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I. RESUMEN






|. Resumen

ANTECEDENTES: El cancer colorectal (CCR) a nivel mundial es el tercer tumor en
incidencia y el segundo en mortalidad. A pesar de los importantes avances en el
diagnéstico de los pacientes, el 20-25% presentaran enfermedad metastasica al
diagnéstico y un 50% la desarrollara a lo largo de su evolucion. El cancer colorrectal
metastasico (CCRm) es un complejo proceso tumoral heterogéneo en el que el
desarrollo angiogénico y la via molecular RAS estan notablemente involucrados. En la
actualidad, de los tratamientos dirigidos disponibles para el tratamiento del CCRm, la
terapia antiangiogénica es la unica que no dispone de biomarcadores validados en la
practica clinica que nos permitan identificar el grupo de pacientes que mas se pueda
beneficiar. En la era de la oncologia de la precision, la identificacion de nuevos
biomarcadores prondsticos y predictivos de respuesta al tratamiento antiangiogénico en
CCRm representaria un importante avance en el manejo terapéutico de nuestros

pacientes.

OBJETIVO: EIl objetivo principal fue evaluar el valor pronéstico y predictivo de los
niveles plasmaticos basales y niveles de expresion en tejido tumoral de posibles
biomarcadores implicados en la regulacion del proceso de angiogénesis, sistema
renina-angiotensina- aldosterona (SRAA) y el perfil de respuesta inmune antitumoral en
pacientes con CCRm que reciben tratamiento antiangiogénico con bevacizumab

asociado a la quimioterapia.

POBLACION, DISENO Y METODOLOGIA: Se seleccionaron prospectivamente 73
pacientes diagnosticados de CCRm entre marzo de 2017 y diciembre de 2020 en el
Servicio de Oncologia Médica del Hospital Reina Sofia de Cérdoba que cumplian los
criterios de inclusion, antes de iniciar el tratamiento estandar de primera linea que incluia
bevacizumab. La mediana de seguimiento de los pacientes fue de 19 meses (IC 95%:

17,2-21,3 meses). Se realizé el analisis de la supervivencia libre de progresion (SLP) y

17



Terapia antiangiogénica en cancer colorrectal metastasico: identificaciéon de biomarcadores

la supervivencia global (SG). Los diferentes analisis en plama de VEGF-A (factor de
crecimiento del endotelio vascular), ACE (enzima convertidora de angiotensina),
galectina-1, galectina-3 y galectina-9 se realizaron mediante kits ELISA. La clasificacion
y el analisis estadistico de los pacientes se establecié segun los valores de los terciles
(T1, T2, T3). Asi mismo, del total de la poblacién incluida en el estudio, se analizé en la
muestra del tumor primario de 35 pacientes un panel de expresion génica relacionada

con la respuesta inmune antitumoral.

RESULTADOS: Se analizaron 73 pacientes (mediana de edad de 62 afos, 60%
hombres). La histologia mas frecuente fue el adenocarcinoma (87,7%), y el 64,4%
tenian una localizacion derecha del tumor primario. Dentro de las caracteristicas
moleculares, 59 (80,8%) pacientes tenian RAS mutado y 65 (89%) tenian microsatélites
estables. Al final del estudio, 62 (84,9%) pacientes habian progresado a la primera linea
y 48 (65,8%) pacientes habian fallecido. Los niveles plasmaticos mas altos de VEGF-A
se asociaron significativamente con peores tasas de supervivencia SG (T1: 28,5 vs T2:
22,6 vs T3: 18,3 meses; p=0,016) y SLP (T1: 14,1 vs T2: 9,1 vs T3: 9,7 meses; p=0,033).
Por otro lado, los niveles plasmaticos altos de ECA se asociaron con mejores tasas de
SG (T3: 26,3 vs T2: 23,3 vs T1: 18,1 meses; p=0,053). Por ultimo, la combinacién de los
niveles circulantes de VEGF-A y ECA permite clasificar a los pacientes con CCRm como
alto, intermedio o bajo riesgo de mortalidad, antes de recibir tratamiento con
bevacizumab SG (16,6 meses (IC95% 13,2-20,0) vs 29,8 meses (IC95% 21,7-37,9), p=
0,007). No se encontraron diferencias significativas en SG ni SLP relacionada con la
expresiéon de galectina-1, galectina-3 y galectina-9. Finalmente, el analisis de la
expresion génica inmune antitumoral permitié identificar un perfil de expresiéon inmune
diferencial entre aquellos pacientes que presentaron una SLP > o < 9 meses en
tratamiento con bevacizumab asociado a la quimioterapia, sin alcanzar la significacion

estadistica tras realizar el ajuste por FDR (10%).

18
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CONCLUSION: En pacientes con CCRm los niveles plasmaticos basales de VEGF-A y
ECA podrian ser biomarcadores utiles para la seleccion de pacientes para reciban
terapia antiangiogénica asociada a quimioterapia. Ademas, la asociacion de estos dos
biomarcadores podrian ser de gran utilidad pronéstica permitiendo estratificar a los
pacientes en alto y bajo riesgo de mortalidad previamente al inicio de la terapia. Estos
resultados confiman la estrecha asociacién entre el sistema renina-angiotensina, el
proceso de angiogénesis y la repuesta a la terapia antiangiogénica en CCRm.
Consideramos de gran interés continuar con nuestra linea de investigacion
proporcionando nuevos estudios que amplien el tamafio muestral y validaciones
externas que permitan consolidar la aplicabilidad clinica de estos biomarcadores en los

pacientes con CCRm.
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SUMMARY

BACKGROUND: Colorectal cancer (CRC) is the third tumor in terms of incidence and
the second in terms of mortality worldwide. Despite the important advances in diagnosis,
20-25% of patients will present with metastatic disease at diagnosis and 50% will develop
metastatic lesions during the course of the disease. Metastatic colorectal cancer (InCRC)
is a complex heterogeneous tumor process in which the angiogenic process and the
RAS molecular pathway are particularly involved. Currently, antiangiogenic therapy is
the only targeted treatment available for the treatment of mMCRC, which does not have
validated biomarkers in clinical practice that will allow us to identify those patients that
may benefit the most. In the era of precision oncology, the identification of new
prognostic and predictive biomarkers of response to antiangiogenic treatment in mCRC
would represent an important advance in the therapeutic management of our patients.

OBJECTIVE: The main objective was to evaluate the prognostic and predictive value of
basal plasma levels and expression levels in tumor tissue of potential biomarkers
involved in the regulation of the angiogenesis process, the renin-angiotensin-aldosterone
system (RAAS), and the antitumor immune profile in patients with mCRC receiving

antiangiogenic treatment with bevacizumab associated with chemotherapy.

POPULATION, DESIGN AND METHODOLOGY: 73 patients diagnosed with mCRC
between March 2017 and December 2020 in the Medical Oncology Service of the Reina
Sofia Hospital in Cérdoba who met the inclusion criteria were prospectively selected,
before receiving standard first-line treatment with bevacizumab. The median follow-up
was 19 months (95% CI: 17.2-21.3 months) and analyses of progression-free survival
(PFS) and overall survival (OS) were performed. The plasma levels of VEGF-A (vascular
endothelial growth factor), ACE (angiotensin-converting enzyme), galectin-1, galectin-3,

and galectin-9 were determined using ELISA kits. The classification and statistical
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analysis of the patients was established according to tertiles (T1, T2, T3) values.
Besides, from the total population included in the study, a gene expression panel related
to the antitumor immune response was analyzed in the primary tumor sample of 35

patients.

RESULTS: 73 patients (median age 62 years, 60% men) were analyzed. The most
frequent histology was adenocarcinoma (87.7%), and 64.4% had a right location of the
primary tumor. Within the molecular characteristics, 59 (80.8%) patients had mutated
RAS and 65 (89%) had stable microsatellites. At the end of the study, 62 (84.9%) patients
had progressed to first line of treatment and 48 (65.8%) patients had died. Higher plasma
VEGF-A levels were significantly associated with worse OS (T1: 28.5 vs T2: 22.6 vs T3:
18.3 months; p=0.016) and PFS (T1: 14.1 vs T2: 9.1 vs T3: 9.7 months, p=0.033) survival
rates. On the other hand, high ACE plasma levels were associated with better OS rates
(T3:26.3vs T2: 23.3 vs T1: 18.1 months; p=0.053). Finally, the combination of circulating
VEGF-A and ACE efficiently classified mCRC patients into high, intermediate or low
mortality risk groups, before receiving treatment with bevacizumab SG (16.6 months
(IC95% 13.2-20.0) vs 29.8 months (IC95% 21.7-37.9), p= 0.007). No significant
differences were found in OS or PFS related to the expression of galectin-1, galectin-3
and galectin-9. Finally, the analysis of the antitumor immune gene expression allowed
us to identify a differential immune expression profile among those patients who
presented a PFS or <9 months in treatment with bevacizumab associated with

chemotherapy, without reaching statistical significance after adjusting for FDR ( 10%).

CONCLUSION: In mCRC patients, basal plasma levels of VEGF-A and ACE could be
useful biomarkers for the selection of patients to receive antiangiogenic therapy
associated with chemotherapy. In addition, the association of these two biomarkers

could be of great prognostic utility, allowing patients to be stratified into high and low risk
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of mortality prior to starting therapy. These results confirm the close association between
the renin-angiotensin system, the angiogenesis process and the response to
antiangiogenic therapy in mCRC. We consider of great interest to continue with our line
of research by providing new studies with larger sample sizes and external validations

to confirm the clinical applicability of these biomarkers in patients with mCRC.
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1. Introduccién

1. CANCER COLORRECTAL

1.1. Epidemiologia y factores de riesgo

En la actualidad, el cancer supone un importante desafio de salud publica a nivel
mundial, siendo una de las principales causas de morbimortalidad. En las ultimas
décadas, el numero absoluto de tumores diagnosticados ha aumentado a causa del
incremento poblacional, el envejecimiento, la exposicién a factores de riesgo y, en
determinados tumores, a la incorporacién de los programas de deteccion precoz
mediante métodos de cribado.

A nivel mundial, las estimaciones dentro del proyecto GLOBOCAN confirman que en el
afio 2020 se diagnosticaron 19,3 millones de nuevos casos y se produjeron casi 10
millones de muertes. La tendencia esperada es que estas estimaciones de incidencia
en el afo 2040 alcancen hasta los 30,2 millones de nuevos casos (1).

En Espafna, segun los célculos actualizados de REDECAN en el afio 2022 (2), la
incidencia estimada es de 280 100 nuevos casos, de los que 160 066 casos seran
hombres y 120 035 mujeres. La cifra prevista para 2040 alcanzara aproximadamente
los 341 000 nuevos casos. En 2020, el cancer fue la segunda causa de muerte y se
estima que la mortalidad por cancer se incrementara de 113 000 casos en 2020 a mas
de 160 000 en 2040.

El cancer colorrectal (CCR), a nivel mundial ocupa el tercer lugar en términos de
incidencia, con estimaciones para 2022 de 1 931 590 casos (10,7%) y el segundo en
mortalidad, con 935 173 fallecimientos (9,4%) en 2020 (1). En Espafa, se estima que
en el afo 2022 sera el tumor mas frecuentemente diagnosticado con 43 370 nuevos
casos, seguido del cancer de mama (34 750) y pulmén (30 948). La estimacion de la

prevalencia a los 5 afios en 2020 es de 191 884 casos, de los cuales 84 760 seran
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hombres y 148 205 mujeres. Las cifras de mortalidad, en 2020 alcanzaron los 11 131
casos, con un incremento previsto hasta los 17 735 para el afio 2040 (2).

La mayoria de los casos de CCR son esporadicos (75-80%), aproximadamente un 20%
presentan agregacion familiar y unicamente un 5-7% se deben a mutaciones genéticas
causantes de enfermedades hereditarias conocidas, como es el sindrome de Lynchy la
poliposis adenomatosa familiar (PAF), entre otras (3). Dentro de los factores de riesgo,
en el CCR esporadico la edad es el mas importante, con un crecimiento exponencial. A
éste se afiaden otros factores ambientales, algunos de ellos modificables, como son la
obesidad, el sedentarismo, la dieta rica en carnes rojas y/o procesados y pobre en fibra,

la presencia de enfermedad inflamatoria intestinal, el alcohol y el tabaco (4).

1.2. Clinica, diagnéstico y estadificacion

Aproximadamente el 30-40% de los tumores primarios aparecen en el lado derecho del
intestino grueso, donde el diagnostico suele ser mas tardio por presentar una
sintomatologia mas inespecifica (5). La edad media de aparicion es de 68 afos,
diagnosticadndose solo un 12% en pacientes menores de 50 afos. No obstante, la
incidencia en este grupo esta en aumento, probablemente debido a los cambios en el
estilo de vida (6). El estadio tumoral es el factor prondstico mas importante en el CCR.
Al diagnéstico, el 49% de los pacientes presentan estadios iniciales, el 28% avanzados
y el 23% seran metastasicos (7). Actualmente, el sistema de estadificacién convencional
es el TNM del American Joint Committe on Cancer (AJCC), con su versién mas
actualizada en la octava edicion (8). [Tabla 1 del Anexo ]

El tratamiento de eleccion en tumores localizados es la reseccion quirurgica completa
con margenes libres y la indicacion de tratamiento adyuvante se establece de acuerdo
con el estadio y factores prondsticos asociados (9). La probabilidad de desarrollar

metastasis es inferior al 10% en el estadio |, alcanzando el 25-50% en los pacientes con
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estadio Ill. Previo a establecer la estrategia terapéutica, es necesaria la confirmacion
histolégica, siendo el adenocarcinoma la histologia mas frecuente. Es preciso realizar
un analisis de sangre completo y la determinacion del antigeno carcinoembrionario
(CEA). El estudio de extension se realiza mediante tomografia axial computarizada
(TAC) de térax, abdomen y pelvis. Previo a la reseccion quirirgica o ante duda
diagnodstica es necesario completarlo con resonancia magnética (RM) y/o tomografia

por emision de positrones (PET-TAC) (10).
1.3. Carcinogénesis en el cancer colorrectal

El CCR es una enfermedad heterogénea, producida por numerosas alteraciones, tanto
genéticas como epigenéticas, que desregulan las vias de sefializacion involucradas en
la proliferacion, diferenciacion, supervivencia y apoptosis celular. Existen tres vias
principales de carcinogénesis que dan lugar a la inestabilidad genética y participan en

el desarrollo del CCR, que desarrollaremos a continuacién. [Figura 1]
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Figura 1. Modelo genético de mdltiples vias de carcinogénesis para la secuencia del carcinoma colorrectal.

Adaptado de Malki y cols., 2020 (11).
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1.3.1. Inestabilidad de microsatélites (microsatellite instability; MSI)

Esta via es responsable de aproximadamente 15-20% de todos los casos de CCR
esporadicos y del 70-80% de los sindromes hereditarios no polipdsicos. Se caracteriza
por la inactivacion de genes reparadores del ADN, produciendo una acumulacion de
errores de insercion o eliminacion en secuencias cortas repetidas de ADN conocidas
como microsatélites.

Los tumores esporadicos con alta inestabilidad de micosatélites (MSI-H) se ven
afectados por un estado de hipermetilacion del promotor del gen MLH1 que produce su
inactivacion, o por mutaciones en el gen BRAF (12), mientras que la forma hereditaria
es el denominado sindrome de Lynch, que supone el 3-5% de todos los casos de CCR
y esta causado por mutaciones en la linea germinal de los genes de reparacién MLH1,
PMS2, MSH6 o MSH2 (13). Estos tumores presentan caracteristicas clinico-patolégicas
especificas, como son una localizacion preferentemente en colon proximal, histologia

mucinosa, pobremente diferenciados y presencia de células T que infiltran el tumor (14).

1.3.2. Inestabilidad cromosdémica o via supresora (chromosomal instability; CIN)

Es la via mas frecuente, responsable del 70-80% de los CCR esporadicos, aunque
también la presentan algunos sindromes hereditarios. Los mecanismos que subyacen
a esta via incluyen alteraciones en la segregacion cromosémica, disfuncién de los
teldmeros y respuesta al dano del ADN, afectando a genes que estan implicados en el
mantenimiento de la funcion celular. La via CIN se caracteriza por la activacion de
oncogenes (KRAS y BRAF), la inactivacion de genes supresores de tumores (APC y
TP53), y una pérdida de heterocigosidad para el brazo largo del cromosoma 18,
promoviendo asi la tumorigénesis del CCR (11). La pérdida de funcion de APC da lugar
a una activacion de la via de la sefalizacion de Wnt/B-catenina, evento que se considera
promotor en el desarrollo del CCR; mientras que las mutaciones en KRAS y PI3K

conducen a una activacion constitutiva de las MAP quinasas, amplificando asi la
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proliferacion celular. Por ultimo, las mutaciones con pérdida de funcion en TP53, dan
lugar a una pérdida de control del ciclo celular (15). Los tumores CIN suelen estar
localizados en el colon izquierdo, son bien diferenciados, con una baja frecuencia de

tumores mucinosos y escasa infiltracion linfocitaria.

1.3.3. Via mutadora y fenotipo metilador de las islas CpG (CpG island methylator
phenotype; CIMP o via serrada)

En este caso el CCR se desarrolla a través de una via de inestabilidad epigenética que
se caracteriza por una amplia hipermetilacion en islas CpG de secuencias promotoras,
provocando la inactivaciéon de varios genes supresores de tumores u otros genes
relacionados con el tumor (16). Se distinguen tres fenotipos metiladores: ausencia de
metilacion, baja metilacién y alta metilacién. La lesidn precursora suele ser el pélipo
serrado en vez del adenoma caracteristico de las otras vias. La presencia de la mutacién
de BRAF es temprana y esta presente en los tumores con alta metilacion, mientras que
la presencia de mutacion KRAS se observa en aquellos con baja metilacion.

De manera importante, hace unos afios un consorcio internacional (International CRC
Subtyping Consortium) elabor6 una unica clasificacion molecular basada en firmas de
expresién génica, cuyos subtipos integran las distintas vias de carcinogénesis
colorrectal (17). Este estudio identificé cuatro subtipos moleculares, cada uno con
caracteristicas diferenciadoras: subtipos CMS1 (MSl-inmune), CMS2 (canénico), CMS3
(metabdlico) y CMS4 (mesenquimal). El subtipo CMS1 (14 % de los casos de CCR) se
caracteriza por una hipermutacion y un estado elevado de MSI debido a deficiencias en
los genes MLH1, MSH2, PMS2 y MSH6, hipermetilacién (CIMP) y una intensa activacion
inmunitaria. El subtipo CMS2 (37%) presenta CIN elevado con un gran numero de
alteraciones en el nimero de copias somaticas (SCNA), asi como activacion de las vias
Whnt/B-catenina y MYC, y un aumento de la expresion de oncogenes como HER2, IGF-

2 e IRS. El subtipo CMS3 (13%) muestra un bajo nivel de activacién inmune y capacidad
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de reprogramacién metabdlica, con mutaciones en KRAS, y baja CIMP. Y finalmente, el
subtipo CMS4 representa el 23% de los casos en etapas tempranas y se caracteriza por
la activacion de la via de transicidn epitelio-mesenquimal, asi como por la
sobreexpresion de proteinas involucradas en la remodelacion de la matriz extracelular
y la angiogénesis. Este subtipo también muestra una fuerte infiltracion de células
estromales, especialmente fibroblastos, y una peor supervivencia global y libre de
recaida (17, 18). A dia de hoy esta clasificacion del CCR en subtipos CMS tiene valor

prondstico, pero su uso no es aplicable en la practica clinica asistencial.

1.4. Biomarcadores prondsticos y predictivos en cancer colorrectal

El conocimiento de las caracteristicas moleculares y biolégicas del CCR han
proporcionado grandes avances en la comprensién de su patogénesis (19). Esto ha
permitido el desarrollo de biomarcadores moleculares que ayuden al manejo de los
pacientes en relacion al diagnostico, la eleccion del tratamiento, el seguimiento de la

enfermedad y la respuesta a la terapia.

1.4.1 Biomarcadores pronésticos

El CCR es una entidad con un pronéstico variable en funcidon de distintos factores
clinicos, patologicos y moleculares. La dificultad reside en que en ocasiones no
disponemos de un consenso claro sobre cuales son validos, factibles y consistentes.

El principal factor prondstico es el estadio (20), que depende del tamafio del tumor, de
la presencia de metastasis ganglionares y en otros 6rganos (Tabla 1 del Anexo I). La
SG alos 5 afios es del 70-85%, 60-75%), 40-60% y menos del 20% para los estadios |,

I, 'y IV respectivamente (21).
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Dentro de los factores pronésticos clinicos y bioquimicos, previos al conocimiento de la
biologia molecular, destacan: edad (peor pronéstico en jovenes), fosfatasa alcalina,
recuento de leucocitos, ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group, una escala que
mide el estado funcional de los pacientes) (22), lactato deshidrogenasa (LDH), nimero
de localizaciones metastasicas y més recientemente, la ratio neutréfilo-linfocito (NLR)
(23). Ademas, disponemos de factores histopatoldgicos con valor pronéstico, utiles en
el estadio localizado, como el tipo histoldgico, el grado de diferenciacién, la afectacion
ganglionar, la presencia de células en anillo de sello, la invasién linfovascular o
perineural y con la incorporacién en los ultimos afios de la valoracidon del budding
tumoral (24).

La localizacion del tumor primario en el CCR también es un factor que influye
sustancialmente en el pronéstico. Segun el metaanalisis realizado por Petrelli y cols. en
2017, en los pacientes con un tumor de localizacion izquierda se observa una mayor SG
respecto a la localizacion derecha, con independencia del afio del estudio, raza, estadio
al diagnostico, numero de pacientes incluidos y si habian recibido quimioterapia
adyuvante (25).

En los ultimos afos, se han incorporado nuevos biomarcadores prondsticos
identificados en tejido tumoral y plamasticos que nos permiten un mejor conocimiento y
manejo terapéutico. La Tabla 1 resume las caracteristicas principales de estos

biomarcadores pronosticos en CCR (26).
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Tabla 1. Biomarcadores pondsticos tisulares y circulantes en CCR.

