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RESUMEN

El cancer de mama es una enfermedad compleja, heterogénea y multifactorial,
en la que intervienen tanto factores genéticos como no genéticos. Aproximadamente el
15-20% de estos tumores son de tipo HER2 positivo, y se denominan asi porque
tienen el gen HER2/neu amplificado. HER2/neu es un protooncogen que codifica para
una proteina transmembrana con actividad tirosin quinasa llamada HER2.
Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que actiua uniéndose con alta
afinidad y especificidad al dominio extracelular de esta proteina produciendo la
regresion de tumores que sobreexpresan HER2. Su uso esta aprobado para el
tratamiento del cancer de mama HER2 positivo y, aunque generalmente es bien

tolerado, puede producir en algunos casos cardiotoxicidad como efecto adverso.

Los estudios publicados hasta la fecha relacionan la toxicidad cardiaca del
trastuzumab con determinados factores de riesgo como son la obesidad, edad
avanzada, diabetes mellitus o enfermedad cardiaca previa, entre otros. Sin embargo,
la influencia de factores farmacogenéticos sobre la aparicion de eventos cardiacos
permanece aun por demostrar. En este contexto se ha propuesto el polimorfismo en el
codén 655 del gen HER2/neu como un posible predictor de la cardiotoxicidad

producida por trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2 positivo.

Por otro lado, la variabilidad en la respuesta al tratamiento con trastuzumab
también ha sido estudiada bajo la influencia de dos polimorfismos en los genes que
codifican para FcyR2A y FcyR3A. Estos son una familia de receptores que se unen a
las inmunoglobulinas desencadenando una amplia gama de respuestas bioldgicas,
que incluyen la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (CCDA), uno de los
principales mecanismos de accion de trastuzumab. Las variantes genéticas de estos

polimorfismos confieren distintas propiedades funcionales a los receptores, que



afectan a la afinidad con que se unen a ellos las inmunoglobulinas, de manera que

podrian utilizarse como potenciales biomarcadores de respuesta al farmaco.

Por todo ello, el objetivo de la presente Tesis Doctoral ha sido, en primer lugar,
estudiar la asociacién entre el polimorfismo HER2-lle655Val y la cardiotoxicidad
producida por trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2 positivo, asi
como la influencia de otros posibles factores de riesgo, y, en segundo, realizar un
subestudio para evaluar el papel de los polimorfismos FcyR2A-His131Arg y FcyR3A-

Val158Phe en la evolucién de la enfermedad y en la respuesta a trastuzumab.

Durante el periodo de estudio se incluyeron un total de 78 mujeres con cancer
de mama HERZ2 positivo en tratamiento con trastuzumab, en las que se evaluo la
funcién cardiaca mediante la determinacion de la fraccién de eyeccion del ventriculo
izquierdo (FEVI) y la exploracién clinica. Para valorar la respuesta al tratamiento y la
evolucion de la enfermedad se midid la tasa de respuesta objetiva (TRO),
supervivencia libre de recaida (SLR), supervivencia libre de progresion (SLP) y
supervivencia global (SG), en las 54 pacientes no metastasicas y 22 pacientes
metastasicas que integraron el subestudio. El analisis genético de los distintos
polimorfismos se llevé a cabo mediante discriminacion alélica empleando la plataforma

Tagman®.

Nuestros resultados mostraron una incidencia global de eventos cardiacos del
19,23%, con un total de 3 pacientes con insuficiencia cardiaca sintomatica y 12
pacientes que experimentaron descensos asintomaticos de la FEVI. La toxicidad
cardiaca fue, en la mayoria de los casos, reversible tras la suspension del tratamiento.
De todos los factores de riesgo estudiados, el polimorfismo HER2-lle655Val fue el
unico relacionado con la toxicidad cardiaca inducida por trastuzumab, observandose
una asociacion estadisticamente significativa entre el genotipo I/V (Isoleucina/Valina) y

la aparicion de cardiotoxicidad en las pacientes de nuestro estudio (p=0,019, OR=4,06,



IC 95% 1,25-13,12), asi como en las 344 pacientes del metaanalisis realizado
combinando nuestros datos con los de estudios previos publicados (p<0,001,

OR=5,32, IC 95% 2,58-11,47).

En cuanto al subestudio realizado para evaluar la eficacia del tratamiento con
trastuzumab, no se observé asociacion entre los distintos genotipos de los
polimorfismos FcyR2A-His131Arg y FcyR3A-Val158Phe y las variables de respuesta
(TRO) y de evolucion de la enfermedad en el grupo de pacientes metastasicas (SLP y
SG) ni en las no metastasicas (SLR y SG). Tan sélo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las curvas de SG de las pacientes no metastasicas
con respecto al polimorfismo FcyR2A-His131Arg, con una mejor evolucion en las

portadoras del alelo H (Histidina).

A la vista de estos resultados, concluimos que la cardiotoxicidad producida por
trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2 positivo podria predecirse
mediante la determinacion genética del polimorfismo HER2-lle655Val, siendo el
genotipo heterocigoto (I/V) un posible biomarcador farmacogenético de toxicidad
cardiaca al farmaco. Sin embargo, la hipétesis de que los polimorfismos en FcyR
juegan un papel importante en la CCDA mediada por trastuzumab y en consecuencia
predicen la respuesta clinica en pacientes con cancer de mama no puede confirmarse

con los datos obtenidos.
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1. CANCER DE MAMA

1.1. EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA CLINICA

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente entre las mujeres de
todo el mundo (1). En 2012 se diagnosticaron 1,67 millones de casos, representando
el 25,1% de todos los canceres de la mujer (2). Considerando los dos sexos, soélo le

superan los canceres de pulmén, estdmago y canceres colorrectales.

La incidencia y mortalidad por este tumor presentan una amplia variacién
geografica, aumentando con el nivel econémico. Mas de la mitad de los casos se
diagnostican en los paises desarrollados: 370.000 casos al afio en Europa (27,4%) y
230.000 en Norteamérica (31,3%) (3). La incidencia mas baja la tienen paises como
Japoén, Tailandia, Nigeria e India. En Espafia la incidencia es menor que la de Estados
Unidos y Canada, Reino Unido, Paises Bajos, Bélgica, Alemania, Francia y Suiza, y

similar al resto de paises de Europa mediterranea, Europa central, Portugal e Irlanda

> 2191
168.3 - 219.1
139.9 - 168.3
1116 - 139.9
<1116

[l Nodata [ Not applicable

Figura 1. Tasas de incidencia de cancer de mama estandarizadas por edad en el mundo.
Casos/100.000 mujeres-aino. GLOBOCAN 2012, International Agency for Research on Cancer (5).
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En Espafia se diagnostican unos 26.000 casos al afio, lo que representa casi el
30% de todos los tumores del sexo femenino en nuestro pais. La mayoria de los casos

se diagnostican entre los 35 y los 80 afios, con un maximo entre los 45 y los 65 (4).

En cuanto a la mortalidad por cancer de mama, ha tenido una evolucién
llamativa: en la mayor parte de los paises desarrollados sufrié un importante aumento
desde los afos 50 hasta la década de los 80. Sin embargo, desde los afos 90 esta
tendencia se invierte debido al éxito de los nuevos tratamientos y al efecto de los
programas de cribado sobre la mortalidad (6). En 2012 se registraron en Espafia 6.282
fallecimientos, siendo el cancer que mas defunciones causé entre las mujeres (aunque

el total de muertes disminuyd un 0,4% respecto a 2011) (7).

La supervivencia por cancer de mama ha mejorado notablemente en los
ultimos 20 afios (anualmente se incrementa la supervivencia por este tumor un 1,4%)
(8). Cada afio disponemos de mayor informacion para diagnosticar precozmente y
tratar el cancer de mama, lo que ha permitido que la supervivencia global a los 5 afios
del diagnoéstico de este tumor sea del 82,8% en nuestro pais, por encima de la media

europea y similar a los paises con las mejores cifras de supervivencia (8).

1.2. ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

El cancer de mama es el crecimiento desenfrenado de células malignas en el
tejido mamario. Los principales factores de riesgo guardan relacidon con el caracter

hormonal de este tumor:

- Edad: como en la mayoria de los tumores, el cancer de mama aumenta
exponencialmente con la edad. Sin embargo, la pendiente de incremento se
ralentiza tras la menopausia, debido a la caida en el nivel de estrégenos

circulantes (9, 11).
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- Factores reproductivos: Modulan la exposicidn hormonal a lo largo de la vida.
La menarquia temprana, la menopausia tardia y la nuliparidad o la edad tardia al

primer embarazo son los principales factores reproductivos (9, 10).

- Anticonceptivos orales: Suponen un moderado incremento del riesgo que se
atenua al interrumpir su uso hasta desaparecer transcurridos unos 10 afios (9).
Debido a que las principales usuarias de anticonceptivos son mujeres jovenes,
con una incidencia basal todavia baja, el efecto global del uso de anticonceptivos

es pequefo.

- Terapia hormonal sustitutiva: Los estudios observacionales demuestran que la
terapia con estrégenos implica un pequefio incremento en el riesgo de cancer de
mama (9, 13). Este incremento desaparece tras abandonar el uso. El riesgo es

mayor en usuarias de estrégenos en combinacién con progesterona (13).

- Obesidad: En las mujeres postmenopausicas, la principal fuente de estrogenos

procede del tejido adiposo, por ello la obesidad es un factor de riesgo (9, 12).

- Alcohol: El consumo de alcohol aumenta la frecuencia de cancer de mama (9,
10, 12). Entre los posibles mecanismos esta un efecto carcinogénico directo del
acetaldehido, principal metabolito del alcohol, asi como un efecto hormonal, ya
que ensayos clinicos han puesto de manifiesto que el consumo de alcohol

aumenta los niveles de estrogenos circulantes (9).

- Susceptibilidad genética: El cancer de mama tiene un claro componente
genético. Tener un familiar de primer grado con cancer de mama duplica el
riesgo. Se estima que de un 5% a un 10% de los casos son debidos a
mutaciones genéticas heredadas, de los cuales un 20-25% ocurren en los dos
genes mas importantes identificados por el momento: BRCA1 y BRCA2 (9, 14).
Otros genes de alta penetrancia que incrementan el riesgo de cancer de mama

son p53, PTEN y ATM (9, 15-17).
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1.3. CLASIFICACION, PARAMETROS PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS

Existen dos tipos principales de cancer de mama, segun el origen del clon

tumoral (18):

en:

10

e Carcinoma Ductal: se origina en las células que revisten los conductos

galactoforos (conductos por donde circula la leche hacia el pezén). Es el tipo

mas frecuente, representando el 80% de los canceres de mama.

Carcinoma lobulillar: se origina en las células de los lobulillos mamarios, donde

se produce la leche. Su incidencia es mucho menor, del 10%.

Otros: Otros tipos de <cancer de mama menos frecuentes (5%

aproximadamente) son el medular, el coloide, el tubular, el inflamatorio, etc.

Por otro lado, segun su tendencia a la invasion en profundidad, se clasifican

“In situ”: Se llama asi a la proliferacidon celular maligna que ocurre en el interior
del conducto mamario, sin traspasar la pared (membrana basal) del mismo, es
decir, sin invasion o infiltracién del tejido (estroma) que lo rodea. La incidencia de
este tipo tumoral ha aumentado en los ultimos afios. Cabe destacar la frecuencia
con la que estas formas de cancer de mama, muy localizadas, son multicéntricas
(varias lesiones en la misma mama) y bilaterales (afectacion de ambas mama).
No se conoce qué porcentaje de estos tipos tumorales tan localizados pasan a
ser tumores invasivos. El tiempo en que esto ocurre puede ser tan largo como 6

a 10 anos.

Infiltrante: Se llama asi a la proliferacién celular maligna que traspasa la

frontera natural anatdomica del ductoo el lobulillo, invadiendo el tejido
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circundante. Es el tipo tumoral mas frecuente, suponiendo el 90% de los

canceres de mama.

Dado que la clasificacién mediante el tipo histologico, (carcinoma ductal,

lobulillar, in situ o infiltrante), no es suficiente para afrontar la heterogeneidad de esta

neoplasia, ni para predecir su comportamiento clinico y no permite identificar los

pacientes que presentaran mejores respuestas y beneficios con las diferentes

modalidades terapéuticas, tiene importancia el establecimiento de otros parametros

anatomopatoldgicos con valor prondstico y predictivo, como son:

1)

2)

Afectacion ganglionar metastasica: Es el factor prondstico aislado més
significativo en el cancer de mama, especialmente en los estadios precoces
(19). Debido a la morbilidad de los vaciamientos axilares, la técnica del
ganglio centinela, en tumores infiltrantes, menores de 3 cm, es actualmente
el tratamiento de eleccidn en estas pacientes, e implica una evaluacion
histologica mas exhaustiva de la axila, sin incrementar excesivamente el
gasto. De la afectacion ganglionar metastasica y del numero de ganglios
afectos, depende la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia

global de estas pacientes (20, 21).

Tamano tumoral: Es el factor prondstico mas importante tras la afectacion
ganglionar, y es un factor predictivo de la presencia de metastasis axilares,
tasas de recidiva y supervivencia, incluso dentro del grupo de tumores de
menor tamano (22, 23). Es ademas un item importante para la clasificacion
TNM, establecida por la American Joint Comittee on Cancer (AJCC), y para
la seleccion del tratamiento adyuvante. EI tamafio tumoral y la presencia o
no de metastasis axilares son factores prondsticos independientes y

aditivos (24).

11
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3)

4)

5)

Grado histolégico: La importancia del grado de diferenciacion tumoral en
el cancer de mama es un hecho que ha sido demostrado en numerosos
estudios (25), como factor predictivo de metastasis a distancia y peor
supervivencia global en pacientes con tumores poco diferenciados,
independientemente de otros factores prondsticos, como el tamafio tumoral
o el status de los ganglios axilares. Algunas evidencias sugieren que
ademas de ser un factor prondstico, el grado de diferenciacion puede ser
un factor predictivo de respuesta a la quimioterapia, utilizandose para tomar
decisiones de tratamiento adyuvante (24, 26). La combinaciéon del tipo
histolégico y del grado, proporciona una mejor estimacion del prondstico,

que el grado histologico solo.

Invasion de vasos linfaticos: La invasion de vasos linfaticos mediante
meétodos histolégicos convencionales, es un método que se correlaciona
estrechamente con la afectacion de los ganglios linfaticos loco-regionales y
por lo tanto proporciona informacion pronédstica del estadio ganglionar,
especialmente en paciente con tumores T1NO, en los que la infiltracion
vascular permite identificar a un subgrupo de pacientes con mayor
probabilidad de metastasis axilares y metastasis a distancia (27). Otra
aplicacion importante de la afectacién vascular linfatica en el carcinoma
infiltrante de mama es que resulta un potente predictor de recurrencia local

tras tratamiento quirurgico conservador y tras mastectomia (28).

Expresion de receptores hormonales (estrégeno y progesterona): Se
determinan mediante tinciones de inmunohistoquimica y son un poderoso
factor prondstico y predictivo de respuesta a la hormonoterapia, y a la
quimioterapia. El 70%-80% de carcinomas muestra positividad para
receptores de estrogeno, siendo negativos en los carcinomas apocrinos,

medulares, metaplasicos y en mas del 90% de los carcinomas poco
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diferenciados (grado 3). La ausencia de receptores hormonales se ha
asociado a mayor tasa de recurrencias, menor supervivencia global, mayor
riesgo de diseminacién a distancia y metastasis cerebrales en el grupo de

enfermas sin afectacion ganglionar.

6) Sobreexpresion de HER2/neu: Su presencia indica un peor prondstico en
pacientes con afectacion ganglionar y es un importante factor predictivo de
respuesta a la quimioterapia con antraciclinas y al tratamiento con el

anticuerpo anti HER-2/neu, trastuzumab.

7) indice de proliferacion celular (Ki-67): Valores altos se correlacionan con
mal prondstico, asociandose a tumores de alto grado histologico, afectacion
ganglionar o ausencia de receptores hormonales (29). Para medirlo se
puede utilizar el indice mitético que ha demostrado una elevada correlacion

prondstica (30).

Sin embargo, aun utilizando estas variables, la capacidad para predecir el
comportamiento del tumor, asi como nuestro conocimiento de la biologia del mismo
siguen siendo muy limitados. Por ello, actualmente se asume que, la diversidad clinica
y pronéstica de los carcinomas de mama que son semejantes y homogéneos en
cuanto a sus factores prondsticos clasicos, se establece a nivel molecular, al expresar

distintos genes que les confieren variabilidad biolégica y prondstica (31).

Durante los ultimos afios, el estudio de estos genes ha hecho posible, por una
parte, comprender el comportamiento biolégico del cancer de mama vy, por otra,

individualizar el prondstico y el tratamiento de algunos pacientes (31, 32).

Recientemente, el avance de las tecnologias de analisis gendmico esta

incorporando como factor prondstico las caracteristicas genéticas de los tumores, en

13
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funcion de las cuales se ha establecido una nueva clasificacién en cinco subtipos (31,

33):

14

» Luminal A y B: son los subtipos con mejor prondstico y se caracterizan por

expresar el gen del receptor estrogénico (RcE), genes asociados y
queratinas de bajo peso molecular, de forma semejante al epitelio luminal de
los conductos mamarios. Al expresar receptores de estrégenos, estos
tumores pueden tratarse con tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa pero

muestran una baja respuesta a la quimioterapia neoadyuvante.

HER2-positivo: muestra expresion aumentada de genes asociados a
HER2/neu y suele asociarse a otros marcadores de mal prondstico, tales
como alto grado histoldgico, baja expresiéon de RcE y RcP, y alteraciones de
otros genes como toposiomerasa Il alfa, GATA4, genes de angiogénesis y
proteolisis. Ademas suele presentar mala respuesta a la quimioterapia
convencional y es particularmente resistente a la terapia hormonal. Sin
embargo, los tratamientos basados en el anticuerpo monoclonal
recombinante trastuzumab, producen una mejoria significativa de las

pacientes.

Basal: se caracteriza por la sobreexpresion de citoqueratinas caracteristicas
de la capa basal y la expresion de genes relacionados con la proliferacion
celular. Estos tumores suelen presentar mutaciones en el gen oncosupresor
p53, sobreexpresan el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
y se caracterizan por la ausencia de expresién de RcE y de genes
relacionados y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2). Este subtipo se asocia a la mutacion BRCA1 y presenta el
comportamiento mas agresivo a pesar de su alta sensibilidad a la

quimioterapia.
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» Normal (Normal breast-like): muestra una fuerte expresion de genes
normalmente expresados en el tejido adiposo y baja expresion de genes

epiteliales luminales.

1.4. CANCER DE MAMA HER2 POSITIVO

Al igual que ocurre en otras neoplasias, el cancer de mama aparece por la
sucesion de cambios genéticos en las vias de regulacion, diferenciacion y muerte
celular. Los genes que codifican los receptores de factores de crecimiento son unos de
los que se alteran en el proceso de carcinogénesis, siendo su amplificacion una de las
alteraciones celulares mas conocidas, y en particular la del gen ErbB2 o HER2/neu,

que es un oncogén que codifica para la proteina HER2.

Aproximadamente el 15-20% de las pacientes con cancer de mama son HER2
positivo (34), es decir, tienen el gen HER2/neu amplificado. Este gen se localiza en el
brazo largo del cromosoma 17, estd compuesto por 31 exones y su expresion esta
aumentada en ciertos tipos de tumores como gliomas y adenocarcinomas gastricos.
HER2/neu codifica para la proteina HER2, que es una glucoproteina transmembrana
de 185 kD con actividad de receptor tirosinquinasa que pertenece a la familia de los
EGFR (receptores del factor de crecimiento epidérmico) junto con HER1 (también
conocido como EGFR), HER3 y HER4. Estos receptores, que funcionan como
homodimeros o heterodimeros, activan multiples vias celulares tales como la de la
proteina quinasa activada por mitégenos p42 y p44 (p42/p44 MAPK) y la vias de
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), estimulando el crecimiento, la supervivencia y la
diferenciacion celular (35). A diferencia de otros miembros de la familia, HER2 no esta
activado por un ligando especifico y siempre esta en un estado conformacional listo
para interactuar con otros receptores EGFR activados por ligando (36),

particularmente HERS3 (37).

15
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La sobreexpresion de HER2/neu produce un aumento en los niveles de RNAm

de HER2 y la sobreexpresion del receptor HER2 en la superficie celular, de manera

que los niveles de proteina HER2 son superiores en la superficie de las células HER2

positivas que en el epitelio mamario normal (Figura 2).

