada en otros tipos de neoplasias, demostrando que la concentracion de
MMP-7 en sangre puede ser un biomarcador prondstico en cancer de ovario
(Acar et al., 2008), préstata (Szarvas et al., 2011), vejiga (Szarvas et al., 2010)
o pancreas (Fukuda et al., 2011). Ademas, los valores plasmaticos de MMP-7
demostraron ser Utiles para monitorizar la eficacia del tratamiento
guimioterapico en pacientes con cancer colorrectal avanzado (Gallego et al.,

2009).

La indicacion de tratamiento adyuvante tras reseccion de tumores clasificados
como estadio Il (tumores que superan la capa submucosa pero no presentan
afectacién de nodulos linfaticos) es controvertida. El riesgo de recidiva en estos

pacientes es inferior a los clasificados en estadio Ill, en los que la quimioterapia

104
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ofrece un beneficio claramente definido. En este estudio, los pacientes estadio
Il con MMP-7 elevada y los pacientes estadio 11l con MMP-7 reducida
presentaron una supervivencia muy similar. La concentracion plasmética de
MMP-7 podria ser util para discriminar los pacientes estadio Il con peor
prondstico y que, por tanto, podrian tener un mayor beneficio del tratamiento

adyuvante con quimioterapia.

Este estudio se desarroll6 antes de la implementacién de varios avances
importantes en el tratamiento del cancer colorrectal, como la combinacion de 5-
fluorouracilo, oxaliplatino y acido folinico como tratamiento adyuvante de
eleccion o la terapia con anticuerpos monoclonales en enfermedad
metastasica. Es por ello que los resultados obtenidos, incluyendo los de
supervivencia tras la recidiva tumoral, deben ponerse en el contexto terapéutico

del momento en el que se inici6 el estudio.

Los resultados de este trabajo deben ser confirmados y validados antes de
definir claramente su validez y aplicabilidad a la practica clinica habitual. Los
pacientes evaluados en el trabajo cumplian unos minimos requisitos de
inclusion, por lo que existe gran heterogeneidad en posibles factores de
confusién como edad, comorbilidades o terapia farmacolégica habitual. Estos
factores no pudieron ser controlados en su totalidad dadas las caracteristicas y
el disefio del estudio. Por otro lado, los valores de MMP-7 utilizados para

clasificar los pacientes fue el de la mediana obtenida en nuestra cohorte de
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pacientes. Por tanto, la utilizacion de este valor fue una aproximacion

experimental valida pero arbitraria para su aplicabilidad.

Para poder validar MMP-7 como factor prondéstico independiente seria
necesario introducir su determinacion en un ensayo clinico prospectivo, en el
gue los pacientes reclutados estan sujetos a criterios estrictos de inclusion y la
poblacidén resultante es homogénea. En este sentido, el andlisis del ensayo
ROTG 9074 de tratamiento adyuvante en pacientes intervenidos en cancer de
pancreas demostro que la presencia de MMP-7 elevada es un biomarcador de
resistencia al quimioterapico gemcitabina; y que unicamente los pacientes que
presentan MMP-7 reducida se beneficiarian de este tratamiento (Heestand et
al., 2014). Esta metodologia de validacion se esta aplicando también para
confirmar el papel de MMP-7 como marcador cancer colorrectal metastasica
(Maurel et al., 2011) y es de esperar que los resultados de este proyecto

puedan confirmarse en un futuro con otro estudio aleatorizado.

Las causas por los que la presencia de MMP-7 pueden conferir un peor
prondstico en estos pacientes es desconocida. En nuestro estudio, la elevacion
plasmatica de MMP-7 definia un subgrupo de pacientes en los que la recidiva
tumoral aparecia antes y, tras dicha aparicion, la enfermedad presentaba
mayor agresividad. Correlacionando estos datos con los efectos conocidos de
MMP-7 se pueden definir algunas hipotesis sobre el mecanismo bioldgico: es
posible que MMP-7 favorezca la transicion epitelio-mesénquima en las células

tumorales; truncando la E-cadherina celular o facilitando la migracién celular
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mediante la degradacion de la matriz extracelular; o bien, otro posible
mecanismo podria ser el enriquecimiento de factores de crecimiento al alcance
de los receptores de membrana, tanto de las células tumorales como de las
células de estroma, induciendo asi la proliferacién tumoral y la generacion de

angiogénesis.