BIOMARCADORES PRONOSTICOS Ref.
TISULARES
Frecuencia: 8-12%
La mutacién de BRAF V600E se asocia a un peor prondstico, con menor ()
BRAF
SLPy SG. (28)
Frecuencia: CCR localizados 15%; CCRm 5% (29)
Los tumores con MSI alto tienen mejor prondstico que los tumores con
st MSI bajo o MSS. La influencia prondstica es menos clara en CCRm. (30)
Frecuencia 10-20%
El papel prondstico no esta claro. La mayoria de los estudios informaron (31)
cimp que los pacientes con CCR CIMP+/CIMP-alto mostraban un peor (32)
prondéstico.
Frecuencia: 80-85%
APC Los pacientes con la mutacion de la APC y un nivel elevado de miR-21
presentan una SG mas corta. (33, 34)
Frecuencia: 50-70% (35)
p53 Resultados contadictorios sobre su papel prondstico. Algunos estudios
informan de que la mutacién/sobreexpresion de p53 se asocia con tasas
mas bajas de SLE y de SG. (36)
SMAD4 Frecuencia: 30-40% (37)
La pérdida de SMAD4 se asoci6 con una SLE y SG mas corta. (38)
CIRCULANTES
Unico marcador recomendado en el seguimiento de pacientes con CCR (39)
estadio Il y lll tras cirugia.
CEA El nivel preoperatorio esta asociado significativamente con el pronéstico
en pacientes con CCR con metéstasis en el higado. (40)
Los pacientes con un NLR elevado se asociaron significativamente con (1)
una SG y una SLP mas cortas después del tratamiento. Los pacientes
NLR con un NLR pretratamiento <5 tenian una mayor SG y SLE a 5 afios. Un (42)
NLR pretratamiento elevado se relacion6 significativamente con una SG
y una SLE mas cortos en pacientes con metastasis hepaticas. (43)
Mayores concentraciones de cfDNA presentan un mayor riesgo de (44, 45)
cfDNA

recidiva y una menor SG en pacientes intervenidos de CCR

CIMP: Fenotipo metilador en islas CpG. SG: supervivencia global. SLE: supervivencia libre de enfermedad. CCR: cancer
colorrectal. CCRm: cancer colorrectal metastasico. NRL: ratio neutrofilo-linfocito. cfDNA: circulating-free DNA (DNA libre
circulante). MSS microsatelites estables. MSI: microsatelites intestables. PAF: poliposis adenomatosa familiar.
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1.4.2. Biomarcadores predictivos

El primer biomarcador predictivo de resistencia a terapia dirigida contra el receptor del
factor de crecimiento epidermico (EGFR), validado y aceptado en el CCRm fue la
presencia de mutacion en los oncogenes RAS. (46) Este incluye las mutaciones en los
genes KRAS y NRAS (codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 de los exones 2, 3 y 4). (47)
Este hallazgo permitié seleccionar a aquellos pacientes con tumores sin mutaciones en
estos genes como la poblaciéon con mayor beneficio de respuesta a farmacos anti-EGFR
(panitumumab y cetuximab).

Pero no solo disponemos de marcadores predictivos de respuesta o indicacion de una
terapia dirigida, sino que también algunos son predictivos de toxicidad, evitando efectos
secundarios indeseables. La Tabla 2 resume las caracteristicas de los principales

biomarcadores predictivos con mayor interés en CCR (26).
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Tabla 2. Biomarcadores predictivos tisulares y circulantes en CCR.

BIOMARCADORES PREDICTIVOS Ref.

TISULARES

Frecuencia: KRAS 40%; NRAS 3-5%

Las mutaciones de RAS son factor predictivo negativo de la respuesta a
KRAS/NRAS ) ] (48)
tratamiento anti-EGFR.

Frecuencia: localizados 15%; metastasicos 5%

ws Factor predictivo de respuesta de tratamiento con inmunoterapia en (49)
CCRm.
Frecuencia: 8-12%
BRAF Mutacién BRAFV600E es un marcador predictivo de beneficio del

tratamiento con inhibidor de BRAF y antiEGFR. (50)

Frecuencia: 10-18 %
Los resultados son contradictorios sobre si la mutacién de PIK3CA se
PIK3CA asocia a una peor SLP y SG en los pacientes con CCR KRAS wt y (51)
resistencia a la terapia antiEGFR.
Frecuencia: 2-6%. Triple WT 13%

HER2 Posible marcador predictor negativo de terapia antiEGFR y positivo de (52)
respuesta a la terapia antiHER2. (93)

Frecuencia: 0,5-1%, alcanza 4% en MSI-H
NTRK Factor predictivo de respuesta a terapia con inhibidores TRK en tumor (54)

agnostico.
CIRCULANTES

DPyD Frecuencia: deficiencia relativa (3-5%) y completa (0,1%) (55)

Es marcador predictivo de toxicidad a 5FU.
UGT1A1 El alelo *28 esta asociado a mayor toxicidad digestiva y medular con (56)

irinotecan.

CCR: cancer colorrectal; CCRm: cancer colorrectal metastatico;, SLP: supervivencia libre de progresion;
SG: supervivencia global;, EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; HER2: receptor 2 del factor
de crecimiento epidérmico humano; NTRK: proteina de tirosina quinasa transformadora; DPyD: enzima
dihidropirimidina deshidrogenasa; UGT1A1: uridina difosfato glucoronosiltransferasa; 5FU: 5-fluorouracilo;
WT: wild-type.
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1.5. Tratamiento del cancer colorrectal metastasico

Aproximadamente el 25% de los pacientes con CCR se presentaran al diagnéstico como
enfermedad metastasica y hasta el 50% la desarrollara en el curso de su enfermedad.
El conocimiento de la biologia molecular del CCRm junto con la identificaciéon de
biomarcadores ha supuesto un gran avance en el desarrollo de nuevos farmacos,
permitiendo la mejor seleccion de pacientes, logrando adaptar el tratamiento y mejorar

su SG hasta superar medianas de 30 meses (57).

1.5.1 Algoritmo de tratamiento de CCRm

El manejo de los pacientes con CCRm debe realizarse dentro de un enfoque
multidisciplinar para establecer la mejor estrategia terapéutica. El objetivo es prolongar
la supervivencia, mejorar la calidad de vida, detener la progresion de la enfermedad y
en los casos donde es posible, llegar a la curacion combinando modalidades de
tratamiento (58).

Existen numerosos farmacos activos en el tratamiento de la enfermedad avanzada en
CCRm: 5-fluorouracilo (5-FU), capecitabina, raltitrexed, irinotecan, oxaliplatino,
trifluridina/tipiracilo  hidrocloruro, farmacos biolégicos dirigidos al VEGF, como
bevacizumab y aflibercept, anticuerpos dirigidos al EGFR unicamente en poblacion RAS
WT, como cetuximab o panitumumab o dirigidos a multiples quinasas (VEGFR, PDGFR,
FGFR, TIE2Z, KIT, RET, RAF) como regorafenib. A esto se afiade la incorporacion en los
Ultimos anos de la inmunoterapia en pacientes con MSI-H, el doblete con encorafenib y

V600E
F

cetuximab en pacientes que presentan mutacién BRA y otras terapias dirigidas

contra dianas moleculares como HER2 y NTRK, entre otras.
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A continuacion, mostramos un algoritmo adaptado del tratamiento del CCRm en funcion
de la intencionalidad del tratamiento, estado funcional, caracteristicas del paciente y

perfil molecular del tumor (59). [Figura 2]
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Figura 2. Algoritmo de tratamiento del CCRm de las directrices de consenso ESMO. Adaptado de Yoshino
y cols, 2017 (59). Abreviaturas: FP: fluoropirimidinas; B: bevacizumab; QT: quimioterapia; OMD:

oligomestastasis; MSI-H: alta inestabilidad de microsatélites; wt: wild type; mut: mutado; tto: tratamiento.

2. ANGIOGENESIS Y CANCER

El proceso de angiogénesis consiste en la formacién de nuevos vasos sanguineos a
partir de precursores endoteliales. De manera fisiolégica, este fendmeno sucede
durante la cicatrizacion de las heridas, la menstruacion, la reparacion 6sea y la
adaptacion de los musculos al ejercicio (60). Ademas, se considera un proceso esencial
en el crecimiento tumoral al proporcionar nutrientes, oxigeno y liberacion de factores de
crecimiento, facilitando la migracién de las células tumorales y el desarrollo de
metastasis (61). Son numerosos los ligandos y receptores estrechamente regulados en

este proceso que participan en diferentes vias moleculares (62). El correcto
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funcionamiento de este proceso dependera de un adecuado equilibrio entre los factores

pro-angiogénicos y anti-angiogénicos.
2.1. VEGF y cancer

Dentro de los efectores del proceso de angiogénesis se incluyen las isoformas de factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) llamadas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D y VEGF-E y el factor de crecimiento placentario 1y 2 (PIGF1 y PIGF2) (62). Ademas,
existen tres receptores de VEGF: VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 y dos co-receptores

llamados neuropilina 1y 2 (NRP1y NRP2).

VEGFR-2
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Figura 3. Representacion de las vias de sefializaciéon de VEGFR-2 en las células endoteliales. La unién del
ligando VEGF a VEGFR2 puede resultar en la activacion de diferentes rutas como SCR, PLC-y, PI3K,
P38MAPK y FAK. Adaptado de Geindreau y cols., 2021 (62).

El desencadenante principal y mas estudiado del proceso de angiogénesis es la unién
de VEGF-A a su receptor VEGFR-2. Esta unidn permite la activacion intrinseca de la
tirosina quinasa del receptor, iniciando varias cascadas de sefalizacion representadas

en la Figura 3. La mas importante es el reclutamiento de PI3K, que a su vez activa AKT
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que fosforila directamente a la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial aumentando la
produccion de 6xido nitrico (NO). EI NO producido difunde de forma paracrina a las
células musculares lisas vasculares adyacentes, activando la guanilato ciclasa soluble
con aumento de la produccion de GMPc y la consiguiente vasodilatacion (61).

La funcién de VEGFR-1 es mas compleja y menos conocida, su forma soluble impide la
union de VEGF-A con VEGFR-2 y por consiguiente la activacion de esta via de
sefializacion (63). El tercer receptor, VEGFR-3, no se une a VEGF-A y esta implicado
en la linfangiogénesis. Por ultimo, las NRP-1 y NRP-2 son unos receptores para
mediadores neuronales, que actian también como receptores de la isoforma VEGF 165
(64).

Existen otros factores con funciones solapadas con el VEGF-A, incluyendo el PIGF, el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el VEGF-C, el VEGF-D, la angiopoyetina, el
factor inducible por hipoxia a (HIF-1a) y HIF-2q, la integrina y el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), permitiendo una correcta regulacion de la activacion
o la inhibicion de las vias de angiogénesis (65).

VEGF-A, también nombrado VEGF, fue descubierto en 1989, como un factor soluble
derivado del tumor con efectos pleiotrépicos sobre la célula endotelial que incluyen la
migracion e invasion de la membrana basal, proliferacion y formacion de fenestraciones,
estimulando el crecimiento de los vasos sanguineos que nutren al tumor. Se compone
de ocho exones y genera cuatro isoformas distintas mediante diferentes procesos de
splicing: VEGFA121, VEGFA165 y VEGFA209, siendo VEGFA165 la isoforma mas
potente fisiolégicamente en la inducion de la angiogénesis (66).

La angiogénesis junto con el aumento de la densidad vascular en el tumor primario se
correlacionan con un peor pronostico y su inhibicion podria detener el crecimiento
tumoral, desarrollandose el concepto de “terapia antiangiogénica”. Existen en la
actualidad tres mecanismos principales para bloquear la sefial de este sistema:

bloqueando la unién de VEGF a su receptor, bloqueando la senal a través de los
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receptores de VEGF o bloqueando la actividad quinasa de VEGFR-1, -2 y -3 mediante

el uso de inhibidores tirosin-quinasa (61).

2.2. Farmacos antiangiogénicos en cancer colorrectal metastasico

2.2.1. Bevacizumab

Bevacizumab en un anticuerpo monoclonal que se une a VEGF evitando asi su unién a
los receptores VEGFR1 y VEGFR2 con reduccion de la neovasculatura y en
consecuencia la proliferacion y crecimiento tumoral. En combinacion con la
quimioterapia citotoxica ha demostrado beneficio en términos de SG en primera y
segunda linea de CCRm.

El estudio fundamental AVF2107g, publicado en 2004 por Hurwitz y cols. (67), demostré
beneficio de afiadir bevacizumab en combinacién con leucovorin (LV), consiguiendo su
objetivo primario de aumento de SG (20,3 vs 15,6 meses (HR:0,66; p<0,001), SLP (10,6
vs 6,2 meses; p<0,001), asi como tasa de respuestas objetiva (TRO, 44,8 vs 34,8%;
p=0,04).

Fue en 2008, cuando se publicaron estudios de la combinacidén de bevacizumab con
otros esquemas de quimioterapia. El estudio fase lll, BICC-C demostré que FOLFIRI
con bevacizumab fue mejor en términos de SLP (11,2 vs 8,3 meses) y SG (28 vs 19,2
meses) comparado con IFL. Al mismo tiempo, se estudié la combinacién con
oxaliplatino en un estudio fase lll (68) que comparaba FOLFOX frente a XELOX con o
sin bevacizumab, cumpliendo su objetivo principal en SLP (9,4 vs 8 meses; HR= 0,83;
IC 97,5%: 0,72-0,95; p=0,0023), con tendencia a un incremento no significativo de SG
(21,3 vs 19,9 meses; HR; p=0,077). Ademas, en un ensayo controlado con placebo,
bevacizumab fue asociado con una SLP mejorada cuando se combina con 5SFU y LV en
pacientes con CCRm para pacientes no candidatos a tratamiento con irinotecan por

estado funcional (69).
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En segunda linea sin tratamiento previo con bevacizumab, las mejoras en SG, SLP y
TRO se observaron cuando se combind bevacizumab con FOLFOX, en comparacion
con el tratamiento con FOLFOX solo, en pacientes con CCRm previamente tratados con
un 5FU e irinotecan (70). Posteriormente, ensayos aleatorizados han ayudado a
responder a la pregunta de si debe continuarse después de la progresién de la
enfermedad modificando el esquema de quimioterapia. Fue el estudio ML18147 (71), el
que demostré una mayor mediana de SG (11,2 vs 9,8 meses) en el grupo que
continuaba bevacizumab, con mayor beneficio en funcion de la SLP.

La incorporacion de los tripletes (FOLFOXIRI) asociados a bevacizumab, en poblacién
seleccionada y con independencia del perfil mutacional, han supuesto una mejora en
términos de TRO, SLP y SG. Concretamente en el estudio TRIBE (72) se alcanzaron
medianas de SG de 29,8 meses (95% CI 26,0-34,3) en el grupo de FOLFOXIRI mas
bevacizumab y 25,8 meses (95% IC 22,5-29,1) en el grupo comparador (HR 0,80, 95%
IC 0,65-0,98; p=0,03).

El pérfil de toxicidad de bevacizumab es caracteristico de su mecanismo de accion
antiangiogénico, siendo poco frecuente y manejable en la mayoria de los casos. El mas
frecuente es la hipertension arterial, siendo menos frecuente (<2%) el sangrado grave,

proteinuria, eventos tromboembdlicos venosos y arteriales y perforaciones intestinales.

2.2.2. Aflibercept

Aflibercept es una proteina de fusién recombinante que actia como receptor sefiuelo
para VEGF y el factor de crecimiento placentario (PIGF), que se unen a él con mayor
afinidad que a sus receptores naturales, inhibiendo por tanto la actividad biolégica de
estos ligandos pro-angiogénicos. En combinacion con FOLFIRI, ha demostrado
beneficio clinico en segunda linea de CCRm independientemente del uso previo de
bevacizumab. (HR= 0,817; IC del 95 %, 0,713-0,937; P = 0,0032) con una mediana de

supervivencia de 13,50 frente a 12,06 meses, respectivamente (73).
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2.2.3. Regorafenib

Regorafenib es un potente inhibidor que bloquea varias proteinas quinasas, incluidas
las implicadas en la angiogénesis tumoral (VEGFR1, -2, -3, TIE2), la oncogénesis (KIT,
RET, RAF-1, BRAF, BRAFV600E) y el microambiente tumoral (PDGFR, FGFR). El
estudio fase Ill CORRECT (74), que comparaba regorafenib frente a placebo cumplié
su objetivo primario en supervivencia global (HR 0,77; mediana 6,4 vs 5 meses;
p=0,0052) en pacientes con ECOG 0-1 que habian progresado a todas las opciones de
tratamiento.

En la Figura 4 se representa el mecanismo de accién de los farmacos con efecto

antiangiogénico aprobados en CCRm.
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Figura 4. Principales vias que involucran a VEGF-A y sus interacciones con los farmacos diana
antiangiogénicos en el CCRm. Adaptado de Canavese y cols., 2017 (75). Abreviaturas: VEGF: factor de
crecimiento del endotelio vascular; VEGFR: receptor del factor de crecimiento endotelial vascular; HIF:
factor inducible por hipoxia; EGF: factor de crecimiento epidérmico;, EGFR: receptor del factor de

crecimiento epidérmico; PIGF: factor de crecimiento placentario.

2.3. VEGF-A y cancer colorrectal

El papel de VEGF-A en CCR ha sido evaluado en numerosos estudios que analizan su

potencial valor prondstico, siendo su valor predictivo mas discutido por no disponer de
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resultados consistentes, una técnica validada ni un punto de corte estandarizado. Su
determinacion ha sido evaluada a través de distintos procedimientos técnicos:
inmunohistoquimica, niveles circulantes, ARNm y polimorfismos genéticos, entre otros.
En este apartado, nos centraremos en los datos que disponemos a nivel plasmatico por
ser la metodologia empleada en nuestro estudio.

La importancia de los niveles basales de VEGF-A como biomarcador se evalu6 de forma
retrospectiva en dos estudios de fase lllI: el estudio HORIZON Il que aleatoriz6 860
pacientes a recibir FOLFOX o XELOX con o sin cediranib, y el estudio HORIZON Il que
aleatorizd a 1422 pacientes para recibir FOLFOX-6 con cediranib o bevacizumab. El
VEGF basal alto se asoci6 con una peor SLP tanto en el HORIZON Il (HR=1,41; IC del
95 %, 1,21-1,65) y el HORIZON Il (HR=1,20; IC 95 %, 1,04—1,38) y con una peor SG
en el estudio HORIZON Il (HR=1,35; IC 95 %, 1,12—1,63) (76).

En 2013, Hegde y cols. (77) midieron los niveles plasmaticos de VEGF-A en cuatro
ensayos aleatorios de fase Il de bevacizumab en CCR (AVF2107), cancer de pulmoén
(ECOG E4599 y AVAIL) y renal (AVOREN), utilizando un enfoque de andlisis
estandarizado. Los niveles plasmaticos de VEGF-A, tuvieron valor pronéstico en todos
los tipos de tumores, pero no valor predictivo del beneficio de bevacizumab.

Afos mas tarde, Divella y cols., publicaron en 2017 los resultados de una cohorte de
103 pacientes en la que aquellos niveles circulantes de VEGF >500pg/mL se asociaron
con la existencia de metastasis hepaticas (p=0,004) (78). Fue ese mismo afio cuando
Tabernero y cols., informaron de un andlisis retrospectivo del estudio VELOUR (fase Il
que compara en segunda linea de CCRm la adicién de aflibercept al esquema FOLFIRI)
destinado a correlacionar la respuesta clinica en el grupo pretratado de bevacizumab y
nueve biomarcadores relacionados con la angiogénesis. Respecto a VEGF-A
observaron una asociacion no significativa entre el aumento de sus niveles y la

progresion de la enfermedad, lo que sugiere que el tratamiento con bevacizumab podria
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modular la expresién de biomarcadores asociados con la resistencia al tratamiento, pero
no implica que exista menor beneficio con aflibercept (79).

Posteriormente, Marisi y cols. publicaron un analisis retrospectivo con un total de 129
pacientes con CCRm tratados con bevacizumab procedentes del estudio fase Il ITACA
donde incluyeron un grupo control con quimioterapia sola. Analizaron los niveles de
ARNmM de VEGEF circulante al inicio del estudio, en la primera evaluacion clinica y en la
progresién, observando que los pacientes tratados con bevacizumab con una reduccién
mayor o igual al 30% en los niveles de VEGF desde el inicio hasta la primera evaluacién
clinica mostraron una SG mayor en comparacion con los que no la presentaron
(p=0,008), sin encontrar diferencias en aquéllos tratados con quimioterapia sola,
concluyendo que una disminucion en la expresion de VEGF desde el inicio hasta la
primera evaluacion clinica podria ser predictivo de respuesta a bevacizumab (80).

Un estudio mas reciente de 2021 del Grupo de Tratamiento de los Tumores Digestivos
(TTD) y realizado por Elez y cols. evalué dentro del ensayo clinico fase || POLAF (81),
en el que incluyeron 101 pacientes con CCRm en segunda linea con aflibercept
combinado con FOLFIRI. Los resultados mostraron que los pacientes con VEGF-A <
1941pg/ml tuvieron una mediana superior de SG (19 frente a 8 meses; HR = 4,014, IC
95% 2,114-7,621, p< 0,001y SLP (9 frente a 4 meses; HR=1,004, IC 95% 1,002-1,007,
p=0,002).

En la literatura también disponemos de otros estudios con resultados negativos. Asi,
Kopetz y cols. (82), en 2010 publicaron un estudio fase Il con 40 pacientes con CCRm,
en tratamiento de primera linea con FOLFIRI y bevacizumab, no encontrando relacion
significativa entre los niveles basales en plasma de VEGF y la SLP o SG. Igualmente,
en publicaciones mas recientes, Karpuz y cols., evaluaron en 37 pacientes con CCRm,
donde los niveles previos al tratamiento de VEGF no estaban correlacionados con la
supervivencia (p=0,064) (83). En 2015, Moreno-Mufoz y cols (84), publicaron en un total

de 46 pacientes con CCR y 49 de cancer de mama en tratamiento con bevacizumab, en
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cualquier momento del curso del tratamiento, no observandose relacion entre los valores
plasmaticos de VEGF-A y la supervivencia. Finalmente, Suenaga y cols, en 2019
tampoco encontraron correlacion significativa entre los niveles basales de VEGF-A y la
respuesta, SLP y SG en mas de 200 pacientes tratados con FOLFOX con o sin

bevacizumab (85).