Normal
Proteina del receptor
HER2
* MARN de HER2
Citoplasma ~ ADN de HER2
’
/
Membrana Nucleo

citoplasmatica

Amplificacion/sobreexposicion

1= Aumento del numere de copias del gen,

2=1 Aumento de |a transcripcion de mARN.

3=1 Aumento de |a expresion de la proteina
del receptor en la superficie celular.

4=1 Aumento de la liberacion del dominio
extracelular del receptor.

Figura 2. Indicadores del estado de HER2: mutaciones del gen y sobreexpresion de la proteina.

Adaptada del libro “Tratado del cancer de mama”(38)

Como consecuencia de la expresion de la proteina HER2 se producen una

serie de efectos que desencadenan la carcinogénesis:

- Formacién de heterodimeros que contienen HER2 y manifiestan una

cascada de sefales aumentada, debido a una mayor estabilidad

respecto a otros heterodimeros, a una menor disociacion de los

ligandos y a una menor tasa de endocitosis.

- Incremento de las sefiales como consecuencia del aumento de la

recuperacion del EGFR en la superficie celular.

- Formacion de homodimeros HERZ2 constitutivamente activos, que

ponen en marcha cascadas de sefales.

16
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- Activacion y supresion de rutas de transduccion de sefiales que

intervienen en el desarrollo y crecimiento tumoral.

En definitiva, los tumores HER2 positivos se relacionan con la sobreexpresion
de genes relacionados con una mayor agresividad bioldgica, una mayor resistencia a
los tratamientos convencionales de quimioterapia y un mayor riesgo de recurrencia
que aquellos que son HER2 negativos (34). Sin embargo, la aparicion del anticuerpo
monoclonal trastuzumab supuso una revolucion en el tratamiento del cancer de mama

con sobreexpresién de HER2 que hasta entonces tenia un mal prondéstico (39).

1.4.1. Determinacién del estado HER2 y utilidad clinica

La determinacién de la amplificacion del receptor HER2 en tumores de mama
es indispensable hoy en dia por su implicacion prondstica y la existencia de
tratamientos especificos, que modifican sensiblemente la supervivencia. Existen varias

formas de determinar el estado de HER2 (40):

* Técnicas de inmunohistoquimica (IHQ): Determinan la sobreexpresién
de la proteina HER2 usando anticuerpos dirigidos especificamente contra
un epitopo de la proteina HER2 en el tejido tumoral. Es la técnica mas
utilizada debido a su alta sensibilidad y especificidad. Se consideran
positivos los tumores con una tincion mas intensa, valorando el observador
segun una escala semicuantitativa que va de 0 (ausencia de deteccién) a 3
(expresion intensa). Se considera que HER2 es positivo cuando el valor el

3+, es negativo si 0 6 1+ y dudoso en caso de 2+.

* Técnicas de hibridacién in situ con fluorescencia (FISH): Consiste en
la deteccion de la amplificaciéon del gen HER2/neu. Permite evaluar

directamente el numero de copias del gen mediante la utilizacion de

17
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sondas de DNA complementario marcadas para detectar las secuencias
especificas por hibridacion y comparandolo con un control, necesitandose
un ratio mayor de 2 para que se considere positiva. Es una técnica con una
elevada sensibilidad y especifidad, superior a la IHQ, pero por el contrario
mas costosa. Con ella se obtienen resultados cuantitativos y objetivos y

permite discriminar la positividad en los casos de IHQ 2+.

Técnicas de hibridacién cromogénica in situ (CISH): Son similares a las
del FISH, pero usando una sonda marcada con peroxidasa en lugar de una
tincion fluorescente. Esta prueba identifica cambios en colores (no
fluorescencia) y no requiere un microscopio especial, lo que podria hacer
que esta prueba sea menos costosa. Actualmente no se usan tanto como

la IHQ o FISH.

Otras técnicas, que no se utilizan en clinica, son el western blot, la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la determinacion mediante
ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) del dominio

extracelular de HERZ2.

1.4.2. Tratamiento del cancer de mama HER2 positivo: Trastuzumab

Actualmente existen cuatro agentes aprobados por la FDA (Food and Drug

Administration) y la EMA (Agencia Europea de Medicamentos) para el tratamiento del

carcinoma de mama HER2 positivo: trastuzumab (41), lapatinib (42), pertuzumab (43)

y trastuzumab emtansina (T-DM1) (44) (Figura 3).

18
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Trastuzumab

»

Trastuzumab emtansine

Pertuzumab

HER2 HER3
\‘& PI3K
HER1 AKT HER4

’ mTOR

Figura 3. Farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento del cancer de mama HER2 positivo y
agentes en investigacion (en gris). (45)

El primer farmaco aprobado para el tratamiento del cancer de mama HER2
positivo fue trastuzumab (41). Trastuzumab es un anticuerpo recombinante,
monoclonal, humanizado 1gG1 dirigido contra HER2 que actua uniéndose con alta
afinidad y especificidad al subdominio IV, una regién yuxtamembrana del dominio
extracelular de HER2. Esta union produce una inhibicién de la via de sefalizacion de
HERZ2 independiente del ligando y previene la proteolisis de su dominio extracelular,
un mecanismo de activacion de HER2. Ademas también esta implicado en otros
mecanismos que incluyen la activacion de la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos, que produce lisis celular, la prevencion de la senalizacion de proliferacion,
la inhibicion de la progresién del ciclo celular, la prevencién de la escision de HER2 y
el desprendimiento del dominio extracelular, y también produce efectos

antiangiogénicos (46, 47).

Actualmente su uso esta aprobado para el tratamiento del cancer de mama

metastasico que sobreexpresa HER2, en monoterapia o en combinacién con taxanos

19



Introduccion

o inhibidores de la aromatasa, y como tratamiento adyuvante en el cancer de mama

temprano tras cirugia, quimioterapia o radioterapia (41).

La aprobacién del trastuzumab como primera linea de tratamiento en cancer de
mama metastasico se basé en un estudio fase Ill que compard la combinacién de
trastuzumab con paclitaxel o el esquema adriamicina-ciclofosfamida versus
quimioterapia sola (34). Los resultados del estudio demostraron una mayor tasa de
respuesta global (hasta 50%), un aumento significativo del tiempo hasta la progresién
(TTP: 4,6 vs 7,4 meses) y una mayor supervivencia global (SG: 20,3 vs 25,1 meses)
que la quimioterapia en solitario. En un ensayo posterior con un disefio semejante,
pero con docetaxel, se obtuvieron resultados similares (48). Los resultados
confirmaron que la combinacion de trastuzumab con docetaxel increment6 la tasa de
respuesta un 61% versus 34%, mejoré el tiempo a la progresion (11,7 vs 6,1 meses) y
la supervivencia global (31 vs 23 meses). Mas recientemente, diversos estudios en
fase Il y lll han confirmado la actividad de trastuzumab en combinacién con otros
agentes quimioterapéuticos como docetaxel, capecitabina, gemcitabina, vinorelbina y
agentes de platino (49-53). Basados en estos resultados, desde el afio 2002, el

trastuzumab combinado con quimioterapia fue el tratamiento estandar.

En cuanto a cancer de mama precoz, también hay numerosos estudios que
han demostrado que la adicién de trastuzumab a la quimioterapia neoadyuvante
mejora sustancialmente la supervivencia global y reduce el riesgo de recurrencia en un
33% (54). Del mismo modo, el tratamiento con trastuzumab en adyuvancia mejora
considerablemente la supervivencia libre de enfermedad en un 38% y la SG en un

34% y reduce sustancialmente el riesgo de recurrencia local y a distancia (55).

Posteriormente, en afio 2008 se comercializa el primer inhibidor tirosin-quinasa
(TKI) aprobado para tratar el cancer de mama: Lapatinib (42). Este nuevo farmaco

actlia con un mecanismo de accion distinto a trastuzumab, se une de forma reversible
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y competitiva al sitio de union del ATP en el dominio tirosin-quinasa intracelular del

receptor HER2 y EGFR, con lo que se inhibe la cascada de sefalizacién (56, 57).

La aprobacion de lapatinib combinado con capecitabina en cancer de mama
localmente avanzado o metastasico con progresion a antraciclinas, taxanos vy
trastuzumab fue resultado del estudio fase Ill que mostré que la combinacion redujo un
51% el riesgo de progresion, y aumentd la mediana de tiempo a la progresion (8,4 vs
4,4 meses) y la tasa de respuesta (22% vs 14%) (59). Los resultados previos
impulsaron el estudio de lapatinib en primera linea de tratamiento. El estudio NCIC
CTG MA.31 evalu6 la combinacion de lapatinib o trastuzumab mas un taxano en
primera linea. Tras un seguimiento de 21,5 meses, demostr6é una supervivencia libre
de progresion (SLP) de 9 meses para las pacientes tratadas con lapatinib y de 11,3
meses para aquéllas tratadas con trastuzumab (59). Los resultados de este estudio

confirman que trastuzumab sigue siendo el tratamiento de eleccién en primera linea.

Recientemente han sido aprobados dos nuevos farmacos para el cancer de
mama HER2 positivo: Pertuzumab (43) y Trastuzumab-Emtansina (T-DM1) (44). El
primero es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une a un diferente epitope
del dominio extracelular del receptor HER2 (epitope Il) (60) respecto al trastuzumab,
evitando de esta manera la dimerizacion de HER2 y HERS3 y bloqueando la activacion
de las vias de sefalizacion. Pertuzumab fue aprobado por la FDA en el afo 2012
como tratamiento de primera linea del cancer de mama metastasico en combinacion
con trastuzumab y docetaxel, basados en los datos iniciales del estudio CLEOPATRA
(61). Este fue un estudio fase Ill que evalué la combinaciéon de trastuzumab,
pertuzumab y docetaxel en comparacion con docetaxel y trastuzumab. Los resultados
demostraron un intervalo libre de progresién de 18,5 meses en el brazo de
pertuzumab versus 12,4 en el brazo control. Mas tarde, la actualizacion de este

estudio confirmé el beneficio en SLP y un beneficio en SG de 56,5 meses versus 40,8
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meses en el grupo con el bloqueo dual HER2 respecto al grupo control. Basados en
estos resultados, actualmente la recomendacion internacional para el tratamiento del
cancer de mama HER2 positivo metastasico en primera linea es doble bloqueo de
HER2 con trastuzumab y pertuzumab combinados con docetaxel tanto en

neoadyuvancia como enfermedad avanzada o metastasica.

El T-DM1 es el primer inmunoconjugado anticuerpo-farmaco que resulta de la
combinacion de trastuzumab y DM1 (un derivado de emtansina 1, potente inhibidor de
microtubulos). EI T-DM1 conserva el mecanismo de accién de trastuzumab e incorpora
la entrega intracelular del citotoxico especificamente en células con sobreexpresion de
HER2, lo que mejora el indice terapéutico y minimiza la exposicion de tejidos
normales. El estudio fase Il EMILIA evalué el papel del T-DM1 en pacientes
previamente tratadas con trastuzumab y taxanos (62). Las pacientes se aleatorizaron
a recibir T-DM1 versus la combinacién de lapatinib + capecitabina. Los hallazgos del
estudio mostraron un incremento en la SG de 30,9 meses versus 25,1 meses a favor
de T-DM1. Con esta informacion, la FDA aprobé el farmaco en febrero de 2013 para
ser empleado tras progresion a trastuzumab y taxanos. Actualmente, se considera al
T-DM1 como la segunda linea de tratamiento de acuerdo con las recomendaciones de
ASCO (American Society of Clinical Oncology) y ESMO (European Society for Medical

Oncology).

En definitiva, desde la introduccién de la terapia dirigida contra HER2, el
prondstico del cancer de mama HER2 positivo ha mejorado de forma significativa,
siendo trastuzumab uno de los pilares fundamentales en el tratamiento de esta

enfermedad (39).
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2. CARDIOTOXICIDAD ASOCIADA A TRASTUZUMAB

2.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA DISFUNCION CARDIACA

Los avances en los tratamientos del cancer de mama han llevado,
afortunadamente, a una mejora de la supervivencia. Sin embargo, al prolongar la vida
de las pacientes las toxicidades tardias derivadas de la terapia se han vuelto mas
significativas. Uno de los efectos adversos mas importantes son las complicaciones

cardiacas que, en casos graves, pueden tener consecuencias devastadoras.

La cardiotoxicidad de la terapia del cancer de mama es mas frecuente tras el
tratamiento con antraciclinas y trastuzumab (63-66), requiriendo en determinados

casos la interrupcién del tratamiento.

Durante el ensayo pivotal de trastuzumab en cancer de mama metastasico las
alteraciones cardiacas se produjeron en un 27% de las pacientes tratadas de forma
concurrente con trastuzumab y antraciclinas, en un 13% de las tratadas con
trastuzumab y paclitaxel y en un 5% con trastuzumab en monoterapia (34). La
incidencia de insuficiencia cardiaca clase lll o IV segun la New York Heart Association
(NYHA) fue mas alta entre las pacientes que recibieron antraciclinas mas trastuzumab,
produciéndose en un 16%, frente al 3% de las pacientes que recibieron solo
antraciclinas; y en un 2% de las pacientes que recibieron paclitaxel mas trastuzumab
fente al 1% con paclitaxel en monoterapia. Debido a que la combinacién de
trastuzumab mas antraciclinas resulté en altas tasas inaceptables de toxicidad

cardiaca, estos agentes no se administran generalmente de forma simultanea.

Estos hallazgos propiciaron el disefio de nuevos ensayos clinicos en
adyuvancia en los que se evalud la administracién secuencial de antraciclinas y
trastuzumab (49-50, 67-70). En ellos se excluyeron aquellas pacientes con

insuficiencia cardiaca, se limité la dosis acumulada de antraciclinas a 300mg/m? y se
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llevé a cabo una estrecha monitorizacién de la funcién cardiaca. Estos estudios

arrojaron nuevos datos de incidencia de toxicidad y mortalidad cardiaca (Tabla 1).

Toxicidad cardiaca en los ensayos randomizados de trastuzumab en adyuvancia

. .. . Asintomatica ICC Muertes
Ensayo Tratamiento Seguimiento cardiaco cardiacas
FEVI=10% "NV
MUGA 3 sem antes de
la dltima dosis de AC, 6
NSABP B-31 AC—P y 9 m desde la 17 % 0.8 % y
randomizaciony 3 m . 1o
(67.68) AC—PH después de la Gltima 34 % 41% 0
dosis de trastuzumab
MUGA o ecocardio 3
sem antes de la ultima
NCCTG AC—P dosis de AC, 6,9y 18 m 0,3 % 1
NO83T AC—P—H desde la randomizacioén 2.8% 1
y 3 m después de de la o
(69) AC—PH ultima dosis de 3.3 % 0
trastuzumab
QT MUGA o ecocardio en
B las 3-4 sem previas a la 0,9 % 0,1 % 1
"I(foR)A QT—H (1aM0)| 1 domizacion y 3, 6, 4.1 % 0.8 %
T—H (2 afi 12, 18, 24,30 36 y 60
QT—H (2 afios YOIM I ou | 0%
desde la randomizacion.
Después de ultima dosis
de AC, después del fin
AC—T delaQTya Ios.3, 12 11.2 % 0.7 %
BCIRG-006 36 m de la randomizacion.
(50) AC—TH 18,6 % 2%
Basal, a las 6 sem, 4,5 o o
TCH m, 13,5 my 37,5 m de 94% | 04%
la randomizacion.
T—FEC MUGA o ecocardio 3
FinHer V—FEC sem antes de la QT, 10,5 % 1.7% 0
(49) T+H—FEC | después del FEC y a los 6,8 % 0,9% 0
V+H—FEC 12 y 36 m del fin de QT

AC: doxorubicina + ciclofosfamida; P: paclitaxel; H: trastuzumab; QT: quimioterapia; T:
docetaxel; C: carboplatino; V: vinorelbina; FEC: fluorouracilo + epirubicina + ciclofosfamida.
MUGA: ventriculografia isotépica.

Tabla 1. Incidencia de toxicidad y mortalidad cardiaca en los ensayos de trastuzumab en

adyuvancia.
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La incidencia de cardiotoxicidad grave (NYHA clase Il o IV) en los ensayos
adyuvantes fue modesta: 0,1 al 4,1% en pacientes tratadas con trastuzumab. Las
tasas mas altas de cardiotoxicidad ocurrieron en los ensayos NSABP B31 y NCCTG
N9831 (67-69). En ellos se compar6 doxorubicina-ciclofosfamida seguido de paclitaxel
cada 3 semanas (AC—P) frente al mismo régimen mas trastuzumab durante 52
semanas con inicio en la primera dosis de paclitaxel (AC—PH), y se afiadi6 un tercer
brazo en el estudio NCCTG N9831 que iniciaba trastuzumab tras finalizar paclitaxel
(AC—P—H). Tras realizar un analisis conjunto de los resultados de ambos estudios,
los autores concluyeron que un 14,2% de las pacientes manifestaron disminuciones
asintomaticas de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI), y un total de
18,9% tuvo que suspender trastuzumab debido a problemas cardiacos (71). Este
analisis, ademas, excluyd aquellas pacientes que ya habian desarrollado
cardiotoxicidad tras los 4 ciclos de tratamiento con antraciclinas (6,7%), por lo que la
tasa absoluta de cardiotoxicidad en el analisis por intenciéon de tratar hubiera sido

presumiblemente mayor.

El estudio HERA (70) evalu6 el tratamiento con trastuzumab durante 1 afio
frente a 2 afos y frente a observaciéon en pacientes que habian completado terapia
locoregional con al menos 4 ciclos de quimioterapia estandar neoadyuvante o
adyuvante. La tasa de toxicidad cardiaca fue muy baja al limitar la inclusién a mujeres
con una FEVI tras la quimioterapia =55%, y la incidencia acumulada de cualquier tipo
de evento cardiaco no se vi6 incrementada a partir de los 12 meses de tratamiento con

trastuzumab.

En el ensayo BCIRG-006 (50) se compard doxorubicina y ciclofosfamida
adyuvante seguida de docetaxel (AC—T) con el mismo régimen con trastuzumab
afiadido a docetaxel (AC—TH) y con otro esquema de docetaxel, carboplatino, y

trastuzumab (TCH) administrados de forma simultanea. Los resultados mostraron que
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la eliminacién de antraciclinas redujo notablemente las tasas de insuficiencia cardiaca
desde un 2% a un 0,4%, asi como la incidencia de descensos asintomaticos de la

FEVI de un 18,6% a un 9,4%.

Por ultimo, el estudio FinHer (49), un ensayo finlandés con un niamero mas
reducido de pacientes, tratd a mujeres con cancer de mama precoz con 3 ciclos de
docetaxel o vinorelbina, seguidos de 3 ciclos de 5-fluorouracilo, epirubicina vy
ciclofosfamida. Un subgrupo de 232 pacientes con cancer de mama HER2 positivo
fueron asignadas al azar a recibir 9 infusiones semanales adicionales de trastuzumab.
Los resultados no mostraron asociacion entre el tratamiento con trastuzumab vy la
disminucioén de la FEVI o la aparicién de insuficiencia cardiaca, siendo la incidencia de

eventos cardiacos mayor en el brazo control.

2.2. FISIOPATOLOGIA DE LA DISFUNCION CARDIACA

La fisiopatologia de la disfunciéon cardiaca asociada a trastuzumab no esta del
todo clara, se han propuesto distintos mecanismos que podrian explicarla. Por un lado,
trastuzumab, como anticuerpo monoclonal, podria iniciar la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (CCDA) y citotoxicidad dependiente del complemento, lo
que podria afectar a los cardiomiocitos, incrementando la toxicidad cardiaca (72, 73).
Por otro lado, hay diferentes argumentos que apoyan el papel del HER2 en la
aparicion de cardiotoxicidad (74). La via de sefializacién de HER2 es fundamental
para el desarrollo y la funcion cardiaca (75) debido a que el receptor HER2 se expresa
también en las células cardiacas y tiene un papel esencial en la proliferacion,
crecimiento y supervivencia del cardiomiocito. Por ello, la integridad de este receptor
es fundamental para prevenir el desarrollo de una cardiomiopatia. Se han observado
modelos de ratones que carecen de HER2 y presentan multiples caracteristicas de

miocardiopatia dilatada, incluyendo dilatacién de cavidades, adelgazamiento de la
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pared, y disminucion de la contractilidad (76). En ausencia de la funciéon de HER2, los
cardiomiocitos no son capaces de activar las vias de supervivencia y se acumulan
especies reactivas de oxigeno (ROS) que dan lugar a la disfuncién cardiaca (77). Del
mismo modo, las células madre cardiacas parecen perder su capacidad de
diferenciacion cardiogénica y formacion de redes microvasculares (78). Esta hipotesis
es consistente con el aumento de la toxicidad cardiaca que se observa cuando
trastuzumab se utiliza en asociacién con antraciclinas. De hecho, los cardiomiocitos

HER2 deficientes son mas susceptibles al dafio inducido por antraciclinas (76, 79).

