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Resumen

Objetivo: Este estudio tuvo como objetivo evaluar la expresion de los genes de la via
mTOR como un factor pronostico de sobrevida libre de recurrencia a distancia (SLRD)
en céncer de mama triple negativo (CMTN). Métodos: Se realiz6 un estudio
observacional, analitico, cohorte y retrospectivo. La poblacion de estudio estuvo
conformada por las pacientes de la base de datos publica GSE25066 del repositorio Gene

Expression Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) que cumplieron con los

criterios de elegibilidad. Se utilizo6 la prueba de regresion Cox para determinar los genes
cuya expresion esta asociada a la SLRD, y se construyd con ellos una firma génica
multiplicando el valor de expresion por el coeficiente de regresion. Resultados: Se
incluyeron 172 pacientes, 86 en cada grupo. Los genes PIK3CD y RHEB fueron
identificados como factores pronostico independientes de SLRD y se construyo la firma
mTOR [(0,461x PIK3CD) + (0,687xRHEB)]. Utilizando la mediana del puntaje mTOR
(0,0592) como punto de corte, se determind que existen diferencias significativas en la
SLRD (p=0,002); los pacientes con alto puntaje tienen un peor pronéstico (HR=2,453;
IC95%: 1,435-4,194) comparadas a aquellas con bajo puntaje. Ademas, la firma mTOR
es un factor prondstico independiente de la edad, grado histolégico y estadio clinico.

Conclusion: Los genes de la via mTOR son un factor pronéstico de SLRD en CMTN.

Palabras clave: Cancer de mama, Expresion Génica, Sobrevida, Pronostico.
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Abstract

Objective: This study aimed to evaluate the expression of mTOR pathway genes as a
prognostic factor for distant recurrence-free survival (DRFS) in triple-negative breast
cancer (TNBC). Methods: An observational, analytical, cohort, retrospective study was
conducted. The study population consisted of patients from the public database
GSE25066 of the Gene Expression Omnibus repository
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) who met the eligibility criteria. The Cox regression
test was used to determine the genes whose expression is associated with DRFS, and a
gene signature was constructed with them by multiplying the expression value by the
regression coefficient. Results: In total, 172 patients were included, 86 cases in each
group. PIK3CD and RHEB genes were determined to be independent prognostic factors
of DRFS, and the mTOR signature [(0.461x PIK3CD) + (0.687xRHEB)] was constructed.
Using the median mTOR score (0.0592) as the cut-off point, it was determined that there
are significant differences in SLRD (p=0.002); patients with high scores have a worse
prognosis (HR=2.453; 95% CI: 1.435-4.194) compared to those with low scores. In
addition, the mTOR signature is a prognostic factor independent of age, histological
grade, and clinical stage. Conclusion: mTOR pathway genes are a prognostic factor for

DRFS in TNBC.

Keywords: Breast cancer, Gene Expression, Survival, Prognosis.
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Introduccion
De acuerdo al consenso de St. Gallen 2013, el cancer de mama se clasifica de
acuerdo al perfil inmunohistoquimico en 4 subtipos; luminal A, luminal B, HER2
y triple negativo. El cancer de mama triple negativo (CMTN) es aquel que se
caracteriza por la falta de expresion de los receptores de estrogeno, progesterona
y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico (HER2) (1). Alrededor del
10 al 20% de los casos de cancer de mama corresponden a este subtipo (2). La
expresion génica de este grupo de tumores es bastante heterogénea; a menudo es
considerado como equivalente al subtipo molecular basal, pero en realidad pueden

incluir todos los subtipos moleculares (3,4).

El CMTN tiene un comportamiento agresivo y tiene un mal prondstico. Al igual
que en los otros tipos de canceres, el crecimiento, la invasion y la metastasis del
cancer estan regulados por, entre otros procesos, una serie de vias de sefializacion
intracelulares (5). Una de las vias mas estudiadas es la via PI3K/AKT/mTOR. La
hiperactivacion de esta via esta asociada a la resistencia a la quimioterapia y la

progresion de la enfermedad (6,7).

mTOR es una serina/treonina quinasa compuesta por dos complejos de proteinas,
el complejo 1 sensible a la rapamicina (TORC1) y el complejo 2 insensible a la
rapamicina (TORC2). TORC1 responde al nivel de aminoacidos, estrés oxidativo,
requerimientos energeticos y factores de crecimiento, ademas promueve el
crecimiento celular y progresion del ciclo celular. TORC2 responde a factores de
crecimiento y regula la supervivencia, el metabolismo celular, asi como el

citoesqueleto (8,9).