3. ANGIOGENESIS Y SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

ALDOSTERONA

El sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) desempeia un papel fundamental
en la patogenia de numerosos tipos de enfermedades cardiovasculares. Ademas de
ejercer efectos reguladores clasicos sobre la presion arterial y la homeostasis del sodio,
el SRAA esta involucrado en la regulacion de la contractilidad y la remodelacion
cardiovascular (86). Numerosos estudios han demostrado el beneficio de la inhibicion
de este sistema en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, siendo la
desregulacion y sobreexpresién del SRAA un inductor del inicio del dafio vascular (87).
La via clasica de la cascada de péptidos del SRAA esta representada en la Figura 5.
En este escenario, se ha propuesto la existencia de dos ejes que actuan como
complementarios en el SRAA. Un primer eje, mejor conocido y constituido por la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA), la angiotensina Il (Ang-ll) y el receptor
transmembrana AT-1 (ECA-Ang ll-receptor AT1), que ademas de la vasoconstriccion y
aumento de la volemia, induce a nivel local proliferacion celular, angiogénesis,
hipertrofia, inflamacion, estrés oxidativo y fibrosis, entre otros procesos. Un segundo eje
esta constituido por la ECA2, que a partir de la Ang-ll produce angiotensina 1-7, un
péptido que actua sobre el receptor Mas. Este eje ECA2/Ang1-7/Mas realiza una accién
contraria con efecto vasodilatador, antihipertréfica, antiangiogénica y antiproliferativa

(88).
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En relacién con la ECA, esta enzima forma parte de una gran familia de
metalopeptidasas. Existen dos isoformas, la somatica y la germinal (testicular), ambas
codificadas por el gen ACE situado en el cromosoma 17q23. En este gen existe un
polimorfismo de insercion/deleccién (I/D) cuyas variantes afectan a los niveles
circulantes de la proteina codificada y que han sido relacionadas con el riesgo de
desarrollar diferentes enfermedades, entre ellas el cancer (89). Aunque el substrato
natural mas conocido es la Ang-l, que la enzima convierte en Ang-ll, existen otros
substratos naturales de la ECA, como la bradiquinina, (vasodilatadora y natriurética),
que degrada y la convierte en péptido inactivo (90). Otras importantes funciones
incluyen la hematopoyesis, la reproduccion, el desarrollo y la funcién renal y la respuesta

inmune (91).
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Figura 5. Representacion de la via clasica de la cascada del SRAA. Adaptado de Laghlam y cols., 2021(92)
Abreviaturas: ECA: enzima convertidora de angiotensina; Ang: angiotensina; AMP: aminopeptidasa; AT1:

receptor Ang Il tipo 1; AT2: receptor Ang Il tipo 2; Mas: receptor de Ang (1-7).
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3.1. Sistema Renina Angiotensina Aldosterona, angiogénesis y cancer

El SRAA se encuentra sobreexpresado en muchos tipos de tumores incluyendo el renal,
gastrico, colon, pulmén, pancreas y neoplasias hematoldgicas (93, 94) en comparacion
con el correspondiente tejido normal. Esto sugiere una relacion entre SRAA y la
progresién tumoral, dependiente de la actuacion sobre el proceso de angiogénesis.

En los diferentes estudios que analizan la relacién entre el SRAA y el cancer no se
obtienen resultados concluyentes, probablemente debido a la complejidad del sistema
y su participacién en el equilibrio de la actividad proliferativa y angiogénica. Las acciones
opuestas entre los efectores y receptores del SRAA y el proceso de angiogénesis estan

representadas en la Figura 6.
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Figura 6. Vias de sefializacién de los receptores del SRAA relacionadas con la biologia del cancer. La
sefalizacion de los receptores AT-1 activa las vias MAPK, PIBK/AKT/MTOR, NF-kB y JAK/STAT y aumenta
VEGF, TGFB1, EGFR y fibronectina, lo que finalmente conduce a una mayor proliferacién celular,
angiogénesis, fibrosis, invasion tumoral y metastasis. Estas vias son inhibidas por la sefializacién de Mas
mediada por AT-2 y Ang 1-7. Adaptado de Afsar y cols., 2021 (95). Abreviaturas: SRAA: Sistema renina-
angiotensina-aldosterona, AT-1: receptor de angiotensina tipo 1; MAPK: proteina quinasa activada por
mitégeno; PI3K/AKT: via fosfatidilinositol 3 quinasa; mTOR: diana de rapamicina en células de mamifero,
JAK/STAT: quinasa de Janus y transductor de sefal y activador de la transcripciéon; VEGF: factor de
crecimiento endotelial vascular, TGF-31: factor de crecimiento transformante beta 1, EGFR: receptor del

factor de crecimiento epidérmico.
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Ademas, la ECA también puede actuar de manera independiente a la cascada SRAA-
AT-1, como miembro de un conjunto de proteasas transmembrana involucrada en la
degradacién de la matriz extracelular, siendo fundamental en el proceso de
angiogénesis (96). Concretamente estarian implicados cada uno de los tres substratos
que escinde. El primero, la bradiquinina se acumula estimulando a los receptores de
bradiquinina (BR-1 y BR-2) sobre las células de microambiente tumoral, conduciendo a
la regulacion positiva de FGF y VEGF que favorecen el crecimiento y proliferacién
tumoral. El segundo, la sustancia P (neuroquina liberada por neuronas sensoriales
implicadas en el dolor y la inflamacién) activa el receptor de neuroquinina-1, facilitando
la proliferacion celular, angiogénesis, supervivencia celular y migracién de las células
tumorales proporcionandoles mayor capacidad de invadir y metastatizar. Por ultimo, el
tercer substrato, la Acetyl SDKP (N-acetil-seril aspartil-lisil-prolina), que esta aumentada
en pacientes con cancer, aunque su verdadero papel aun se desconoce, se cree que
también participa en la angiogénesis (95).

Numerosos estudios describen una expresion aumentada de la ECA en el cancer de
préstata, colon, pancreas, mama y en el glioblastoma (97). A su vez, la expresion y
actividad de la ECA2 disminuye en el cancer de pancreas y aumenta en el cancer de
colon. En cuanto a los receptores, especialmente en el caso del AT-1, esta mas
relacionado con un aumento de expresion en el cancer de préstata, higado y mama.
Ademas, se ha visto que podrian existir variaciones significativas de los componentes
del SRAA en funcion de la agresividad y evolucion tumoral, lo que implicaria un valor
pronéstico (98).

La relacion entre el bloqueo del SRAA y la incidencia y/o mortalidad por cancer ha sido
evaluado en varios estudios, aunque la evidencia actual sigue siendo inconsistente (99,
100). Ademas, dado el papel del SRAA en el microambiente tumoral se ha sugerido que
su bloqueo podria ser una herramienta eficaz en el tratamiento de tumores sélidos (101).

Concretamente en pacientes con CCR, el ultimo metaanalisis publicado (101), incluyé
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37 estudios observacionales, mostrando que los farmacos antihipertensivos no
presentaron un efecto significativo sobre el riesgo o la SG (RR = 1,00, IC 95%: 0,95-
1,04; HR = 0,93, IC 95 %: 0,84-1,02), con una mejor SLP en los pacientes con CCR (HR

=0,83; IC 95 %: 0,72-0,95).

3.2. Enzima convertidora de angiotensina y el cancer colorrectal

Las concentraciones plasmaticas y tisulares de la ECA, y por lo tanto los niveles de Ang-
Il, estdan determinadas en gran parte por el gen ACE. En 1990, Rigat y cols. (102)
identificaron un polimorfismo consistente en la presencia o ausencia de un fragmento
de ADN de 287 pares de bases en el intron 16 del gen de la ECA; un polimorfismo de
insercion (1) o delecion (D) y por lo tanto tres genotipos (D/D, I/l e 1/D). Las
concentraciones séricas de ECA fueron significativamente mas altas en los homocigotos
con el alelo de delecién mas corto (D/D) que en los heterocigotos (I/D) o en los
homocigotos con el alelo de insercion mas largo (I/). Se concluyé que el polimorfismo
I/D era responsable de casi el 50% del total de la variabilidad de ECA en suero,
mostrando que el locus del gen ACE es el que determina la concentracién de ECA sérica
(103).

Centrandonos en lo publicado en CCR, una cohorte prospectiva de 6670 pacientes del
estudio epidemiolégico de Rotterdam en 2008 (104), exploré6 con una media de
seguimiento de 9,6 anos, la relacién entre los genotipos de ACE y el riesgo de cancer
colorrectal, pulmén, mama y prostata, mostrando que ser portador del genotipo D/D se
correlaciond con un riesgo mayor de cancer de mama (HR=1,47 IC 95% 1,05-2,04), sin
encontrar asociacion en el resto de tumores.

En 2015 Yang y cols. (105), llevaron a cabo un metaanalisis que incluyé dieciséis
publicaciones de tumores digestivos sin encontrar diferencias significativas en el analisis

global, pero hubo un incremento de riesgo para CCR del 16% (OR =1,16, 95 % IC: 0,89-
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1,52, p=0,273). Fue ese mismo afio, cuando Zhou y cols., publicaron otro metaanalisis
que incluia los polimorfismos de ACE y de la survinina. Concretamente, para el
polimorfismo ACE (I/D), cinco estudios fueron incluidos con 758 casos y 6755 controles,
donde no se demostro asociacion en ningun modelo genético, concluyendo que dicho
polimorfismo no es un factor genético relacionado con el CCR (106).

Siguiendo esta linea de investigacion, nuestro grupo, en 2015 (84) explord la relevancia
clinica de los polimorfismos genéticos en algunos componentes del SRAA y su relacion
con la terapia antiangiogénica. Para ello, se aislé6 ADN gendmico de sangre periférica y
se analizaron los niveles circulantes de ECA, en 46 pacientes con CCR y 49 con cancer
de mama tratados con bevacizumab. Entre los resultados obtenidos se encontr6 que el
genotipo ACE 1/l se asocié con una mayor tasa de progresion de la enfermedad en
comparacion con D/l y genotipo D/D (36% vs. 11,1% P < 0,05). Asi mismo, el genotipo
ACE 1/l se asoci6 con un tiempo mas corto hasta el fracaso del tratamiento en
comparacion con los genotipos ACE I/D y ACE D/D (14 frente a 41,71 semanas,
p=0,033). Respecto a los niveles circulantes, se mostré que los mayores niveles de
ECA, con un punto de corte establecido en 135ng/mL, estaban asociados con una mejor
respuesta al tratamiento con bevacizumab.

Posteriormente, en 2019, Cheng y cols. (107), realizaron un metaanalisis para aclarar
la correlacion entre los polimorfismos genéticos del SRAA y el desarrollo de CCR.
Seleccionaron seis estudios del polimorfismo de I/D del gen ACE, concluyendo que no
existia correlacion en la poblacion total (D/D frente a I/l: OR 0,77, IC 95 % 0,39-1,50;
D/l frente a I/l: OR 1,05, IC 95% 0,85-1,30; modelo dominante: OR 0,94, IC 95% 0,68—
1,31; modelo recesivo: OR 1,01, IC 95% 0,80-1,27).

Los datos mas recientes de niveles circulantes de ECA en cancer colorrectal, son los
derivados del ensayo clinico fase || POLAF (81), publicado en 2021 y comentado
anteriormente. Respecto al analisis del valor de ECA, estableciendo el mismo punto de

corte de 135ng/mL, publicado por Moreno-Muioz y cols., en este caso no se
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identificaron diferencias entre los niveles circulantes y la SG, el tiempo hasta la
progresion (TTP) y la tasa de respuesta (TR) de los pacientes analizados, no pudiendo
aclarar con estos resultados su valor prondstico y predictivo en CCRm.

La dificultad radica en que no disponemos de resultados consistentes en los estudios
publicados que plantean la hipétesis de una asociacion entre los polimorfismos del gen
ACEy el riesgo de incidencia o mortalidad en los diferentes tipos de tumores, entre ellos
el CCR (89). Esto podria explicarse en parte por la falta de potencia estadistica de los
estudios, las diferentes técnicas de genotipado y la dificultad en la seleccion de la

poblacién de estudio.

4. ANGIOGENESIS Y GALECTINAS

Las galectinas son proteinas que forman parte de la familia de lectinas y ejercen su
funcién por unién a glicoconjugados, que son estructuras de carbohidratos unidos a
proteinas, péptidos vy lipidos, que descifran la informacién codificada por la maquinaria
de glicosilacién y la traducen en funciones celulares (108). Hasta la fecha, se han
identificado 15 galectinas en mamiferos y 11 se encuentran en humanos, actuando tanto
intracelular como extracelularmente.

Las galectinas pueden ser clasificadas en tres grupos segun su estructura (109): 1)
galectinas prototipo que contienen un dominio de reconocimiento de carbohidratos
(DRC) que puede formar homodimeros; 2) galectinas de tipo repetido en tandem que
contienen dos DRC y estan conectados por un conector flexible; y 3) galectina-3 de tipo
quimérico que contiene un dominio DRC y una extensién N-terminal que puede formar
oligbmeros para aumentar su avidez de union.

En general, las funciones de las galectinas [Figura 7] incluyen la regulacion del
crecimiento celular, la apoptosis, la interaccion entre células, adhesion célula-matriz,

extracelular, polaridad celular, motilidad, diferenciacion, transformacion, transduccion
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de senales e inmunidad innata/adaptativa. Debido a sus multiples funciones, actian en
procesos tan importantes como la apoptosis, angiogénesis, la migracion celular y el
escape inmune tumoral, estando implicadas en la biologia del cancer (110).
Concretamente en las células tumorales, potencian las sefiales oncogénicas y reducen

la apoptosis, promoviendo la transformacién y proliferacion tumoral (111).

APOPTOSIS ADHESION Y TRANSFORMACION
MIGRACION CELULAR (ETM)
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Figura 7. Las galectinas estan asociadas con aspectos clave de la carcinogénesis, incluida la apoptosis, la
adhesién y la migracion, la transformacion celular, la invasion y metastasis, el escape inmunitario y la
angiogénesis. Sus funciones pueden ser pro y/o antitumorales, como se indica mediante flechas grises
hacia arriba y flechas rojas hacia abajo, respectivamente. Adaptado de Dings y cols., 2018 (112).

Abreviaturas: Gal-: galectina. ETM: transicién epitelio mesenquimal.

En la angiogénesis juegan un papel crucial, especialmente la galectinas-1, -3, -8 y -9.
Ito y cols. (113) publicaron que la galectina-1 extracelular promueve la angiogénesis
tumoral reforzando y estabilizando conexiones de células endoteliales vasculares e
interacciones de la matriz extracelular dentro del microambiente tumoral. Se han
propuesto dos mecanismos mediados por galectina-1 para favorecer la angiogénesis:
1) por interacciéon con NRP-1 en la superficie endotelial, que actia como co-receptor de
VEGF en las células endoteliales, galectina-1 mejora la fosforilacion del VEGFR y
posterior activacion de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK). 2) La

galectina-1 puede ser captada por las células endoteliales asociadas al tumor y
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estimular la proliferacion celular del endotelio, adhesion y migracion con resultado de
activacion de la sefalizacion endotelial de la via Ras-Raf-Erk. La galectina-3 tiene
actividad angiogénica in vitro e in vivo. Markowska y cols. (114) investigaron que la
galectina-3 se une a integrinas en la superficie endotelial, seguida de la activacion de la
adhesion focal y promocion mediada por VEGF y por el factor de crecimiento de
fibroblastos (bFGF) a través de la union con N-glicanos, activando vias de sefalizacion
mediadas por FAK que modulan la migracion de células endoteliales en la cascada
angiogénica. Un estudio posterior (115) mostré que la galectina-3 también se une a
VEGFR-2 para aumentar la respuesta angiogénica a VEGF-A. Ademas, la accion
combinada de la galectina-1 y la galectina-3 pueden aumentar el efecto sobre la
angiogénesis a través de la activacion de VEGFR-1 y la disminucién en la endocitosis
del receptor (116). Galectina-9 parece ser la unica galectina con un efecto inhibidor
sobre la angiogénesis, aunque aun queda por establecer cuales son los mecanismos
que subyacen a este efecto (117), que se ha relacionado con el entrecruzamiento de
diferentes receptores como VEGFR-2, NRP-1, beta-integrinas, y CD166 (118), donde la

galectina-9 probablemente participe.

4.1. Galectina-1, -3 y -9 en cancer colorrectal

En el tejido colorrectal sano se expresan las galectinas-1, -3, -4 y -8, mientras que
galectina-1 presenta expresiéon deébil, galectina-3 presenta altos niveles nucleares. Las
células en la base de la cripta tienen una expresion de galectina-3 débil o negativa y la
intensidad va aumentando progresivamente desde la base hasta la superficie de la
glandula. Ya en 1997, aparece la primera publicacion sobre el valor de expresién de
galectinas-3 y -1 en CCR, donde analizan mediante inmunohistoquimica muestras de

adenomas, carcinomas y lesiones metastasicas, describiendo que su sobreexpresion
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citoplasmatica aumenta con la progresion tumoral (119). De todas las galectinas
profundizaremos en las -1, -3 y -9, por ser las analizadas en nuestro trabajo.

De la que disponemos mas evidencia en CCR es de la galectina-3. Aunque algun
estudio ha demostrado que una disminucion de la expresion de galectina-3 ocurre en
las primeras etapas de la progresion tumoral (120), son muchos otros los que han
relacionado su sobreexpresion con el desarrollo de metastasis, postulandose como un
posible nuevo biomarcador prondstico (121). En 2011 Povegliano y cols. (122),
realizaron un estudio de galectina-3 mediante inmunohistoquimica de 35 CCR,
concluyendo que su mayor expresion citoplasmatica parece ser un factor prondstico con
mayor riesgo de recurrencia (p = 0,046). Afos mas tarde fueron Tao y cols. (123),
quienes investigaron la correlacion entre la expresion de galectina-3 mediante
inmunohistoquimica y las variables clinico-patolégicas de 61 CCR y 23 muestras de
tejido normal adyacente. Los autores encontraron una correlacion significativa con el
tamano tumoral, la diferenciacion tumoral y la estadificacion de Duke.

Asi mismo, en los ultimos afios disponemos de dos metaanalisis que apoyan estos
resultados. Uno publicado en 2018 por Wang y cols (124), en distintos tipos de tumores,
con 36 estudios elegidos y en el analisis por subgrupos se correlaciono la alta expresion
de la galectina-3 en CCR con menor SG y SLE/SLP (HR combinado= 3,05, IC95% 2,13—
4,35, p=0,734; HR combinado= 2,49, IC95% 1,82-3,41, p=0,738; respectivamente). En
el otro, publicado en 2019, se incluyeron 15 estudios con 1661 pacientes para explorar
la asociacion de la galectina-3 con la SG y las caracteristicas clinicopatolégicas del CCR
(125). Este metaanalisis encontr6 asociaciones estadisticamente significativas de la
mayor expresion de galectina-3 con una SG mas pobre (HR = 1,77, 1C95 % 1,36-2,31,
p<0,0001) y peores caracteristicas clinicopatoldgicas.

También se han analizado la expresion de las galectinas mediante determinacién de
ARNm. Gopalan y cols. describieron que las proteinas de la galectina-1 y -3 se

expresaron significativamente mas en los CCR en comparacion con los adenomas (95%
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y 61%, respectivamente). Por el contrario, los pacientes con CCR con niveles elevados
de ARNm de galectina-3 y expresion de proteinas mostraron un mejor pronostico
(p=0,052) (126).

En el cancer de mama, la expresiéon de la galectina-9 produjo la agregacion de células
tumorales y estas fueron menos agresivas, evitando las metastasis y prolongando la
supervivencia (127). Sin embargo, el papel de galectina-9 en el CCR sigue siendo
desconocido. En un estudio muy reciente publicado por Morishita y cols. (128), se
evaluaron los efectos de galectina-9 en células de CCR y de tejido sano in vitro e in vivo.
Se observo que galectina-9 suprime la proliferacién celular del CCR humano mediante
la induccion de la apoptosis. Estos hallazgos sugieren que galectina-9 podria ser un

potencial biomarcador y diana terapéutica en pacientes con CCR.

5. ANGIOGENESIS Y RESPUESTA INMUNE ANTI-TUMORAL

Existe una estrecha interaccién entre el proceso de angiogénesis y la respuesta del
sistema inmune contra el tumor. Se sabe que la proteina VEGF-A modula la respuesta
inmunitaria innata y adaptativa directa o indirectamente por tres vias diferentes: 1)
mediante su interaccion con las células inmunitarias, 2) modulando su expresion en las
células endoteliales y 3) modulando la permeabilidad vascular. Por otro lado, las células
inmunitarias inmunosupresoras pueden producir factores proangiogénicos y promover
la angiogénesis, creando un fendmeno de retroalimentacién positiva. Asi mismo, la
inhibicion de la via de senalizacion del VEGF-A pueden modular la vasculatura del tumor

y por tanto la respuesta inmunitaria frente al mismo.
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5.1. Respuesta inmune innata

Las respuestas anti o pro-tumorales del sistema inmune dependen del microambiente
tumoral. Son numerosas las células inmunitarias innatas que promueven la
angiogénesis mediante la produccién de VEGF-A, incluyendo las células supresoras
derivadas de la linea mieloide (MDSC) (129), los macréfagos (130), los neutrdfilos (23),
las células natural killer (NK) (131) y los mastocitos (132). Existen numerosos
mecanismos que inducen la angiogénesis mediada por VEGF-A y sus receptores por
parte de las células inmunitarias innatas. Por un lado, los macréfagos, los neutréfilos
N2, las MDSC y los mastocitos la promueven mediante la produccion de las
metaloproteasas de matriz extracelular, como MMP-9, que es una proteina conocida por
escindir la matriz extracelular y liberar factores de crecimiento unidos a la heparina,
como el VEGF-A (133, 134). Ademas, las MDSC producen FGF-2 y los mastocitos
generan FGF-2, IL-8, factor de crecimiento transformante g (TGFp), y factor de necrosis
tumoral o (TNF-a), moléculas que participan en la angiogénesis (134). Los macréfagos,
los neutrdfilos y las células dendriticas (DC) pueden expresar VEGFR-1 y VEGFR-2 en
su superficie celular (135) y las NK humanas el VEGFR-3 (136). Igualmente, los
mastocitos humanos expresan VEGFR-1, VEGFR-2, NRP- 1 y NRP-2 y las MDSC
dentro del tumor tanto el VEGFR-1 como el VEGFR-2 (137).

La presencia de macréfagos asociados a tumores esta relacionada con mal pronéstico
en el cancer de mama, el linfoma de Hodgkin y el cancer de tiroides (138, 139). In vitro,
el VEGF-A aumenta la diferenciacién de los macréfagos hacia un fenotipo M2 y su
capacidad de migracion celular (130). La estimulacion de las NK con TGFB-1 y las NK
periféricas sometidas a hipoxia aumentan la produccion de VEGF-A y PIGF (140).
Recientes estudios han intentado aclarar el papel de las NK en la angiogénesis tumoral,
describiendo que aquellas células NK deficientes en STAT5 son capaces de producir

mayores niveles de VEGF-A (141), que la inhibicion de HIF-1a en las células NK frena
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el crecimiento tumoral (142) y que la unién del VEGF-C al VEGFR-3 presente en la
membrana de las células NK induce una sefalizacion que reduce la citotoxicidad de las
mismas (136).