A diferencia de la toxicidad cardiaca inducida por antraciclinas, el efecto de
trastuzumab sobre la funcion cardiaca se clasifica como cardiotoxicidad tipo Il y es
clinica y mecanicamente distinta (80). La cardiotoxicidad tipo Il no es dependiente de
la dosis, es altamente reversible y responde a la retirada del farmaco y a la
administracion de tratamiento estandar para la insuficiencia cardiaca (81). De hecho,
las pacientes con frecuencia pueden volver a tratarse con trastuzumab tras la
recuperacion de los parametros cardiacos. Esta reversibilidad del efecto cardiotéxico
se debe a que trastuzumab no causa alteraciones ultraestructurales en las proteinas
contractiles, como ocurre con las antraciclinas, sino una hibernacion o aturdimiento

miocardico.

Clinicamente estos efectos cardiacos se pueden manifiestar de forma
asintomatica como descensos de la FEVI, o bien de forma sintomatica, como

insuficiencia cardiaca congestiva, que puede llevar a la muerte (82).

2.3. FACTORES DE RIESGO DE TOXICIDAD CARDIACA

Diferentes estudios han sugerido multiples factores de riesgo de
cardiotoxicidad inducida por trastuzumab, aunque ninguno puede predecir

completamente su aparicion.
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El primer factor de riesgo de toxicidad cardiaca asociada a trastuzumab que se
puso de manifiesto durante el ensayo pivotal fue la administracion concomitante con
antraciclinas. Posteriormente se observo que la administracion secuencial de ambos
agentes reducia considerablemente este riesgo. Sin embargo, incluso administrados
secuencialmente, la exposicion previa a antraciclinas también parece aumentar el
riesgo de cardiotoxicidad inducida por trastuzumab (83-85) comparado con regimenes
libres de antraciclinas como docetaxel, carboplatino y traztuzumab (50). Se cree que la
administracion de trastuzumab podria empeorar los dafios cardiacos relacionados con
el tratamiento previo con antraciclinas ademas de causar dafos especificos derivados
del bloqueo HER2 y de la inhibicion de la reparacion de los cardiomiocitos (84).
Asimismo, la duracion del tratamiento con trastuzumab también se ha explorado
como un factor de riesgo potencial obvio para el desarrollo de cardiotoxicidad (86, 87).
Las guias de practica clinica actuales recomiendan 52 semanas de tratamiento puesto
que se ha desmostrado que la prolongacién de la terapia a 2 afios frente a 1 no ofrece

ningun beneficio clinico adicional pero si produce un aumento de la toxicidad cardiaca.

Otros factores de riesgo de enfermedad cardiaca comunes a la poblacién en
general son el tabaquismo y la obesidad (88). La edad avanzada también se ha
asociado con un mayor riesgo de cardiotoxicidad inducida por trastuzumab (68, 69) ya
que la prevalencia de enfermedades cardiovasculares y otras comorbilidades aumenta
con la edad. Asi, varias comorbilidades asociadas con la edad avanzada, identificadas
como factores de riesgo de toxicidad cardiaca, incluyen diabetes mellitus (89), uso
de medicacion antihipertensiva (69) y la historia previa de enfermedades
cardiacas (89). Sin embargo, también se ha visto que pacientes sin antecedentes de
enfermedad cardiaca diagnosticada pueden tener disfuncién ventricular izquierda
subyacente durante el tratamiento con trastuzumab (69, 85). Por ello la presencia de
FEVIs basales bajas al inicio del tratamiento se ha identificado como otro factor de

riesgo para el desarrollo de cardiotoxicidad.
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Estos perfiles demogréaficos son instrumentos utiles a la hora de evaluar el
riesgo de desarrollar toxicidad cardiaca tras el tratamiento con trastuzumab. Sin
embargo, seria poco practico y desventajoso desde el punto de vista médico limitar el
uso de este agente altamente eficaz a pacientes jévenes y sin comorbilidades.
Ademas, es importante destacar que un numero significativo de efectos adversos
cardiacos se producen en pacientes sin factores de riesgo evidentes. Por tanto, la
necesidad de herramientas mas sofisticadas para estratificar el riesgo de

cardiotoxicidad asociada a trastuzumab es cada vez mayor.

La prediccion incompleta por factores demograficos y clinicos nos habla de una
predisposicion a la susceptibilidad cardiaca que bien puede ser determinada
genéticamente. Por todo ello el establecimiento de perfiles farmacogenéticos que
determinen qué pacientes tendran un mayor riesgo de desarrollar cardiotoxicidad se
postula como un medio prometedor para maximizar el beneficio de la terapia con

trastuzumab y minimizar el dafio cardiotdxico.

2.4. MONITORIZACION DE LA FUNCION CARDIACA

El objetivo de la monitorizacion de la funcion cardiaca durante la administracion
de trastuzumab es detectar una disfuncion cardiaca temprana, antes del desarrollo de
los sintomas clinicos de insuficiencia cardiaca. Los métodos actuales para la deteccion
de cardiotoxicidad se basan en la evaluacion de la FEVI tanto por ecocardiografia

como por ventriculografia isotépica (MUGA).

La ficha técnica de trastuzumab recomienda monitorizar la FEVI antes del inicio
y en intervalos de 3 meses mientras dure el tratamiento con trastuzumab, en
combinacién con la evaluacién clinica de los sintomas de insuficiencia cardiaca (41).
En el tratamiento adyuvante se recomienda ademas evaluar la FEVI cada 6 meses

durante al menos 2 afios después de la finalizacién de la terapia. En el tratamiento del
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cancer metastasico, sin embargo, puede ser mas apropiada la evaluacién de la FEVI

en funcion de los sintomas teniendo en cuenta la relacion riesgo-beneficio.

En caso de disfuncidon cardiaca significativa la medicion de la FEVI debe
repetirse en intervalos de 3 semanas. Trastuzumab se debe evitar, o al menos
administrar con precaucion, en pacientes con FEVIs basales por debajo del 50% y se
debe suspender en presencia de insuficiencia cardiaca sintomatica. En los casos en
que la FEVI disminuya mas de 15% del valor basal o mas de 10% por debajo por
debajo del limite inferior de la normalidad (50-55%), el tratamiento debe mantenerse
durante al menos 4 semanas. En caso de tener que suspender el tratamiento,
trastuzumab puede ser reiniciado si la FEVI vuelve a la normalidad tras 4-8 semanas,

después de una rigurosa evaluacién del riesgo-beneficio (90).

Estas técnicas de medida de la funcidn cardiaca tienen la limitacién de que el
dafio miocardico debe ocurrir antes de que se observen cambios en la FEVI, por lo
que hacen de esta medida una herramienta poco sensible. Sumado a esto, las
definiciones de cardiotoxicidad en base a la FEVI o a la sintomatologia varian de un
estudio a otro, lo que puede hacer dificil las comparaciones. Por tanto, en la actualidad
se estan desarrollando nuevas técnicas avanzadas de imagen asi como
biomarcadores séricos con el fin de mejorar la deteccion de cardiotoxicidad inducida

por trastuzumab (91, 92).

3. FARMACOGENETICA DEL TRASTUZUMAB

3.1. CONCEPTOS GENERALES

La farmacogenética es la ciencia que estudia el efecto de la variabilidad
genética de un individuo en su respuesta a determinados farmacos (93). El objetivo se

centra en conseguir prescribir al paciente el medicamento adecuado segun su perfil
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genético para conseguir un buen efecto terapéutico con el menor efecto téxico posible.
Entender el funcionamiento del genoma y la influencia que tiene en la efectividad de
ciertos farmacos es clave para prescribir y crear farmacos personalizados que tengan

una gran eficacia y efectos secundarios minimos (94).

Estas variaciones genéticas, definidas por la existencia en una poblacion de
multiples alelos de un gen, se denominan polimorfismos genéticos. Es decir, un
polimorfismo es una variacion en la secuencia de un lugar determinado del DNA entre
los individuos de una poblacién. Los polimorfismos se distinguen terminolégicamente
de las mutaciones por su frecuencia. Para que verdaderamente pueda considerarse
un polimorfismo, la variacién debe aparecer en al menos el 1% de la poblacién. Un

polimorfismo puede consistir en:

+ La sustitucion de una unica base nitrogenada de una secuencia del
genoma, lo que da origen a lo que se conoce como SNP (Single Nucleotid

Polymorphism o polimorfismo de un solo nucleétido).
. La insercion o delecion de una base en el DNA.

+ La insercion o delecion de un conjunto de bases, en numero de cientos a

miles.

+ La insercibn o delecion, repetidas veces, de una o0 mas bases,

constituyendo los microsatélites.

La variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la
resistencia individual a distintas enfermedades radica principalmente en los SNPs, y
en menor grado en inserciones, deleciones, secuencias repetidas y/o rearreglos
cromosomicos. La mayoria de los SNPs estan presentes en regiones no codificantes y

por tanto no tienen efecto sobre el fenotipo. Sin embargo, cuando se presentan en
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regiones codificantes van a dar lugar a cambios en la secuencia de aminoacidos.

Estos cambios pueden ser:

- Silenciosos (synonymous): hay un cambio en una de las bases de
forma que el triplete de nucledtidos se modifica, pero sigue codificando

para el mismo aminoacido.

- En sentido equivocado (missense): EI cambio en una de las bases da

lugar a un triplete que codifica para un aminoacido diferente.

- Sin sentido (nonsense): el nuevo triplete que se forma determina la

sefal de fin de la cadena de aminoacidos.

Existen aproximadamente 10 millones de SNPs (95) y la gran mayoria tienen
dos alelos los cuales estan representados por una sustitucion de base por otra. En las
poblaciones, este tipo de alelos se clasifican en alelo principal o “salvaje” y alelo raro o
mutante, segun la frecuencia en la que se observen. Debido a que los humanos son
diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos: homocigoto para el alelo

mas frecuente, heterocigoto, u homocigoto para el alelo menos frecuente.

3.2. POLIMORFISMO DEL GEN HER2/NEU

El gen HER2/neu es sometido a mutaciones somaticas y a polimorfismos
genéticos (96). El mas investigado, en cuanto a clinica se refiere, es el que se localiza
a nivel del codon 655, en el segundo exoén. Se trata de un SNP en sentido equivocado,
que consiste en un cambio de un nucledtido de adenina (A) por una guanina (G),
codificando asi a dos aminoacidos diferentes: isoleucina (ATC/lle) o valina (GTC/Val)
(97, 98). Los resultados de estudios in vitro sugieren que este SNP puede alterar la
funcion del gen HER2/neu (97), que concierne al dominio transmembrana de la

proteina HER2.
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En 2005 una comunicacion presentada en el congreso de la American Society
of Clinical Oncology (ASCO) (99) que estudiaba este SNP en 56 mujeres con cancer
de mama que recibian tratamiento con trastuzumab encontr6 que 5 de ellas
desarrollaron cardiotoxicidad y presentaban el genotipo HER2-655 lle/Val (I/V)
(p=0,008). Sin embargo los autores no ofrecieron un posible modelo genético que
explicara estos resultados a nivel bioldgico. En 2007, Beauclair et al. (100) realizaron
otro estudio en 61 pacientes con cancer de mama en tratamiento con trastuzumab.
Los resultados mostraron que todos los casos de cardiotoxicidad (8,2%) se
manifestaron en los pacientes heterocigotos I/V (p<0,0058) y ningun caso en los
grupos de pacientes que presentaban genotipos lle/lle (I/1) o Val/Val (V/V). En este
mismo estudio se llevaron a cabo también ensayos “in vitro” que mostraron que las
células tumorales que expresaban el alelo V presentaban una mayor capacidad de
crecimiento y mayor sensibilidad a trastuzumab. De esta manera explicaron que la
presencia del alelo podria conducir a cardiomiocitos particularmente dependientes de
la sefalizacion HER2 y altamente sensibles a trastuzumab. Sin embargo, ninguna
paciente con genotipo homocigoto V/V presenté cardiotoxicidad por lo que esta
hipotesis no pudo ser corroborada por los resultados. Mas recientemente, en 2013,
dos articulos vuelven a relacionar al polimorfismo HER2-1le655Val con la aparicion de
cardiotoxicidad. El grupo de Lemieux et al. (101) estudié a 73 pacientes con cancer de
mama en tratamiento con trastuzumab y observdé que aquellos que portaban el
genotipo 1I/V presentaban mayor riesgo de cardiotoxicidad comparada con los
portadores del genotipo I/l (p=0,01). Al igual que en el estudio de Beauclair (100), no
hubo pacientes con genotipo V/V que presentaran cardiotoxicidad. En otro trabajo
publicado por Roca et al. (102) se estudié el papel predictivo de diferentes
polimorfismos, incluyendo a HER2-lle655Val, con la aparicion de cardiotoxicidad
inducida por trastuzumab en 132 mujeres que fueron tratadas con el farmaco. Las

pacientes con genotipo I/V presentaron mayor cardiotoxicidad que las que presentaron
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genotipo I/l. De la misma manera que en los estudios previos, ningun paciente con

genotipo V/V presento cardiotoxicidad.

3.3. POLIMORFISMOS DE LOS GENES FcyR

Los receptores especificos para inmunoglobulinas, llamados receptores Fc, son
proteinas que se encuentran en la superficie de ciertos tipos celulares, incluyendo
linfocitos B, células Natural Killer (NK), macréfagos, neutréfilos y mastocitos. Tras la
interaccion de estos receptores con las inmunoglobulinas se inicia una amplia gama
de respuestas bioldgicas, que incluyen la fagocitosis, la CCDA y la liberacion de
mediadores de la inflamacién. Existen varias clases de receptores Fc, dependiendo
del tipo de inmunoglobulina que reconocen. Los receptores que unen Inmunoglobulina
G (IgG) se conocen como receptores Fc gamma (FcyR) y se distinguen en tres grupos:
FcyR1, FcyR2 y FeyR3 (103). Cada grupo de estos receptores es codificado por varios
genes y a su vez estos presentan distintos polimorfismos, lo que se puede traducir en
varias isoformas con afinidad, estructura y respuestas bioldgicas diferentes. Dado que
trastuzumab es un anticuerpo monoclonal con estructura IgG y que por tanto su
mecanismo de accion es, entre otros, la estimulacion de la respuesta inmune
biolégica, los polimorfismos en los genes FcyR son potenciales biomarcadores de

respuesta al farmaco.

En este sentido se han identificado dos SNPs en los genes FcyR2A y FcyR3A,
que se localizan en el brazo largo del cromosoma 1, y estan separados
aproximadamente por 35 kb. El primero de ellos se localiza en el codén 131 de
FcyR2A y consiste en la sustitucion de una adenina (A) por una guanina (G) dando
como resultado el aminoacido histidina (CAT/His) o arginina (CGT/Arg). El segundo
afecta a FcyR3A y supone un cambio de una citosina (C) por una adenina (A), que da

lugar a una valina (CAA/Val) o una fenilalanina (AAA/Phe) en la posicién 158. Ambos
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SNPs estan relacionados con la afinidad con la que se unen las IgGs a sus receptores
(104-106), siendo los genotipos FcyR2A-131 His/His (H/H) y FcyR3A-158 Val/Val (V/V)
los que se han asociado con mejores respuestas clinicas en diversos estudios
realizados con rituximab en linfoma folicular y linfoma difuso de células grandes, y

cetuximab en cancer colorrectal metastasico (107-110).

El primer estudio que puso de manifiesto la influencia de estos SNPs en la
CCDA mediada por trastuzumab fue el llevado a cabo por Musolino et al. (111) en
2008. En él se incluyeron 54 pacientes con cancer de mama metastasico HER2
positivo, encontrandose que aquellos pacientes con genotipo FcyR2A-131 H/H y/o
FcyR3A-158 V/V presentaban mejor tasa de respuesta y supervivencia libre de
progresion (SLP) comparada con aquellas que presentaban otros genotipos (p=0,01).
Posteriormente Tamura et al. (112) publicaron en 2011 un estudio que incluyé a 15
pacientes en tratamiento con trastuzumab en neoadyuvancia y 35 pacientes con
trastuzumab en tratamiento metastasico. Los resultados mostraron nuevamente que
los pacientes con genotipo FcyR2A-131 H/H presentan una SLP mayor que aquellos
con otro genotipo (p=0,034). Sin embargo el polimorfismo en FcyR3A-158 no se asocié

con la respuesta.

Recientemete Hurvitz et al. (113) han publicado el estudio con mayor nimero
de pacientes que examina el efecto de los polimorfismos en FcyRs. Los resultados,
que incluyeron a mas de 1200 pacientes, no mostraron asociacion estadisticamente
significativa que relacionara la respuesta a trastuzumab con los SNPs en FcyR2A y

3A.
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Hipdtesis y Objetivos

En la actualidad, existe una amplia evidencia cientifica, basada en los
resultados de los ensayos clinicos y metaanalisis disponibles, acerca de la eleccion
del tratamiento del cancer de mama HER2 positivo. Sin embargo, no se dispone de
biomarcadores que seleccionen de forma individual qué paciente respondera o no al

tratamiento y cual desarrollara efectos secundarios con el mismo farmaco.

El tratamiento con trastuzumab produce, como efecto adverso mas relevante,
cardiotoxicidad. La incidencia de toxicidad cardiaca grave (NYHA IlI/IV o insuficiencia
cardiaca sintomatica) asociada al tratamiento con trastuzumab se estima entre el 0,1%
(70) y 4,1% (68) de los pacientes, y una mayor proporciéon de pacientes (4,3-18,9%)

(71) tiene que suspender el tratamiento debido a problemas cardiacos.

Los estudios publicados hasta la fecha relacionan la cardiotoxicidad del
trastuzumab con mutaciones o alteraciones en la expresion de determinados genes,
el mas importante de ellos es el gen HER2/neu (99-102). El polimorfismo en el codén
655 (I>V) de dicho gen parece estar implicado en el desarrollo de toxicidad cardiaca

tras el tratamiento con trastuzumab.

Por otro lado, se sabe que sélo el 25-30% de los pacientes con cancer de
mama HER2 positivo en estadio metastasico responderan al tratamiento con
trastuzumab (111) y que dunicamente el 30% de los pacientes tratados en
neoadyuvancia con trastuzumab alcanzaran respuesta completa (112). Este hecho se
ha relacionado con la presencia de dos polimorfismos genéticos en los genes que
codifican para el el receptor Fc de las Inmunoglobulinas G: FcyR2A-131 y FcyR3A-158.
Los diferentes genotipos de dichos polimorfismos determinan una mayor o menor
afinidad con la que se unen las inmunoglobulinas a su receptor y, por tanto, una
respuesta inmune variable. Dado que trastuzumab es un anticuerpo monoclonal con
estructura IgG, la respuesta al farmaco puede verse afectada por la presencia de

estos polimorfismos.
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Por todo ello, se hace necesario identificar y validar robustos biomarcadores
predictores de cardiotoxicidad y de respuesta a la terapia con trastuzumab en

pacientes con cancer de mama HER2 positivo.
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1. HIPOTESIS

La identificacién de marcadores genéticos en pacientes con cancer de mama
HERZ2 positivo permite predecir y prevenir la cardiotoxicidad asociada al tratamiento
con trastuzumab asi como predecir la evolucion y/o progresion del tumor, aumentando

la seguridad de la farmacoterapia y optimizando el uso racional del medicamento.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

» Estudiar la posible asociacion entre cardiotoxicidad y el polimorfismo HER2-
lle655Val en pacientes con cancer de mama HER2 positivo en tratamiento con

trastuzumab.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

* Determinar el tipo de toxicidad cardiaca producida por trastuzumab en la
poblacion de estudio y analizar sus caracteristicas.

* Medir el impacto de determinadas variables que puedan postularse como
factores de riesgo para la aparicién de cardiotoxicidad tras el tratamiento con
trastuzumab.

e Determinar la influencia del polimorfismo HER2-1le655Val en la cardiotoxicidad
asociada al tratamiento con trastuzumab en la poblacién de estudio.

* Realizar un metaanalisis con los estudios publicados hasta la fecha para
determinar la influencia del polimorfismo HER2-lle655Val en la cardiotoxicidad
asociada al tratamiento con trastuzumab en pacientes con cancer de mama

HER2 positivo.
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e Estudiar la influencia de los polimorfismos FcyR2A-His131Arg y FcyR3A-

Val158Phe en la evolucién de la enfermedad y en la respuesta a trastuzumab.

42



Hipotesis y Objetivos

43



Hipotesis y Objetivos

44



MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional retrospectivo.