Los datos epidemiolégicos obtenidos en este trabajo y en otros sobre la
expresion de MMP-7 en cancer conllevan que pueda ser considerado una
posible diana terapéutica. Se han evaluado ya algunos inhibidores de
metaloproteinasas en el tratamiento del cancer, como el marimastat, pero todos
ellos no demostraron beneficio clinico y si toxicidad grave (Sparano et al.,
2004), por lo que es necesario ampliar el conocimiento del mecanismo
biolégico de MMP-7 en la aparicion y evolucién del CCR y plantear el desarrollo
de nuevos farmacos. Los pacientes diagnosticados de cancer colorrectal
desarrollan inmunoglobulinas G especificas contra MMP-7 (Broussard et al.,
2013) y ademas MMP-7 es sintetizada directamente por las células tumorales.
Por lo tanto, una posible estrategia terapéutica seria el desarrollo de vacunas
terapéuticas usando MMP-7 como antigeno, de manera analoga a lo realizado

en otras patologias tumorales (Kantoff et al., 2010).

En resumen, la determinacién de MMP-7 plasmatica es un biomarcador
prondéstico en pacientes con cancer colorrectal localizado tributarios de
tratamiento con intencion curativa. Ademas, esta proteina podria ser de utilidad

para la toma de decisiones clinicas, como la de administrar tratamiento
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adyuvante tras la deteccion de pacientes con especial mal prondstico.
Finalmente, MMP-7 podria ser una diana terapéutica de interés en el cancer

colorrectal.
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V.l DETERMINACION DE EVENTOS GENETICOS EN

PACIENTES RESISTENTES A CETUXIMAB

Estudiar los cambios genéticos que se producen en los tumores tras la
progresion a tratamientos dirigidos sobre dianas moleculares es una
herramienta Gtil para conocer los mecanismos de resistencia y desarrollar
tratamientos que sean clinicamente eficaces en esta situacion clinica. En este
trabajo se realiza un amplio andlisis para determinar mecanismos de
resistencia a cetuximab. Este andlisis es el mas completo y abarca mayor

namero de pacientes de todos los publicados hasta el momento.

Este estudio intenta reflejar la practica rutinaria para evaluar la aplicabilidad de
analisis genéticos en este contexto. Los pacientes incluidos son muy
heterogéneos, tanto en caracteristicas demograficas, como en las
caracteristicas biolégicas de la enfermedad y en los tratamientos recibidos.
Esta variabilidad es un reflejo de la diversidad de casos que pueden aparecer
en la practica clinica habitual. Los esquemas terapéuticos administrados se
basaron en el protocolo de tratamiento de la institucién y la decision del médico

responsable.

Las mutaciones en la familia de genes RAS han demostrado conferir
resistencia primaria a los anticuerpos anti-EGFR. En este proyecto

identificamos las mismas alteraciones genéticas como los eventos mas
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prevalentes tras la adquisicion de resistencia adquirida a esta terapia. Las
mutaciones de RAS mayoritarias en la poblacion de cancer colorrectal son las
gue se presentan en el codon 12 y 13 del gen KRAS. En este trabajo se
describe una proporcion diferente de mutaciones tras el tratamiento con
cetuximab; presentando mayor prevalencia mutaciones menos frecuentes. Esto
pudiera ser causado por un mecanismo de seleccidén de la muestra dado que la
mayoria de los pacientes fueron tratados cuando el analisis mutacional se
restringia al exén 2 de KRAS. Por otro lado, en este proyecto se describe por
primera vez la presencia de mutaciones en los genes NRAS como eventos
moleculares que surgen tras la progresion a cetuximab. En base a estos
resultados, se puede proponer que la adquisicion de mutaciones en los genes
RAS podria ser, al igual que en el caso de la resistencia primaria, el principal
mecanismo de resistencia a cetuximab en pacientes inicialmente sensibles a
este tratamiento. En la misma direccion a este trabajo, dos publicaciones
previas en las que se analizaban mutaciones de KRAS sobre 28 y 21 pacientes
respectivamente proponen también que éstas pudieran ser una causa de

progresion a tratamientos contra EGFR (Diaz et al., 2012; Misale et al., 2012)

Por otro lado, es de destacar otro potencial mecanismo de resistencia basado
en mutaciones del dominio extracelular o la amplificacion del gen EGFR. En el
8% de los pacientes se detecta la mutacién S492R (Montagut et al., 2012).
Ademas, este proyecto describe la presencia de dos mutaciones previamente
desconocidas en pacientes diagnosticados de cancer colorrectal: K467T y
R451C. Estas mutaciones podrian inducir cambios en la conformacién del

receptor que evitaria su reconocimiento por cetuximab, pero mantendria intacta

110



V. DISCUSION

su capacidad de activarse por el ligando y dimerizar con otros receptores. Al
igual que lo descrito con la mutacion S492R, es posible que otros tratamientos
activos sobre EGFR pudieran ser eficaces contra tumores que generan estas

alteraciones genéticas.