En estado estacionario, el VEGF-A recluta los neutréfilos CD49d+ al tejido, a través de
la via de sefializacion de VEGFR-1y -2 (143). Los neutrdéfilos humanos estimulados por
VEGF-A muestran un aumento de la fosforilacion de ERK, lo que sugiere que VEGF-A
activa la senfalizacion del VEGFR-1 en los neutréfilos (143).

Los mastocitos en el cancer de mama tiene actividad anti-tumoral, siendo pro-tumoral
en el cancer de tiroides, gastrico y el linfoma de Hodking (144). Se ha observado una
reduccion de las capacidades angiogénicas y metastasicas en ratones deficientes en
mastocitos (145). Ademas, la IL-6 (146), la IL-9 (147), la prostaglandina E2 (PGE2)
(148), la hormona liberadora de corticotropina (149, 150) y la adenosina (150) pueden
aumentar por parte de los mastocitos la produccion continua de VEGF-A.

Estudios en diferentes tipos de tumores han demostrado que la infiltracion de las MDSC
en el tumor se asocia con una mayor concentracion de VEGF-A (151). La hipoxia
producida por el tumor conduce a las MDSC a liberar VEGF directa o indirectamente a
través de la producciéon de TGF-B o adenosina. Ademas, VEGF-A tiene la capacidad de
mejorar la infiltracion de las MDSC en el tumor, creando un ciclo de retroalimentacién
positiva (152). En el tumor, las MDSC expresan VEGFR-2, siendo esta via su entrada
en la EMT vy los anticuerpos dirigidos frente al receptor la bloquean reduciendo su
migracion. Ademas, el aumento de VEGF-A provoca a través de las MDSC una
reduccion de la infiltracion de las células T citotoxicas en el tumor (153).

El VEGF-A tiene la capacidad de inhibir la migracién de las células dendriticas maduras
a través de la via VEGF-A/RhoA-cofilina1 (135). El aumento del numero de células
dendriticas inmaduras en pacientes con cancer de mama, de cabeza y cuello o de
pulmoén, se ha asociado a una elevada concentracion de VEGF-A en plasma y a una

enfermedad mas avanzada (154). Esto sugiere que el VEGF-A podria afectar a la
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diferenciacion desde los monocitos (155) y el VEGFR-1 bloquearia su maduracién a
través de la activacién del NF-B (156). Se han descrito funciones contradictorias en
relacion con el papel de HIF1-a en las células dendriticas. Cuando estas carecen de
HIF1-a desempefian un papel fundamental en la presentacién del antigeno y en cambio,
cuando tienen una expresion constitutiva aumentan la produccién de IL-10 y VEGF-A.
Por este motivo, se relaciona a HIF1-o. con una limitacion en la induccidn de una

respuesta inmunitaria adaptativa (157).

5.2. Respuesta inmune adaptativa

El VEGF-A desempefia un papel negativo en el desarrollo de las células T, induciendo
una disminucion de las células T CD4+ y CD8+, reduciendo las células progenitoras
hematopoyéticas tempranas (158) y pudiendo inhibir directamente la proliferacion de las
células T CD3+ asi como su citotoxicidad. Esta inhibicidn la realiza a través de la via de
sefalizacion VEGF/VEGFR-2 (159). Curiosamente, las células tumorales que producen
VEGF-A, son capaces de aumentar la expresion del receptor de muerte celular
programada 1 (PD-1), la proteina 4 asociada a los linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) y la
inmunoglobulina de células T y el dominio de mucina 3 (TIM-3) en la superficie de las
células T CD8+, lo que induce el agotamiento de las células T, participando en el
establecimiento de un microambiente inmunosupresor. Este fendmeno puede revertirse
utilizando un anticuerpo anti-VEGF-A o un inhibidor de la tirosina quinasa dirigido al
VEGFR (160).

Por otro lado, el factor pro-angiogénico VEGF interactua con las Treg, ya que aquellas
que presentan alto nivel de FOXP3 expresan VEGFR-2 en su superficie celular. EI VEGF
aumenta el reclutamiento de Treg en el tumor, contribuyendo a un microambiente

inmunosupresor (161).
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En resumen, la angiogénesis desempefia un papel fundamental en la modulacion del
microambiente inmunitario del tumor. En este sentido, VEGF-A contribuye a este
proceso al inhibir la proliferacion y diferenciacion de células efectoras inmunitarias
activadas, al tiempo que recluta células inmunitarias supresoras asociadas al tumor

(162).

6. BIOMARCADORES Y BEVACIZUMAB

En oncologia, los biomarcadores prondsticos son utilizados para identificar la
probabilidad de supervivencia, recurencia o progresion de la enfermedad mientras que
los predictivos son aquellos utilizados para seleccionar a los individuos que tienen mas
probabilidades de experimentar un efecto favorable o desfavorable de la exposicion a
una terapia (163). Un biomarcador ideal deberia ser facil de medir y cuantitativo,
altamente especifico y sensible, a la vez que fiable y reproducible.

A pesar de los avances realizados en los ultimos afios, los resultados de multiples
analisis a gran escala para la busqueda de biomarcadores en la terapia antiangiogénica,
han ofrecido resultados contradictorios sin haber mostrado ninguno un valor predictivo
consistente y por tanto su validez de uso en la practica clinica (61).

A continuacion, en la Tabla 3 se describen los estudios mas relevantes realizados sobre

posibles biomarcadores para terapia con bevacizumab en CCRm (164).
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Tabla 3. Resumen de la evidencia de posibles biomarcadores en pacientes con CCRm tratados con bevacizumab asociada a la quimioterapia.

BIOMARCADOR Determinacion Autor (aho) Disefio estudio SLP (mediana meses) SG (mediana meses) Ref.
VEGF-A
rs13207351 Formica y cols. P (n=40) 8,9 vs 15,4 meses; NS (165)
G/G vs G/A+A/A (2011) HR = 3,53; p=0,007
rs1570360 9,8 vs 16 meses; NS
G/G vs G/A+A/A HR 2,32; p=0,03
rs833061 Loupakis F y cols. R (n=111) 12,8 vs 10,5 vs 7,5 meses; 27,3 vs 20,5 vs18,6 meses; (166)
C/Cvs C/Tvs T/T (2011) HR = 2,13, [1,41-5,10]; p=0,0027 HR=2,22, 1C95% 0,54-5,51; p=
0,195
rs25648 Becouarn y cols. P (n=45) NS HR =0,605, IC 95%, 1,57-8,30; (167)
(2014) P=0,0104.
rs3025039 Sibertin-Blanc y R (n=89) 14,2 vs 7,0 meses; 29,1 vs 19,7 meses; p=0,016 (168)
C/C vs C/T+T/T cols. (2015) HR=0,57; p=0,022
VEGFR-2
rs12505758 Loupakis F y cols. P (n=424) 10,9 vs 9 vs 10,7 meses NS (169)
T/T vs C/T vs C/C (2013) HR=1,34 (C/T);1,57(C/C); p=0,045
MicroRNA-126
Plasmatico Hansen y cols. P (n=68) 9,3 vs 7,3 meses (170)
Alta vs baja (2015) HR=0,53 (IC95%, 0,29-0,97), -
expresion p=0,02
Hansen y cols. P (n=89) HR=0,49, 95% 1C=0,29-0,84, 171)
(2013) p=0,009 -
Angiopoietin-2
Plasmatico Jary y cols. P (n=177) 26,2 vs 17,8 meses; HR=1,59; (172)
< 5vs >5ng/mL (2015) - 95% Cl, 1,14-2,21; p=0,0065
LDH
Plasmatico Feng y cols. Metaanalisis HR: 1,43, 95% ClI: 1,05-1,94; HR: 1,667, 95% CI: 1,230-2,259; | (173)
(2019) (n=1219) P=0,023 P=0,001
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7,68, p<0,001

BIOMARCADOR | Determinacion Autor (aho) Disefio estudio SLP (mediana meses) SG (mediana meses) Ref.
FLT1
rs9513070 Sohn y cols. P (n=125) 8,7 vs 6,6 meses; HR=0,50; 26 vs 16,1 meses; (174)
A/A vs A/G+G/G (2015) p=0,012 HR=0,64; p=0,072
PDGFR-$
rs2302273 Volz y cols. R (n=424) 9,9 vs 11,1 meses NS (175)
C/C vsC/G +T/T (2015) HR = 0,76; p=0,016
CD31
IHQ Bianconi y cols. P (n=74) 11,28 vs 4,92 meses - (176)
Altavsbaja expresion | (2020) 0,53, IC 95%: 0,30-0,95, p=0,034
Gen R-spondin 2
rs555008 Berger y cols. P (n=773) 8,1 vs 11,2 meses, HR 1,93 - 177)
GvsTT (2020) p=0,023
RAS mutado
CCL5/CCR5
rs2280789 G Suenaga y cols. P (n=202) 19,8 vs. 11,0 meses, HR 0,44, 41,8 vs 24,5 meses, HR: 0,50, (85)
QT+B vs QT (2019) IC95%: 0,24-0,83, p = 0,004 1IC95%: 0,26-0,95, p=0,024
18911.2-q12.1
N° copias Dijk y cols. R (n=181) p= 0,009; HR=0,64; IC95 % = 0,46- - (178)
QT vs QT-B (2022) 0,89
IL-8
Plasmatico Marisi y cols. P (n=58) 6,5 vs 12,6 meses; HR 7,39, 8,7 vs 28,8 meses, HR 7,68, (179)
2145 pg/mL (2018) P<0,0001 y 8.7 vs 28.8 meses, HR IC95% 2,59-22,77 p<0,001

Abreviaturas: SLP: supervivencia libre de progresién; SG: supervivencia global; Ref.: referencia; P: prospectivo; R: retrospectivo; QT: quimioterapia; B: bevacizumab.
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En resumen, el conocimiento de la biologia molecular en el cancer y el avance hacia
una oncologia personalizada, hace necesaria la identificacién de biomarcadores utiles
y factibles que nos permitan una seleccién adecuada de aquellos pacientes que puedan
beneficiarse de una determinada terapia o un mejor conocimiento del pronéstico de su
enfermedad. El CCRm es un complejo proceso tumoral complejo y heterogéneo en el
que la mejor decisién terapéutica esta basada en el perfil molecular del tumor. En la
actualidad, de los tratamientos dirigidos disponibles para el tratamiento del CCRm, la
terapia antiangiogénica combinada con la quimioterapia no dispone de biomarcadores
de respuesta al tratamiento validados en la practica clinica, pudiendo evitar toxicidades
y costes innecesarios. Su identificacion representaria un gran avance en el manejo

terapéutico de estos pacientes candidatos a recibir dicha terapia.
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Ill. Hipotesis

En pacientes con CCRm que van a recibir tratamiento en primera linea con bevacizumab
asociado a la quimioterapia existen biomarcadores plasmaticos y en tejido tumoral
relacionados con la repuesta y la supervivencia, implicados en distintas fases del

proceso de angiogeénesis y la respuesta inmune.
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V. Objetivos

1. OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar la asociacion entre la respuesta a la terapia antiangiogénica y los niveles

circulantes basales de VEGF-A y ECA en pacientes con cancer colorrectal metastasico.

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

Determinar si los niveles circulantes de VEGF-A, ECA y galectina-1, -3 y -9 proporcionan
informacidén prondstica y predictiva de la repuesta a la terapia antiangiogénica en

pacientes con cancer colorrectal metastasico.

Analizar la asociacidon entre el perfil de expresion génica de la respuesta inmune

antitumoral y la respuesta a la terapia antiangiogénica en pacientes con cancer

colorrectal metastasico.
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V. Poblacion, Disefio y Metodologia

1. DISENO DEL ESTUDIO Y DIAGRAMA DE FLUJO

Es un estudio longitudinal observacional prospectivo en el que fueron incluidos de forma
consecutiva un total de 200 pacientes con CCRm previo inicio de tratamiento de primera
linea con quimioterapia estandar, en el Servicio de Oncologia Médica del Hospital
Universitario Reina Sofia de Coérdoba entre el 1 de marzo 2017 y el 31 de diciembre de
2020.

A continuacion, se representa el diagrama de flujo que ha permitido la seleccion de

nuestra poblacién de estudio. [Figura 8]

Pacientes pre-seleccionados con CCRm

N =200
Excluidos N=43
> Resecable N=30
Respuesta no evaluable N=13
N =157

¢, Han recibido tratamiento con bevacizumab?

Excluidos N= 77
QT+ antiEGFR N=38
QT N=39

A4

N =80
QT+bevacizumab

| Excluidos N=7
Dificultad técnica: 7

v

Poblacion analizada
QT+bevacizumab

)= 0 Paneles N = 35

Figura 8. Diagrama de flujo de los pacientes incluidos en nuestro estudio.
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2. POBLACION DE ESTUDIO

La seleccién de los pacientes se realizé en funcion de unos criterios de inclusion y de

exclusién preestablecidos: [Tabla 4]

Tabla 4. Criterios de inclusion y exclusion de la muestra analizada.

CRITERIOS DE INCLUSION

- Edad >18 afios.

- Capacidad para firmar consentimiento informado.

- Confirmacion histolégica de CCRm no resecable.

- ECOG <2.

- Adecuada funcion hepatica, renal y hematoldgica.

- Presentar enfermedad medible por criterios RECIST.

- No haber recibido tratamiento previo para enfermedad avanzada.
- Indicacién de tratamiento de quimioterapia con bevacizumab.

- Esperanza de vida > 6 meses.

CRITERIOS DE EXCLUSION

- Segunda neoplasia sincrénica o metacrénica previa a excepcion de tumor de
piel no melanoma o carcinoma in situ de cervix, correctamente tratado.

- ECOG>2.

- Haber recibido tratamiento de quimioterapia para enfermedad metastasica.
- Enfermedad resecable.

- No presentar adecuada funcionalidad hepatica, renal o medular.

- Imposiblidad de evaluacion de respuesta por criterios RECIST.

- Indicacién de quimioterapia sola +/-antiEGFR

- No indicacién de bevacizumab por hipertension arterial no contralada y/o
proteinuria y/o alto riesgo de sangrado.

- Imposibilidad en la realizacién de la determinacion de marcadores serolégicos.

- Esperanza de vida < 6 meses.
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Los pacientes debian presentar enfermedad medible segun los criterios RECIST y la
evaluacion de la respuesta se realizd, segun la practica clinica, mediante un TAC cada
tres meses y/o seis ciclos desde el inicio de la terapia. El tratamiento se continué hasta
la progresion de la enfermedad, la decision del paciente y/o la aparicién de una toxicidad
inaceptable que contraindicara la terapia.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario
Reina Sofia de Coérdoba (Espafia) (n° 260, ref. 3404), de acuerdo con los principios
fundamentales establecidos en la Declaracion de Helsinki de 1964 y sus modificaciones
posteriores.

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado de forma previa a la inclusion

en el estudio y a la extraccion de las muestras

3. CARACTERISTICAS CLiNICO-PATOLOGICAS DE LOS

PACIENTES

Se realizé una revision de las historias clinicas de los pacientes incluyendo en la hoja
individual de recogida de datos los correspondientes a datos de filiacién, caracteristicas
del paciente, caracteristicas del tumor y caracteristicas del tratamiento recibido. [Tabla
5] El tratamiento de los datos se realizé de acuerdo con la normativa vigente del RD
223/2004 de 6 de febrero y la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre sobre la
proteccion de datos de caracter personal.

Las caracteristicas clinico-patolégicas analizadas fueron la edad, el sexo, el estadio, la
localizacién del tumor, el grado de diferenciacion tumoral, el tipo de tumor histoldgico,
el estado mutacional RAS y BRAF, el estado de microsatélite, el numero de
localizaciones metastasicas, el tratamiento quimioterapico de primera linea recibido, la
duracion del tratamiento, la evaluacién de la respuesta y el grado de toxicidad. La

toxicidad se evalu6 a lo largo del estudio de acuerdo con los Criterios Comunes de
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Toxicidad del Instituto Nacional del Cancer (NCI). Para evaluar la respuesta a los
tratamientos, nos basamos en los criterios RECIST 1.1 (Response Evaluation Criteria in
Solid Tumors): respuesta completa (RC), respuesta parcial (RP), progresion de la
enfermedad (PE) y enfermedad estable (EE). [Tabla 2 en el Anexo I]

A partir de los datos obtenidos se elaboraron variables para relacionarlas con la
respuesta y la supervivencia: tasa de respuestas globales (TR) que hace referencia a la
suma de RC, RP y EE; supervivencia global (SG), que abarca desde la fecha del inicio
de tratamiento con bevacizumab hasta la fecha de la ultima visita en los pacientes no
fallecidos y la fecha de exitus para los fallecidos; supervivencia libre de progresion (SLP)
que comprende desde el inicio de tratamiento con quimioterapia combinada con
bavacizumab hasta el fin del mismo, por progresion de la enfermedad y/o toxicidad

inaceptable y/o suspension del tratamiento por otra causa. [Tabla 5]

Tabla 5 Variables incluidas en la recogida de datos clinicos, patolégicos,

moleculares y tratamientos recibidos de los pacientes incluidos en el estudio.

DATOS DE FILIACION

- Iniciales

- Nimero de codificacion del paciente

CARACTERISTICAS DEL PACIENTE

- Fecha de nacimiento

- Sexo: mujer/hombre

- Peso (kg)

- Talla (cm)

- ECOG al diagnéstico: 0/1/2

- HTA previo al diagnéstico: si/no

- Fecha del diagnéstico de enfermedad metastasica
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- Edad al diagndstico de enfermedad metastasica

- Enfermedad metastasica: sincrénica/metacrénica

CARACTERISTICAS DEL TUMOR

- Localizacién del primario: derecho/izquierdo
- Tipo histoloégico: Adenocarcinoma/mucinoso/célula anillo sello

- Grado histolégico: Gx: grado histolégico desconocido/Grado 1: bien

diferenciado/Grado 2:

moderadamente diferenciado/Grado 3: pobremente diferenciado

- Localizacidon metastasica: higado/pulmén/higado y pulmén/peritoneo/otros
- Numero de localizaciones metastésicas:<2/>2

- Mutacién de KRAS: mutado/wild type/desconocido

- Mutacién de NRAS: mutado/wild type/desconocido

- Mutacién RAS: mutado/wild type/desconocido.

- Mutacién BRAF: mutado/wild type/desconocido.

- Microsatélites: inestable/estable/desconocido.

CARACTERISTICAS DEL TRATAMIENTO RECIBIDO

- Cirugia tumor primario: si/no
- QT adyuvante: si/no
- Esquema de quimioterapia primera linea:

FOLFOX+bevacizumab/FOLFIRI+bevacizumab/FP+bevacizumab/Irinotecan+bevaci

zumab.

- Fecha inicio primera linea de quimioterapia

- Fecha fin primera linea de quimioterapia

- Tipo de respuesta primera linea de quimioterapia: Respuesta completa/Respuesta
parcial/Enfermedad estable/Progresion.

- Toxicidad grado 3-4 primera linea de quimioterapia: si/no

77



Terapia antiangiogénica en cancer colorrectal metastasico: identificaciéon de biomarcadores

- Tipo de toxicidad grado 3-4: digestiva/medular/mucositis/neurotoxicidad
- Progresion a tratamiento de primera linea: si/no

- Fecha progresion primera linea de quimioterapia.

- Tiempo de respuesta: <6 meses/ >6 meses

- Tiempo de respuesta: <9 meses/ >9 meses

- Esquema de quimioterapia de segunda linea: si/no

- Numero de lineas recibidas: 1/2/3/>3

FIN DEL SEGUIMIENTO

- Fecha de exitus/ultima visita
- Exitus: si/no

- Causa del exitus: progresion/toxicidad/desconocido

BIOMARCADORES ANALIZADOS

-VEGF-A (ng/mL)
-ECA (ng/mL)
-Galectina-1 (ng/mL)
-Galectina-3 (ng/mL)
-Galectina-9 (ng/mL)

-Panel de expresion génica relacionado con la respuesta inmune anti-tumoral.

4. SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES

Se realizé un seguimiento de todos los sujetos del estudio, tomando como fecha inicial
el primer dia de inicio de tratamiento de quimioterapia de primera linea y la extraccién
de las muestras de plasma del primer paciente. Y como fecha fin del estudio se

establecié al menos, a los seis meses de seguimiento del ultimo paciente incluido,
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especificando en cada uno la situacién de progresion o no a la primera linea de

quimioterapia y si los pacientes se encontraban vivos o no.

5. EXTRACCION DE SANGRE Y SEPARACION DE PLASMA

Los pacientes con CCRm fueron sometidos a una extracciéon de sangre antes de recibir
cualquier tratamiento oncolégico para enfermedad metastasica que incluyera
bevacizumab, en el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Reina Sofia (Cérdoba).
El plasma se obtuvo a partir de 8 mL de sangre recogida en tubos de K2-EDTA. Las
muestras de sangre se centrifugaron a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C para separar
el plasma. A continuacion, las muestras de plasma se alicuotaron en tubos eppendorf
para evitar los ciclos de congelacion-descongelacion y se almacenaron a -80 °C hasta

Su uso.

6. ANALISIS DE MARCADORES CIRCULANTES EN PLASMA

La mediciéon de los diferentes biomarcadores en plasma se realizé utilizando los
siguientes kits: Kit ELISA de VEGF-A humano (ref: BMS277-2, Invitrogen); Kit ELISA de
ECA humano (ref: ab119577, Abcam); Kit ELISA de Galectina-1 humana (ref: ELH-
GALECTIN-1, RayBioTech); Kit ELISA de Galectin-3 humana (ref: BMS279-4,
Invitrogen) y Kit ELISA de Galectina-9 humana (ref: ELH-GALECTIN-9, RayBioTech).
En cada caso, el andlisis se realiz siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
fabricante.

A partir de las determinaciones seroldgicas, y dado que no se dispone de puntos de

corte estandarizados a nivel plasmatico de los marcadores analizados, se decidid
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realizar el analisis estadistico estratificando los parametros por sus terciles (T1, T2y T3)

en la poblacion analizada.

7. PERFILES DE EXPRESION GENICA INMUNE EN LOS TUMORES

De los 73 pacientes analizados en nuestro estudio con CCRm que han recibido
tratamiento con bevacizumab asociado a la quimioterapia, se seleccionaron 35
pacientes para un analisis exploratorio de determinacion de expresion génica de los que
disponiamos de adecuado material de tejido tumoral parafinado para la posterior
extraccion de ARN.