2. POBLACION Y PERIODO DE ESTUDIO

El estudio se realizdé en pacientes diagnosticadas de cancer de mama HER2
positivo en tratamiento con trastuzumab en el Hospital Universitario San Cecilio de
Granada y el Hospital Torrecardenas de Almeria desde Enero de 2012 a Diciembre de

2013.

2.1. CRITERIOS DE INCLUSION

* Pacientes con diagnodstico de cancer de mama HER2 positivo.
* Tratamiento con trastuzumab.

e Sexo femenino.

Edad = 18 afos.

2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

* Pacientes con neoplasia primaria o metastasis de otro origen, salvo carcinoma
de cérvix estadio | resecado o tumores cutaneos resecados sin afectacion

ganglionar.

* Incapacidad o negativa a participar en el estudio o a cumplimentar la hoja de

Consentimiento Informado (Cl).
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3. TAMANO DE MUESTRA

Basandonos en estudios previos (100), en los que se analiz6 el porcentaje de
pacientes con cardiotoxicidad con presencia del genotipo I/V del polimorfismo HER2
lle655Val, este fue del 100,00% frente al 28,57% de los pacientes que no presentaron
cardiotoxicidad. Con esto datos se calcula el tamafo de muestra del estudio
considerando una potencia del 80,00% para detectar diferencias en el contraste de la
hipétesis nula HO:p1=p2 mediante una prueba chi cuadrado bilateral para dos
muestras independientes, teniendo en cuenta que el nivel de significacion es del 5%, y
asumiendo que la proporcion de I/V en el grupo de mujeres con cardiotoxicidad es del
100,00% vy en el grupo de no cardiotoxicidad es del 28,57%, y que la proporcion de
pacientes con cardiotoxicidad respecto el total es del 19,00%, sera necesario incluir 4
pacientes con cardiotoxicidad y 18 pacientes sin cardiotoxicidad, totalizando 22
pacientes. Teniendo en cuenta que el porcentaje esperado de abandonos es del
10,00% seria necesario reclutar 5 pacientes con cardiotoxicidad y 20 pacientes sin

cardiotoxicidad, totalizando 25 pacientes en el estudio.

4. DESCRIPCION DE VARIABLES
4.1. VARIABLES DE RESULTADO O DEPENDIENTES

4.1.1. Relacionadas con cardiotoxicidad

» Cardiotoxicidad: Variable categérica nominal que toma los valores Si/No. Se

mide en funcién de varios parametros:

- Cuando aparezca de forma asintomatica: A través de la FEVI, que es
una variable cuantitativa continua. Se considerara que existe toxicidad

cardiaca cuando:

* FEVI<44 %.
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* FEVI = 45-49 % y haya un descenso = 10 % con respecto a la
FEVI basal.
* Haya un descenso de la FEVI = 15 % con respecto a la FEVI

basal.

- Cuando aparezca de forma sintomatica: cuando exista clinica de

insuficiencia cardiaca.

4.1.2. Relacionadas con la evoluciéon

4.1.2.1. Pacientes no metastasicas

= Supervivencia libre de recaida (SLR): Variable cuantitativa discreta. Tiempo
transcurrido desde la cirugia hasta la fecha de recaida local o recaida como

enfermedad metastasica o hasta la fecha ultima de seguimiento.

= Supervivencia global (SG): Variable cuantitativa discreta. Tiempo transcurrido
desde la cirugia hasta la fecha de muerte por cualquier causa o hasta la fecha

ultima de seguimiento.

4.1.2.2. Pacientes metastasicas

= Supervivencia libre de progresion (SLP): Variable cuantitativa discreta. Tiempo
transcurrido desde el inicio del tratamiento con trastuzumab para la enfermedad
metastasica hasta la progresion de la enfermedad o hasta la fecha udltima de

seguimiento.

= SG: Variable cuantitativa discreta. Tiempo transcurrido desde el inicio del
tratamiento con trastuzumab para la enfermedad metastasica hasta la muerte

por cualquier causa o hasta la fecha ultima de seguimiento.
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= Respuesta al tratamiento: Evalua la reduccion del tamafio tumoral en base a los
criterios de evaluacion de la respuesta en tumores solidos: Response Evaluation
Criteria In Solid Tumors (RECIST) (114). Variable categérica nominal que toma

los siguientes valores:

Respuesta completa (RC): cuando desaparecen la enfermedad medible
y la evaluable, sin que aparezcan nuevas lesiones, con ausencia de

sintomas y normalizacion de marcadores, durante al menos 4 semanas.

Respuesta parcial (RP): cuando la suma de los diametros de las
lesiones diana se reduce al menos un 30%, con ausencia de nuevas

lesiones y ausencia de progresion en las lesiones.

Enfermedad estable (EE): Cuando la suma de los diametros de las
lesiones diana disminuye menos del 30% o incrementa en menos del

20%.

Progresion de la enfermedad (PE): cuando la suma de los diametros de
las lesiones diana aumenta un 20% o se produce un incremento
absoluto de al menos 5mm, o aparecen nuevas metastasis o progresan

las lesiones no diana.

» Tasa de respuesta objetiva (TRO): Variable cuantitativa continua. Porcentaje de
pacientes con reduccion del tamafo tumoral en una cantidad predefinida y

durante un periodo de tiempo minimo. Se define como la suma de RC y RP.

4.2. VARIABLES INDEPENDIENTES

4.2.1. Socio-demograficas
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Estadio menopausico basal: Variable categorica nominal que toma los valores

premenopausia/menopausia.

Antecedentes personales oncoldgicos: Variable categorica nominal que toma los

valores Si/No.

Antecedentes familiares oncoldgicos: Variable categérica nominal que toma los

valores Si/No.

Antecedentes personales cardiacos: Variable categérica nominal que toma los

valores Si/No.

Antecedentes familiares cardiacos: Variable categérica nominal que toma los

valores Si/No.

Hipercolesterolemia: Variable categorica nominal que toma los valores Si/No.

Hipertension: Variable categérica nominal que toma los valores Si/No.

Obesidad: Variable categorica nominal que toma los valores Si/No.

Diabetes mellitus: Variable categdérica nominal que toma los valores Si/No.

Tabaco: Variable categdrica nominal que toma los valores Si/No

FEVI basal: Variable cuantitativa continua.

ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) (115). Escala que valora la
calidad de vida de un paciente oncolégico mediante la evolucion de las
capacidades del paciente en su vida diaria. Variable categdrica ordinal que toma

los siguientes valores:

- ECOG 0: El paciente se encuentra totalmente asintomatico y es capaz

de realizar un trabajo y actividades normales de la vida diaria.
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ECOG 1: El paciente presenta sintomas que le impiden realizar trabajos
arduos, aunque se desempefia normalmente en sus actividades
cotidianas y en trabajos ligeros. El paciente sdlo permanece en la cama

durante las horas de suefio nocturno.

ECOG 2: El paciente no es capaz de desempefar ningun trabajo, se
encuentra con sintomas que le obligan a permanecer en la cama
durante varias horas al dia, ademas de las de la noche, pero que no
superan el 50% del dia. El individuo satisface la mayoria de sus

necesidades personales solo.

ECOG 3: El paciente necesita estar encamado mas de la mitad del dia
por la presencia de sintomas. Necesita ayuda para la mayoria de las

actividades de la vida diaria como por ejemplo el vestirse.

ECOG 4: El paciente permanece encamado el 100% del dia y necesita
ayuda para todas las actividades de la vida diaria, como por ejemplo la

higiene corporal, la movilizacién en la cama e incluso la alimentacion.

4.2.2. Relativas a la enfermedad
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= Tipo histopatoldgico: Variable categérica nominal que toma los valores:

Carcinoma ductal infiltrante (CDI).

Carcinoma lobulillar.

Otros: Los distintos a los anteriores: medular, el coloide, el tubular, etc.

= Afectacion ganglionar: Variable categérica nominal que toma los valores Si/No.

= Estadio tumoral: Describe el grado de extension de un tumor, segun la

clasificacion TNM de la AJCC (116), mediante la medida o extension del tumor
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(T), la extension a ganglios cercanos o regionales (N), y la diseminacién a
distancia o metastasis (M). Variable categorica ordinal que toma los siguientes

valores:
- Estadio 0: Tis NO MO
- Estadio I: TINO MO
- Estadio [IA: TO N1 MO, T1 N1 MO, T2 NO MO
- Estadio l1IB: T2 N1 MO, T3 NO MO
- Estadio IlIA: TO N2 MO, T1 N2 MO, T2 N2 MO, T3 N1 MO, T3 N2 MO
- Estadio llIB: T4 cualquier N MO, cualquier T N3 MO

- Estadio IV: cualquier T cualquier N M1

» Grado histoldgico: Variable categodrica ordinal que toma los siguientes valores:
- Grado 1: Bien diferenciado (Grado bajo)
- Grado 2: Moderadamente diferenciado (Grado intermedio)

- Grado 3: Mal diferenciado (Grado alto)

» Invasion linfovascular/perineural: Variable categérica nominal que toma los

valores Si/No.

= Expresion de receptores estrogénicos (RcE): Variable categérica nominal que

toma los valores positivo (+)/ negativo (-).

» Expresion de receptores de progesterona (RcP): Variable categoérica nominal

que toma los valores positivo (+)/ negativo (-).

» Grado de expresion HER2: Variable categdrica nominal que toma los valores

positivo (+)/doble positivo(++)/triple positivo(+++).
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» Tasa de proliferacion tumoral: Variable categérica nominal que toma los valores:
- Alta: Expresion del antigeno Ki67 > 14%.

- Baja: Expresién del antigeno Ki67 < 14%.

» Diseminacion de la enfermedad: Variable categdrica nominal que toma los

siguientes valores:

- Recaida local: Piel +/- ganglios regionales. (aqui van todas las no

metastasicas)
- Metastasis viscerales.

- Metastasis no viscerales: Ganglionar, local y ésea.

4.2.3. Relativas al tratamiento

= Antraciclinas en neoadyuvancia: Variable categdrica nominal que toma los
valores Si/No. Tratamiento que se administra como primer paso para reducir el

tamafio del tumor antes de la cirugia.

= Antraciclinas en adyuvancia: Variable categérica nominal que toma los valores
Si/No. Tratamiento adicional que se administra después de la cirugia para
disminuir el riesgo de recurrencia de la enfermedad, previo al tratamiento con

trstuzumab.

= Taxanos en neoadyuvancia: Variable categorica nominal que toma los valores
Si/No. Tratamiento que se administra como primer paso para reducir el tamafio

del tumor antes de la cirugia.

» Taxanos en adyuvancia: Variable categdrica nominal que toma los valores Si/No.

Tratamiento adicional que se administra después de la cirugia para disminuir el
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riesgo

de recurrencia de la enfermedad, de forma concomitante con

trastuzumab.

4.2.4. Genéticas

= SNP HER2-lle655Val (rs1136201). Variable categoérica nominal que toma los

valores:

I/l: Isoleucina/lsoleucina. Otras denominaciones: lle/lle, ATC/ATC, A/A.
I/V: Isoleucina/Valina. Otras denominaciones: lle/lle, ATC/GTC, A/G.

V/V: Valina/Valina. Otras denominaciones: Val/Val, GTC/GTC, G/G.

= SNP FcyR2A-His131Arg (rs1801274). Variable categdérica nominal que toma los

valores:

H/H: Histidina/Histidina. Otras denominaciones: His/His, CAT/CAT, A/A.
H/R: Histidina/Arginina. Otras denominaciones: His/Arg, CAT/CGT, A/G.

R/R: Arginina/Arginina. Otras denominaciones: Arg/Arg, CGT/CGT,
G/G.

= SNP FcyR3A-Val158Phe (rs396991). Variable categdrica nominal que toma los

valores:

V/V: Valina/Valina. Otras denominaciones: Val/Val, CAA/CAA, C/C.

V/F: Valina/Fenilalanina. Otras denominaciones: Val/Phe, CAA/AAA,
C/A.

F/F: Fenilalanina/Fenilalanina. Otras denominaciones: Phe/Phe,

AAA/AAA, A/A.
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5. DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

5.1. RECOGIDA DE LA MUESTRA

En primer lugar se realiz6 una busqueda selectiva de las pacientes que habian
estado en tratamiento con trastuzumab en el periodo de estudio. Se obtuvo un listado
a través del programa informatico de dispensacién de farmacos citostaticos de
Farmatools® (Dominion) y se procedié a la localizacion de aquellas pacientes que

cumplieran los criterios de inclusién, para realizar la toma de muestra.

Se inform¢ a las pacientes de los objetivos del estudio asi como de las pruebas

a realizar y se solicité un Consentimiento Informado (Anexo I).

A continuacién se recogieron tres muestras de saliva de cada paciente con la
ayuda de un hisopo, para la posterior obtencion, procesamiento y caracterizacion del
DNA en el laboratorio de farmacogenética del centro de investigacion GENYO (Centro
de Gendmica e Investigacido Oncoldgica: Pfizer — Universidad de Granada — Junta de

Andalucia).

5.2. SECUENCIACION DE LOS POLIMORFISMOS

La secuenciacion de los distintos polimorfismos se realizé mediante la técnica
de PCR-real time (RT-PCR) o cuantitativa (qPCR), con sondas especificas de
hibridacion de la marca comercial Life Technologies™ (Foster City, CA), llamadas
sondas TagMan® MGB, empleando la plataforma de genotipado de polimorfismo
(SNP) Tagman® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Esta tecnologia nos
permite hacer una discriminaciéon alélica de SNP, indicandonos el porcentaje de cada
alelo en la muestra. La discriminacion alélica se hizo mediante la lectura de la

fluorescencia llevada a cabo con el sistema de deteccion ABI PRISM 7500 Sequence
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Detection Systems, usando el software para discriminacion alélica 2.3 (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA).

5.2.1. Tecnologia TagMan®

La tecnologia de las sondas TagMan® se basa en aprovechar la actividad
exonucleasa 5 —3' de la enzima Thermus aquaticus DNA polimerasa (Taqg DNA
Polimerasa) para que degrade la sonda de hibridacién durante la amplificacion por
PCR, y en la deteccién de fluorescencia especifica emitida por varias sondas

disefadas para el polimorfismo a estudiar.

Las sondas TagMan® son oligonucleétidos con una longitud media de 20 a 30
pares de bases y estan disefiadas para que se hibriden por complementariedad de
bases con el centro del amplicén o producto de PCR, generado por la extensién de los
cebadores, que contiene el polimorfismo de interés. La sonda intacta tiene unido en su
extremo 5 un fluorocromo donador (reporter) cuya emision de fluorescencia esta
inhibida por la proximidad de una molécula unida al extremo 3’ llamada apantallador,

inhibidor, apagador o aceptor (quencher) no fluorescente (NFQ).

Durante la amplificacion por PCR, si la Taq DNA polimerasa se encuentra con
la sonda unida a la hebra de DNA que se esta extendiendo, la hidroliza mediante su
actividad exonucleasa 5'—3’. La hidrdlisis de la sonda hibridada libera el reporter
unido a su extremo 5 que, al alejarse del quencher que lo inhibia por proximidad,
emite fluorescencia especifica del tipo de fluorocromo (Figura 4). La fluorescencia
emitida por el reporter liberado es directamente proporcional a la cantidad de amplicén
producido. El incremento de fluorescencia se monitoriza al final de la reaccién (PCR

de tiempo final) o durante la reaccién, en cada uno de los ciclos (QPCR).
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@D = Nonfluorescent quencher
@3B = Minor groove binder
@® = Reporter
®= Hot-start DNA polymerase system
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Figura 4. Representacion paso a paso del proceso del ensayo exonucleasa 5 de las sondas
TagMan® MGB que tiene lugar en cada ciclo durante la amplificacién por PCR (“TagMan® Fast
Universal PCR Master Mix (2X),” 2011).

5.2.2. Deteccion de SNPs

La tecnologia TagMan se puede emplear para el genotipado de SNPs. Este
ensayo, denominado TagMan® SNP Genotyping Assay por Life Technologies™,
utiliza la actividad exonucleasa 5 —3’ de la Taqg DNA polimerasa, junto con dos sondas
TagMan® para discriminar entre los dos alelos de un SNP. Estas sondas TagMan®

son complementarias a cada uno de los dos alelos de un SNP. Cada una tiene un
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reporter en el extremo 5’ que emite fluorescencias, cuando esta libre, con diferente
espectro de excitacion y emision (FAM® dye o VIC® dye), y un quencher no
fluorescente (NFQ) en su extremo 3’. Durante la fase de amplificacion por PCR, la Taq
DNA polimerasa degrada las sondas hibridadas con el DNA, produciéndose la emisién
de fluorescencia especifica a una de las sondas o a ambas, segun el alelo encontrado

(Figuras 5,6y 7).
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Figura 5. Emision de fluorescencia VIC® debido a que el individuo es homocigoto para el alelo C.
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Figura 6. Emision de fluorescencia FAM® debido a que el individuo es homocigoto para el alelo T.

59



Material y Métodos

SIQ DNA template G ,3' S'Q DNA template s ,3.
T T ] T T TTT1 [ ? [ 7 IT] TTTTT] [ y
< SN & T —
3 5 3 5
S'a 23 S'o. 23
gm==s TR TR
Reverse primer Reverse primer

vv.

™~

Forward primer

I e A NN FILnrRer

[

Figura 7. Emision de fluorescencia VIC® y FAM™ debido a que el individuo es heterocigoto (TC).

Finalmente se lleva a cabo la lectura de la fluorescencia mediante un sistema
de deteccidon que representa distintos puntos en una grafica y permite realizar la

discriminacién alélica (Figura 8).
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Figura 8. Datos de fluorescencia obtenidos en la lectura final en un grupo de muestras. Los puntos
azules, préximos al eje de coordenadas, y los puntos rojos, proximos al eje de abscisas, son cada
uno de los homocigotos. Los puntos verdes son los heterocigotos.
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5.3. OBTENCION DE LA INFORMACION

5.3.1. Variables socio-demograficas y relativas a la enfermedad

Los datos socio-demograficos y los relativos a la enfermedad se obtuvieron de
las historias clinicas de las pacientes. Para ello utilizamos los programas informaticos
de historia clinica electrénica Archinet® y DAE® (Diraya de Atencion Especializada), a
través de los cuales podemos consultar los distintos procesos que hay abiertos en los

diferentes servicios del hospital.

Los informes consultados fueron principalmente los de los servicios de
Oncologia, Cirugia General y Anatomia patoldgica. Los apartados mas importantes a

revisar y la informacion mas relevante que se obtuvo fue:

= Datos generales de las pacientes: nombre, sexo, edad, fecha de nacimiento,

numero de historia, etc.

= Hoja de historia clinica de oncologia: donde se revisé los antecedentes
personales y familiares, los resultados de la exploracién, las pruebas

complementarias y el diagnadstico.

» Informe de anatomia patolégica: donde se recogieron datos relativos al tumor
como el tipo histopatolégico, estadio tumoral, grado histoldgico, afectacion
ganglionar, RcE, RcP, grado de expresion HER2, invasion

linfovascular/perineural, expresién del antigeno Ki67, etc.

= Hoja de evolucién de consulta de oncologia: donde se hacen constar los datos

de las distintas revisiones en consulta de las pacientes.

» Informe de cirugia y hoja quirdrgica: mediante los cuales se obtuvo la fecha y el

tipo de intervencién para la estirpacién del tumor.
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Asimismo se consultdé con el clinico todas aquellas dudas o cuestiones que

requirieran alguna aclaracién de la historia clinica del paciente.

5.3.2. Variables relativas al tratamiento

Para la recogida de datos referentes al tratamiento se consulté tanto el médulo
de pacientes ambulantes del programa informatico de dispensacion de farmacos
citostaticos de Farmatools® (Dominion), como la hoja de tratamiento citostatico
disponible en el programa de historia clinica electronica Archinet®, donde se registra el

tratamiento prescrito por el oncologo, fecha de inicio, numero de ciclos, posologia, etc.

Una vez recogidos todos estos datos, se registraron en una base de datos

Excel para su posterior procesamiento.

5.3.3. Variables relacionadas con cardiotoxicidad

La variable cardiotoxicidad es una variable compleja compuesta por dos
subvariables: la cardiotoxicidad asintomatica, medida a través de la FEVI y la
cardiotoxicidad sintomatica, medida a través de la aparicion de Insuficiencia cardiaca.
Estas dos medidas se evaluaron durante un afio desde el inicio del tratamiento con

trastuzumab, estando recogidas en la historia clinica electrénica (Archinet®):

= FEVI: Se determiné al inicio del tratamiento (basal) y a los 3, 6, 9 y 12 meses a
través de ecocardiografia o MUGA. Las pacientes debian tener al menos la
medida de FEVI basal y dos medidas mas para poder ser incluidas en el estudio.
En caso de que el dato de FEVI basal apareciese informado como “Normal” se
consideraba igual al dato mas alto recogido durante el afio de tratamiento y

siempre por encima del 55%.
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» Insuficiencia cardiaca: La presencia de sintomatologia de insuficiencia cardiaca
se evalu6 en las distintas revisiones oncoldgicas recogidas en las hojas de
evolucion de consulta y en determinados casos en las hojas de interconsulta a

cardiologia.