La activacion de la via mTOR puede darse debido a tres condiciones: mutaciones

en mTOR que ocasionan una activacion constante de la via, mutaciones en
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TORCL1 y/o TORC?2, y activaciones en genes reguladores upstream (10). Una vez
activados, TORC1 y TORC2 regularan a su vez otros componentes dowstream

tales como 4EBP1, S6K1, ATG1, S6RP, SGK1, entre otros (10,11).

En el CMTN, la expresion de algunos genes de la via mTOR ha sido analizada
mediante inmunohistoquimica, encontrando una mayor expresion de GLUTL,
GLUT3, p-mTOR y p-4EBP1, en comparacion de los subtipos no triple negativos
(12,13). Adicionalmente, aunque no se ha reportado un valor pronostico de p-
mTOR en el cancer de mama (14), en el grupo de CMTN aquellos que expresaron
p-mTOR tuvieron una peor sobrevida global y sobrevida libre de recurrencia,

comparado a aquellos que no expresaron p-mTOR (15,16).

Actualmente, existen firmas génicas para predecir la respuesta al tratamiento y la
supervivencia de las pacientes con cancer de mama; sin embargo, estan dirigidas
a pacientes con caracteristicas especificas. Oncotype DX® esta aprobada para
pacientes con cancer de mama en estadios tempranos, positivo para receptor
estrébgeno y negativo para HER2 (17-19), mientras que Mamaprint® esta
aprobada para pacientes con cancer de mama en estadios | o Il, con hasta tres
ganglios positivos y tamafio tumoral menor o igual a 5 cm, positivo para
receptores hormonales y negativo para HER2 (20,21). Por ello, es necesaria la
determinacion de biomarcadores que permitan mejorar el manejo de las pacientes

con CMTN.

El objetivo de este estudio fue evaluar la expresion de los genes de la via mTOR
como factor pronostico de sobrevida libre de recurrencia a distancia (SLRD) en

CMTN.



Planteamiento de la Investigacion:

2.1 Planteamiento del problema

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en el mundo. De acuerdo a
GLOBOCAN 2020, en el Peru se reportaron 6860 nuevos casos Yy se calcula
que la prevalencia a 5 afios es de 22 486 casos (22). Aproximadamente, el 10

al 20% de los casos corresponden al subtipo triple negativo (3).

A comparacion de los otros subtipos, el CMTN es mas agresivo y tiene
opciones de tratamiento limitadas (23,24). La tasa de sobrevida global a los 5
afios es de 40% a 60% (25,26), entre 8% a 16% menor comparado a los
pacientes con receptores hormonales positivos (27). Ademas, estos tumores
son altamente invasivos, y aproximadamente el 50% de las pacientes tienen

recurrencia a distancia (26).

Dado que la via mTOR regula actividades fundamentales que incluyen el ciclo
celular, la proliferacion, el crecimiento y la supervivencia, asi como la sintesis
de proteinas y el metabolismo de la glucosa, procesos importantes en el
desarrollo y progresion del cancer (8), se plante6 el siguiente problema de

investigacion:

¢Es la expresion de los genes de la via mTOR un factor pronostico de SLRD

en el CMTN?

2.2 Justificacion

Aunque en general el CMTN tiene un mal prondstico, el riesgo de muerte y
de progresion en aquellas pacientes tratadas con quimioterapia neoadyuvante
que permanecen sin progresion de la enfermedad tres afios después de la

cirugia, es similar a la de las pacientes no triple negativas (28). La



identificacion temprana de las pacientes de acuerdo a su grupo de riesgo,
podria ayudar a establecer mejores estrategias de tratamiento. No obstante, las
pruebas comerciales aprobadas para predecir la respuesta a la terapia y el
riesgo de recurrencia estan recomendadas para pacientes con tumores no triple
negativos (29). Por ello, es necesario identificar biomarcadores pronosticos y

desarrollar firmas génicas para las pacientes con CMTN.

Se ha observado que la activaciéon de la via mTOR en el CMTN es mas
frecuente que en los otros subtipos y que estd asociada a un peor pronostico
(13,15,30); sin embargo, los estudios evaltan principalmente mTOR y no
incluyen los genes involucrados en toda la via, por lo que no es posible
conocer los genes upstream o downstream asociados a estas diferencias. Esta

investigacion aportara informacion al respecto.

2.3 Objetivos
General:
Determinar si la expresion de los genes de la via mTOR es un factor

prondstico de SLRD en CMTN.

Especificos:

- Determinar los genes de la via mTOR asociados a SLRD en CMTN

- Establecer una firma génica con los genes de la via mTOR que son factores
prondsticos de SLRD en CMTN.