Los perfiles de expresiéon génica inmune en los tumores se realizaron con el panel
nCounter PanCancer Immune Profiing de NanoString en un equipo NanoString
nCounter DX (Nanostring Technologies, Seattle, EE. UU.). Para cada muestra de tumor
parafinado, se extrajo el ARN total utilizando el Kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Luego, se cuantificé el ARN
total con el espectrofotémetro NanoDropTM 1000 (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer, NanoDrop Technology) y se midié el numero de integridad del ARN
(RIN) con el equipo Agilent 2200 TapeStation. Los datos de expresion en bruto
generados para cada gen se normalizaron y analizaron utilizando el software nSolver
(NanoString Technologies). Para cada gen, la expresion positiva o negativa indica que
el numero de moléculas de ARN esta por encima o por debajo, respectivamente, de la

media en el conjunto de muestras.
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8. VARIABLE PRINCIPAL

Nuestro objetivo fue evaluar el efecto de los niveles de expresion plasmatica de VEGFA,
ECA y galectinas -1, -3 y -9 sobre lala SLP y la SG en pacientes con CCRm que reciben

tratamiento de quimioterapia con bevacizumab.

9. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas se compararon mediante las pruebas de chi-cuadrado/exacta
de Fisher. Las variables cuantitativas se compararon mediante la prueba U de Mann-
Whitney. La asociacidén con la supervivencia se analiz6 mediante curvas de Kaplan-
Meier y la prueba de log-rank. Los analisis multivariantes para la SG y la SLP se
realizaron mediante el modelo de riesgos proporcionales de Cox, ajustando por edad,
sexo, ECOG en el momento del diagnéstico, estado RAS, localizacion del tumor primario
y numero de localizaciones metastasicas.

Para el analisis estadistico se utilizd el programa IBM SPSS Statistics para Macintosh
(versién 20.0. Armonk, NY: IBM Corp). El nivel de significacién para todos los andlisis
fue de a=0,05. El analisis de la firma de genes inmunitarios de muestras clinicas se
realizé utilizando los datos normalizados de nCounter nanoString y el software en linea
Metaboanalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/).

Se han elaborado graficos y tablas que facilitan la interpretaciéon de los resultados
obtenidos.

Para el calculo del tamafo muestral de nuestro estudio, se ha tenido en cuenta que para
la cohorte de pacientes tratados en primera linea con bevacizumab asociado a
quimioterapia se estima una mediana de tiempo a la progresion de 9-10 meses, segun

los datos de estudios previos (67, 76). Con unas diferencias esperadas de SLP del 30%
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si se aplican en esta cohorte los factores predictivos de respuesta, utilizando un error

alfa del 0,05 y un error beta del 0,2, seria necesario analizar 72 pacientes.

10. REVISION BIBLIOGRAFICA

Para la obtencion de la bibliografia pertinente se usé la base de datos PUBMED y el
motor de busqueda MEDLINE ofrecidos por la Biblioteca nacional de los Estados Unidos
(http://ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Se empled a su vez el proveedor de informacion Ovid
Technologies al que se accede a través del Ovid Web Gateway
(https://ovidsp.ovid.com). Se accedid a estas plataformas junto con la consulta directa
de determinadas revistas cientificas a través de la Biblioteca Virtual del Servicio de
Salud Publico de Andalucia (http://www.bvsspa.es/profesionales/).

Las referencias se muestran segun el estilo Vancouver para la publicacién de

manuscritos en el ambito de las Ciencias de la Salud.
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VI. Resultados

1. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES

Desde marzo de 2017 hasta diciembre de 2020, se examinaron 200 pacientes con
confirmacion histolégica de cancer colorrectal metastdsico antes del inicio del
tratamiento estandar de quimioterapia de primera linea que incluia bevacizumab para
determinar su elegibilidad y finalmente se incluyeron 73 pacientes en el presente estudio
(véase la Figura 8). La mediana del seguimiento de los pacientes fue de 19 meses (IC
95%: 17,2-21,3 meses).

La mediana de edad fue de 62 anos (35-87), siendo la mayoria hombres (60,3%). La
histologia mas frecuente fue el adenocarcinoma (87,7%) y con grado de diferenciacién
moderado (86,6%). En el momento del diagndstico, 62 pacientes (84,9%) eran estadio
IV y 10 (12,7%) desarrollaron metastasis durante el seguimiento, siendo el higado la
localizacion mas frecuente (45,2%). Un total de 16 (21.9%) pacientes presentaban
metastasis pulmonares y 9 (12.3%) en localizacion peritoneal.

Treinta y un pacientes (42,5%) fueron operados del tumor primario y del total, el 64,4%
tenian localizacién del tumor primario en el lado derecho y el 35,5% del lado izquierdo.
ECOG 0 y 1 estaba presente al diagndstico en 44 (60.3%) y en 28 (38.4%) pacientes,
respectivamente.

Dentro de las caracteristicas moleculares, 59 pacientes (80,8%) tenian un estado RAS
mutado y 65 (89%) tenian microsatélites estables. El régimen de quimioterapia mas
utilizado fue el basado en oxaliplatino asociado a bevacizumab (91,7%), 40 pacientes
(54,8%) tuvieron una respuesta parcial y 29 (39.7%) estabilizacion de la enfermedad.
En el momento del andlisis, 62 pacientes (84,9%) habian progresado a primera linea y
48 (65,8%) habian fallecido.

Las caracteristicas basales clinicas, patoldgicas, moleculares y los tratamientos

recibidos de los pacientes de nuestro estudio se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio (n=73).

Caracteristicas basales (N) Valor n (%)
Edad Mediana (rango) 62 (35-87)
Género Masculino 44 (60,3)
Femenino 29 (39,7)
Localizacion Derecho 26 (35,6)
Izquierdo 47 (64,4)
Estadio al diagnostico Precoz 10 (12,7)
Avanzado 63 (87,3)
Tipo histolégico Adenocarcinoma 64 (87,7)
Mucinoso/Anillo de sello 9 (12,4)
Grado histoldgico Bien diferenciado 9 (12,3)
Moderadamente diferenciado 61 (86,6)
Pobremente diferenciado 3(4,1)
Cirugia del tumor primario Si 31 (42,5)
No 42 (57,5)
ECOG al diagnéstico 0 44 (60,3)
1 29 (39,8)
Numero de metastasis <2 56 (76,7)
>2 17 (23,3)
Metastasis hepaticas Si 33 (45,2)
No 40 (54,8)
Metastasis pulmonares Si 16 (21,9)
No 57 (78,1)
Metastasis peritoneales Si 9 (12,3)
No 64 (87,7)
Estado RAS Mutado 59 (80,8)
No mutado 13 (17,8)
Desconocido 1(1,4)
Estado BRAF Mutado 5(6,8)
No mutado 15(20,5)
Desconocido 53(72,6)
Estado Microsatelites MSS 65(89)
MSI-H 2(2,7)
Desconocido 6 (8,2)
Quimioterapia primera linea Folfox/Xelox-BVZ 63 (86,3)
Folfiri-BVZ 3(4,1)
Folfoxiri-BVZ 4 (5,5)
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Capecitabina-BVZ 3(4,1)
Respuesta primera linea Respuesta parcial 40 (54,8)
Enfermedad estable 29 (39,7)
Progresion 4 (5,5)
Toxicidad grado >2 Si 21 (28,8)
No 52 (71,2)
Hipertension arterial No 52 (71,2)
Grado 1-2 17 (23,3)
Grado 3 4 (5,5)
Quimioterapia segunda linea  Si 47 (64,4)
No 26 (35,6)
Progresion primera linea Si 62 (84,9)
No 11 (15,1)
Exitus Si 48 (65,8)
No 25 (34,2)

Los puntos de corte utilizados, segun los terciles poblacionales, para el VEGF-A, ECA,

gal -1, gal -2 y gal-3 se encuentra representados en la Tabla 7.

Tabla 7. Puntos de cortes utilizados para el analisis de los marcadores segun los terciles

de VEGF-A, ECA, galectina -1, galectina -3 y galectina -9.

VEGFA ECA Gal-1 Gal-3 Gal-9
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
T1 <0,1689 <79,48 <28,36 <15,14 <14,33
T2 0,1689-0,4407 79,48-141,85 28,36-48,82  15,14-23,31  14,33-17,05
T3 >0,4407 >141,85 > 48,82 >23,31 >17,05

Abreviatura: Gal-: galectina; T1: tercil 1;

T2: tercil 2; T3: tercil 3.

En la Tabla 8 y 9 se describen las caracteristicas basales de los pacientes, relacionando

los niveles basales circulantes en terciles de las determinaciones serolégicas con las
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variables clinicopatolégicas. No se observaron resultados estadisticamente
significativos para las variables género (masculino/femenino), edad (<60 afos/>60
anos), localizacion del tumor primario (derechal/izquierda), estado mutacional de RAS
(mutado/no mutado/desconocido), ECOG al diagnéstico (0/1/2), o el numero de

localizaciones metastasicas (Unica/multiple).

Tabla 8. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio y su relacién con los niveles

circulantes en terciles de VEGF-A y ECA.

VEGF-A ECA
T1 T2 T3 p T1 T2 T3 p
Género
Masculino 19 11 12 14 14 16
Femenino 5 12 11 0,058 11 10 8 0,727
Edad
SA0 AR
0amee g 812 9 9 10
15 11 0,150 16 15 14 0,915
Localizacion tumor
primario
lzquierda 15 14 16 17 16 14
Derecha 9 9 7 0,807 8 8 10 0,748
RAS
\'\/"V‘.‘Ifjafo 20 19 19 23 17 19
ild type 4 4 3 0,936 2 7 4 0,156
ECOG al
diagnostico
0-1 15 14 14 13 15 16
>1 9 9 9 0,991 12 9 8 0,556
NUmerp metastasis
kJ/I”,'IC.OI 19 19 15 18 19 19
ultiple 5 4 8 0,345 7 5 5 0,790

Abreviaturas: T1: tercil 1; T2: tercil 2; T3: tercil 3.
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Tabla 9. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio y su relacién con los niveles

circulantes en terciles de Galectinas -1, -3 y -9.

Galectina-1 Galectina-3 Galectina-9
™ T2 T3 p ™ T2 T3 p ™ T2 T3 p

Género

Masculino 18 14 12 16 16 12 14 12 18

Femenino 6 10 11 0,15 9 8 12 0,44 11 12 6 0,18
Edad

>60 afios 8 12 8 10 8 10 8 12 8

<60 anos 16 12 15 042 15 16 14 082 17 12 16 0,35
Localizacién
tumor primario

Izquierda 17 15 13 15 17 15 16 16 15

Derecha 7 9 10 059 10 7 9 0,71 9 8 9 0,95
RAS

Mutado 18 18 21 22 18 19 22 19 18

Wild type 5 6 2 0,31 3 5 5 0,62 3 4 6 0,49
ECOG al dco

0-1 13 17 13 14 13 17 15 14 15

>1 11 7 10 044 11 11 7 043 10 10 9 0,95
Num. metastasis

Unico 17 18 19 18 17 21 19 19 18

Multiple 7 6 4 0,63 7 7 3 0,31 6 5 6 0,93

Abreviaturas: dco: diagnéstico; Num.: nimero; T1: tercil 1; T2: tercil 2; T3: tercil 3.

2. ASOCIACION ENTRE SUPERVIVENCIA Y CARACTERISTICAS

CLINICO-PATOLOGICAS

En nuestra poblacion, la mediana de SG en el momento del analisis fue de 21 meses

(IC 95% 16,3-25,3 meses), siendo la probabilidad de SG a los 12 y 24 meses del 75.3%

y del 23.3%, respectivamente. La mediana de SLP fue de 11 meses (IC 95% 8,8-13,1

meses), con tasas del 79,5% a los 6 meses y del 54,8% a los 9 meses. [Figura 9]

Al correlacionar la SG con las caracteristicas clinico-patolégicas como género, edad,

numero de localizaciones metastasicas, estado mutacional RAS y ECOG, encontramos

relacion estadisticamente significativa con la variable ECOG 0 y >1 (24 meses; IC 95%
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20,1-27,8 meses vs 18 meses; 1IC95% 15,6-20,3; p=0,021). [Figura 10] En términos de
SLP no obtuvimos en ninguna de las variables analizadas relaciéon con significacién

estadistica (p>0,05).

1,09 1,0

0,84

0,6+

0,47

Probabilidad Supervivencia global (%)

0,24

Probabilidad Supervivencia libre de progresién (%)

0,0

T T T T
0 10 20 30 40 50 (; ; 1'0 y y y y
Seguimiento (meses) Seguimiento (meses)

Figura 9. (A) Supervivencia global en la poblacién analizada de CCRm. (B) Supervivencia libre de

progresion en la poblacién analizada de CCRm.

ECOG

—1ECOG 0
—TECOG >=1

Probabilidad Supervivencia global (%)

T T T T T T
o 10 20 30 40 50

Seguimiento (meses)

Figura 10. Analisis de supervivencia global en la muestra de CCRm en funcioén del estado funcional ECOG.
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3. SUPERVIVENCIA GLOBAL Y SUPERVIVENCIA LIBRE DE

PROGRESION SEGUN LOS TERCILES DE VEGF-A Y ECA

En relacion con los niveles plasmaticos de VEGF-A previo inicio de tratamiento con
quimioterapia asociada a bevacizumab, con una mediana de seguimiento de 9 meses
(IC 95% 8,9-11,6), la mediana de supervivencia libre de progresion en T1
(<0,1689ng/mL) fue de 14,1 meses (IC 95% CIl 11-17,2), en T2 fue de 9,1 meses (IC
95% CI 7,2-11) y en T3 fue de 9,7 meses (IC 95% CIl 7,6-11,9); (long rank p=0,033).
[Figuras 11.A] Por otro lado, la mediana de supervivencia global fue de 28,5 meses (IC
95% 23,2-33,8), 22,6 meses (IC 95% 18,1-27.1) y 18,3 meses (IC 95% 14,6-22,1) para
los terciles T1, T2 y T3 respectivamente; (long rank p=0,016). [Figura 11.B]

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el andlisis de SLP segun
los terciles de ECA. [Figura 11.C] Sin embargo, el grupo de pacientes con
determinaciones de ECA en el tercil superior (>141,86ng/ml) presentd una mediana de
supervivencia global de 26,37 (IC 95% 21,5-31,17), mientras que en el tertil medio fue
23,3 meses (IC 95% 18-28,6) y en el tertil inferior fue 18,1 meses (IC 95% 15,5-20,7);

(long rank p=0,053). [Figura 11.D]
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Figura 11. Supervivencia global y supervivencia libre de progresioén segun los niveles plasmaticos basales
de VEGF-A y ECA en la primera linea de tratamiento con bevacizumab de los pacientes con CRCm. (A)
Asociacioén entre los niveles basales de VEGF-A y la SLP. (B) Asociacién entre los niveles basales de
VEGF-A yla SG. (C) Asociacién entre los niveles basales de ECA y la SLP. (D) Asociacion entre los niveles
basales de ECA en plasma y la SG. Abreviaturas: VEFG-A: factor del crecimiento vascular endotelial, ECA:

enzima convertidora de angiotensina. T1: tercil superior, T2, tercil intermedio, T3 tercil inferior.
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4. SUPERVIVENCIA GLOBAL Y SUPERVIVENCIA LIBRE DE

PROGRESION SEGUN LOS TERCILES DE GALECTINAS-1,-3Y -9

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los terciles de

galectinas -1, -3 y -9 en SG ni SLP (ambas, valor de p >0,05). [Figura 12]
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Figura 12. Tasas de supervivencia libre de progresién (SLP) y supervivencia global (SG) segtn los niveles
plasmaticos basales de galectina -1, galectina -3 y galectina -9 en la primera linea de tratamiento con
bevacizumab de los pacientes con CCRm. (A) Asociacion entre los niveles basales de galectina -1y la SLP.
(B) Asociacion entre los niveles basales de galectina -1 y la SG. (C) Asociacién entre los niveles basales
de galectina -9 y la SLP. (D) Asociacién entre los niveles basales de galectina -9 en plasma y la SG. (E)
Asociacién entre los niveles basales de galectina -3 en plasma y la SLP. (F) Asociacién entre los niveles
basales de galectina -3 en plasma y la SG. Abreviaturas: SG: supervivencia global, SLP: supervivencia libre

de progresion. T1: tercil superior, T2, tercil intermedio, T3 tercil inferior.
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5. ANALISIS MULTIVARIANTE DE SUPERVIVENCIA GLOBAL Y

SUPERVIVENCIA

LIBRE DE PROGRESION

TERCILES DE VEGF-AY ECA

INCLUYENDO

Los valores de VEGF-A (ng/mL) se mantuvieron como factor prondstico (supervivencia

global: T3 vs. T1: HR=4,28, IC 95% 1,83-10; p=0,001) y predictivo (supervivencia libre

de progresion: T2 vs T1: HR=2,15, IC 95% 1,01-4,54; p=0,045; T3 vs T1: HR=2,64, IC

95% 1,21-5,65; p=0,014) independiente en el analisis multivariante ajustado por otros

factores prondstico (género, edad, ECOG, estado RAS, localizacién tumor primario y

numero de localizaciones metastasicas). [Tabla 10]

Tabla 10. Analisis multivariante de la SG y la SLP incluyendo los terciles de VEGF-A.

Variables SG SLP
HR (IC 95%) p HR (IC95%) p
VEGF-A
VEGF-A T1 1 (ref.) 1(ref.)
VEGF-A T2 1,90 0,124 2,15 0,045
(0,85-4,30) (1,02-4,54)
VEGF-A T3 4,28 0,001 2,64 0,014
(1,83-10,0) (1,21-5,65)
Género 0,60 0,130 1,12 0,685
(0,31-1,16) (0,64-1,96)
Edad 1,01 0,534 0,99 0,615
(0,97-1,05) (0,96-1,02)
ECOG
0 1(ref.) 1(ref.)
1 2,32 0,010 2,11 0,014
(1,22-4,42) (1,16-3,83)
Estado RAS 0,92 0,843 0,86 0,665
(0,40-2,11) (0,43-1,71)
Localizacién
Derecha 1(ref.) 1(ref.)
Izquierda 0,33 0,001 0,60 0,018
(0,17-0,65) (0,33-1,12)
Num. 0,75 0,430 0,77 0,439
metastasis (0,36-1,55) (0,39-1,50)
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Igualmente, en el analisis de regresién de Cox multivariante, ajustando por factores
pronésticos (género, edad, ECOG, estado RAS, localizacion tumor primario y nimero
de localizaciones metastésicas), los valores plamasticos de ECA (ng/mL)
permanecieron como factor pronédstico independiente de supervivencia global (HR=

0,44, 1C95% 0,21-0,93, p= 0,032). [Tabla 11]

Tabla 11. Analisis multivariante de la SG y la SLP incluyendo los tectiles de ECA.

Variables SG SLP
HR (IC 95%) p HR (IC95%) p
ECA
ECAT1 1 (ref.) 1 (ref.)
ECA T2 0,69 0,339 0,98 0,952
(0,33-1,47) (0,51-1,89)
ECAT3 0,44 0,032 0,95 0,879
(0,21-0,93) (0,50-1,80)
Género 0,67 0,231 1,05 0,863
(0,35-1,29) (0,60-1,84)
Edad 0,99 0,523 0,98 0,075
(0,96-1,02) (0,95-1,01)
ECOG
0 1(ref.) 1(ref.)
1 2,14 0,021 1,97 0,025
(1,12-4,07) (1,09-3,58)
Estado RAS 0,96 0,920 1,06 0,862
(0,42-2,20) (0,55-2,06)
Localizacién
Derecha 1(ref.) 1(ref.)
Izquierda 0,44 0,013 0,71 0,264
(0,23-0,84) (0,39-1,23)
Nuam. 0,82 0,608 0,94 0,848
metastasis (0,49-1,73) (0,49-1,81)
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6. GRUPOS PRONOSTICO DE RIESGO EN FUNCION DE LOS

TERCILES DE VEGF-A'Y ECA

Se definieron tres grupos de riesgo prondstico entre los pacientes incluidos en este
estudio, de acuerdo con los terciles de ECA y VEGF-A: alto riesgo (T1 ECAy T3 VEGF-
A), riesgo intermedio (T2 ECAy T2 VEGF-A) y bajo riesgo (T3 ECAy T1 VEGF-A). Los
pacientes con alto riesgo presentaron una menor supervivencia global media
comparados con los pacientes con bajo riesgo (16,6 meses (IC95% 13,2-20,0) vs 29,8

(1C95% 21,7-37,9), p= 0,007). [Figura 13]
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Figura 13. Andlisis de la SG en primera linea de tratamiento de pacientes con CCRm con quimioterapia
combinada con bevacizumab segun los niveles plasmaticos estratificados por terciles de VEGF-A y ECA
basales. Riesgo alto (ECA T1y VEGF-A T3), riesgo intermedio (ECA T2 y VEGF-A T2) y riesgo bajo (ECA

T3y VEGF-A T1).
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7. CARACTERISTICAS BASALES DE LOS PACIENTES EN FUNCION

DE GRUPOS PRONOSTICOS

Se realizd a continuacion un analisis de la relaciéon de las caracteristicas basales de los

pacientes incluidos en el estudio en funcion de los grupos prondsticos de riesgo

establecidos (bajo, intermedio y alto), no encontrandose diferencias estadisticamente

significativas (p>0,05). Destacamos que, las caracteristicas de los grupos extremos se

encuentran bien balanceadas, aunque el mayor numero de pacientes esta en el riesgo

intermedio (n= 48). A continuacion, se presenta una tabla con dichas caracteristicas

clinicopatoldgicas. [Tabla 12]

Tabla 12. Caracteristicas de los pacientes en funcion de los grupos prondsticos

establecidos (alto, intermedio, bajo)

Caracteristicas de los Bajo riesgo Riesgo Alto riesgo p valor
pacientes (N) (n=11) intermedio (n=14)
(n=48)
Edad 59(49-68) 63(60-66) 59(53-65) 0,237
Género
Masculino 9 27 8 0,284
Femenino 2 21 6
Localizacion
Derecho 16 4 0,345
Izquierdo 32 10
Tipo histolégico
Adenocarcinoma 9 42 13 0,856
Mucionoso/Anillo sello 2 6 1
Cirugia tumor primario
Si 5 20 8 0,634
No 3 24 6
ECOG al diagnéstico
0 8 28 8 0,655
1 3 20 6
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Numero de localizaciones
metastasicas

<2 9 38 9 0,465
>2 2 10 5

Estado RAS
Mutado 9 37 13 0,483
Wild Type 2 10 1

Estado BRAF
Mutado 0 5 0 0,568
Wild Type 2 10
Desconocido 9 33 11

Respuesta primera linea
Parcial 5 26 9 0,802
Enfermedad estable 5 19 5
Progresion 1 3 0

Progresion a primera

linea
Si 11 40 11 0,288
No 0 8 3

Exitus
Si 6 31 11 0,435
No 5 17 3

8. ANALISIS MULTIVARIANTE DE SUPERVIVENCIA GLOBAL EN

FUNCION DE LOS GRUPOS PRONOSTICOS DE VEGFA y ECA

Los valores plasmaticos de VEGF-A y ECA estableciendo grupos de riesgo (T1, T2 y
T3) se mantuvieron como factor prondstico independiente (SG: HR 0,14, 1IC9% 0,04-
0,47, p<0,001) en el analisis multivariante ajustado por otros factores prondstico
conocidos (género, edad, ECOG, estado RAS, localizacion tumor primario y numero de

localizaciones metastasicas). [Tabla 13]

Tabla 13. Andlisis multivariante de la SG y la SLP incluyendo los grupos pronésticos

de riesgo.
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Variables SG SLP
HR (IC 95%) p HR (IC95%) p
Grupo
pronéstico
Alto 1 (ref.) 1 (ref.)
Intermedio 0,46 0,054 0,79 0,541
(0,20-1,01) (0,37-1,68)
Bajo 0,14 0,001 0,56 0,246
(0,04-0,47) (0,23-1,50)
Género 0,60 0,140 1,04 0,881
(0,31-1,81) (0,59-1,83)
Edad 0,99 0,915 0,98 0,115
(0,96-1,04) (0,95-1,01)
ECOG
0 1(ref.) 1(ref.)
1 2,24 0,014 2,01 0,021
(1,19-4,27) (1,20-3,63)
Estado RAS 1,03 0,955 0,88 0,733
(0,42-2,49) (0,44-1,78)
Localizacion
Derecha 1 (ref.)
Izquierda 0,36 0,003 0,64 0,152
(0,19-0,71) (0,35-1,18)
Nuam. 0,78 0,514 0,91 0,782
metastasis (0,36-1,64) (0,47-1,76)

9. ANALISIS DE EXPRESION GENICA RELACIONADA CON LA

RESPUESTA INMUNE

A continuacion, se exploré en los pacientes la relacion entre una respuesa mas duradera
con el tratamiento de bevacizumab asociado a la quimioterapia, definido como SLP>9
meses y el microambiente inmune tumoral. Para ello, del total de 73 pacientes, se

seleccionaron 35 de los que se disponia de suficiente material parafinado para su
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analisis mediante paneles de expresidn génica de respuesta inmune antitumoral
(nCounter® PanCancer Immune Profiling).