5.3.4. Variables relacionadas con la evoluciéon

Las variables relacionadas con la evoluciéon de la enfermedad se recogieron de
los programas de historia clinica electrénica Archinet® y DAE®. En ellos se consulto la
hoja de evolucion de consulta de oncologia y los informes de pruebas
complementarias (radiodiagnostico, anatomia patoldgica, analisis, etc.) desde la

inclusion de las pacientes en el estudio hasta la fecha ultima de seguimiento.

6. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar se realiz6 un analisis descriptivo de las caracteristicas basales
de los sujetos de estudio. Se calcularon medidas de tendencia central y dispersion
para las variables cuantitativas, y frecuencias absolutas y relativas para las
cualitativas. Asimismo, se compararon las distribuciones de frecuencias (porcentajes)
de las caracteristicas basales de las pacientes segun el genotipo del polimorfismo

HER2-lle655Val.

Para evaluar la homogeneidad en la distribucién de los genotipos se calculo el
HWE (117) para los distintos polimorfismos, mediante el test de chi-cuadrado de
Pearson, considerando un nivel de significacion de p<0,050. El principio de HWE
determina qué frecuencias deben observarse en la poblacién para cada genotipo en
funcién de las frecuencias de los alelos. En condiciones habituales, si la transmision

de los alelos de los progenitores a los descendientes es independiente y no ocurren
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fenbmenos distorsionadores, como la aparicion frecuente de nuevas mutaciones o la
seleccion de alelos, la probabilidad de observar una combinacion de alelos concreta

(un genotipo) depende del producto de las probabilidades (frecuencias) de cada alelo.

Previo al analisis bivariante, se realiz6 el test de Shapiro Wilks para comprobar
la normalidad de las variables continuas, y determinar la utilizacion de test
paramétricos o no paramétricos. Para contrastar posibles diferencias entre los grupos
de pacientes, segun presenten cardiotoxicidad o no, respecto a las caracteristicas
basales, se utilizé el test chi-cuadrado de Pearson o Fisher para las variables
cualitativas y el test t de Student para las cuantitativas previa comprobacion de la

normalidad en los grupos.

A continuacion, se realizé un analisis de regresion logistica para los diferentes
modelos genéticos con el fin de evaluar la asociacion entre toxicidad cardiaca y los
distintos genotipos del polimorfismo HER2-lle655Val en nuestra muestra de pacientes.
Se calcularon Odds Ratios (ORs) y los correspondientes intervalos de confianza (IC

95%), considerando un nivel de significacion de p<0,050.

Posteriormente se realizé un modelo de regresién logistica multivariante para
analizar las variables que se relacionan con la presencia de cardiotoxicidad,
considerando como variables independientes del modelo el genotipo HER2-655 1/V,
ademas de las variables con significacion estadistica en el analisis bivariante
(considerando un valor de p<0,100), las clinicamente relevantes y posibles factores de
confusion. Se utilizé el método hacia atras por pasos, que comienza incluyendo en el
modelo todas las variables independientes seleccionadas y luego procede a
eliminarlas una a una. En cada paso sucesivo se van extrayendo las variables sin
significaciién estadistica (p>0,050) por orden de mayor a menor valor de p. La
eliminacion de variables se detiene cuando soélo quedan variables estadisticamente

significativas (p<0,050).
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Para llevar a cabo el metanalisis, en Septiembre de 2014 se realizé una
busqueda sistematica de la literatura en PubMed utilizando como términos MESH:
Trastuzumab, Cardiac toxicity, Polymorphism, HER2. Los articulos encontrados fueron
revisados para determinar su relevancia en relacion con los determinantes genéticos
de cardiotoxicidad inducida por trastuzumab. Los estudios que relacionaban el
polimorfismo HER2-lle655Val con cardiotoxicidad fueron seleccionados y evaluados
exhaustivamente para su inclusion, excluyendo las revisiones y los abstracts. Se
realizé la prueba de heterogeneidad de los diferentes estudios con el test de Breslow-
Day (118), utilizando un nivel de significacion de p<0,050. Se calcularon las ORs

combinadas e IC 95% mediante el test exacto de Fisher y modelos de efecto fijo.

En cuanto a la evolucion de la enfermedad, la asociacién de los polimorfismos
FcyR2A-Arg131His y FcyR3A-Val158Phe con las variables SLR, SLP, y SG, se evalud
utilizando el método de Kaplan-Meier y la prueba de log-rank, considerando un nivel
de significacion de p<0,050. La variable de respuesta al tratamiento, TRO, se analizé

para cada polimorfismo utilizando el test exacto de Fisher.

Todos los andlisis se realizaron con el programa SPSS v. 21 (SPSS Inc,,
Chicago, lllinois, EE.UU.), software SNPstats (Instituto Cataldn de Oncologia,
L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Espana), y el entorno estadistico R commander

version 3.2.

7. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

El estudio se llevé a cabo tras la aprobaciéon por el Comité Etico y de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario San Cecilio (Anexo 1), de acuerdo con

los requerimientos expresados en la:

= Ley 14/2007, de 3 de julio, de investigacion biomédica.
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= Orden ministerial SAS/3470/2009, por la que se publican las directrices sobre
estudios postautorizacion de tipo observacional para medicamentos de uso

humano.

= Declaracion de Helsinki (revision de Seul, Octubre de 2008). Esta define los
principios que deben ser respetados escrupulosamente por todas las personas

implicadas en esta investigacion.

El tratamiento, la comunicacién y la cesion de los datos de caracter personal de

todos los sujetos participantes se ajusté a lo dispuesto en la:

= Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccién de datos de caracter

personal.

A cada sujeto que se le propuso entrar en el estudio se le entregd un
documento escrito denominado "Consentimiento informado - Informacion al paciente”
(Anexo 1), que contenia la informacién relevante y necesaria para que el paciente

pudiera decidir acerca de su participacion en el estudio.

Se informé al paciente sobre la naturaleza voluntaria de su participacion y se le
explicd que no suponia ningun cambio ni en su tratamiento ni en su atencion médica
respecto a los que recibiria de no participar. El investigador contesté a sus dudas y

preguntas y, de acuerdo con la normativa vigente, obtuvo el Cl.
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1. RESULTADOS RELACIONADOS CON LA CARDIOTOXICIDAD

1.1. CARACTERISTICAS BASALES Y FRECUENCIAS GENOTIPICAS

Durante el periodo de estudio se incluyeron un total de 78 pacientes con cancer

de mama HER2-positivo que recibieron tratamiento con trastuzumab a una dosis inicial

de 8mg/kg de peso seguido de 6mg/kg cada 3 semanas. Las caracteristicas basales

se detallan en la Tabla 2.

Caracteristicas basales de las pacientes en funcion de HER2-lle655Val

Pacientes Genotipos
Variables (n=78) I/l (n=50) I/V (n=26) VIV (n=2)

Socio-demograficas
Edad al diagndstico (media+ DE) | 51,72+ 12,26 | 51,86 + 13,46 50,65 £ 9,9 62 + 1,41
Postmenopausia [n (%)] 42 (53,85) 26 (52,00) 14 (53,80) 2 (100,00)
Ant. Oncolégicos [n (%)] 12 (15,38) 8 (16,00) 4 (4,00) 0 (0,00)
Ant. familiares oncoldgicos [n (%)] 39 (50,00) 24 (48,00) 15 (57,70) 0 (0,00)
Ant. cardiacos [n (%)] 10 (12,82) 6 (12,00) 4 (15,38) 0 (0,00)
Ant. familiares cardiacos [n (%)] 10 (12,82) 5(10,0) 5(19,23) 0 (0,00)
Hipercolesterolemia [n (%)] 14 (17,95) 10 (20,00) 4 (15,38) 0 (0,00)
Hipertension [n (%)] 25 (32,05) 15 (30,00) 10 (38,46) 0 (0,00)
Obesidad [n (%)] 16 (20,51) 10 (20,00) 6 (23,08) 0 (0,00)
Diabetes Mellitus [n (%)] 7 (8,97) 3 (6,00) 4 (15,38) 0 (0,00)
Tabaco [n (%)] 18 (23,08) 9 (18,00) 8 (30,77) 1 (50,00)
FEVI basal (media + DE) 62,04 + 6,50 61,75+ 5,65 62,67 £ 8,15 61,00 + 2,83
Relativas a la enfermedad
Tipo histopatolégico [n (%)]

CDI 72 (92,30) 44 (88,00) 26 (100,00) 2 (100,00)

C. lobulillar 3(3,85) 3 (6,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

Otros 3(3,85) 3 (6,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
Expresion de RcE [n (%)] 48 (61,54) 33 (66,00) 13 (50,00) 2 (100,00)
Expresion de RcP [n (%)] 41 (52,56) 28 (56,00) 12 (46,15) 1 (50,00)
Grado de expresion HER2 [n (%)]

+ 2 (2,57) 1(2,22) 1 (4,00) 0 (0,00)

++ 12 (15,38) 9 (20,00) 3 (12,00) 0 (0,00)

+++ 58 (74,36) 35 (77,78) 21 (84,00) 2 (100,00)
Afectacion ganglionar [n (%)] 36 (46,15) 21 (42,00) 14 (53,85) 1 (50,00)
Estadio tumoral [n (%)]

I 24 (30,77) 19 (38,00) 4 (15,38) 1 (50,00)

lla 13 (16,67) 9 (18,00) 4 (15,38) 0 (0,00)

IIb 10 (12,82) 6 (12,00) 4 (15,38) 0 (0,00)
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lla 12 (15,38) 7 (14,00) 5(19,23) 0 (0,00)
b 1(1,28) 0 (0,00) 1(3,85) 0 (0,00)
lllc 1(1,28) 1(2,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
v 17 (21,79) 8 (16,00) 8 (30,77) 1(50,00)
Grado histologico [n (%)]
1 4 (5,13) 2 (6,45) 2 (8,00) 0 (0,00)
2 33 (42,31) 18 (58,06) 13 (52,00) 2 (100,00)
3 21 (26,92) 11 (35,48) 10 (40,00) 0 (0,00)
Relativas al tratamiento
Antraciclinas neoadyuvancia [n (%)] 32 (41,03) 18 (36,00) 13 (50,00) 1 (50,00)
Antraciclinas adyuvancia [n (%)] 30 (38,46) 21 (42,00) 9 (34,62) 0 (0,00)
Taxanos neoadyuvancia [n (%)] 27 (34,62) 15 (30,00) 11 (42,31) 1 (50,00)
Taxanos adyuvancia [n (%)] 33 (42,31) 20 (40,00) 12 (46,15) 1 (50,00)

Tabla 2. Caracteristicas basales de las pacientes. Comparacién segun genotipo HER2-lle655Val.

La edad media de las pacientes fue de 51,72 (£12,26) afios y mas de la mitad
de las pacientes (53,85%) eran postmenopausicas. Cabe destacar que, previamente al
inicio del tratamiento con trastuzumab, el 32,05% de las pacientes presentaba
hipertensién arterial y un 12,82%, enfermedad cardiaca. En cuanto a la FEVI basal,
hubo 6 pacientes (7,69%) cuyo ecocardiograma inicial se informé como “normal”, por
lo que se consideraron como FEVIs basales los datos mas altos recogidos durante el

afno de tratamiento.

En cuanto a las caracteristicas de la enfermedad, un 92,30% tenian tumores de
tipo ductal infiltrante, con un 61,54% y 52,56% de expresién de RcE y RcP,

respectivamente.

De las pacientes estudiadas, 50 (64,10%) presentaron el genotipo I/l, 26
(33,33%) el genotipo IV, y 2 (2,57%) el genotipo V/V para el polimorfismo HER2-
lle655Val. La distribucion de los genotipos fue homogénea, cumpliéndose el principio

de HWE (p=0,519).
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Por otro lado, se calcularon las frecuencias genotipicas de la muestra de

estudio y se compararon con las presentes en una muestra de otra poblacion control

(poblacion sana) de Granada (Tabla 3).

Frecuencias genotipicas polimorfismo HER2-lle655Val

Genotipo Recuento Recuento Frecuencias Frecuencias p-valor
Muestra Granada Muestra Granada
I/ 50 62 0,64 0,65
I 26 29 0,33 0,30 0,644
VIV 2 5 0,03 0,05
Total 78 96

Tabla 3. Frecuencias genotipicas del polimorfismo HER2-lle655Val de la muestra de estudio y
poblacion control de Granada.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
frecuencias genotipicas de la muestra de estudio y la poblacion control de individuos

sanos de Granada.

1.2. TOXICIDAD CARDIACA: CARACTERISTICAS Y FACTORES DE
RIESGO

De las 78 pacientes incluidas en el estudio, 15 desarrollaron cardiotoxicidad
asociada al tratamiento con trastuzumab, es decir, un 19,23%. De ellas, 3 pacientes
(3,85%) desarrollaron insuficiencia cardiaca sintomatica, y el resto, 12 pacientes

(15,38%), experimentaron descensos asintomaticos en la FEVI.

De entre las pacientes que tuvieron descensos asintomaticos de la FEVI, 2
tuvieron una FEVI £ 44%, 6 tuvieron FEVIs entre 44 y 49% y descensos = 10% con
respecto a la FEVI basal, y en las 4 restantes hubo descensos de = 15 % con respecto

ala FEVI basal.
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De las 3 pacientes con insuficiencia cardiaca sintomatica, todas recibieron
trastuzumab en adyuvancia, 1 de ellas en monoterapia, otra en tratamiento

concomitante con un taxano y la ultima con antraciclinas de forma secuencial.

En el caso de las 12 pacientes que desarrollaron disfuncién cardiaca
asintomatica: 3 de ellas recibieron trastuzumab en neoadyuvancia, todas con
antraciclinas y taxanos de forma secuencial; 7 de ellas recibieron trastuzumab en
adyuvancia, 3 de ellas con antraciclinas y taxanos de forma secuencial, 1 con
antraciclinas de forma concomitante, 2 con antraciclinas de forma secuencial, y 1 con
trastuzumab en monoterapia; y 2 pacientes recibieron trastuzumab junto con taxanos,
vinorelbina, capecitabina, y otros agentes quimioterapicos para el tratamiento de la
enfermedad metastasica. Las caracteristicas clinicas de las pacientes que

desarrollaron cardiotoxicidad y su evolucién en el tiempo se recogen en la tabla 4.

~ Tiposdecardiotoxicidad y caracteristicas |

Tiempo FEVI Tiempo :
- Estadio | TEV! e T e Interrupcion Rece_ilég tras
Cardiotoxicidad |y | ral be;sal recaida baja | recuperacion | rastuzumab reiniciar
(%) — (%) - tratamiento
Sintomatica A 65 9 54 1 Si Si
IIB 53 9 53 No recupera Si No reinicia
A 75 6 52 3 Si No
Asintomatica A 74 12 60 No recupera Si No reinicia
A 65 3 45 3 Si Si
A 55*% 6 42 2 Si Si
v 52,4 6 41,6 1 Si No
v 53,6 6 443 2 Si No
A 53 3 46,1 3 No -
1A 70 3 49 3 Si No
1B 78,7 3 62 3 No -
1A 71 12 59 2 No -
1A 60 6 50 2 No -
1A 64 9 49 1 Si No
A 61,1 3 44,5 1 Si No
*FEVI basal informado como normal. Se consideré el dato mas alto durante el afio de tratamiento.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de las pacientes con cardiotoxicidad y evoluciéon durante el
tratamiento.
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De las 15 pacientes que presentaron cardiotoxicidad, ésta supuso la
suspension del tratamiento en 11 de ellas (73,33%), que constituyeron el 14,10% de
los casos respecto al total de pacientes. Todas las pacientes excepto dos recuperaron
la funcion cardiaca. El tratamiento con trastuzumab se reinicié tras la normalizacion de
parametros en 9 de ellas, mientras que en las 2 restantes se suspendiéo de forma
definitiva. Tras la reintroduccion del farmaco, en aquellas pacientes en que habia sido
suspendido y recuperaron la funcién cardiaca, tres de ellas experimentaron una nueva

recaida. La media del tiempo para la aparicién de toxicidad cardiaca fue de 6 meses.

A continuacién, se realizd un analisis bivariante con las variables
independientes que pudieran tener relacion con el desarrollo de toxicidad cardiaca,
para determinar posibles factores de riesgo de cardiotoxicidad. Los resultados de este

analisis se detallan en la Tabla 5.

Analisis bivariante de factores de riesgo cardiacos

Variabl Pacientes Cardiotoxicidad | No cardiotoxicidad OR valor
ariable (n=78) (n=15) (n=63) aco5%) | P
Edad 51,72 £ 12,26 53,87 £ 6,87 51,21 £ 13,22 0,281
Postmenopausia 42 10 32 1,94 (0,59-6,32) | 0,268
Enfe.rmedad cardiaca 10 1 9 0,43 (0,05-3,67) | 0,677*
previa
Hipercolesterolemia 14 2 12 0,65 (0,13-3,29) | 1,000*
Hipertension 25 7 18 2,19 (0,69-6,92) | 0,222*
Obesidad 16 6 10 3,53 (1,03-12,14) | 0,069*
Diabetes 7 3 4 3,69 (0,73-18,64) | 0,125*
Tabaco 18 4 14 1,27 (0,35-4,62) | 0,739
FEVI basal 62,04 £ 6,50 63,39 + 8,90 61,72 £ 5,83 0,498
Antraciclinas en 32 4 28 0,46 (0,13-1,58) | 0,208
neoadyuvancia
Antraciclinas en 30 8 22 213 (0,68-6,65) | 0,188
adyuvancia
Taxanos en 27 4 23 0,63 (0,18-2,22) | 0,472
neoadyuvancia
Taxanos en 33 9 24 2,44 (0,77-7,71) | 0,123
adyuvancia
*p-valor calculado por test exacto de Fisher.

Tabla 5. Analisis bivariante de posibles factores de riesgo cardiaco.
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Al analizar por separado la influencia de factores predisponentes para
presentar disfuncion cardiaca y la aparicion de cardiotoxicidad, no se halld
significacion estadistica para hipercolesterolemia, enfermedad cardiaca previa,
hipertension arterial, tabaco, estadio menopausico y diabetes. Se observé una
tendencia a presentar mayor edad en el grupo de pacientes con toxicidad (53,87 %
6,87 anos frente a 51,21 + 13,22 afios), aunque tampoco fue significativo (p=0,281).
Tan solo la variable obesidad influyé de forma significativa (p<0,100) en el desarrollo
de cardiotoxicidad. De las pacientes afectadas de cardiotoxicidad, mas de tres cuartas
partes (12/15) habian recibido tratamiento previo con antraciclinas, 8 en adyuvancia y
4 en neoadyuvancia, si bien no supuso significacion estadistica (p=0,208 y p=0,108,
respectivamente), al igual que tampoco se observaron diferencias en cuanto a la
administracion de taxanos en (neo)adyuvancia (p=0,472 y p=0,123). En cuanto a la
variable FEVI basal, se observaron valores superiores al inicio del tratamiento en el
grupo que presentd cardiotoxicidad, por lo que tampoco influyd significativamente

(p=0,498).

1.3. ASOCIACION ENTRE EL POLIMORFISMO HER2-ILE655VAL Y
CARDIOTOXICIDAD

1.3.1. Resultados en poblacion de estudio

Para evaluar el efecto del SNP HER2-lle655Val sobre la toxicidad cardiaca se
estudié la asociacidn bajo la estructura de cuatro posibles modelos de herencia:

codominante, dominante, recesivo y sobredominante (Tabla 6).
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Asociacion entre HER2-lle655Val y cardiotoxicidad

Model Genofi Cardiotoxicidad No cardiotoxicidad OR _valor
oaeio - [n (%)] [n (%)] (cos%) |P
I/l 6 (40,00) 44 (69,84) 1,00 (Referencia)
Codominante I 9 (60,00) 17 (26,98) 3,88 (1,20-12,57) | 0,024
VIV 0 (0,00) 2 (3,17) NA
. I/l 6 (40,00) 44 (69,84) 1,00 (Referencia)
Dominante
IV + VIV 9 (60,00) 19 (30,16) 3,47 (1,09-11,13) | 0,036
) I+ 1V 15 (100,00) 61 (96,83) 1,00 (Referencia)
Recesivo
VIV 0 (0,00) 2(3,17) NA 1,000
_ I+ VIV 6 (40) 46 (73,02) 1,0 (Referencia)
Sobredominante
I 9 (60) 17 (26,98) 4,06 (1,25-13,12) | 0,019
NA: No aplicable

Tabla 6. Analisis del riesgo de cardiotoxicidad asociada al tratamiento con trastuzumab de las
variantes genéticas del polimorfismo HER2-lle655Val en funciéon del modelo de herencia.