La amplificaciéon de EGFR es otro de los posibles mecanismos de resistencia
adquirida. Un 25% de pacientes que presentaban amplificaciéon de EGFR a la
progresion a cetuximab, no mostraban alteraciones en el nimero de copias
antes del tratamiento. Esta alteracion también permitiria desarrollar
tratamientos especificos: al no existir alteraciones estructurales en la proteina,
estos pacientes podrian ser tratados con terapias intensivas contra EGFR para

intentar revertir esta sobreexpresion.

El papel de las mutaciones de BRAF en la resistencia primaria a cetuximab es
controvertido. En este trabajo, se detecta la mutacion de BRAF en cuatro
pacientes, pero en todos los casos dichas mutaciones ya estaban presentes
antes del tratamiento. Ademas, todos los tumores que presentaban alguna
mutacion en este gen presentaban otra alteracién genética asociada que
pudiera estar también relacionada con la resistencia a cetuximab. Por lo tanto,
los datos de este estudio sugieren que las mutaciones de BRAF no estan
directamente involucradas en la resistencia adquirida al tratamiento basado en

cetuximab.
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En este trabajo se muestra que los eventos genéticos en el cancer colorrectal
son dindmicos. En varios pacientes se logra realizar biopsias repetidas tras las
progresiones a tratamiento, objetivandose diferentes alteraciones genéticas
tras cada nueva progresion. Esto pone de manifiesto la presion evolutiva que
los tratamientos ejercen en el tumor, asi como la capacidad adaptativa de la

enfermedad.

Es remarcable que los posibles mecanismos de resistencia a cetuximab se
solapan entre ellos, apareciendo mas de un mecanismo simultdneamente en
un tercio de los tumores analizados. La deteccion cuantitativa de las
mutaciones ha logrado determinar que la mayoria de las que aparecen tras la
resistencia a cetuximab ya estaban presentes en el tumor, pero en menor
proporcion, antes de iniciarse el tratamiento. Este dato sugiere que los eventos
moleculares ya estan presentes en el momento desde un inicio y que, por un
fendmeno de seleccidén dirigida por el tratamiento, las clonas mas resistentes
aumentan su proporcion relativa dentro de la masa tumoral y provocan la

progresion de la enfermedad.

En este proyecto, la metodologia ideal habria sido obtener las muestras
siempre de la misma localizacién anatdémica, pero en ese estudio se priorizo el
riesgo del paciente, y se obtuvieron de las lesiones mas accesibles y siguiendo
las técnicas menos agresivas. Ademas, algunas de las lesiones analizadas
antes del tratamiento fueron resecadas quirargicamente, por lo que ya no fue

posible obtener nuevas muestras de dichas lesiones.
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El estudio de mutaciones a partir de sangre periférica es una técnica mucho
menos agresiva para el paciente. Ademas permitiria monitorizar el estado
genético de las células tumorales y detectar precozmente la adquisicion de
resistencias. En este proyecto se realiza un analisis exploratorio que
demuestra que la determinacion plasmatica es un método aplicable, pero en
nuestra experiencia la correlacion con los datos histolégicos dista de ser
adecuada, dada la tasa de falsos negativos. Es necesario incrementar la
sensibilidad de esta técnica para que pueda plantearse su utilizacién en la
practica clinica habitual de manera fiable y estandarizada. En este sentido; la
aplicacion de nuevas técnicas genéticas, como el estudio genético mediante
BEAMing (Beads, Emulsions, Amplification, and Magnetics), logra detectar
mutaciones del gen KRAS en DNA circulante con una sensibilidad que alcanza

el 87.2% de los casos (Bettegowda et al., 2014).