- Comparar la SLRD de acuerdo al puntaje de la firma génica.

- Evaluar si la firma génica es un factor prondstico de SLRD independiente

de la edad, grado histologico y estadio clinico en CMTN.



I1l.  Metodologia

3.1 Disefio de estudio

Observacional, analitico, cohorte, longitudinal y retrospectivo.

3.2 Poblacion, muestra y muestreo
Poblacion
Las pacientes fueron identificadas en la base de datos publica del portal
Gene Expression Omnibus del National Center for Biotechnology

Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

Se incluyeron todas las pacientes de la base GSE25066 que cumplieron los
criterios de elegibilidad. Las pacientes fueron reclutadas en un estudio
multicéntrico prospectivo desarrollado durante junio 2000 a marzo del
2010 en el MD Anderson Cancer Center, Lyndon B. Johnson Hospital,
ensayo clinico [1-SPY-1, US Oncology, Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas del Pert y Grupo Espafiol de Investigacion en

Céncer de Mama (GEICAM) (31).

Criterios de inclusion:

Para los expuestos:

Pacientes con CMTN, estadios clinicos 2 y 3.

- Pacientes tratadas con quimioterapia neoadyuvante.

- Pacientes cuyo perfil génico haya sido evaluado usando microarrays
Affymetrix.

- Pacientes con alto puntaje de expresion mTOR.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

Para los no expuestos:

- Pacientes con CMTN, estadios clinicos 2 y 3.

- Pacientes tratadas con quimioterapia neoadyuvante.

- Pacientes cuyo perfil génico haya sido evaluado usando microarrays
Affymetrix.

- Pacientes con bajo puntaje de expresion mTOR.

Criterios de exclusién:

- Se excluyeron pacientes cuyo perfil génico fue evaluado después de

recibir quimioterapia.

Muestra y muestreo

Aunque se incluyeron todas las pacientes que cumplieron los criterios de
elegibilidad del estudio, se calcul6 el tamafio de muestra para conocer el

nimero minimo de pacientes a incluir.

Utilizando la formula para el calculo de muestras para estudios de cohorte
y considerando que 45,35% Yy 24,42% de los pacientes con alta expresion
y baja expresion, respectivamente, presentaron recurrencia a distancia,
razén de expuestos/ no expuestos de uno, nivel de confianza del 95% vy

potencia del 80%, se estim6 que se debian incluir 81 pacientes en cada

grupo.



3.3 Operacionalizacion de variables

Variable de exposicion

Expresion de genes de la via mTOR: Medida mediante microarrays. Se
clasificod como alta (> mediana) o baja (< mediana) de acuerdo al mMTOR
score.

Variable de respuesta

Sobrevida libre de recurrencia a distancia: intervalo de tiempo en meses,
desde la biopsia diagndstica inicial hasta el diagnostico de metastasis a

distancia o muerte por cualquier causa.



Nombre de la Definicion Definicion Dimension Indicador Tipo de Variable Escala Unidades
variable Conceptual Operacional de de
medicion medida
Exposicion: Proceso mediante el cual 1§ Medida mediante la técnica de Cuantitativa
Expresion de  [informacién de los genes eg microarrays. continua Razon -
genes de la via [transformada a un producto génicd
mTOR funcional. mTOr
De acuerdo al puntaje de la firma score
génica, se clasificé como alta (> Alta Cualitativa Ordinal -
mediana) o baja (< mediana). Baja dicotomica
Respuesta: Periodo posterior a un tratamientd Intervalo de tiempo en meses, Estado Si Cualitativa Nominal -
Sobrevida exitoso durante el cual no hay desde la biopsia diagnostica No politémica
libre de signos ni sintomas de la enfermedad inicial hasta el diagnéstico de
recurrenciaa  |que se trato. metastasis a distancia o muerte Tiempo Razon Meses

distancia

por cualquier causa.

Cuantitativa

continua




Control:

Edad Tiempo que ha vivido un ser viv)l Edad al  momento  del Cuantitativa Razén Afios
contando desde su nacimiento. diagnostico continua
Ordinal
<50 Cualitativa
>50 Dicotémica
Grado Descripcion de un tumor basada en| Grado histolégico al Grado 2 Cualitativa Ordinal -
histol6gico qué tan anormales se ven las diagnostico Grado 3 politdmica
células cancerosas y el tejido bajo
un microscopio y qué tan rapido es
probable que las células cancerosas
crezcan y se propaguen.
Estadio clinico |La etapa del cancer que se basa en | Estado clinico al diagnostico de EC2 Cualitativa Ordinal -
las pruebas que se realizan antes de| acuerdo a la sétima edicion de EC3 dicotomica

la cirugia

la AJCC




3.4 Procedimientos y técnicas
Se descargo la base de datos GSE25066 del repositorio Gene Expression

Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) y se seleccionaron las

pacientes que cumplian con los criterios de elegibilidad.