El modelo codominante, que considera que cada genotipo proporciona un
riesgo de cardiotoxicidad diferente y no aditivo, corresponde a la comparacion de los
genotipos heterocigoto y homocigoto portadores del alelo menos frecuente (I/V y V/V)
con el genotipo homocigoto del alelo mas frecuente (I/1). Asi, se compararon I/V y V/V
por separado respecto a I/l y se obtuvo una OR para cardiotoxicidad de 3,88 (IC 95%

1,20-12,57, p=0,024) para los portadores del genotipo I/V.

El modelo dominante supone que una uUnica copia del alelo menos frecuente
(V) es suficiente para modificar el riesgo y que ser portador de 2 copias lo modifica en
igual magnitud, es decir, que tanto los portadores del genotipo I/V como los del V/V
tienen el mismo riesgo. Por tanto, se compara la sumatoria de los genotipos
heterocigoto y homocigoto portadores del alelo menos frecuente (I/V + V/V) con el
genotipo homocigoto del alelo mas frecuente (I/l). Para este modelo de herencia se

obtuvo una OR de 3,47 (IC 95% 1,09-11,13, p=0,036).

En el caso del modelo recesivo, donde son necesarias 2 copias del alelo

menos frecuente (V) para modificar el riesgo, los heterocigotos y los homocigotos del
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alelo de mayor frecuencia (I/V y /1) tienen el mismo riesgo. De esta forma, el genotipo
VIV se compara con la combinacién I/l + I/V. Al no haber ningun caso de

cardiotoxicidad para el genotipo V/V no se pudo calcular OR, para este modelo.

Finalmente, para el modelo sobredominante, donde Ilos individuos
homocigotos para el genotipo més frecuente (I/l) y el genotipo variante (V/V) tienen el
mismo riesgo, se compararon el heterocigoto (I/V) frente a la suma de los homocigotos

(I/l + V/V), obteniéndose una OR de 4,06 (IC 95% 1,25-13,12, p=0,019).

Dados los resultados obtenidos, el genotipo que se asocia con un mayor

riesgo de desarrollar cardiotoxicidad tras el tratamiento con trastuzumab es el I/V.

A continuacién, se realizé un modelo de regresion logistica multivariante para
analizar la influencia de las distintas variables que tuvieron significacién estadistica en
el analisis bivariante (genotipo HER2-655 I/V, obesidad) ademés de las clinicamente
relevantes y posibles factores de confusion (diabetes, estadio menopausico,
hipertension, FEVI basal, tratamiento con antraciclinas y con taxanos), en la variable

resultado o dependiente cardiotoxicidad. Los resultados se detallan en la Tabla 7:

Analisis multivariante de variables relacionadas con cardiotoxicidad

Variable OR (IC 95%) p-valor
Genotipo HER2-655 I/V 3,87 (1,09-13,77) 0,037
Obesidad 3,71 (0,83-16,62) 0,086
Diabetes 1,91 (0,28-12,95) 0,508
Estadio menopausico 1,59 (0,41-6,21) 0,502
Hipertension 1,10 (0,27-4,45) 0,895
FEVI basal 1,04 (0,94-1,15) 0,446
Tratamiento con antraciclinas 1,10 (0,21-5,81) 0,907
Tratamiento con taxanos 0,70 (0,15-3,20) 0,643

Tabla 7. Analisis multivariante de variables independientes con significacion estadistica en el
andlisis bivariante, clinicamente relevantes y factores de confusion con respecto a la
cardiotoxicidad. Punto inicial.
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En el analisis de regresion logistica, solo se obtuvieron resultados
estadisticamente significativos (p<0,050) para las odds ratio de la variable Genotipo
Her2-655 I/V (OR: 3,87, IC 95%: 1,09-13,77, p=0,037), y se observé una tendencia
para la obesidad (OR: 3,71, IC 95%: 0,83-16,62, p=0,086). Por ultimo, se fueron
sacando del modelo por este orden las variables: tratamiento con antraciclinas,
hipertensién, tratamiento con taxanos, diabetes, estadio menopausico y FEVI basal,
permaneciendo tan sélo como Unica variable con significacion estadistica el genotipo

HER2-655 I/V (Tabla 8).

Analisis multivariante de variables relacionadas con cardiotoxicidad

Variable OR (IC 95%) p-valor

Genotipo HER2-655 I/V 4,06 (1,25-13,12) 0,019

Tabla 8. Analisis multivariante de variables independientes con significacion estadistica en el

analisis bivariante, clinicamente relevantes y factores de confusidén con respecto a la
cardiotoxicidad. Punto final.

1.3.2. Resultados metaanalisis

Se realiz6 una busqueda bibliografica de estudios publicados previamente en el
anadlisis de asociacion del polimorfismo HERZ2-lle655Val con la cardiotoxicidad
desarrollada tras el tratamiento con trastuzumab. Se encontraron 4 entradas con las
caracteristicas seleccionadas de las cuales 3 cumplian los criterios de inclusion en el

metaanalisis.

El primer trabajo fue publicado en 2007 por Beauclair et al. (99). En este
estudio se evaluaron 61 pacientes con cancer de mama HER2 positivo que habian
recibido tratamiento con trastuzumab. Tras una mediana de seguimiento de 22,4

meses se observé toxicidad cardiaca en 5 pacientes con genotipo I/V (p=0,0058).
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En segundo lugar encontramos el estudio de Lemieux et al. (100) en el que se
genotiparon 73 pacientes con cancer de mama. Los resultados obtenidos fueron
similares, un total de 10 pacientes desarrollaron cardiotoxicidad, 4 tenian genotipo I/l y

6 genotipo I/V (p=0,01).

Por ultimo, el estudio mas recientemente publicado, realizado en un mayor
numero de pacientes es el de Roca et al. (101). En él se estudi6 el papel predictivo de
diferentes polimorfismos, incluyendo a HER2-lle655Val, con la aparicion de
cardiotoxicidad inducida por trastuzumab en 132 mujeres que fueron tratadas con el
farmaco. Se observo cardiotoxicidad en 13 pacientes, 9 con genotipo I/V y 4 con

genotipo I/l (p=0,015).

Para llevar a cabo el metaanalisis, primero se realizd6 la prueba de
heterogeneidad de Breslow-Day. Los resultados no fueron estadisticamente
significativos (p=0,500), lo que indica una clara homogeneidad en la distribucién de

alelos en los diferentes estudios.

A continuacion se evalué la asociacion del SNP HER2-lle655Val con la
cardiotoxicidad en los diferentes estudios encontrados, bajo los modelos codominante
y sobredominante, dado que los resultados obtenidos en nuestra muestra parecen
explicarse mejor mediante este ultimo modelo de herencia. Los resultados obtenidos
del metaanalisis muestran una OR combinada para cardiotoxicidad de 5,35 (2,55-
11,73; p<0,001) para los heterocigotos 1/V, tomando el genotipo I/l como referencia
(modelo codominante), y una OR de 5,32 (2,58-11,47; p<0,001) considerando el

modelo sobredominante (I/V vs I/l + V/V) (tabla 9).
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Metaanalisis de estudios que asocian polimorfismo HER2-lle655Val y cardiotoxicidad

Cardiotoxicidad | No cardiotoxicidad OR
: :
Estudio Genotipo [N (%)] N (%)] (IC 95%) p-valor
I 6 (40,00 44 (69,84 1,00 (Ref i
Gbémez Pena et al. ( ) ( ) (Referencia)
(119) A 9 (60,00) 17 (26,98) 3,80 (1,12-13,63) | 0,031
78 pacientes N+ VIV 6 (40,00) 46 (73,02) 1,00 (Referencia)
I 9 (60,00) 17 (26,98) 3,98 (1,08-15,84) | 0,030
I 0 (0,00) 36 (64,29) 1,00 (Referencia)
Beauclair et al. A% 5(100,00) 16 (28,57) NA 0,005
(100) VIV 0 (0,00) 4(7,43) NA 1,000
61 pacientes
N+ VIV 0 (0,00) 40 (71,43) 1,00 (Referencia)
Y 5(100,00) 16 (28,57) NA 0,003
I 4 (40,00) 48 (76,19) 1,00 (Referencia)
. A 6 (60,00) 12 (19,05) 5,80 (1,21-25,33) | 0,015
Lemieux et al. (101)
) VIV 0 (0,00) 3 (4,76) NA 1,000
73 pacientes
N+ VIV 4 (40,00) 51 (80,95) 1,00 (Referencia)
I 6 (60,00) 12 (19,05) 6,16 (1,24-34,71) | 0,012
I 4 (30,77) 75 (53,96) 1,00 (Referencia)
I 9 (69,23) 39 (32,77) 4,27 (1,22-15,85) | 0,031
Roca et al. (102)
) VIV 0 (0,00) 5(4,20) NA 1,000
132 pacientes
I/l + VIV 4 (30,77) 80 (67,23) 1,00 (Referencia)
I 9 (69,23) 39 (32,77) 4,56 (1,18-21.54) | 0,014
I/ 14 (32,56) 203 (67,44) 1,00 (Referencia)
Metaanalisi
© (3131”93) SIS v 29 (67,44) 84 (27,91) 5,35 (2,55- 11,73) |<0,001
(Pooled) VIV 0 (0,00) 14 (4,65) NA 1,000
344 pacientes I+ VIV 14 (32,44) 217 (72,09) 1,00 (Referencia)
A 29 (67,44) 84 (27,91) 5,32 (2,58- 11,47) |<0,001

Tabla 9. Metaanalisis de estudios publicados que relacionan el polimofismo HER2-lle655Val con
cardiotoxicidad en pacientes con cancer de mama HER2 positivo tratadas con trastuzumab.
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2. RESULTADOS RELACIONADOS CON LA EVOLUCION DE LA
ENFERMEDAD

2.1. CARACTERISTICAS BASALES Y FRECUENCIAS GENOTIPICAS

Para llevar a cabo este objetivo, se realizdé un subestudio con una parte de las
pacientes incluidas en el estudio de cardiotoxicidad que incluyé a 54 pacientes que
recibieron trastuzumab para el tratamiento del cancer de mama HER2 positivo no
metastasico y 22 pacientes que recibieron el farmaco para el tratamiento de la

enfermedad metastasica. Las caracteristicas basales se recogen en la Tabla 10.

Caracteristicas basales de las pacientes relacionadas con la evolucion

Variables No metastasicas Metastasicas
(n=54) (n=22)

Edad al diagnoéstico (media +DE) 50,80 + 12,68 53,59 + 11,59
Estadio menopausico [n (%)]

Premenopausicas 26 (48,15) 9 (40,91)

Postmenopausicas 27 (50,00) 13 (59,09)
ECOG [n (%)]

0 41 (75,93) 13 (59,09)

1 13 (24,07) 8 (36,36)

2 0 (0,00) 1(4,55)
Estadio tumoral [n (%)]

I 22 (40,74) -

lla 11 (20,37) -

IIb 8 (14,81) -

lla 11 (20,37) -

b 1(1,85) -

lllc 1(1,85) -

v - 22 (100,00)
Grado histoldgico [n (%)]

1 4 (7,41) 1 (4,55)

2 25 (46,30) 13 (59,09)

3 16 (29,63) 6 (27,27)
Expresion de RcE [n (%)]

Positivo 28 (51,85) 17 (77,27)

Negativo 26 (48,15) 5(22,73)
Expresion de RcP [n (%)]

Positivo 22 (40,74) 16 (72,73)

Negativo 32 (59,26) 6 (27,27)
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Tasa de proliferacion tumoral [n (%)]

Alta: Ki67 > 14% 42 (77,78) 14 (63,64)

Baja: Ki67 < 14% 4(7,41) 2 (9,09)
Afectacion ganglionar [n (%)]

Si 19 (35,19) 16 (72,73)

No 34 (62,96) 6 (27,27)
Invasion linfovascular/perineural [n (%)]

Si 10 (18,52) 4 (18,18)

No 26 (48,15) 4 (18,18)
Localizacion de metastasis [n (%)]

Locorregionales - 2(9,09)

Viscerales - 11 (50,00)

No viscerales - 9 (40,91)

Tabla 10. Caracteristicas basales de las pacientes no metastasicas y metastasicas incluidas en el
subestudio de evolucion de la enfermedad.

Las frecuencias genotipicas obtenidas para los polimorfismos FcyR2A-

His131Arg y FcyR3A-Val158Phe se detallan en la siguiente tabla (Tabla 11).

Frecuencias genotipicas

FcyR2A-His131Arg FcyR3A-Val158Phe
Genotipo | No metastasicas | Metastasicas | Genotipo | No metastasicas | Metastasicas
H/H 13 (24,07%) 7 (31,82%) VIV 5(9,25%) 1 (4,55%)
H/R 32 (59,26%) 9 (40,91%) VIF 35 (64,81%) | 14 (63,64%)
R/IR 9 (16,67%) 6 (27,27%) FIF 14 (25,96%) 7 (31,82%)
Total 54 22 Total 54 22

Tabla 11. Frecuencias genotipicas de los polimorfismos FcyR2A-His131Arg y FcyR3A-
Val158Phe en pacientes metastasicas y no metastasicas.

2.1.1. Pacientes no metastasicas

En el grupo de pacientes no metastasicas se incluyeron un total de 54
pacientes que recibieron tratamiento adyuvante con trastuzumab durante un afio. De

ellas, 51 no habian recaido nunca y 3 habian tenido una recaida local que fue
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resecada completamente. Ademas del tratamiento con trastuzumab, las pacientes
habian recibido previamente tratamiento con antraciclinas (90,74%) y conjuntamente

con taxanos (72,22 %) en neoadyuvancia o en adyuvancia.

La edad media de las pacientes fue de 50,80 (+ 12,68) afos. El 75,93% tenian

un ECOG de 0 y la tasa de proliferacién tumoral fue alta en el 77,78%.

La distribucion de los genotipos del polimorfismo FcyR2A-His131Arg (Tabla 11)
fue de 13 (24,07%) pacientes homocigotos para el alelo H, 32 (59,26%) heterocigotos
H/Ry 9 (16,67%) homocigotos para el alelo R. En el caso del polimorfismo FcyR3A-
Val158-Phe, 5 pacientes (9,26%) presentaron genotipo V/V, 35 (64,81%) genotipo V/F
y 14 (25,93%) genotipo F/F. En el primer caso se cumplié el HWE (p=0,159) pero no

ocurrié asi en el segundo (p=0,014).

2.1.2. Pacientes metastasicas

En este grupo se incluyeron 22 pacientes que habian recibido tratamiento con
trastuzumab para la enfermedad avanzada o metastésica, 17 (77,27%) en primera
linea y 5 (22,73%) en segunda linea tras otros regimenes de quimioterapia. Del total
de las pacientes, 16 tenian estadio IV al diagnostico, es decir, debutaron con
enfermedad metastasica, mientras que 6 procedian del grupo de no metastasicas que
tuvieron progresion de la enfermedad. Estas 6 pacientes habian recibido previamente

tratamiento con trastuzumab en adyuvancia.

La edad media de las pacientes fue de 53,59 (+ 11,59) afos. La mayoria
(59,09%) eran postmenopausicas y tenian un ECOG de 0. La localizacién de las
metastasis fue visceral en el 50% de las pacientes, no visceral en el 40,91% de los

casos Yy locorregional en el 9,09%.
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En cuanto a la distribucion genotipica de los polimorfismos (Tabla 11), ésta fue
de 7 pacientes (31,82%) homocigotos H/H, 9 pacientes (40,91%) heterocigotos H/R y
6 pacientes (27,27%) homocigotos R/R para FcyR2A-His131Arg; y 1 pacientes
(4,55%) VIV, 14 pacientes (63,64%) V/F y 7 pacientes (31,82%) V/V para el FcyR3A-
Val158-Phe. Ambos polimorfismos se encontraban en HWE (p=0,398, p=0,079,

respectivamente).

2.2. ASOCIACION ENTRE LOS POLIMORFISMOS FcyR2A-His131Arg
Y FcyR3A-Val158Phe Y EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

2.2.1. Pacientes no metastasicas

2.2.1.1. Analisis de supervivencia

Se llevé a cabo un analisis de SLR y de SG en las 54 pacientes que integran
esta cohorte. Tras una mediana de seguimiento de 45,97 meses las medianas de SLR

y SG no se alcanzaron (Figura 9).
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Figura 9. Curvas de Kaplan-Meier de SLR y SG para el tratamiento con trastuzumab en
pacientes no metastasicas.
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Se calcularon las curvas de SLR y SG para los distintos genotipos H/H, H/R y
R/R (Figura 10) del polimorfismo FcyR2A-His131Arg para observar las posibles
diferencias entre si. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para

la SLR (p=0,157) pero si para la SG (p=0,015).

SLR SG

H/H H/H
H/R 107 H/R
R/R . —— R/R

p=0,157

Supervivencia acumulada
Supervivencia acumulada

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 10. Curvas de Kaplan-Meier de SLR y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
no metastasicas en relacion a los distintos genotipos del polimorfismo FcyR2A-His131Arg.

A continuacion se exploré la SLR y SG en funcion de tener el genotipo H/H
frente no tenerlo (H/R + R/R) (Figura 11), no encontrando significacién estadistica para
ninguna de las curvas de SLR ni de SG. Sin embargo, al estudiar a las portadoras del
alelo H (H/H + H/R) frente a las de genotipo R/R (Figura 12), si se observan
diferencias estadisticamente significativas para la SG (p=0,016), indicando una peor
evolucion en el grupo de pacientes R/R, o dicho de otro modo, una mejor SG en las

portadoras del alelo H.
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Figura 11. Curvas de Kaplan-Meier de SLR y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
no metastasicas en relacion al genotipo H/H versus H/R + R/R del polimorfismo FcyR2A-His131Arg.
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Figura 12. Curvas de Kaplan-Meier de SLR y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
no metastasicas en relacion a portadoras del alelo H (H/H + H/R) versus R/R del polimorfismo
FcyR2A-His131Arg.

De igual forma, se estudié la SLR y SG para el polimorfismo FcyR3A-
Val158Phe, comparando por un lado los distintos genotipos V/V, V/F y F/F entre si

(Figura 13) y, por otro, los genotipos V/V versus V/F + F/F (Figura 14). Los resultados
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no encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos,
pero las curvas de supervivencia parecen mostrar una mejor evolucion en el grupo de
pacientes con genotipo V/V al no producirse, en este grupo de pacientes, ningun

evento hasta la fecha ultima de seguimiento.
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Figura 13. Curvas de Kaplan-Meier de SLR y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
no metastasicas en relacion a los distintos genotipos del polimorfismo FcyR3A-Val158Phe
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Figura 14. Curvas de Kaplan-Meier de SLR y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
no metastasicas en relacion al genotipo V/V versus V/F + F/F del polimorfismo FcyR3A-Val158Phe.
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Por otro lado, al comparar, en este polimorfismo, la SLR y SG para las
portadoras del alelo V (V/V + V/F) frente a las pacientes con genotipo F/Fno
encontramos diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos, con

curvas de supervivencia muy similares entre si (Figura 15).
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Figura 15. Curvas de Kaplan-Meier de SLR y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
no metastasicas en relacién a portadoras del alelo V (V/V + VIF) versus F/F del polimorfismo
FcvyR3A-Val158Phe.

Finalmente, se hizo un analisis de SLR y SG para ambos polimorfismos
combinados, comparando los genotipos H/H y/o V/V frente al resto (Figura 16). En
este caso las curvas tampoco mostraron diferencias estadisticamente significativas

(SLR: p=0,305, SG: p=0,547).
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Figura 16. Curvas de Kaplan-Meier de SLR y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
no metastasicas en relacion a la combinacion de los genotipos H/H y/o V/V versus el resto de los
genotipos de los polimorfismos FcyR2A-His131Arg y FcyR3A-Val158Phe.

2.2.2. Pacientes metastasicas

2.2.2.1. Analisis de supervivencia

En primer lugar se realizé un andlisis de supervivencia para estimar la SLP y
SG durante el tratamiento con trastuzumab. Tras una mediana de seguimiento de
48,53 meses, las medianas de SLP y SG fueron de 16,2 meses y 68,9 meses,

respectivamente (Figura 15).
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Figura 17. Curvas de Kaplan-Meier de SLP y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
metastasicas.