Como se representa en la Figura 14, se encontraron 45 genes cuya expresion
diferencial distinguia entre los grupos de pacientes con > 9 meses de SLP (largos
respondedores) y aquellos con < 9 meses de SLP (cortos respondedores) a la terapia
con bevacizumab asociada a la quimioterapia. En el analisis supervisado utilizando un
valor p<0,05 como punto de corte, de los 740 genes analizados, 10 genes (PECAM1,
PPARG, TAL1, FEZ1, JAM3, CCR1, MCAM, CDH5, FCGR1A y TNFRSF11B) fueron
identificados como expresados diferencialmente con significacion estadistica entre las
muestras de los pacientes con SLP > 9 meses y SLP <9 meses. [Tabla 13]
Concretamente, los pacientes con SLP > 9 meses a la terapia con bevacizumab
asociado a la quimioterapia, se caracterizaron por presentar expresion mas alta de los
genes PECAM1, TAL1, FEZ1, JAM3, CCR1, MCAM y CDHS5, mientras que las muestras
de los pacientes con SLP < 9 meses presentaban globalmente una menor expresion de
genes relacionados con la respuesta inmune, destacando unicamente mayor expresion
del gen PPARG frente al otro grupo comparador. No obstante, al realizar el ajuste
mediante FDR (10%) ninguno de los genes mantuvo la significacion estadistica. [Tabla

14]
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Figura 14. Expresién diferencial de genes relacionados con la respuesta inmune antitumoral entre
pacientes que presentan una larga o corta respuesta a la terapia antiangiogénica. El grafico heatmap
representa la seleccion no supervisada de los 45 genes que muestran un perfil de expresion diferencial
entre pacientes con SLP >9 meses y SLP < 9 meses a la terapia con bevacizumab asociada a quimioterapia

en CCRm. Abreviaturas: SLP: supervivencia libre de progresion.
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Tabla 14. Genes diferencialmente expresados en el tumor de pacientes con CCRm

tratados con diferentes tasas de SLP en el tratamiento con bevacizumab asociado a la

quimioterapia.

ARNmM Log 2 Lineal valor p valor p Funcioén
fold fold ajustado relacionada
change change
PECAM1 -0,825 0,565 2,79E-5 0,126 Funcion de
transporte
PPARG 0,626 1,54 0,000155 0,25
TAL1 -1 0,499 0,000165 0,25 Regulacién
FEZ1 -0,829 0,563 0,000315 0,291 Funcion celular
Citotoxicas,
CCR1 -0,96 0,514 0,000322 0,291 Citoquinas, NK,
regulacién, funcion
T-cell
JAM3 -0,911 0,532 0,000427 0,322
MCAM -0,92 0,529 0,000568 0,367 Adhesién
CDH5 -0,647 0,638 0,000172 0,403
FCGR1A -2,16 0,224 8,00E-04 0,403
TNFRSF11B 1,37 2,58 0,00108 0,49 Familia TNF

A continuacién, y utilizando los niveles de expresion génica, se realizé un analisis

comparativo de 14 poblaciones de células inmunitarias (células B, mastocitos, células

CD8+ agotadas, células dendriticas, células NK, células Treg, células CD45+, células

TH 1, neutrdfilos, célula NK CD56dim y macréfagos). Tras el ajuste por FDR (10%) no

se encontrd significacién estadistica en ninguna de ellas entre pacientes que

presentaban una SLP > 9 meses y SLP <9 meses a la terapia con bevacizumab

asociada a quimioterapia [Figura 16]. Dentro del grupo de mayor SLP destacamos que

las poblaciones celulares con mayor abundancia fueron los neutréfilos, los macrofagos
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y los linfocitos Treg, mientras que las poblaciones celulares T y B mostraron un resultado

opuesto.
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Figura 16. Andlisis de las diferentes poblaciones célulares inmunitarias (NK C56dim, neutrdfilos,
macrofagos, células T, células B y linfocitos T reguladores) en los tumores de los pacientes con CCRm. Se
representan las poblaciones celulares relativas comparando aquellos pacientes de CCRm con una SLP >

9 meses y una SLP <9 meses tras el tratamiento con bevacizumab asociado a quimioterapia.
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VII. Discusién

La angiogénesis es un proceso esencial en el crecimiento tumoral y la formacion de las
metastasis. Ya hace mas de 50 afos que Folkman y cols. (180) propusieron que su
inhibicion podria detener la progresion del tumor y desarrollaron el concepto de “terapia
antiangiogénica”. Sin embargo, hoy en dia sabemos que no todos los tumores ni todos
los pacientes se benefician por igual de esta terapia, necesitando progresar en su
conocimiento y dar respuesta a cuestiones aun no resueltas, como son la identificacion
de biomarcadores predictivos de respuesta, caracteristicas prondsticas asociadas a
mejor supervivencia y mecanismos de resistencia adquiridos durante la administracién
de la terapia.

En el tratamiento actual del CCRm disponemos de la aprobacién de varios farmacos
antiangiogénicos con diferentes mecanismos de accién. Concretamente, bevacizumab
es un anticuerpo monoclonal que se une a VEGF-A, inhibiendo la unién de este con sus
receptores VEGFR-1 y VEGFR-2. Su principal indicacién es en combinacién con la
quimioterapia en primera linea para el CCRm, mejorando la tasa de respuesta y la
supervivencia (67, 68), siendo ésta la poblacion analizada en nuestro trabajo.

En la era de la medicina de precisién, una cuestion aun sin resolver, debido al complejo
mecanismo molecular que subyace al proceso angiogénico, es la identificacion de
biomarcadores utiles y validados en la practica clinica que nos aporten informacién
predictiva y/o prondstica de respuesta o supervivencia en pacientes que reciben la
terapia antiangiogénica. Las investigaciones mas recientes destacan el papel de otras
vias moleculares implicadas en el desarrollo y el escape angiogénico, activadas por la
hipoxia tumoral y dependientes directa o indirectamente de la via de VEGF-A, lo que
podria dar explicacion a probables mecanismos de resistencia (181). Por lo tanto, la
investigacion va encaminada a la comprension de vias alternativas o combinacion de
varias terapias como estrategia terapéutica (182), lo que dificulta ain mas la

identificacion de un Unico biomarcador efectivo.
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En el presente estudio se ha propuesto analizar la asociacién entre la respuesta a
bevacizumab y los niveles circulantes y en tejido tumoral de biomarcadores implicados
en distintas fases del proceso angiogénico en CCRm, establecer una posible relacion
predictiva y prondstica entre ellos y profundizar en su relacion con el perfil de la
respuesta inmune antitumoral.

Los primeros resultados relevantes derivados de nuestro trabajo se han encontrado al
analizar los niveles plasmaticos basales de VEGF-A en nuestra poblacion con CCRm,
encontrando que aquellos pacientes que presentan niveles basales altos
(>0,4408ng/mL) de VEGF-A tuvieron una menor SLP y SG de forma estadisticamente
significativa, con independencia de otros factores prondsticos conocidos. VEGF-A es el
biomarcador mas estudiado para predecir la respuesta al tratamiento con
antiangiogénicos (183), siendo el ligando principal con el que compite el bevacizumab e
inhibiendo la unién de este con sus receptores. La expresion de VEGF-A se encuentra
elevada en el microambiente tumoral (184) y a dia de hoy, la relacién de sus niveles de
expresion con la eficacia de la terapia (185), localizacion metastésica (78) y la aparicion
de resistencias estan en discusion (186-188).

Los resultados mostrados en este trabajo apoyan lo descrito previamente en la literatura,
mostrando que los niveles de VEGF-A en CCRm podrian tener un valor prondstico.
Concretamente, en el analisis retrospectivo dentro del ensayo clinico HORIZON Il (76),
donde se aleatorizaron 1422 pacientes a recibir mFOLFOX-6 con cediranib o
bevacizumab, se identificé que los niveles basales altos de VEGF-A se asociaron con
una peor SLP (HR=1,20; IC 95%, 1,04—1,38) sin encontrar diferencias en SG. Asi
mismo, Hegde y cols. (77) analizaron los niveles de VEGF-A en cuatro ensayos fase |l
de bevacizumab con un total de 1816 pacientes, demostrando su impacto negativo en
SG en diferentes tipos de tumores, incluido el CCR (HR =1,76; IC 95 %, 1,28-2,41). Ha
sido en 2021, cuando Elez y cols. evaluaron también el valor de VEGF-A dentro del

ensayo clinico POLAF (81), en segunda linea de CCRm con otro antiangiogénico
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(aflibercept) asociado a FOLFIRI, demostrando que los niveles basales de VEGF-A <
1941pg/mL tuvieron una mediana mayor de SLP y SG.

No obstante, también existen estudios que no encuentran esta relacion de VEGF-A con
la supervivencia. Kopetz y cols. (82), en un estudio fase Il con 40 pacientes con CCRm,
en tratamiento de primera linea con FOLFIRI asociado a bevacizumab, no encontraron
asociacion entre los niveles en plasma de VEGF-A y la SLP o la SG. Igualmente,
Moreno-Mufoz y cols. no encontraron diferencias en respuesta ni supervivencia en una
cohorte de pacientes de CCR (N=46) y cancer de mama (N=49) con diferentes
esquemas de quimioterapia afadida a bevacizumab (84). Probablemente la
metodologia empleada y el tamafo muestral limitado de estos estudios pueda explicar
estas discrepancias.

En cuanto al valor predictivo de respuesta de VEGF-A existe mas controversia. Nosotros
encontramos en nuestra cohorte de pacientes que aquellos que presentan mayores
niveles basales de VEGF-A (>0,4407ng/ml) al inicio del tratamiento tienen una menor
SLP. Aunque no es un estudio comparable con el nuestro, puesto que utiliza una
metodologia de determinacion de VEGF-A mediante ARNm, destacamos la publicacién
en 2017 de Marisi y cols. Se trata de un analisis retrospectivo con 129 pacientes con
CCRm incluidos en el estudio fase Il ITACA tratados con quimioterapia asociada o no
a bevacizumab. Se analizaron los niveles de ARNm de VEGF-A circulante al inicio, en
la primera evaluacion de respuesta y a la progresion de la enfermedad. Los resultados
demostraron que aquellos pacientes tratados con bevacizumab que presentaban en la
evaluacion de respuesta una reduccion >30% en los niveles de VEGF-A mostraron una
mayor SG frente a los que no la presentaron (HR 0,38, IC95% 0,19-0,78, p=0,008), sin
encontrar diferencias en aquéllos tratados sélo con quimioterapia, proponiendo a VEGF-
A como marcador predictivo de respuesta a bevacizumab (80). En este trabajo, a
diferencia del nuestro, no encuentran relacion entre los niveles de VEGF-A basales con

la SG ni describe el resultado sobre la SLP. Ademas, realiza la seleccion de pacientes
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respondedores en la primera evaluacién de respuesta y no al inicio de la terapia, lo que
obliga a que todos los pacientes reciban bevacizumab, pudiendo resultar nuestras
diferencias basales mas relevantes.

Pero en la literatura no queda claro que una reduccién en las determinaciones seriadas
de los valores de VEGF-A a lo largo de la terapia, se corresponda con mejor respuesta
y supervivencia. Por un lado, en consonancia con lo descrito con Marisi y cols,
disponemos de analisis previos de farmacodinamica en ensayos clinicos realizados en
fases tempranas y con escaso numero de pacientes. Entre ellos, destacamos la
publicacion del grupo italiano liderado por Loupakis y cols. (189), que describieron una
reduccién en los niveles de VEGF-A sérico libre en cinco pacientes con CCRm tratados
con un anticuerpo anti-VEGF en comparacion con las concentraciones séricas basales,
proponiéndolo como un marcador subrogado de la terapia antiangiogénica. Por el
contrario, Willett y cols., en el contexto de un ensayo clinico fase Il en cancer de recto
con 32 pacientes, administrando bevacizumab solo o en combinacién con quimioterapia
y/o radioterapia, comunicaron un aumento plasmatico de VEGF-A tras recibir el
tratamiento sin quimioterapia afadida (190).

La dificultad en la interpretacion de estos estudios con resultados contradictorios podria
justificarse por varias causas. Por un lado, la mayoria se trata de analisis retrospectivos
en el contexto de ensayos clinicos no predisefiados para encontrar diferencias, algunos
de ellos con tamafio muestral limitado. A esto se afade, que los valores de VEGF-A son
dinamicos a lo largo del proceso tumoral, sin quedar claro el momento idéneo de su
determinacion para obtener una mayor utilidad clinica en los resultados. Tampoco
disponemos de una metodologia uniforme en las determinaciones analiticas, lo que
dificulta la validacion de un punto el corte estandarizado. Por ultimo, un aspecto
importante a destacar es la imposibilidad de poder administrar en CCRm bevacizumab

como agente unico, por tener un efecto antitumoral limitado (169).
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Junto con el analisis de VEGF-A, se ha explorado la asociacion entre la terapia
antiangiogénica y el SRAA. Nuestros resultados muestran que pacientes con CCRm
que presentan al inicio del tratamiento de quimioterapia asociada a bevacizumab niveles
altos en plasma de ECA (>141,85ng/ml) muestran una mayor tasa de SG sin encontrar
diferencias en SLP.

ECA es un enzima clave en el SRAA, desarrollando un importante papel en los efectos
reguladores sobre la presion arterial (191). La funcion de ECA es convertir Ang-1 en Ang-
I, favoreciendo la expresion de factores proangiogénicos como, por ejemplo, el VEGF-
A (192). ECA esta implicado en la patogenia de varios tumores (193), su expresién es
variable en cada tipo de tumor (104) y su inhibicion suprime el crecimiento tumoral y la
angiogénesis (192). Sin embargo, en la literatura su implicacién en el pronéstico del
CCR es incierta, motivo por el que nos resulté interesante incluirla en nuestro analisis.
A diferencia de nuestro trabajo, donde se realizan determinaciones plasmaticas de la
ECA mediante la técnica ELISA, la mayoria de los estudios que analizan su relacién con
el riesgo y la supervivencia en CCR, se centran en la determinacién del polimorfismo
I/D y sus tres genotipos (D/D, I/l e I/D). En este sentido, como se ha comentado
previamente en la introduccidon, existen varios metaanalisis publicados con
discrepancias en sus resultados sobre la relacién de la ECA y el riesgo de CCR (89,
104, 106). La mayoria concluyen que no existe correlacion entre los polimorfismos
genéticos de la ECA y el riesgo de CCR, a excepcion del metaanalisis publicado por
Yang y cols. en 2015 (105), donde se describe un incremento de riesgo del 16% para
CCR en aquellos pacientes con el genotipo I/1.

La relacién de la ECA con el prondéstico en CCRm esta poco explorada. Por su relacion
con el presente trabajo, merece la pena destacar el articulo publicado por Moreno-
Munoz y cols. (84), donde se genotiparon los polimorfismos del gen ACE en 46
pacientes con CCRm, no encontrando diferencias significativas entre el polimorfismo I/D

y la supervivencia. Ademas, en este estudio, al igual que en el nuestro, también se
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analizé la relacion entre los niveles plasmaticos de la ECA en 116 pacientes con cancer
de colon y mama que habian recibido tratamiento con bevacizumab. Los resultados
mostraron que los pacientes con niveles de la ECA > 135ng/ml tenian un mejor tiempo
de fallo a tratamiento (TFT) estadisticamente significativo (p<0,036), sin encontrar
diferencias en SG. Continuando con esta linea de investigacion, Elez y cols. publicaron
en 2021 los datos del estudio comentado previamente, fase Il POLAF, donde analizaron
los niveles plamasticos de la ECA con el mismo punto de corte de 135ng/ml, en 101
pacientes de CCRm previo inicio de tratamiento de quimioterapia en segunda linea con
aflibercept asociado a FOLFIRI (81). En este trabajo, los resultados no demostraron
diferencias entre los niveles de ECA y la SG. Somos conscientes de que los resultados
de estos dos estudios no son comparables entre si ni con el nuestro. Por una parte,
nuestra poblacion es exclusiva de pacientes con CCRm y por otra, la determinacién de
la ECA, se realiza previo inicio de bevacizumab con quimioterapia, en pacientes no
tratados previamente. Estas diferencias podrian justificar los resultados encontrados en
nuestra muestra de pacientes.

Otro dato discutible es el punto de corte de los niveles plasmaticos de la ECA en 135
ng/ml. Disponemos de estudios realizados en diferentes poblaciones, uno de ellos
realizado dentro del ensayo clinico BR.24 realizado en 176 pacientes con cancer de
pulmdn avanzado tratados con cediranib asociado o no a la quimioterapia (194) y el otro
un subanalisis dentro del ensayo clinico LEA que incluy6 266 pacientes con cancer de
mama y comparaba anadir o no bevacizumab a la terapia hormonal (195). En ambos,
se establecio el valor de la ECA en 115 ng/ml, siendo descrito en el primero de ellos
como el punto de corte mas sensible y especifico. En nuestro trabajo, al no disponer de
un punto de corte estandarizado, al igual que con VEGF-A y galectinas, hemos
pretendido hacer una descripciéon del efecto biolégico gradual en forma de terciles,
estableciendo una division homogénea de los pacientes y permitiendonos hacer visible

el hallazgo biologico de que existen grupos de pacientes de alto y bajo riesgo, donde el
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conocimiento del valor plasmatico de la ECA podria tener su utilidad prondstica, con
impacto en SG que tienden a la significacion (p=0,053), resultando interesante poder
validarlo en estudios con mayor tamafio muestral.

En este trabajo, también se realiz6 el andlisis de los valores plasmaticos basales de
galectinas-1, -3 y -9. En nuestra cohorte de pacientes con CCRm no se observaron
relaciones significativas entre sus niveles previo inicio de tratamiento y la supervivencia
de los pacientes. Hasta la actualidad, la actividad angioestimuladora de las galectinas
se han relacionado con varias vias de sefalizacion, incluido el eje de VEGF/VEGFR-2,
de integrinas y de la via Ras. La capacidad de galectina-1, -3 y -8 para desencadenar
estas vias de sefnalizacidon se ha relacionado con la activacion de diferentes receptores
como VEGFR-2, NP-1, beta-integrinas y CD166 (118), donde la galectina-9
probablemente también participe. Ademas, destacamos su implicacion en el escape de
la respuesta inmune de la célula tumoral, siendo consideradas como potenciales
biomarcadores de mal pronéstico (196).

El papel de galectina-9, es el mas desconocido. Datos recientes publicados por
Moroshita y cols. (128), indican que tiene funcién supresora in vivo e in vitro en la
proliferacion de las lineas celulares de CCR. En la literatura no disponemos de estudios
previos publicados que, como nuestro trabajo, aporten informacion sobre su valor
pronostico en CCR. Por otro lado, la mas estudiada en estadios precoces y avanzados
en CCR ha sido la galectina-3, destacando los resultados de dos metaanalisis recientes.
El primero publicado por Wang C y cols. (124) que analiz6 los resultados de 36 estudios
previos, donde en el anadlisis por subgrupos, se correlaciond la alta expresién de
galectina-3 en CCR con menor SG y SLE. El segundo metaanalisis publicado en 2019
(125), incluy6 1661 pacientes de 15 estudios y encontré asociaciones estadisticamente
significativas entre la alta expresion de galectina-3 y una peor SG en CCR, asociandola
a caracteristicas clinicopatoldgicas desfavorables. Asi mismo, la expresion de galectina-

3 ha sido analizada junto con galectina-1 en enfermedad localizada, donde esta ultima
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se asocio con mayor presencia de afectacion ganglionar en pacientes que presentaban
antigeno CEA normal, destacando su posible papel pronéstico (126). Las principales
diferencias de estos estudios con el nuestro, se centran en la metodologia empleada en
los estudios incluidos en los metaanalisis (inmunohistoquimica) y que nuestra poblacién
esta constituida exclusivamente por pacientes metastasicos, lo que explicaria
posiblemente la mayor dificultad para demostrar diferencias.

A pesar de no disponer de estudios comparables con el nuestro, en la poblacion
analizada tratada con bevacizumab asociada a la quimioterapia no hemos encontrado
asociacion significativa entre los niveles plasmaticos basales de las galectinas
analizadas y la SLP o la SG. Estos hallazgos podrian estar justificados por no disponer
nuestro trabajo de suficiente potencia estadistica, siendo necesarios nuevos estudios
con un mayor tamafio muestral.

Los resultados descritos en nuestro trabajo indican que VEGF-A y ECA pueden
constituir posibles biomarcadores en pacientes con CCRm que reciben tratamiento con
bevacizumab asociado a quimioterapia, por lo que hemos realizado un andlisis de
supervivencia combinando los niveles plasmaticos de ambos biomarcadores.