Las sondas fueron reemplazadas por el nombre del gen correspondiente y
se seleccionaron los genes de la via mTOR de acuerdo a la Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes (https://www.gsea-

msigdb.org/gsea/msiqdb/cards/KEGG MTOR SIGNALING PATHWA

Y.html) (Anexo 1).

En los genes en que se utilizd6 mas de una sonda para su evaluacion, se
selecciond el valor maximo de expresion. Luego, los valores fueron
centrados a la mediana, restando el valor de expresion de cada gen menos

la mediana de expresion del mismo gen (32).

Todo el procesamiento de la data se realizd con el lenguaje de
programacion R version 4.1.0 mediante el programa RStudio version

1.4.17.17.

3.5 Plan de analisis de los datos
Para las variables cuantitativas se estimé la media y la desviacion estandar,
mientras que para las variables cualitativas se estimaron las frecuencias
absolutas y relativas. Las caracteristicas de las pacientes fueron
comparadas de acuerdo al nivel de expresion de los genes de laviamTOR

empleando las pruebas T de Student y chi cuadrado.

Se utilizo el andlisis de regresion de Cox univariado para determinar y

seleccionar los genes asociados a la SLRD (p<0,05). Luego, estos genes
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fueron incluidos en un analisis multivariado mediante regresion de Cox
con método stepwise para identificar los genes que son factores
prondsticos independiente y construir un modelo lineal (firma génica) que
nos permita calcular el puntaje de expresion. Este puntaje fue calculado
COMO Se muestra a continuacion:
mTOr score = (B1 X exp1) + (B2 X expz) + (B3 X exps)...+ (Bn X €XPn)
Donde:
B: coeficiente de regresion del gen n

expn: expresion del gen n

Las pacientes fueron divididas en grupos de alto o bajo puntaje de
expresion utilizando la mediana como punto de corte. Se utilizé el método
de Kaplan-Meier para determinar la SLRD y las curvas de sobrevida
utilizando el método de y las diferencias fueron evaluadas con la prueba

log-rank.

Para evaluar si la firma es un factor pronostico independiente de SLRD de
caracteristicas clinicas (edad, grado histoldgico y estadio clinico), se

utiliz6 el modelo de regresion de Cox multivariado.

Todos los analisis se realizaron con un nivel de confianza del 95%
empleando el lenguaje de programacién R version 4.1.0 mediante el

programa RStudio version 1.4.17.17.

3.6 Consideraciones éticas
Se respetaron los principios éticos de declaracion de Helsinki. Ademas, el

proyecto fue aprobado por el comité de investigacion de la escuela de
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Postgrado de la Universidad Privada Antenor Orrego (RD N° 0036-2022-
D-EPG-UPAO).

La informacion fue recopilada de una fuente de datos secundarios por lo
que no se utilizé consentimiento informado. Toda la informacion obtenida

estaba anonimizada.
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IV.  Resultados
4.1 Caracteristicas clinicas
Se incluyeron un total de 172 pacientes, 86 pacientes con alto y 86
pacientes con bajo puntaje de expresion de genes de la via mTOR. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se
compararon los grupos de acuerdo al estado de expresion mTOR respecto
a la edad, grado histologico, ni estadio clinico. Ademas, se pudo observar
que el grupo de con alto puntaje de expresion mTOR tuvo mas eventos de

SLRD (45,35% (N=39) vs 24,42% (N=21); p=0,004) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las pacientes con CMTN, de acuerdo al

nivel de expresion de genes de la via mTOR.

Nivel de expresion mTOR

Total (%) Bajo (%) Alto (%)
Caracteristicas 172 (100,0) 86 (50,00) 86 (50,00) p
Edad
Media 49,38 50,56 48,19
(Desviacion estandar) (x10,63) (x10,61) (x10,57) 0,144
<50 88 (51,16) 41 (47,67) 47 (54,65) 0,360
>50 84 (48,84) 45 (52,33) 39 (45,35)
Grado histoldgico
Grado 2 19 (12,10) 9 (11,54) 10 (12,66) 0,823
Grado 3 138 (87,90) 69 (88,46) 69 (87,34)
No reportado 15 8 7
Estadio clinico 0,647
I 85 (49,42) 41 (47,67) 44 (51,16)
i 87 (50,58) 45 (52,33) 42 (48,84)
Evento de SLRD 0,004*
No 112 (65,12) 65 (75,58) 47 (54,65)
Si 60 (34,88) 21 (24,42) 39 (45,35)