Posteriormente se calculd la SLP y SG estimada para los distintos genotipos
H/H, H/R y R/R (Figura 18), para el genotipo H/H frente a los genotipos H/R + R/R
(Figura 19), y para las portadoras del alelo H (H/H + H/R) frente al genotipo R/R
(Figura 20), del polimorfismo FcyR2A-His131Arg. En ningun caso se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en las curvas de SLP y SG, aunque parece
observarse una peor evolucion de la SLP en el grupo de pacientes con alelo H (Figura
20). En el caso de la SG, la curva correspondiente al genotipo H/H (Figura 19) finaliza

antes de alcanzar la mediana de supervivencia.
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Figura 18. Curvas de Kaplan-Meier de SLP y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
metastasicas en relacion a los distintos genotipos del polimorfismo FcyR2A-His131Arg.
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Figura 19. Curvas de Kaplan-Meier de SLP y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
metastasicas en relacion al genotipo H/H versus H/R + R/R del polimorfismo FcyR2A-His131Arg.
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Figura 20. Curvas de Kaplan-Meier de SLP y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
metastasicas en relacion a portadoras del alelo H (H/H + H/R) versus R/R del polimorfismo FcyR2A-
His131Arg.

En el caso del polimorfismo FcyR3A-Val158Phe, se calcularon las curvas de
SLP y SG para los genotipos V/V, V/F y F/F (Figura 21), para el genotipo V/V frente a
V/F + F/F (Figura 22), y para las portadoras del alelo V (V/V y V/F) frente al genotipo
F/F (Figura 23). En este caso tampoco se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en ninguna de las curvas.
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Figura 21. Curvas de Kaplan-Meier de SLP y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
metastasicas en relacion a los distintos genotipos del polimorfismo FcyR3A-Val158Phe.
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Figura 22. Curvas de Kaplan-Meier de SLP y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
metastasicas en relacion al genotipo V/V versus V/F + F/F del polimorfismo FcyR3A-Val131Phe.
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Figura 23. Curvas de Kaplan-Meier de SLP y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
metastasicas en relacion a portadoras del alelo V (V/V + VIF) versus F/F del polimorfismo FcyR3A-
Val158Phe.
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Por ultimo, se hizo un analisis de SLP y SG para ambos polimorfismos
combinados comparando los genotipos H/H y/o R/R frente al resto (Figura 24). Los
resultados obtenidos fueron idénticos a los del analisis de SLP y SG para el genotipo
H/H versus H/R + R/R (Figura 19), ya que tan sélo hay una paciente con genotipo V/V
para el polimorfismo FcyR3A-Val158Phe y ademas tenia genotipo H/H para el
polimorfismo FcyR2A-His131Arg. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas en ninguno de los dos casos.
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Figura 24. Curvas de Kaplan-Meier de SLP y SG para el tratamiento con trastuzumab en pacientes
metastasicas en relacion a la combinacién de los genotipos H/H y/o VIV versus el resto de los
genotipos de los polimorfismos FcyR2A-His131Arg y FcyR3A-Val158Phe.

2.2.2.2. Respuesta al tratamiento en pacientes metastasicas

Para evaluar la respuesta clinica al tratamiento con trastuzumab, se clasifico a
las pacientes en segun el tipo de respuesta obtenida de acuerdo a los criterios
RECIST. Asi, de las 22 pacientes metastasicas, 7 tuvieron RC, 7 RP,4 EE y 4 PE. Se
obtuvo una TRO global (RC + RP) del 63,64%. Los tipos de respuesta en funcion de

los polimorfismos en FcyR2A- y FcyR3A-158 se detallan en la Tabla 12.
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Respuesta clinica a trastuzumab en funcién de los polimorfismos en FcyR

FcyR2A-His131Arg FcyR3A-Val158Phe

. RC RP EE PE . RC RP EE PE
Genotio | e | @) | mee) | meen | SO meEe) | meen | e | )

HH | 2(2857) | 1(14,29) | 0(2857) | 4(57,14) | ViV | 1(100,00) | 0(0,00) | 0(0,00) | 0(0,00)

H/R 4(44,44) | 1(11,11) | 4 (44,44) | 0(0,00) VIF 4(28,57) | 5(35,71) | 2(14,29) | 3(21,43)

RIR | 1(16,67) | 5(83,33) | 0(0,00) | 0(0,00) FIF | 2857) | 2(2857) | 2(2857) | 1(14,28)

Total | 7(31,82) | 7(31,82) | 4(18,18) | 4(18,18) | Total | 7(31,82) | 7(31,82) | 4(18,18) | 4 (18,18)

Tabla 12. Tipos de respuesta clinica segun criterios RECIST en funcion de los genotipos de los
polimorfismos FcyR2A-His131Arg y FcyR3A-Val158Phe.

A continuacion, se analizé la asociacién entre la TRO con los distintos
genotipos de los polimorfismos en FcyR. Los resultados obtenidos no mostraron

diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos (Tabla 13).

Asociacion entre polimorfismos en FcyR y TRO

: TRO (RC + RP) EE + PE p-valor
Genotipos [n (%)] [n (%)]
FcyR2A-His131Arg
H/H 3(42,86) 4 (57,14)
*0,080
H/R 5 (55,56) 4 (4,44) 0,343
R/R 6 (100,00) 0 (0,00)
FcyR3A-Val158Phe
VIV 1(100,00) 0 (0,00)
***1,000
V/F 9 (64,29) 5(35,71) *xxx%4.000
FIF 4 (57,14) 3 (42,86)
FcyR2A-His131Arg y FcyR3A-Val158Phe
H/H ylo VIV 3(42,86) 4 (57,14)
0,343
Resto 11 (73,33) 4 (26,67)
*Comparacion H/H vs H/R vs R/R **Comparacion: H/H vs H/R + R/R.***Comparacién V/V vs V/F vs F/F.
****Comparacion V/V vs V/F + F/F

Tabla 13. Analisis de asociacion entre los genotipos de los polimorfismos FcyR2A-
His131Arg y FcyR3A-Val158Phe y la TRO.
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Discusioén

Trastuzumab es un estandar en el tratamiento actual del cancer de mama
HER2 positivo (120, 121). Aunque generalmente es bien tolerado, la preocupacion
sobre su principal efecto adverso, la cardiotoxicidad, ha llevado a un esfuerzo para
identificar a las pacientes en riesgo de padecer eventos cardiacos relacionados con el
tratamiento. Hasta la fecha, existe cierta controversia sobre los factores de riesgo
descritos en los pacientes incluidos en ensayos clinicos, que ademas son por lo
general menores de 70 afios y con un estado de salud 6ptimo. Por ello, se ha llevado
a cabo este estudio, con el fin de evaluar el perfil de seguridad cardiaca y estudiar
posibles factores de riesgo cardiaco asociados al tratamiento con trastuzumab, entre

ellos el polimorfismo del codén 655 del gen HER2/neu.

Se observé una incidencia global de eventos cardiacos del 19,23%. Del total de
las pacientes, un 3,85% desarrollé la toxicidad cardiaca sintomatica, mientras que un
14,10% tuvo que suspender el tratamiento con trastuzumab debido a problemas
cardiacos. Estas tasas de cardiotoxicidad son similares a las descritas en los ensayos
clinicos con trastuzumab en adyuvancia, en los cuales la incidencia de toxicidad
cardiaca grave (NYHA Ill/IV o insuficiencia cardiaca sintomatica) ocurre entre el 0,1%
(70) y 4,1% (68) de los pacientes, y entre un 4,3% y 18,9% (71) tiene que suspender el
tratamiento debido a eventos cardiacos. Sin embargo, es complicado hacer una
comparacion directa entre la incidencia de toxicidad cardiaca de nuestro estudio y la
observada en los cinco grandes ensayos de trastuzumab en adyuvancia (49, 50, 67-
70). Por un lado, la propia definiciéon de disfuncion cardiaca difiere de unos estudios a
otros, considerandose como insuficiencia cardiaca grado Ill/IV (50, 67, 68, 70),
insuficiencia cardiaca sintomatica (49, 69) y muerte cardiaca (67-70), indistintamente.
Ademas, en estos ensayos se excluyd a pacientes con antecedentes de insuficiencia
cardiaca o presencia de factores de riesgo como arteriopatia coronaria o valvulopatias,
entre otros, por lo que la tasa de cardiotoxicidad mediada por trastuzumab podria estar

infravalorada con respecto a la observada en la practica clinica, que se estima entre el
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12% vy el 31,1% (122-125). Por otro lado, hay que tener en cuenta que la forma en que
se mide la funcién cardiaca es mediante dos técnicas utilizadas por igual en la practica
habitual: MUGA y ecocardiografia. Esto es una limitacion no sélo de nuestro estudio,
sino también de los ensayos clinicos con trastuzumab, que puede dar lugar a
diferencias en las distintas medidas de los valores de la FEVI. Otra limitacién de
nuestro estudio, derivada de la practica clinica habitual, es el hecho de que un 7,69%
de los casos no dispusiera del valor de FEVI basal previo al inicio de trastuzumab, lo
que obligé a tomar como referencia el valor mas alto alcanzado durante el afio de

tratamiento.

En la bibliografia se han identificado distintos factores que se asocian a un
mayor riesgo de desarrollar cardiotoxicidad durante el tratamiento con trastuzumab.
Uno de los mas estudiados es el uso previo de antraciclinas, que administradas de
forma secuencial con trastuzumab se ha visto que puede incrementar
considerablemente la incidencia acumulada de toxicidad cardiaca (83-85). El ensayo
BCIRG-006 mostré diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
proporcién de pacientes que tuvieron descensos en la FEVI y recibieron antraciclinas
frente a las que no las recibieron (18,6% vs 9,4%, p<0,001). En nuestro estudio, la
mayoria de las pacientes habian recibido antraciclinas en neoayuvancia o adyuvancia,
y de ellas tan sélo un 19,35% manifestaron toxicidad cardiaca tras el tratamiento con
trastuzumab, por lo que no se encontr6 significacion estadistica. Algo parecido ocurre
con la administracion previa o concomitante con taxanos, no se hallé una incidencia
mayor de cardiotoxicidad en ninguno de los dos casos. En cuanto a los demas
factores de riesgo descritos en los ensayos clinicos con trastuzumab existe cierta
controversia. En el estudio NSABP-31 (67, 68) y en el NCCTG N9831 (69), la edad,
FEVI basal de 50-54% y el uso de medicacion antihipertensiva resultaron ser factores
predisponentes para presentar disfuncién cardiaca. Sin embargo, en el ensayo HERA

(70), la cardiotoxicidad se asocié con un indice de masa corporal (IMC) superior a 25
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kg/m?, diabetes, tabaquismo y FEVIs basales bajas, pero no se encontré relacién con
la edad o la hipertensién. En nuestro caso, las pacientes que experimentaron toxicidad
tenian una edad media ligeramente mayor que las que no la presentaron, pero no
fueron diferencias estadisticamente significativas. Tan solo la variable obesidad mostré
una tendencia a incrementar el riesgo de cardiotoxicidad mediada por trastuzumab. El
resto de las variables estudiadas no influyeron significativamente en el desarrollo de

toxicidad cardiaca.

Sumado a estos factores, recientemente se han descrito determinados
marcadores genéticos que también parecen tener relacion con este efecto indeseable
que es inherente al farmaco (99-102). El mas conocido es el que se localiza a nivel del
codon 655 del gen HER2/neu, que codifica a una isoleucina o a una valina (97, 98).
Nuestro estudio (119) confirma el papel del polimorfismo HER2-lle655Val como
predictor genético de la cardiotoxicidad inducida por trastuzumab en pacientes con
cancer de mama HER2-positivo. Las pacientes con genotipo I/V mostraron un mayor
riesgo de desarrollar cardiotoxicidad inducida por trastuzumab (OR bruta=4,06,
p=0,019) que las que presentaron los otros genotipos. Estos resultados coindicen con
los de estudios similares que se habian llevado a cabo previamente para explicar la
influencia de este polimorfismo en la actividad de la enfermedad asi como en la
cardiotoxicidad producida por el farmaco. Sin embargo, la interpretacion que cada

grupo realiza da lugar a diferentes conclusiones.

En un estudio de 61 pacientes, Beauclair et al. (100), observaron que todas las
mujeres que desarrollaron cardiotoxicidad tenian el genotipo HER2-655 I/V. No
obstante, como los ensayos “in vitro” habian mostrado que las células tumorales que
expresaban clones de valina tuvieron un mayor crecimiento y sensibilidad a
trastuzumab, propusieron que era la presencia este alelo la que podia conducir a

cardiomiocitos particularmente dependientes de la sefializacion HER2 y altamente
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sensibles a trastuzumab. Por tanto, escogen el modelo dominante, que explica que
una unica copia del alelo menos frecuente (valina) es suficiente para modificar el
riesgo, como el patron genético mas adecuado para justificar a nivel biolégico sus
resultados, y atribuyen el hecho de que ninguna paciente con genotipo V/V presentara
cardiotoxicidad a la baja frecuencia de este genotipo. En su caso, al no encontrar
ninguna portadora del genotipo I/l con toxicidad cardiaca, esta explicacion podria ser
valida. Sin embargo, no ocurre lo mismo en el estudio de Lemieux et al. (101). Ellos,
con una poblacion de 73 pacientes similar a la nuestra, mostraron casos de toxicidad
cardiaca en ambos genotipos, con una probabilidad mayor en las pacientes portadoras
del genotipo I/V con respecto a las de genotipo V/V (OR=5,87, p=0,02). Ademas, de
igual manera que Beauclair et al. (100) y nuestro estudio (119), tampoco encontraron
ninguna paciente con genotipo V/V y cardiotoxicidad. En este estudio, aunque
concluyen que el polimorfismo HER2-1le655Val es un factor de riesgo de la
cardiotoxicidad inducida por trastuzumab, no ofrecen ninguna explicacion bioldgica al

respecto.

Posteriormente, Roca et al. (102), llevaron a cabo el estudio con mayor numero
de pacientes realizado hasta la fecha. En su ensayo, estudiaron el valor predictivo de
diferentes polimorfismos, incluyendo HER2-lle655Val, para la toxicidad cardiaca y la
eficacia de trastuzumab en 132 pacientes con cancer de mama HER2-positivo. Sus
resultados de nuevo mostraron un mayor riesgo de cardiotoxicidad en las pacientes
con I/V en comparacién a los demas genotipos (OR=4,32, p=0,015). Sin embargo, al
igual que en las conclusiones de Beauclair et al. (100), apuestan por la teoria de que
alelo V (portadores: I/V y V/V) es el responsable de las alteraciones cardiovasculares,

sin volver a tener ningun caso de toxicidad en el grupo de pacientes con genotipo V/V.

Con objeto de comprender mejor el comportamiento del polimorfismo se llevo a

cabo un metaanalisis de los tres estudios comentados y los resultados de nuestro
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trabajo. El analisis combinado de nuestros datos y los publicados con anterioridad
mostré nuevamente una asociacion entre la variante genética HER2-655 I/V y la
cardiotoxicidad inducida por trastuzumab. Con un total de 344 pacientes, hubo 14
casos de toxicidad cardiaca en el grupo de pacientes con genotipo I/, 29 en las
portadoras I/V y ninguno en las pacientes con genotipo homocigoto para el alelo V. A
la vista de estos datos, resulta dificil mantener la hipétesis de Beauclair et al. (100)
que defendia el papel del alelo V como factor predisponente para la cardiotoxicidad,
imputando la ausencia de toxicidad en pacientes V/V a la baja frecuencia del alelo
variante. Ademas, se apoyaban en el modelo dominante que habian propuesto
anteriormente Xie et al. (126), con la teoria de que el alelo V podria estar asociado a
un mayor riesgo de cancer de mama, una mayor capacidad de proliferacion y un
desarrollo de tumores agresivos pero mas sensibles a trastuzumab. Sin embargo, un
reciente metaanalisis que incluyé mas de 19.000 pacientes mostré que el polimorfismo
en el codon 655 de HER2 no esta asociado con la susceptibilidad al cancer de mama

(127).

Un modelo genético menos frecuente que podria explicar la asociacién que
existe entre el genotipo HER2-655 1I/V y la cardiotoxicidad inducida por trastuzumab,
es el sobredominante. Este compara los dos genotipos homocigotos contra el
heterocigoto. Es un modelo poco utilizado en la practica porque desde un punto de
vista bioldgico resulta dificil de explicar, y por ello siempre se espera que el SNP siga
otros patrones de herencia como el dominante o el recesivo. Sin embargo, el hecho de
que el genotipo heterocigoto sea el responsable del efecto producido ya se habia
puesto en evidencia previamente en otros estudios realizados con otros polimorfismos.
En una revisién de la susceptibilidad genética del virus de la inmunodeficiencia
humana tipo 1 (VIH-1) (128), el estudio de dos polimorfismos en dos miembros de la
familia de receptores de quimiocina, CCR2 y CCR5, mostré que el genotipo

heterocigoto ofrecia un mejor prondstico y una mayor proteccién contra la infeccién
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por el VIH-1, respectivamente. En otro estudio de factores de riesgo genético para la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (129), se observé que los individuos con genotipo
heterocigoto para el polimorfismo en posicién 129 del gen PRNP (proteina pridnica)
tenian un mayor tiempo de incubacion del kuru. Por tanto, aunque se trata de casos
muy diferentes e independientemente de que el resultado obtenido pueda ser positivo
0 negativo para la enfermedad, se demuestra que es posible que el genotipo
heterocigoto sea el causante, en nuestro caso, de la toxicidad asociada al tratamiento

con trastuzumab.

Para comprender esto, es necesario entender la estructura y funcionamiento
del receptor HER2. Se sabe que el polimorfismo HER2-lle655Val, in vivo, induce
cambios en el equilibrio entre los estados activo e inactivo de la proteina HER2 (97).
De este modo, se ha propuesto que a nivel del receptor HER2, al funcionar como un
homodimero, el cambio en la sefializacion intracelular generado por el complejo
isoleucina/valina (I/V) puede ser mayor que el producido por isoleucina/isoleucina (I/1)
o valina/valina (V/V), debido a los diferentes tamafios estéricos de estos aminoacidos.
En otras palabras, el genotipo heterocigoto podria estabilizar excesivamente el estado
dimérico activo de HER2 debido a la sustitucion de la cadena lateral de isoleucina por
una, menos voluminosa, de valina, permitiendo asi un ensamblaje mas compacto en la
hélice transmembrana (130). Esto se traduciria en un aumento de la sensibilidad

celular a trastuzumab que, a nivel cardiaco, produciria un aumento de la toxicidad.

Estos hallazgos podrian ser utilizados en la practica clinica para estratificar a
las pacientes en subgrupos de alto y bajo riesgo, de modo que la determinacién
genética de este polimorfismo se implantaria como un nuevo biomarcador para
minimizar la cardiotoxicidad producida por trastuzumab, monitorizando mas
estrechamente la funcién cardiaca o investigando nuevas vias alternativas de bloqueo

de HER2 en aquellas pacientes con alto riesgo.
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En este mismo contexto, la prediccidn de la respuesta a trasuzumab en
pacientes con sobreexpresion de HER2 también podria ser una herramienta util para
elegir la mejor estrategia terapéutica. Trastuzumab actua inhibiendo las vias de
sefalizacién celular MAPK y PI3K, y como consecuencia, interrumpe el ciclo, el
crecimiento y la proliferacion celular (131), pero también se ha visto que activa la
CCDA (132). Estudios preclinicos han demostrado que los anticuerpos monoclonales
IgG1 se unen, por un lado, a la superficie de las células tumorales y, por otro, a través
de su fraccion Fc, a los receptores FcyR de las células efectoras del sistema inmune,
activandose asi una serie de respuestas bioldgicas que concluyen con la muerte
celular del tumor (133). Este mecanismo de accién es uno de los responsables de la
actividad antitumoral de trastuzumab (134, 135). Sin embargo, la CCDA observada en
las pacientes en tratamiento con este farmaco no siempre es la misma. Esto puede
deberse a que los genes que codifican para FcyR estdn sometidos a diferentes
polimorfismos que confieren distintas propiedades funcionales (132), afectando a la
afinidad con que se unen a ellos las inmunoglobulinas. Como consecuencia, se
inducen cambios en la eficacia de la respuesta inmune biolégica y, por tanto, el
tratamiento con anticuerpos monoclonales terapéuticos de tipo IgG1 como

trastuzumab no siempre es igual de efectivo (136).