Este estudio nos ha permitido establecer una clasificacion prondéstica en funcion de las
determinaciones plasmaticas de VEGF-A y ECA agrupadas en terciles. Encontramos
que los pacientes que presentan niveles bajos de VEGF-A y niveles altos de ECA (grupo
de bajo riesgo) comparado con los pacientes que presentan niveles altos de VEGF-A'y
niveles bajos de ECA (grupo de alto riesgo) tuvieron un incremento significativo en SG
(29,8 meses (IC95% 21,7-37,9) vs 16,6 meses (IC95% 13,2-20,0), p-value= 0,007). Por
el contrario, no se identificaron diferencias en términos de SLP.

La asociacién bioldgica entre estos dos biomarcadores obedece a su participacion en el
proceso angiogénico. La ECA permite la formacion de Ang-ll, esta actua sobre el
receptor AT-1 que activa las vias moleculares PISK/AKT/mTOR y JAK/STAT,

favoreciendo la produccién de VEGF-A, TGFB1, EGFR y fibronectina que en ultima
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instancia conducen a una mayor proliferacion celular, angiogénesis, fibrosis, invasién
tumoral y metastasis (95).

Son numerosos los estudios que asocian marcadores genéticos o normogramas
pronésticos con el riesgo de mortalidad en CCRm (197-199), pero realmente son
escasos los que se encuentran validados e incorporados en la decision terapéutica.
Probablemente esté justificado por el coste en la determinacién, las limitaciones en la
cantidad de tumor de la muestra tisular, la necesidad de una validacion externa y la
heterogenicidad biolégica del CCRm.

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que realiza esta asociacién y que
identifica las determinaciones plasmaticas basales de VEGF-A y la ECA como posibles
biomarcadores prondsticos de supervivencia en pacientes con CCRm que reciben
tratamiento de primera linea de quimioterapia asociada a bevacizumab, permitiendo
establecer grupos pronésticos de riesgo de mortalidad (alto, intermedio y bajo).

Asi mismo, se completé con un analisis multivariante de SG mediante regresion de Cox
donde se incluyeron otras variables prondsticas clinicas y moleculares ampliamente
conocidas (la edad, el género, el ECOG al diagnéstico, la localizacion del tumor primario,
el estado mutacional de RAS y el numero de localizaciones metastasicas). Los
resultados de este analisis confirman que los marcadores prondsticos de mayor riesgo
de mortalidad son el grupo que presenta niveles plasmaticos altos de VEGF-A y bajos
de la ECA (alto riesgo), ECOG 1 y localizacién derecha del tumor primario.

Estos hallazgos, no descritos previamente en la literatura cientifica, podrian suponer
una herramienta con una buena relacion coste-eficacia que nos ayude a identificar dos
poblaciones de alto y bajo riesgo en CCRm. Por un lado, un grupo de mejor pronéstico
que presentan una mayor SG tras la administracién de bevacizumab asociada a la
quimioterapia, generando nuevas hipétesis de trabajo que validen su papel predictivo
de respuesta y aclarar el valor prondstico en pacientes con indicacion de reseccién

quirurgica en enfermedad metastasica de CCRm. Por otro lado, el conocimiento de un
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grupo de alto riesgo de mortalidad, con menor SG, hace interesante la necesidad de
investigar nuevas opciones terapéuticas o realizar un abordaje mas intensivo en la
actitud terapéutica en primera linea como podria ser el uso de tripletes asociado a una
terapia dirigida o realizar un seguimiento mas intensivo de las posibles recaidas
tempranas o resistencias adquiridas a los tratamientos administrados.

Finalmente, los resultados derivados del analisis de los paneles de expresidén génica
inmune anti-tumoral realizados en 35 muestras del total de la poblacion incluida en el
estudio, mostraron un pérfil génico inmune diferente entre aquellos pacientes con CCRm
que presentan una SLP mayor o menor a 9 meses durante la terapia con bevacizumab
asociado a quimioterapia. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de expresién de cada gen tras el ajuste por FDR (10%).

En pacientes con CCR y MSI-H se ha demostrado que altas densidades de células
inmunes se han relacionado con un mejor prondstico y supervivencia de los pacientes
asociandolo con su respuesta a la inmunoterapia (200, 201). Ademas, sabemos que la
angiogénesis desempefia un papel fundamental en la modulaciéon del microambiente
inmunitario del tumor, (162) desarrolldndose en la actualidad prometedores ensayos
clinicos que combinan ambas terapias. El poder identificar aquellos pacientes que tienen
un perfil de respuesta inmune concreta, que se asocia a una mayor respuesta a la
terapia con bevacizumab, supondria un gran avance en el conocimiento de posibles
biomarcadores predictivos de respuesta.

En la literatura disponemos de escasos estudios que evallen este perfil inmune en
pacientes con CCR. Concretamente, este afo ha sido publicado un estudio utilizando
nuestra metodologia PanCancer nCounter®, en el que se analizaron las diferencias entre
pacientes portadores de una mutacion genética asociada al sindrome de Lynch que
presentaban CCR (N=10), portadores sanos (N=10) y pacientes con CCR (N=10). Los
autores concluyen que el medio inmunitario de la mucosa colorrectal normal puede jugar

un papel modificador del riesgo tumoral en el sindrome de Lynch, mostrando los
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portadores una infiltracion elevada de células T en la mucosa incluso en ausencia de
tumor (202).

Este es el primer estudio que analiza las diferencias en el perfil inmune en las muestras
de pacientes con CCRm que van a recibir terapia antiangiogénica previa a su
administracion. Dentro de los genes mas sobreexpresados en los pacientes con SLP >
9 meses, destacamos el gen PECAM-1. La molécula de adhesién celular endotelial-1
(PECAM-1), también llamada CD31, esta expresada en la superficie de los granulocitos,
los monocitos y las plaquetas humanas, ejerciendo un papel fundamental en regular la
barrera de permeabilidad vascular de las células endoteliales y el proceso de
angiogénesis (203).

En consonancia con nuestros resultados, en 2020, Bianconi y cols. (176), publicaron un
analisis de 74 pacientes con CCRm tratados con bevacizumab y quimioterapia,
realizando, entre otras, la determinacion de la densidad microvascular de CD31 en las
muestras mediante inmunohistoquimica. Los resultados demostraron que la baja
densidad de microvasos esta asociada con una menor SLP (HR ajustada por
duplicacion de la expresion de CD31 (95%IC: 0,30-0,95, p=0,034)), coincidiendo con lo
descrito en estudios restrospectivos previos (204). Por lo tanto, a pesar de no alcanzar
la significacion estadistica, nuestros resultados sugieren seguir investigando la
sobreexpresiéon de PECAM-1 en CCRm como posible biomarcador predictivo de
respuesta a la terapia con bevacizumab asociada a la quimioterapia.

Por otro lado, en el analisis de subpoblaciones celulares relacionado con el sistema
inmune, los pacientes con mayor SLP al tratamiento con bevacizumab presentan mayor
numero de neutrofilos, linfocitos Treg y mastocitos. Estas poblaciones inmunes ejercen
un efecto inmunosupresor, pudiendo actuar el tratamiento con bevacizumab en
pacientes que presentan una mayor SLP como modulador del microambiente

inmunitario tumoral, y como consecuencia, aumentar la duracién de la respuesta (162).
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En conclusién, ante los hallazgos derivados de nuestro trabajo, proponemos VEGF-A
como posible biomarcador pronéstico y predictivo de respuesta a bevacizumab asociado
a la quimioterapia en CCRm, ECA como probable biomarcador prondstico y
establecemos una posible clasificacion prondstica de riesgo de mortalidad en pacientes
con CCRm, segun los niveles plasmaticos basales de VEGF-A y ECA previo inicio de la
terapia antiangiogénica. Este conocimiento, presenta a nuestro juicio, una gran
relevancia desde el punto de vista clinico, ya que podria suponer una determinacion
factible y util en la practica asistencial con beneficio coste-eficaz del tratamiento
antiangiogénico, mejores resultados terapéuticos y evitando toxicidades innecesarias.
Por ultimo, reconocemos las limitaciones del presente estudio que deben tenerse en
cuenta a la hora de interpretar los resultados. La primera es que se trata de un estudio
observacional, con tamafo muestral limitado, sin grupo control que nos permita aclarar
el papel de dichos biomarcadores en los pacientes que reciben tan solo quimioterapia.
También destacamos que al no disponer de un punto de corte estandarizado para
VEGF-Ay la ECA, hemos realizado un analisis en funcion de terciles con el objetivo de
diferenciar los grupos de forma gradual que presentan mayor o menor beneficio.
Ademas, resultaria interesante ver la evolucion de dichos biomarcadores en los puntos
criticos del proceso de la enfermedad tumoral en CCRm. Respecto a los resultados
obtenidos derivados de los paneles de expresion génica inmune, debe considerarse
como un analisis preliminar, donde la limitacion en el tamafio muestral nos permite
generar nuevas hipétesis sin poder demostrar resultados concluyentes.

Por tanto, nuestros resultados nos animan a la realizacion de nuevos estudios
prospectivos randomizados en una cohorte de validacion externa con mayor tamafio
muestral que permitan corroborar el verdadero valor predictivo y pronostico de los
biomarcadores VEGF-A y ECA y de los perfiles de respuesta inmune en pacientes que

reciben tratamiento de bevacizumab asociado a la quimioterapia en CCRm.
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En definitiva, una vez analizados y discutidos los principales resultados que aportamos

derivados de nuestro trabajo en pacientes con CCRm que van a recibir tratamiento de

bevacizumab asociado a la quimioterapia son:

1)

Los niveles plasmaticos basales altos de VEGF-A se asociaron de forma
significativa a una menor SLP y SG.

Los niveles plasmaticos basales altos de la ECA se asociaron a una mejoria en
SG, sin diferencias en SLP.

La determinacion basal conjunta de ambos niveles plasmaticos de VEGF-A y la
ECA ha permitido establecer tres grupos prondsticos de bajo, intermedio y alto
riesgo de mortalidad. Dentro de estos tres grupos, los pacientes con niveles
basales plasmaticos altos de VEGF-A y bajos de la ECA se asociaron a una
disminucion significativa en SG, sin diferencias en SLP.

No se objetivaron diferencias significativas entre la SG y la SLP y los niveles
basales plasmaticos de galectinas-1, -3 y -9.

En el analisis de paneles de perfil inmune anti-tumoral en 35 muestras de tumor
primario de CCRm, encontramos genes expresados diferencialmente entre los
grupos con SLP mayor o menor de 9 meses previo a recibir tratamiento con
bevacizumab asociado a la quimioterapia, sin alcanzar la significacion

estadistica tras el analisis ajustado.
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VIIl. Conclusiones

1.- En pacientes con CCRm que van a recibir tratamiento de primera linea con
bevacizumab asociado a la quimioterapia, la determinacion de los niveles plasmaticos
basales de VEGF-A y ECA permitiria identificar aquellos que presentan una mejor
respuesta al tratamiento antiangiogénico y una supervivencia mas prolongada. Estos
analisis permiten establecer una clasificacion prondstica de riesgo de mortalidad en
funcién de los terciles poblacionales de dichos biomarcadores realizados previamente

al inicio de la terapia.

2.- Los hallazgos del presente trabajo refuerzan ademas la idea de una estrecha
asociacion entre el Sistema Renina Angiotensina Aldosterona y la respuesta
antiangiogénica en cancer, apoyando la realizacién de futuros estudios que confirmen
estos resultados y poder implementar el uso de estos biomarcadores en la practica

clinica.
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IX. Abreviaturas

5-FU: 5-Fluorouracilo

A

AJCC: American Joint Committe on Cancer
Ang: angiotensina

Ang-l: angiotensina |

Ang-ll: angiotensina Il

AT-1: receptor de angiotensina Il tipo 1
AT-2: receptor de angiotensina Il tipo 2

B

BR: receptor de la bradiquinina

Cc

CCR: cancer colorrectal

CCRm: cancer colorrectal metastasico
CD: células dendriticas

CEA: antigeno carcinoembrionario

CIN: inestabilidad cromosémica

CTLA-4: proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos

D

DRC: dominio de reconocimiento de carbohidratos

DPyD: enzima dihidropirimidina deshidrogenasa

E

ECA: enzima convertidora de angiotensina

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EE: enfermedad estable

EGF: Epidermal Growth Factor (factor de crecimiento epidérmico)

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor (receptor del factor epidérmico de

crecimiento)
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ETM: transicion epitelio meséquima

F

FGF Fibroblast Growth Factor (factor de crecimiento de fibroblastos)

FGFR: Fibroblast Growth Factor Receptor (receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos)

b-FGF: basic Fibroblast Growth Factor (factor de crecimiento de fibroblastos basico)

H

HER?2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.
HIF-1a: factor inducible de hipoxia.

HTA: hipertension arterial

|

IL: interleuquina

IGF-2: factor de crecimiento insulinico 2

L
LDH: lactato deshidrogenasa
LV: leucovorina

M

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgeno

MDSC: células supresoras derivadas de la linea mieloides.
MSI: inestabilidad de microsatélites

MSI-L: baja inestabilidad de microsatélites

MSI-H: alta inestabilidad de microsatélites

MSS: micosatelites estables

N

NCI: Instituto Nacional del Cancer

NLR: ratio neutréfilo-linfocito
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NK: natural killer

NO: éxido nitrico

NRP: receptor de la neuropilina

NTRK: proteina de tirosina quinasa transformadora.
NV: no valorable

P
PAF poliposis adenomatosa familiar

PD-1: receptor de muerte celular programada

PDGFR: Platelet Derived Growth Factor Receptors (factor de crecimiento derivado de
plaguetas)

PE: progresion de enfermedad

PET: tomografia por emision de positrones

PGE2: prostaglandina E2

PIGF: Placental Growth Factor (factor de crecimiento plaquetario)

Q

QT: quimioterapia

R

RAS WT: RAS wild type

RC: respuesta completa

RM: resonancia magnética

RP: respuesta parcial

S

SG: supervivencia global
SLE: supervivencia libre de enfermedad
SLP: supervivencia libre de progresion

SRAA: sistema renina-angiogensina-aldosterona
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T
T1: tercil 1

T2: tercil 2

T3: tercil 3

TAC: tomografia axial computarizada

TFT: tiempo al fallo de tratamiento

TGF: factor de crecimiento transformante 3

TIM-3: dominio de mucina 3

TNF-a: Tumor Necrosis Factor (factor de necrosis tumoral).

TR: tasa de respuestas

TRO: tasa de respuestas objetivas

TTD: Grupo de Tratamiento de los Tumores Digestivos

TTP: tiempo hasta la progresién

U

UGTR1A1: uridina difosfato glucoronosiltrasnferasa 1A1.

\'}

VEGF-A: Vascular Endothelial Growth Factor (factor de crecimiento endotelial vascular)
VEGFR: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (receptor del factor de

crecimiento endotelial vascular)
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Tabla 1. Sistema de estadificacion convencional TNM del AJCC. A) Definiciones para T, N, M.

B) Grupos prondsticos.

Tabla 1. A

TUMOR PRIMARIO (T)

Tx El tumor primario no se puede evaluar

T0 No hay evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: intraepitelial o invasion de lamina propia

T1 Invade submucosa

T2 Invade muscular propia

T3 Invade los tejidos pericolorrectales a través de la muscular propia
T4a Penetra la superficie del peritoneo visceral

T4b Invade directamente o se adhiere a otros 6érganos o estructuras

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (N)

NX Los ganglios linfaticos regionales no se pueden evaluar

NO No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales

N1a Metastasis en uno de los ganglios linfaticos regionales

N1b Metastasis en 2-3 de los ganglios linfaticos regionales

N1c Depdsito de tumor en subserosa, mesenterio o tejidos pericolicos o

perirrectales sin

N2 metastasis en los ganglios linfaticos
N2a Metastasis en 4 0 mas ganglios linfaticos regionales
N2b Metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales

Metastasis en 7 0 mas ganglios linfaticos regionales

METASTASIS A DISTANCIA (M)

MO No hay metastasis a distancia

M1 Metastasis a distancia

M1a Metastasis confinada a un 6rgano o lugar (higado, pulmén, ovario, etc)
M1b Metastasis en mas de un 6rgano o en el peritoneo
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Tabla1.B
ESTADIO TNM DUKES MODIFICADA
Estadio 0 Tis NO MO A “in situ”
Estadio | T1-2 NO A Tumor limitado a mucosa
B1 No atraviesa pared, ganglios
negativos
Estadio IIA T3 NO MO B2 No se extiende macroscopicamente
Estadio IIB T4a NO MO mas
Estadio lIC T4b NO MO alla de la pared intestinal, ganglios
negativos
B3 Se extiende macroscopicamente mas
alla
de la pared intestinal, ganglios negativos
Estadio llIA T1-2 N1/N1c C1 No atraviesa pared, ganglios
T1 N2a positivos
Estadio IlIB T3-4 N1/N1c
T2-3 N2a C2 Estadio B2 + ganglios positivos
T1-2 N2b
Estadio llIC T1-4 N2b
T3-4a N2b C3 Estadio B3 + ganglios positivos
T4b N1-2
Estadio IVA Tx Nx M1a D Enfermedad metastésica a distancia
Estadio IVB Tx Nx M1b
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Tabla 2. Criterios RECIST. A) Parametros de evaluacién. B) Criterios de respuesta.

A)

Enfermedad medible

Cémo medir

Tamafo minimo

Numero total de
lesiones

Ganglios linfaticos

Medida unidimensional: diametro
maximo

=10 mm con TC helicoidal o RM (no
menor que el doble del espesor de
corte)

= 20 mm en radiografia de térax bien
definida y rodeada de aire

Maximo 5 lesiones y hasta 2 por
organo

Ganglios con eje corto = 15 mm
pueden ser lesion diana.

Enfermedad no
medible

Lesiones inferiores a 10 mm

Adenopatias con eje corto =2 10 y <
15 mm

Lesiones blasticas

Quistes simples, indeterminados o
Complejos

Lesiones previamente tratadas o
irradiadas
salvo que progresen
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B)

Respuesta completa
(RC)

Desaparicion de todas las lesiones y ausencia de
ganglios patologicos

Respuesta parcial (RP)

Disminucion =2 30% de la suma de los diametros maximos

Enfermedad estable
(EE)

No cumple criterios de respuesta parcial ni de progresion

Progresion

Aumento 220% de la suma de los diametros y aumento
absoluto = 5 mm en la suma de diametros
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Simple Summary: Molecular biology knowledge has enabled the incorporation of targeted thera-
pies, such as the anti-angiogenic drug bevacizumab, into combined chemotherapy regimens for the
treatment of metastatic colorectal cancer. However, to date, there are no reliable useful biomarkers
to predict the efficacy of this anti-angiogenic therapy. The objective of this prospective study was
to evaluate potential circulating plasma biomarkers in mCRC patients prior to the start of first-line
treatment with chemotherapy plus bevacizumab. We found that high VEGF-A and low ACE plasma
levels were associated with poor OS after treatment. Moreover, a simple scoring system combining
both biomarkers efficiently stratified patients into high- or low-risk groups, which allows the selec-
tion of patients for anti-angiogenic therapy.

Abstract: The identification of factors that respond to anti-angiogenic therapy would represent a
significant advance in the therapeutic management of metastatic-colorectal-cancer (mCRC) pa-
tients. We previously reported the relevance of VEGF-A and some components of the renin-angio-
tensin-aldosterone system (RAAS) in the response to anti-angiogenic therapy in cancer patients.
Therefore, this prospective study aims to evaluate the prognostic value of basal plasma levels of
VEGF-A and angiotensin-converting enzyme (ACE) in 73 mCRC patients who were to receive
bevacizumab-based therapies as a first-line treatment. We found that high basal VEGF-A plasma
levels were significantly associated with worse overall survival (OS) and progression-free survival
(FPS). On the other hand, low ACE levels were significantly associated with poor OS. Importantly,
a simple scoring system combining the basal plasma levels of VEGF-A and ACE efficiently stratified
mCRC patients, according to OS, into high-risk or low-risk groups, prior to their treatment with
bevacizumab. In conclusion, our study supports that VEGF-A and ACE may be potential bi-
omarkers for selecting those mCRC patients who will most benefit from receiving chemotherapy
plus bevacizumab treatment in first-line therapy. Additionally, our data reinforce the notion of a
close association between the RAAS and the anti-angiogenic response in cancer.

Keywords: VEGF-A; angiotensin-converting enzyme; colorectal cancer; anti-angiogenic drug;
bevacizumab; prognosis; biomarker
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1. Introduction

Colorectal cancer is the second leading cause of cancer deaths in men and women
worldwide, with an estimated incidence of 1.9 million new cases diagnosed in 2020 [1].
Survival rates for this disease depend on clinical, biological, and molecular prognostic
factors, with median overall survival (OS) in metastatic disease exceeding 30 months [2,3].

The treatment of metastatic colorectal cancer (mCRC) requires multidisciplinary
management, and molecular biology knowledge has enabled the incorporation of targeted
therapies, such as anti-EGFR and anti-angiogenic drugs, into combined chemotherapy
regimens [4,5]. In this regard, bevacizumab is a recombinant humanized monoclonal an-
tibody that inhibits vascular endothelial growth factor (VEGF-A), which is important for
angiogenesis signaling, commonly upregulated in mCRC [6,7]. Tumor progression in
mCRC involves multiple molecular factors that modify the processes of cell proliferation,
differentiation, and death [8]. In this context, the renin—angiotensin system (RAAS), which
plays an important role in the relationships between the tumor microenvironment, the
vasculature, and the immune system, has also been reported to participate in the process
of tumor angiogenesis [9].

In the era of personalized medicine, the role of KRAS/NRAS mutational status as a
predictor of resistance to anti-EGFR treatment in mCRC is widely known [10,11]. Like-
wise, in recent years, new predictive biomarkers of response in mCRC have emerged, such
as microsatellite instability—high (MSI-H)/mismatch repair deficiency (dAMMR) in immu-
notherapy [12]; mutation in BRAFV600E in the combination of anti-BRAF and anti-EGFR
treatments [13]; and HER2 overexpression in anti-HER?2 therapy [14]. However, to date,
there are no reliable useful biomarkers to predict the efficacy of anti-angiogenic therapy
in mCRC. Numerous studies have measured angiogenic factors in plasma and/or tumor
tissue, to select the subgroup of patients who might benefit most [15]. Although there is
evidence of a prognostic role for VEGF-A, no consistent data have been reported as a pre-
dictive factor, explaining why this biomarker has not been implemented in clinical prac-
tice [16-20].