Los resultados de este proyecto (a excepcion de la mutacion S492R) no
influyen directamente en el tratamiento rutinario de los pacientes, pero son la
base racional para el disefio de tratamientos dirigidos a tratar estas
alteraciones genéticas adquiridas o revertir la resistencia a cetuximab. Por otro
lado, se puede concluir que los pacientes incluidos en ensayos clinicos tras un
tratamiento con cetuximab y en los que se desea estudiar el estado mutacional
de la neoplasia, deberian ser sometidos a una nueva biopsia para actualizar el

estado genético tumoral.
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En resumen, este estudio ofrece evidencias sobre la evolucién de los eventos
moleculares que emergen a la resistencia adquirida a cetuximab y ofrecen el
racional sobre los posibles mecanismos biologicos relacionados con este
proceso. Ademas, la metodologia de este proyecto es aplicable en el estudio
sobre la resistencia adquirida a otros tratamientos biologicos en otras

patologias tumorales.
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VI. CONCLUSIONES

VI.I MMP-7 COMO FACTOR PRONOSTICO EN CANCER

COLORRECTAL RESECABLE

e Se analiza la concentraciéon de MMP-7 en sangre periférica como un
potencial biomarcador prondstico independiente en pacientes tratados

de cancer de colon con intencidn curativa.

e Se logra determinar la concentracion de MMP-7 en sangre periférica en
175 pacientes en un ambito asistencial, siendo una técnica facilmente

aplicable en la practica clinica habitual.

e Se estudia la relacién entre MMP-7 y variables que definen el curso

clinico de la enfermedad:

e Supervivencia global. MMP-7 es un factor pronéstico

independiente en estos pacientes: Hazard Ratio (HR)=1.113,
Intervalo Confianza (IC) 95%=1.038-1.209 P=0.004.

e Supervivencia libre de enfermedad. MMP-7 es un factor

prondstico independiente: HR=1.119, IC 95% =1.038-1.207;
P<0.001.

e Supervivencia a 4 afios. Los pacientes con MMP-7 inferior a la

mediana obtuvieron una supervivencia global a 4 afios del 92.6%,

versus 56.9% en los pacientes con MMP-7 superior (P<0.001).
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e Supervivencia tras la recidiva: 9.1 meses en pacientes con MMP-

7 elevada versus 46.2 meses en pacientes con MMP-7 reducida
(P<0.001). La diferencia de supervivencia entre los pacientes de

ambos grupos fue de 37.1 meses, mas de 3 afios.

MMP-7 se complementa con la informacién que ofrece la presencia o no
de diseminacién ganglionar, pudiendo clasificar los pacientes en tres

grupos pronosticos segun ambas variables.

Se confirma que la determinacién de MMP-7 en sangre periférica puede
ser un biomarcador prondstico independiente. La determinacion de
MMP-7 puede, ademés, realizarse mediante técnicas accesibles para la

practica clinica habitual.
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VLIl DETERMINACION DE EVENTOS MOLECULARES EN

PACIENTES RESISTENTES A CETUXIMAB

Se determinan los eventos genéticos en muestras tumorales de 37
pacientes que han progresado tras tratamiento basado en cetuximab, y
se compara con las muestras obtenidas previamente al inicio de dicha

terapia.

KRAS y NRAS son los genes mutados mas frecuentemente en las
muestras obtenidas tras adquisicion de resistencia a cetuximab. Se
describe por primera vez la aparicién de mutaciones en NRAS tras

progresion al tratamiento con cetuximab.

Los eventos relacionados con el gen EGFR son los segundos en
frecuencia. Se detecta la ya descrita mutacién del dominio extracelular
S492R, pero ademas se detectan dos mutaciones desconocidas hasta el

momento en pacientes: K467T y R451C.

En tres pacientes se logra obtener una muestra histologica tras el
progreso de la enfermedad después de cetuximab y de otros
tratamientos administrados con posterioridad. En ellas se objetiva que la
presencia de eventos moleculares es un fenémeno dinamico, variando

tras la progresiéon a cada tratamiento administrado.
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e Las mutaciones evaluadas tras la progresion a cetuximab pueden
detectarse mediante técnicas ultrasensibles en las muestras previas al
tratamiento. Este dato sugiere que la resistencia al farmaco es
secundaria a la presion biologica del tratamiento sobre el tumor,
induciéndose una seleccién de las clonas mas resistentes y, en parte,

minoritarias.

e La determinacion de mutaciones en sangre periférica podria ser una
técnica alternativa a la realizacion de biopsias repetidas. Podria tener
aplicabilidad en la monitorizacion de los pacientes y diagnosticar la
resistencia al tratamiento antes de que su manifestacion clinica o

radiologica
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