Desde el primer trabajo, publicado por Cartron et al. (107), numerosos estudios
han confirmado el papel de los polimorfismos FcyR2A-His131Arg y FcyR3A-
Val158Phe en la respuesta a rituximab en pacientes con linfoma no hodgkin (108,
109). De igual manera, se han obtenido resultados similares en una pequefia cohorte
de pacientes con cancer colorrectal metastasico tratados con cetuximab (110). Sin
embargo, en cuanto al cancer de mama, la influencia de estos dos polimorfismos en la
respuesta a trastuzumab no esta tan clara. Los primeros estudios publicados al
respecto mostraron resultados contradictorios: tres estudios mostraron asociacién

entre al menos uno de los dos polimorfismos y la respuesta clinica a trastuzumab
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(102, 111, 112) y otros cuatro no encontraron ninguna relacion (113,137-139). Las

caracteristicas de estos estudios se muestran en la siguiente tabla (tabla 14).

Estudios de polimorfismos en FcyR y respuesta a trastuzumab

. Tipo d N° d
Estudio po ge e Régimen Variables Resultados
tratamiento pacientes
Foster et Metastasico, 63 Trastuzumab TRO FcyR3A V158F: No asociacion
al. (137) 220 3?linea* semanal con TRO
FcyR3A 158 V/V: Mayor TRO,
mayor SLP y mejor CCDA,
FcyR2A 131 H/H: "tendencia” (no
Trastuzumab . e
. estadisticamente significativo) a
Musolino . semanal TRO, SLPy .
Metastasico, . mayor TRO, mayor SLP y mejor
etal. , 54 mas CCDA ex
(111) 1*linea aclitaxel o vivo CCDA.
P PR Pacientes con VIV y/o 131 HH:
Mayor TRO, mayor SLP (unico
factor predictivo independiente) y
mejor CCDA
FcyR2A 131H/H: Mayor tasa de
ACTH PCR o
Neoadyuvante 15 pCR FcyR3A 158 VIV: No asociacion
con pCR
Tamura et
al. (112) FcyR2A 131H/H: Mayor TRO y
Metastasico, 35 Tras;fa”;“ab TROySLP | mayor SLP
¢12linea? FcyR23 158V/V: “tendencia” (no
semanas L Co
estadisticamente significativo) a
mayor TRO
FcyR3A V158F y FcyR2A
Adyuvante** ~1200 |ACTHo TCH SLEy SG | H131R: No asociacion con SLE,
Hurvizt et SLP ni SG
al. (113) Metastasico, 53 “basada en FcyR3A 158 VIV y FcyR2A 131
120 2%linea trastuzumab” SLP y SG | H/H: No asociacion con SLE, SLP
ni SG
Jung et al Mestastasico Trastuzumab FcyR3A V158F y FcyR2A
g ' . ’ 26 semanal mas | TROy SLP | H131R: No asociacion con TRO
(138) 12linea . .
paclitaxel ni SLP
Kim et al. Metastasico, Trastuzumab TRO, SLP FcyR3A V158F y F.c’yRZA
, 57 R H131R: No asociacion con TRO,
(139) 12linea mas taxano y SG

SLP ni SG
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FcyR2A H131R : FcyR2A 131
FEC o ED .
R/R: Asociado a peor SLE. No
Roca et cada 3 asociacién con SG
al (102) | Adyuvante 132 semanas SLE.SG | £cyR3A V158F No asociacion
seguido de .
con SLE ni SG.
trastuzumab

* Subgrupo de pacientes del ensayo H0649G (140); ** Subgrupo de pacientes del ensayo BCIRG 006
(50). *** Subgrupo de pacientes del ensayo UNICANCER-PACS04 (141).

pCR: Respuesta completa patologica; SLE: Supervivencia libre de enfermedad; TTP: Tiempo hasta
progresion; ED: Epirubicina mas Docetaxel

Tabla 14. Estudios publicados en relacion a los polimorfismos en FcyR y la respuesta a
trastuzumab

En nuestro estudio se analiz6 la respuesta a trastuzumab en dos grupos de
pacientes: 54 no metastasicas y 22 metastasicas. En el grupo de pacientes no
metastasicas no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
la SLR para ninguna de las curvas comparativas de los dos polimorfismos. Estos
resultados coinciden con los publicados por Hurvitz et al. (113), los cuales en una
muestra de 1268 pacientes tratadas con trastuzumab en adyuvancia, mostraron una
SLE similar para los genotipos del polimorfismo FcyR2A (H/H vs H/R vs R/R, p=0,76)
al igual que los correspondientes a FcyR3A (V/V vs V/F vs F/F, p=0,98). En el estudio
de Roca et al. (102), por el contrario, observaron una mejor SLE para los genotipos
que incluian el alelo H (H/H y H/R) con respecto al homocigoto para el alelo R (R/R)
(p=0,027), aunque tampoco mostraron asociacion entre el polimorfismo FcyR3A y la
respuesta a trastuzumab. Y finalmente, en la comparaciéon combinada de los genotipos
favorables de ambos polimorfismos (FcyR2A H/H y/o FcyR3A V/V) frente al resto,
ninguno de estos estudios, incluido el nuestro, encontraron significacion estadistica

(nuestro estudio: p=0,305, Hurvitz et al.: p=0,67, Roca et al.: p=0,508).

En cuanto a la SG, en nuestro caso, encontramos diferencias estadisticamente
significativas (p=0,015) en las curvas que comparan FcyR2A (H/H vs H/R vs R/R). Sin
embargo, al analizar las curvas por separado, esta diferencia se debe a la presencia

del alelo H (Figura 12) y no al genotipo H/H, ya que al hacer la comparacién de H/H
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frente a H/R mas R/R no se alcanza la significacion (p=0,276). Este resultado coincide
con los obtenidos en la SLE por Roca et al., donde también mostraron una mejor
evolucién en las pacientes portadoras del alelo H, pero no observaron diferencias en la
SG. En su caso, es razonable que ocurra asi, puesto que las diferencias en SG son
mas dificiles de detectar por el hecho de que las pacientes tardan menos tiempo en
recaer que en morir. En nuestro estudio, ocurre lo contrario, encontrando diferencias
en SG pero no en SLR, por lo puede deberse a un hallazgo casual. En el resto de
curvas comparativas para FCGR3A, volvemos a no encontrar asociacion entre la SG y

los distintos genotipos, al igual que Hurvitz y Roca.

Estos resultados parecen indicar que no existe asociacion entre los
polimorfismos en FcyR y la evolucion de la enfermedad cuando se administra
trastuzumab en adyuvancia, si bien es cierto que, al tratarse de pacientes no
metastasicas, el prondstico y la esperanza de vida es mayor por lo que habria que
aumentar el tiempo de seguimiento para poder obtener resultados mas concluyentes,
ya que en la mayoria de los casos no se alcanzaron las medianas de supervivencia.
Por otro lado, es interesante comentar la desviacion del HWE que ocurre en el
polimorfismo FcyR3A en este grupo de pacientes. No tenemos datos de genotipado de
sujetos control aparentemente sanos para evaluar el HWE en un entorno de casos y
controles y descartar una posible asociacion de este locus con el riesgo de cancer de
mama, lo que limita la interpretacion de nuestros resultados. Sin embargo en el
estudio de Hurvitz et al. tampoco se cumple el HWE para el mismo polimorfismo en la
cohorte de pacientes adyuvantes, habiendo genotipado con dos plataformas
independientes. Seria interesante por tanto, estudiar a qué se deben estas

desviaciones en este grupo de pacientes.

En cuanto a las pacientes metastasicas, en nuestro estudio, los analisis de SLP

y SG para ambos polimorfismos no mostraron diferencias estadisticamente
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significativas en cuanto a FcyR2A, FcyR3A, ni en la combinaciéon de los genotipos
favorables frente al resto, al igual que ocurrié con la TRO. Si comparamos nuestros
resultados con los demas estudios realizados hasta la fecha, encontramos que
coinciden con algunos y difieren de otros. El primero de ellos fue un analisis
retrospectivo, realizado por Foster et al. (137), de un subgrupo de pacientes con
cancer de mama metastasico incluidos en el ensayo pivotal de trastuzumab. Sus
resultados no mostraron diferencias en la distribucién del polimorfismo FcyR3A-
Val158Phe entre las pacientes que alcanzaron respuesta objetiva y aquellas que
tuvieron progresién de la enfermedad. Por el contrario, en un estudio posterior llevado
a cabo por Musolino et al. (111), se observé una mayor TRO y SLP en las pacientes
con genotipo FcyR3A-158 V/V (p=0,03 y p=0,035, respectivamente) y en la
combinacién de los dos genotipos favorables FcyR3A-158 V/V y FcyR2A-131 H/H
(p=0,04 y p=0,01, respectivamente), en un total de 54 pacientes que recibieron
tratamiento con trastuzumab y taxanos. Sin embargo, para el genotipo FcyR2A-131
H/H no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a TRO y
SLP, observandose Unicamente una menor mediana de SLP en los homocigotos para
el alelo R (p=0,04). En otro estudio realizado por Tamura et al. (112) se estudiaron
ambos polimorfismos en 15 pacientes con cancer de mama precoz y 35 pacientes
metastasicas tratadas con trastuzumab. Sus resultados mostraron una asociacién
entre el genotipo FcyR2A-131 H/H y la respuesta patologica (p=0,015) en el grupo
neoadyuvante, asi como una mayor TRO (p=0,043) y SLP (p=0,034) en las pacientes
metastasicas, pero no ocurrié lo mismo con el genotipo FcyR3A-158 V/V, para el cual
s6lo se observo una tendencia, no estadisticamente significativa, a mayor TRO en las
pacientes metastésicas. En contraposicion, en el estudio de Hurvitz et al. (113), en una
cohorte de 53 pacientes metastasicas que recibieron quimioterapia basada en
trastuzumab, no hubo asociacion entre ninguno de los polimorfismos y la SLP ni la SG,

coincidiendo asi con Foster et al. (137) y con nuestros resultados. De igual modo, dos
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nuevos trabajos publicados recientemente por Jung et al. (138) y Kim et al (139),
vuelven a no encontrar asociacion entre estos polimorfismos y la respuesta clinica a

trastuzumab en pacientes metastasicas.

Aunque estos estudios no son directamente comparables, debido a la
heterogenicidad en el tamafio de muestra, el tipo de tratamiento (primera, segunda o
tercera linea), el régimen en que se administra trastuzumab (en monoterapia o unido a
distintos esquemas de quimioterapia), y las variables evaluadas, los resultados indican
que el papel de FcyR en la respuesta a trastuzumab permanece incierto. En nuestro
caso, el limitado numero de pacientes en el grupo metastasico podria no alcanzar el
poder estadistico necesario para observar diferencias en las curvas de supervivencia y
en la variable de respuesta clinica a trastuzumab. De hecho, en el estudio de Jung et
al. (138) el calculo del tamafio muestral, basado en el trabajo de Musolino et al. (111),
determin6é que eran necesarias 56 pacientes para obtener diferencias en la tasa de
respuesta en funcién de los genotipos de FcyR, con un poder estadistico del 80% y un
valor de p igual a 0,050, segun el test exacto de Fisher. Sin embargo, también es
importante destacar que en nuestro estudio las frecuencias genotipicas obtenidas para
FcyR3A fueron ligeramente distintas a las del estudio de Musolino. Tan sélo hubo una
paciente con genotipo V/V (4,55%) (frente a las 11 (20,37%) del estudio de Musolino),
en la cual no hubo progresién ni muerte en las curvas de SLP y SG, respectivamente,
y obtuvo RC completa a trastuzumab. Ademas, las tasas de respuesta de acuerdo a
los genotipos F/V y F/F fueron bastante similares (64,29% y 57,14%, respectivamente)
y no hubo diferencias estadistcamente significativas entre los tres genotipos (p=1,000).
Por tanto, es posible que aunque aumentasemos el tamafo muestral de nuestro
estudio las diferencias en la respuesta a trastuzumab para FcyR3A siguieran sin
observarse. Para FcyR2A, por el contrario, las frecuencias genotipicas de nuestra

muestra si se corresponden con las observadas en los estudios previos, pero los
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resultados obtenidos tampoco muestran diferencias en ninguna de las variables

evaluadas.

Una posible hipotesis que se ha barajado para explicar la variabilidad en los
resultados obtenidos en los diferentes estudios es la influencia que pueden tener los
agentes quimioterapicos en la respuesta clinica a trastuzumab. Por un lado, se sabe
que la eficacia de trastuzumab se debe al bloqueo directo de la sefales de
transduccién a nivel celular y al efecto indirecto que ejerce al activar CCDA. Por otro,
los agentes citostaticos actuan produciendo dafios directamente en el DNA pero no
influyen en la CCDA. Asi, el cambio en la CCDA producido por los diferentes
polimorfismos podria verse diluido en aquellos casos en que trastuzumab se
administra conjuntamente con quimioterapia con respecto a cuando se utiliza en
monoterapia. Este hecho se ha observado en pacientes con linfoma tratados con
rituximab, donde la influencia de los polimorfismos FcyR2A y FcyR3A en los
resultados parece disminuir con la administracion de quimioterapia concomitante
(142). En el caso de trastuzumab se trata de un inconveniente dificil de solventar en la
practica clinica habitual ya que se puede administrar con una gran variedad de
agentes antineoplasicos segun las caracteristicas de cada paciente. Por tanto, seria
necesario estudiar estos polimorfismos en el contexto de un ensayo clinico controlado
con el fin de dilucidar el verdadero efecto que pueden ejercer en la CCDA y en la

eficacia de trastuzumab.
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Conclusiones

Los resultados de esta tesis y la discusion de los mismos permiten obtener las

siguientes conclusiones:

1. Nuestros datos muestran una elevada tasa de eventos cardiacos asociados al
tratamiento con trastuzumab, afectando al 19,23% de las pacientes de nuestro
estudio. La toxicidad cardiaca que produce el farmaco se manifiesta en la
mayoria de los casos de forma asintomatica y es reversible tras la suspensién

del tratamiento.

2. De todas las variables estudiadas, el unico factor de riesgo relacionado con la
cardiotoxicidad inducida por trastuzumab en nuestra poblacion de estudio es el
polimorfismo HER2-lle655Val. La obesidad se postula como otro posible factor
predisponente a sufrir este efecto adverso, observandose una tendencia a
desarrollar mayor toxicidad cardiaca en las pacientes con peso elevado, pero

seria necesario realizar mas estudios al respecto para confirmar este hallazgo.

3. En relacién al polimorfismo HER2-lle655Val, nuestro estudio refleja que las
pacientes con genotipo I/V tienen un riesgo de padecer toxicidad cardiaca tras el
tratamiento con trastuzumab cuatro veces mayor que aquellas con genotipo I/l y
V/V. Ademas, el metaanalisis realizado combinando nuestros datos con los
resultados de estudios previos publicados refuerzan la teoria de que es el

genotipo heterocigoto el responsable de la aparicion de cardiotoxicidad.

4. Existe evidencia suficiente para considerar que la implantacién de la
determinacion genética del polimorfismo HER2-1le655Val en la practica clinica
supondria una herramienta util para minimizar la cardiotoxicidad producida por
trastuzumab, monitorizando mas estrechamente la funcién cardiaca en aquellas

pacientes con mayor riesgo.
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5. La hipétesis de que los polimorfismos en FcyR juegan un papel importante en
la CCDA mediada por trastuzumab y en consecuencia predicen la respuesta
clinica en pacientes con cancer de mama permanece aun sin aclarar. En nuestra
poblacion de estudio no se observa asociacion entre FcyR2A-His131Arg vy
FcyR3A-Val158Phe vy la eficacia del tratamiento, si bien es cierto que el limitado
tiempo de seguimiento en la cohorte no metastasica y el escaso numero de
pacientes metastasicas condicionan nuestra contribucion de forma significativa a

este debate.

6. Los resultados observados en estudios previos que evaluan la utilidad de los
polimorfismos en FcyR como posibles biomarcadores farmacogenéticos de
respuesta a trastuzumab muestran una gran variabilidad que podria deberse a la
influencia de la quimioterapia en la eficacia del farmaco. Por tanto seria
interesante evaluar estos polimorfismos en el contexto de un ensayo clinico que
compare la eficacia de trastuzumab administrado en monoterapia y en

combinacién con otros agentes quimioterapicos.

7. En definitiva, nuestros datos contribuyen a los trabajos publicados que tienen
por objeto comprender mejor la farmacogenética del tratamiento con
trastuzumab en el cancer de mama HER2 positivo. Este area de investigacion,
dada la aparicion de nuevos farmacos eficaces dirigidos a HER2 que ofrecen
diferentes opciones terapéuticas a pacientes y clinicos, sera cada vez mas
importante si queremos lograr una mejor individualizacion del tratamiento en

pacientes con tumores HER2 positivos.
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Anexos

Anexo |. Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO - INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informacién
que a continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Naturaleza: MARCADORES GENETICOS RELACIONADOS CON LA CARDIOTOXICIDAD
INDUCIDA POR TRASTUZUMAB EN CANCER DE MAMA Y PREDICTIVOS DE LA
EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

Importancia: El objetivo principal de este estudio es valorar el empleo de la
farmacogenética en la prevencion de la cardiotoxicidad de los pacientes tratados con
trastuzumab.

Implicaciones para el donante/paciente:

« La donacién/participacion es totalmente voluntaria.

« El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar
explicaciones y sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

« Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se
trataran conforme a la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

» La donacién/informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de
este estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:
No hay

Si requiere informacién adicional se puede poner en contacto con nuestro personal de
Farmacia o Cardiologia en el teléfono: 958 023843
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CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

Yo (Nombre y

e He leido el documento informativo que acompafia a este consentimiento (Informacion al
Paciente)

He podido hacer preguntas sobre el estudio MARCADORES GENETICOS RELACIONADOS

CON LA CARDIOTOXICIDAD INDUCIDA POR TRASTUZUMAB EN CANCER DE MAMA Y

PREDICTIVOS DE LA EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

He recibido suficiente informacién sobre el estudio MARCADORES GENETICOS
RELACIONADOS CON LA CARDIOTOXICIDAD INDUCIDA POR TRASTUZUMAB EN
CANCER DE MAMA Y PREDICTIVOS DE LA EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD

e He hablado con el profesional sanitario informador:

« Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

« Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y
se trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter
Personal 15/99.

« Se me ha informado de que la donacién/informacién obtenida sélo se utilizara para los
fines especificos del estudio.

« Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se
obtengan en el curso de la investigacion, incluidos los descubrimientos inesperados que se
puedan producir, siempre que esta informacién sea necesaria para evitar un grave perjuicio
para mi salud o la de mis familiares biolégicos.

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

e Cuando quiera
« Sin tener que dar explicaciones
« Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado MARCADORES
GENETICOS RELACIONADOS CON LA CARDIOTOXICIDAD INDUCIDA POR
TRASTUZUMAB EN CANCER DE MAMA Y PREDICTIVOS DE LA EVOLUCION DE LA
ENFERMEDAD

Firma del paciente Firma del profesional

(o representante legal en su caso) sanitario informador
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Nombre y apellidos:................... Nombre y apellidos: ...........

Fecha: ..o Fecha: .......ccoooiiiiii i,
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Anexo Il. Aprobacién del Comité Etico y de Investigacion Clinica

Servicio Andaluz de Salud
CONSEJERIA DE SALUD

DON MIGUEL ANGEL CALLEJA I:IERNANDEZ, EN CALIDAD DE
SECRETARIO DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
DE LA PROVINCIA DE GRANADA,

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado favorablemente, en su reunién celebrada
el dia 28 de marzo de 2012, el proyecto de investigacién titulado: “Marcadores
genéticos relacionados con la cardiotoxicidad inducida por Trastuzumab
en cancer de mama y predictivos de la evolucién de la enfermedad”,
siendo la investigadora principal dofia Cristina Lucia Davila Fajardo, vy
considera que,

La capacidad de la Investigadora y los medios disponibles son
apropiados para llevar a cabo el proyecto.

Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

Se recomienda crear un fichero y solicitar a la Gerencia del Centro
la declaracion del fichero de investigacion de acuerdo con lo establecido en la
Ley de Proteccion de Datos, que hace referencia sélo a los datos personales

A ser posible, se hara un fichero anonimizado, en caso contrario, de hara
de forma codificada (sélo 1 6 2 personas como maximo dispondran de los
codigos), en cuyo caso, sera necesaria siempre su declaracion.

Lo que firmo en Granada, a 11 de junio de dos mil doce.

o ’: doe-!‘
ooos oy ‘Z'%Z(
Comité
(g, @ mosigacin”

ot

HOSPITAL UNIVERSITARIO “San Cecilio”™
Auda. Or. Qldriz, 16. 18012 - GRANADA
Tno.: 958 02 30 00
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