Shedding light on these discrepancies, our group recently reported the results of the
POLAF clinical trial [21], which supports the efficacy of FOLFIRI plus the anti-angiogenic
drug aflibercept as a second-line treatment in mCRC, after the failure of oxaliplatin-based
therapy; this suggests VEGF-A as a potential biomarker to predict better outcomes. On
the other hand, we also previously reported that higher circulating levels of the angioten-
sin-converting enzyme (ACE) is associated with a better response to anti-angiogenic treat-
ment with bevacizumab in breast- and colorectal-cancer patients [22].

Therefore, the objective of this study was to evaluate the prognostic value of basal
VEGFA and ACE plasma levels of mCRC patients prior to the start of first-line treatment
with chemotherapy plus bevacizumab.

2. Materials and Methods
2.1. Patients

This is a prospective longitudinal observational study, with a total of 200 patients
consecutively assessed before the initiation of standard first-line bevacizumab-based
treatment, from March 2017 to December 2020, at the medical oncology department of the
Reina Sofia University Hospital, Cordoba (Spain).

The inclusion criteria were: age > 18 years; histological confirmation of unresectable
mCRC; ECOG < 2; good biochemical and hematological function; indication for first-line
treatment including chemotherapy with bevacizumab. The exclusion criteria were: previ-
ous synchronous or metachronous neoplasms; ECOG 2 2; resectable disease; impossibility
to evaluate response to treatment; indication for chemotherapy alone and/or added to
anti-EGFR; no indication for bevacizumab due to uncontrolled arterial hypertension
and/or proteinuria and/or high risk of bleeding; and impossibility of determining VEGEF-
A or ACE plasma levels.
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Peripheral blood samples were collected from each patient prior to the administra-
tion of chemotherapy plus bevacizumab. Patients should have disease measurable by RE-
CIST criteria [23], and response assessments were performed according to clinical prac-
tice, using CT scan, every three months and/or six cycles from the start of therapy. Treat-
ment was continued until disease progression, the patient’s decision to stop, or the ap-
pearance of unacceptable toxicity. In total, 73 mCRC patients were eligible for analysis.
All samples were obtained after participants signed an informed written consent form to
enter the study. The study protocol was approved by the Ethics Committee of the Reina
Sofia University Hospital, Cérdoba (Spain) (protocol code PI16/01271, approved on 3 Feb-
ruary 2017, act no. 260, ref. 3404), in accordance with the fundamental principles estab-
lished in the 1964 Declaration of Helsinki and subsequent amendments.

2.2. Clinicopathological Variables

The analyzed clinicopathological characteristics of 73 patients (Table 1) included age,
sex, stage, tumor location, degree of tumor differentiation, histological tumor type, RAS-
BRAF mutational status, microsatellite status, number of metastatic sites, first-line chem-
otherapy treatment received, duration of treatment, response assessment, and grade tox-
icities. Toxicity was assessed throughout the study according to the National Cancer In-
stitute Common Toxicity Criteria.

Table 1. Clinical pathological data of patients.

Patient Characteristics 1 (%)
Age (median, range) 62, 35-87
Gender Male 44 (60.3)
Female 29 (39.7)
Localization Right side 26 (35.6)
Left side 47 (64.4)
Stage at diagnosis Early stage 10 (12.7)
Late stage 62 (84.9)
Histological subtype Adenocarcinoma 64 (87.7)
Mucinous/Ring cell 9(12.4)
Histological grade Well-differentiated 9(12.3)
Moderately differentiated 61 (86.6)
Poorly differentiated 3(4.1)
Primary tumor surgery Yes 31 (42.5)
No 42 (57.5)
ECOG at diagnosis 0 44 (60.3)
1 29 (39.8)
Number of metastases <2 56 (76.7)
>2 17 (23.3)
Liver metastases Yes 33 (45.2)
No 40 (54.8)
Lung metastases Yes 16 (21.9)
No 57 (78.1)
Peritoneal metastases Yes 9(12.3)
No 64 (87.7)
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RAS mutational status Mutated 59 (80.8)
Wild Type 13 (17.8)
Unknown 1(1.4)
BRAF mutational status Mutated 5 (6.8)
Wild Type 15 (20.5)
Unknown 53 (72.6)
Microsatellite status MSS 65 (89.0)
MSI 2(2.7)
Unknown 6 (8.2)
First-line palliative chemo- FOLFOX/XELOX-bevacizumab 63 (86.3)
therapy
FOLFIRI-bevacizumab 3(4.1)
FOLFOXIRI-bevacizumab 4 (5.5)
Capecitabine-bevacizumab 3(41)
Response Partial Response 40 (54.8)
Stable disease 29 (39.7)
Progression disease 4(5.5)
First-line toxicity grade >2 Yes 21 (28.8)
No 52 (71.2)
Second-line palliative chemo- Yes 47 (64.4)
therapy
No 26 (35.6)
Progression to first-line treat-  Yes 62 (84.9)
ment
No 11 (15.1)
Exitus Yes 48 (65.8)
No 25 (34.2)

174

2.3. Blood Collection and Plasma Separation

Plasma was obtained from 8 mL of blood collected using K2-EDTA tubes. Blood sam-
ples were centrifuged at 3.000x g for 10 min at 4 °C to separate plasma. Plasma samples
were then aliquoted in Eppendorf tubes to avoid freeze-thaw cycles and stored at -80 °C
until use.

2.4. Analysis of Circulating Markers in Plasma

The measurement of the analytes in plasma was performed using the following
ELISA kits: VEGF-A human ELISA kit (ref: BMS277-2, Invitrogen) and ACE human ELISA
Kit (ref: ab119577, Abcam). In each case, the analysis was performed following the instruc-
tions provided by the manufacturer.

2.5. Statistical Analysis

IBM SPSS Statistics for Macintosh (Version 20.0, IBM Corp, Armonk, NY, USA) was
used for statistical analysis. Qualitative variables were compared using the chi-
squared/Fisher’s exact tests. Quantitative variables were compared using the Mann-Whit-
ney U test. The association with survival was analyzed using a Kaplan-Meier plot and
log-rank test. Since no standardized cut-off points were available for the analytes deter-
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mined in plasma, the statistical analysis was performed by stratifying our population ac-
cording to tertiles. Multivariate analyses for OS and PFS were performed using the Cox
proportional hazards model, adjusting by age, gender, ECOG at diagnosis, RAS status,
primary tumor localization, and number and localization of metastases. The significance
level for all the analyses was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. Baseline Characteristics of Patients

From March 2017 to December 2020, 200 patients with histological confirmation of
mCRC prior to the initiation of standard first-line chemotherapy treatment including
bevacizumab were screened for eligibility. Among these 200 patients, 46 received chemo-
therapy alone (unfit patients and those not candidates for polychemotherapy); 38 received
chemotherapy + anti-EGFR; 26 patients had resectable/potentially resectable disease; in 7
patients, it was not possible to determine plasma VEGFA and/or ACE; and 10 patients had
a response not evaluable by RECIST criteria. As a result, 73 patients were finally included
in the present study. The median follow-up time of the patients was 19 months (95% CI =
17.2-21.3).

The clinical-pathological characteristics of the patients are summarized in Table 1.
The median age was 62 years, and most patients were male (60.3%). The most frequent
histological subtype was adenocarcinoma (87.7%) and the majority of tumors were mod-
erately differentiated (86.6%) and right-sided (64.4%). At diagnosis, 62 (84.9%) patients
were stage IV, and 10 (12.7%) developed metastases during follow-up, with the liver being
the most frequent site of metastasis (45.2%). Thirty-one (42.5%) patients underwent sur-
gery for the primary tumor. Regarding molecular characteristics, 59 (80.8%) patients had
a mutated RAS status, and 65 (89%) had stable microsatellites. The most-used chemother-
apy regimen was oxaliplatin-based plus bevacizumab (86%), and 40 (54.8%) patients had
a partial response. At the time of data analysis, 62 (84.9%) patients had progressed to first-
line treatment and 48 (65.8%) had died.

According to the population tertiles, the cut-off points used for VEGF-A were T1:
<0.1689 ng/ml, T2: 0.1690-0.4407 ng/ml, and T3: >0.4408 ng/ml; and for ACE, they were
T1: <79.48 ng/ml, T2: 79.49-141.85 ng/ml, and T3: >141.86 ng/ml. No statistically significant
associations were found between VEGF-A or ACE levels and the baseline characteristics
of the patients (Table Al).

3.2. Basal VEGF-A and ACE Plasma Levels of mCRC Patients Have Prognostic Value for First-
Line Treatment with Chemotherapy Plus Bevacizumab

In relation to VEGF-A plasma levels prior to the initiation of treatment with chemo-
therapy plus bevacizumab, and with a median follow-up of 9 months (95% CI = 8.9-11.6),
the median PFS for T1 was 14.1 months (95% CI = 11-17.2), 9.1 months for T2 (95% CI =
7.2-11) and 9.7 months for T3 (95% CI = 7.6-11.9) (log-rank p = 0.033) (Figure 1A). Like-
wise, the median OS for T1 was 28.5 months (95% CI =23.2-33.8), 22.6 months for T2 (95%
CI = 18.1-27.1) and 18.3 months for T3 (95% CI = 14.6-22.1) (Log-rank p = 0.016) (Figure
1B). In multivariate analysis adjusted for prognostic factors (Table 2), VEGF-A remained
as an independent prognostic factor for first-line treatment with chemotherapy plus
bevacizumab (OS T3 vs. T1: HR 4.28, 95% CI =1.83-9.99, p = 0.001; PFS T2 vs. T1: HR 2.15,
95% CI'=1.01-4.53, p = 0.045; PFS T3 vs. T1: HR 2.64, 95% CI=1.21-5.75, p = 0.014).
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Figure 1. Prognostic value of basal VEGF-A and ACE plasma levels in the first-line treatment of
mCRC patients with chemotherapy plus bevacizumab: (A) effect of basal VEGF levels on PFS out-
come; (B) effect of basal VEGFA levels on OS outcome; (C) effect of basal ACE levels on PFS out-
come; and (D) effect of basal ACE plasma levels on OS outcome.

Table 2. Multivariate analysis of OS and PFS including tertiles of VEGF-A.

Variables (OF) PFS
HR (95% CI) p HR (95% CI) p
VEGE-A
T1 1 (ref.) 1(ref.)
1.90 215
™ 124 =2 0045
(0.85-4.30) 0 (1.02-4.54)
428 2.64
T 001 — =2 oou4
3 (1.83-10.0) 0.00 (1.21-5.65)
0.60 112
1 =t 0685
Gender (0.31-1.16) 0130 (0.64-1.96)
1.01 0.99
A 0.534 —— 0615
8¢ (0.97-1.05) (0.96-1.02)
ECOG
0 1 (ref.) 1(ref.)
2.32 0.010 211
014
1 (1.22-4.42) 116383 0
0.92 0.86
RA! 84 —— 0665
5 status (0.40-2.11) 0843 (0.43-1.71)
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Localization of tumor

Right 1(ref.) 1(ref.)

Left 0.33 0.60

.001 .01
(0.17-0.65) 0.00 (0.33-1.12) 0.018

Number and localiza- 0.75 0.77
tion of metastases (0.36-1.55) 0430 (0.39-1.50) 0439

No statistically significant differences were observed in the PFS analysis of patients
stratified according to ACE plasma level tertiles (Figure 1C). However, those patients with
ACE plasma levels in the upper tertile (>141.86 ng/ml) had a median OS of 26.37 months
(95% CI = 21.5-31.17), compared to patients in T2 (23.3 months, 95% CI = 18-28.6) and
those in T1 (18.1 months, 95% CI=15.5-20.7) (log-rank p = 0.053) (Figure 1D). Additionally,
when comparing ACE levels of T1 vs. T2 and T3, we found that overall survival was 18.1
months (95% CI = 15.5-20.7) and 25.0 months (95% CI = 21.3-28.5), respectively (log-rank
p =0.023). Accordingly, in the multivariate Cox regression analysis adjusting for prognos-
tic factors (Table 3), ACE plasma levels remained as an independent factor for OS (T3 vs.
T1: HR 0.44, 95% CI=0.21-0.93, p = 0.032).

Table 3. Multivariate analysis of OS and PFS including tertiles of ACE.

Variables 0S PFS
HR (95% CI) p HR (95% CI) p
ACE
T1 1 (ref.) 1(ref.)
0.69 0.98
v 0339 —— 2 0952
(0.33-1.47) (0.51-1.89)
0.44 0.95
3 0032  —— 22— 0879
(0.21-0.93) (0.50-1.80)
0.67 1.05
Gend 0231 ———2—— 0863
ender (0.35-1.29) (0.60-1.84)
0.99 0.98
A 0523  ————— 0075
8¢ (0.96-1.02) (0.95-1.01)
ECOS; 1 (ref.) 1 (ref.)
2.14 1.97
1 021 02
(1.12-4.07) 00 (1090358 0%
0.96 1.06
RAS statu 0920 ————— 0862
status (0.42-2.20) (0.55-2.06)

Localization of tumor

Right 1 (ref.) 1 (ref.)
Left 0.44 0.71
.01 264
(0.23-0.84) 0.013 (0.39-1.23) 0-26
Number and localiza- 0.82 0.94
tion of metastases (0.49-1.73) 0608 (0.49-1.81) 0848

3.3. Combining VEGF-A and ACE Plasma Levels Stratifies mCRC Patients into High-Risk
or Low-Risk Groups Prior to Their Treatment with Bevacizumab

Three prognostic risk groups were defined among the patients included in this study,
according to ACE and VEGF-A tertiles: high risk (T1 ACE and T3 VEGF-A), intermediate
risk (T2 ACE and T2 VEGF-A) and low risk (T3 ACE and T1 VEGF-A). High-risk patients
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had a highly significant shorter median OS compared to low-risk patients (16.6 months
(95% CI=13.2-20.0) vs. 29.8 (95% CI=21.7-37.9), p-value = 0.007) (Figure 2). No significant
associations were found between these prognostic risk groups and the clinical pathologi-
cal variables (Table A2). However, in the multivariate Cox regression analysis adjusting
for prognostic factors (Table A3), the prognostic risk groups remained as independent
factors for OS.

Prognostic
Log-rank p-value= 0.016 gr ups
—intermediate risk
—Low risk
—High risk

Low risk

Overall Survival Probability (%)

Intermediate risk

High risk

T T T T T T
0 10 20 30 40 50

Follow- p Time (mo t )

Figure 2. Overall survival analysis in first-line treatment of mCRC patients with chemotherapy plus
bevacizumab according to basal VEGF-A and ACE plasma levels. Three prognostic risk groups were
defined according to ACE and VEGF-A plasma level tertiles: high risk (T1 ACE and T3 VEGF-A),
intermediate risk (T2 ACE and T2 VEGF-A) and low risk (T3 ACE and T1 VEGF-A).

4. Discussion

Bevacizumab is a humanized monoclonal antibody that is indicated as first-line treat-
ment for mCRC in combination with chemotherapy [5], and its mechanism of action is
based on its ability to bind to VEGF protein, thereby inhibiting tumor angiogenesis [24].
The predictive value of numerous biomarkers of response to anti-angiogenic drugs in
mCRC, which will allow the selection of those patients with the greatest benefit and im-
pact on survival, has been previously reviewed in the literature [25,26]. However, alt-
hough functional evidence exists, none of these potential biomarkers has been shown, so
far, to possess clinical value; additionally, other studies have failed to reproduce their ef-
ficacy [16,20,27].

In our mCRC patient cohort, we found that those patients with low basal VEGF-A
plasma levels had significantly better PFS and OS rates when treated with bevacizumab,
independently of other prognostic factors. Additionally, those patients with low basal
ACE plasma levels displayed significantly worse OS rates after treatment with bevaci-
zumab. Accordingly, the subgroup of patients with low VEGF-A and high ACE levels
showed a significantly better OS outcome, allowing us to establish prognostic risk groups
for patients who were to receive this anti-angiogenic drug in first-line treatment.

Several studies have reported differing results on the correlation between plasma
VEGF-A and outcomes in mCRC patients treated with bevacizumab [15,28]. However, the
different VEGF-A assays used, as well as the fact that patients received heterogenous
chemotherapy regimens, make it difficult to interpret the results of these studies [15,29—
31]. For instance, Marisi et al. [32] found no correlation between baseline VEGF-A mRNA
expression and outcomes in a randomized trial of mCRC patients receiving chemotherapy
with or without bevacizumab. However, the analysis was performed in total blood, and
no VEGF-A protein circulating levels were obtained, making it difficult to compare the
data with other studies.
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In concordance with the data reported herein, we have recently shown that circulat-
ing VEGF-A in mCRC patients is a potential biomarker to predict better outcomes in sec-
ond-line chemotherapy plus the anti-angiogenic drug aflibercept [21]. Specifically, effi-
cacy was higher in patients with lower baseline plasma VEGEF-A levels, suggesting VEGEF-
A as a potential biomarker to predict better outcomes following aflibercept plus FOLFIRIL

On the other hand, several studies have established an association between the RAAS
and the process of angiogenesis in tumors [33]. Moreover, the arterial hypertension com-
monly observed during treatment with bevacizumab has been proposed as a possible bi-
omarker of response to therapy [34,35]. ACE is a zinc metallopeptidase that catalyzes the
conversion of angiotensin I to angiotensin II, playing a central role in the RAAS, which
exerts important functions in the vascular system regulating blood pressure and water—
electrolyte balance [36].

The interindividual variation in ACE levels in blood and tissues is mainly due to a
common polymorphism in the ACE gene consisting of the insertion (I) or deletion (D) of
a 287-bp fragment; moreover, it has been associated with risk for several diseases, includ-
ing cancer [37,38]. In this regard, we have previously reported that I/D and D/D genotypes
and higher (> 135 ng/mL) levels of circulating ACE were associated with better responses
to bevacizumab treatment at any time point of the disease in metastatic breast cancer or
CRC patients [22]. Accordingly, in the present study, we have now found that mCRC pa-
tients in the upper tertile of ACE (>141.86 ng/ml) prior to the initiation of treatment with
bevacizumab had a significantly better OS.

Finally, herein, we report a novel prognostic classification based on basal VEGF-A
and ACE plasma levels in mCRC patients who will receive chemotherapy and bevaci-
zumab as first-line therapy. We have shown that low basal levels of VEGF-A and high
basal levels of ACE are associated with significantly better survival rates (16.6 months
(95% CI =13.2-20.0) vs. 29.8 (95% CI = 21.7-37.9), p-value = 0.007). To our knowledge, this
is the first study to identify VEGF-A and ACE as potential biomarkers for selecting those
mCRC patients who will most benefit from receiving chemotherapy plus bevacizumab
treatment in first-line therapy. Thus, our data propose the classification of patients with
ACE levels > 141.86ng/mL and VEGFA levels < 0.168 ng/mL as the most favorable prog-
nostic group prior to the initiation of first-line treatment. This information could be useful
in clinical practice, improving cost-effectiveness and therapeutic outcomes, and avoiding
unnecessary toxicities.

We recognize the limitations of our study, which must be considered when interpret-
ing these results. First, this is an observational study with a limited sample size, and with-
out a control group that would allow us to clarify the association of these biomarkers with
the response to non-anti-angiogenic chemotherapy. Additionally, we performed an anal-
ysis based on tertiles, with the aim of differentiating the groups with the greatest benefit;
however, standardized cut-off points for VEGF-A and ACE must be identified in future
studies. More studies are warranted to explore the evolution of these biomarkers at critical
points during disease progression to clarify their true predictive and prognostic values.

5. Conclusions

In summary, our study supports that VEGF-A and ACE may be useful biomarkers in
the selection of mCRC patients for anti-angiogenic therapy. Additionally, our data rein-
force the notion of a close association between the RAAS and the anti-angiogenic response
in cancer. Further studies are needed to confirm these results and to implement the use of
these biomarkers in clinical practice.
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Appendix A

Table Al. Association between VEGF-A or ACE plasma levels and other clinical parameters.

VEGF-A ACE
T1 T2 T3 P T1 T2 T3 p

Gender

Male 19 11 12 14 14 16

Female 5 12 11 0.058 11 10 8 0727
Age

>=60 6 8 12 9 9 10

<60 18 15 11 0.150 16 15 14 0915
Tumor localization

Left 15 14 16 17 16 14

Right 9 9 7 0.807 8 8 10 0.748
RAS mutational status

Mutated 20 19 19 23 17 19

Wild type 4 4 3 0936 2 7 4 0.156
ECOG at diagnosis

0-1 15 14 14 13 15 16

>1 9 9 9 0991 12 9 8 0.556
Num of metastases

Single site 19 19 15 18 19 19

Multiple 5 4 8 0345 7 5 5 0.790
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Table A2. Association between prognostic risk groups and the basal clinical parameters.
. .. Low Risk  Intermediate Risk  High Risk
Patient Characteristic =11 (1= 48) (1 =14) p Value

Age (median, range) 59(49-68) 63(60-66) 59(53-65) 0.237

Gender
Male 9 27 8 0.284
Female 2 21 6

Localization
Right side 6 16 4 0.345
Left side 5 32 10

Histological subtype
Adenocarcinoma 9 42 13 0.856
Mucinous/Ring cell 2 6 1

Primary tumor surgery
Yes 5 20 8 0.634
No 3 24 6

ECOG at diagnosis
0 8 28 8 0.655
1 3 20 6

Number of metastasis lo-

cations
<2 9 38 9 0.465
>2 2 10 5

RAS mutational status
Mutated 9 37 13 0.483
Wild Type 2 10 1

BRAF mutational status
Mutated 0 5 0 0.568
Wild Type 2 10 3
Unknown 9 33 11

Response first line
Partial 5 26 9 0.802
Stable disease 19 5
Progression disease 1 3 0

Progression to first-line

treatment
Yes 11 40 11 0.288
No 0 8 3

Exitus
Yes 6 31 11 0.435
No 5 17 3

Table A3. Multivariate analysis of OS including the prognostic groups defined according to ACE

and VEGF-A plasma levels.

Variables (01} PFS
HR (95% CI) P HR (95% CI) p
Prognostic Group
Low 1 (ref.) 1 (ref.)
. 0.46 0.79
Intermediate (020-101) 0.054 (0.37-1.68) 0.541
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. 0.14 0.56
.001 .24
High 004047y 0 (0.23-1.50) 0-246
0.60 1.04
Gender (0.31-1.81) 0.140 (0.59-1.83) 0.881
0.99 0.98
91 11
Age 096104y P (095101 0-115
ECOG
0 1(ref.) 1(ref.)
2.24 2.01
1 (1.19-4.27) 0014 4 50363 0.021
1.03 0.88
RAS status (0.42-2.49) 0.955 (0.44-1.78) 0.733
Localization of tumor
Right 1 (ref.)
0.36 0.64
. 152
Left ©019-071) 9% 35118 015
0.78 0.91
Number of metastases (0.36-1.64) 0.514 (0.47-1.76) 0.782
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