*estadisticamente significativo (p<0,05)
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4.2 Determinacion de los genes de la via mTOR asociados a SLRD
De los 51 genes evaluados (Anexo 2), se determindé que CAB39L,
PIK3CD, PIK3R1 y RHEB estuvieron asociados a la SLRD. El analisis
multivariado con meétodo stepwise, seleccion6 dos genes como factores
prondstico independientes: PIK3CD y RHEB, ambos asociados a un peor

pronostico (Hazard Ratio >1; Tabla 2).

Tabla 2. Genes de la via mTOR asociados a la SLRD en CMTN

Univariado Multivariado*
Genes HR IC95%  p-valor HR IC95%  p-valor
CAB39L 0,690 0,484-0,984 0,040
PIK3CD 1,428 1,070-1,906 0,015 1,585 1,166-2,154 0,003
PIK3R1 0,743 0,554-0,996 0,047
RHEB 1,726 1,096-2,718 0,019 1,987 1,246-3,168 0,004

*Método stepwise
HR: Hazard ratio
IC: Intervalo de confianza

4.3 Firma mTOR
Se construyé la firma mTOR multiplicando los coeficientes de regresion
por el valor de expresion de PIK3CD y RHEB. La mediana del puntaje fue
de 0,0592.

mTOTr score = (0,461 x PIK3CD) + (0,687 x RHEB)

4.4 SLRD de acuerdo al puntaje de la firma génica
La mediana de seguimiento de acuerdo al nivel de expresion de la firma
MTOR fue de 38,34 meses (Rango intercuartil: 25,75-53,52) y 33,35
meses (Rango intercuartil: 23,50-53,82) para las pacientes con bajo (<

0,0592) y alto nivel (> 0,0592), respectivamente.
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la SLRD de
acuerdo a la expresion de genes de la via mTOR (p=0,002) (Figura 1). En
el grupo de pacientes con bajo puntaje de expresion de mTOR, no se
alcanzé la mediana de SLRD y se estimo que la SLRD a los 3 afios fue de
72,47% (1C 95%: 62,86 - 83,56). En el grupo con alto puntaje, la mediana
de SLRD fue de 34,5 meses (IC 95%: 25,6 — No alcanzado) y la SLRD a

los 3 afios fue de 45,81% (IC 95%: 34,47 — 60,89).
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0.00 : ; . .
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Figura 1. SLRD de acuerdo al puntaje mTOR en CMTN.

4.5 Firma mTOR como factor prondstico independiente
La firma mTOR vy el estadio clinico fueron factores prondstico
independientes de SLRD. De acuerdo al modelo multivariado, las

pacientes con estadio clinico 3 (HR= 2,285; IC 95%: 1,346- 3,880) y un
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alto puntaje mTOR (HR=2,453; IC 95%: 1,435- 4,194) tuvieron un mayor

riesgo de recurrencia a distancia o muerte (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis univariado y multivariado de las caracteristicas clinicas de los

pacientes y la firma mTOR como factor prondstico de SLRD.

Univariado Multivariado
Caracteristicas N (eventos) HR IC95%  p-valor HR IC 95% p-valor

Edad

<50 88 (26) 1

>50 84 (34) 1,328 0,797-2,213 0,277
Grado histolégico

Grado 2 19 (8) 1

Grado 3 138 (44) 0,649 0,305-1,383 0,263

Estadio clinico

I 85 (22) 1 1

i 87 (38) 2,065 1,220-3,493 0,007 2,285 1,346-3,880 0,002
mTOR score

Bajo 86 (21) 1 1

Alto 86 (39) 2,232 1,3102-3,801 0,003 2,453 1,435-4,194 0,001

HR: Hazard ratio
IC: Intervalo de confianza
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Discusion

En la tltima década, el interés por la biologia molecular del CMTN ha crecido
y esto ha permitido la identificacion de distintos perfiles de mutacion y
expresion génica que podrian utilizarse como biomarcadores prondsticos y
predictivos. Sin embargo, hasta ahora no se ha aprobado ninguno de ellos para

uso en la préctica clinica (33).

La alta frecuencia de mutaciones de la via PI3K/AKT/mTOR en pacientes con
cancer de mama, ha motivado el estudio de los genes involucrados en esta via
como posibles targets terapéuticos y como biomarcadores (34,35). En el
CMTN, la activacion de la via mTOR es maés frecuente comparada a otros
subtipos y es usualmente asociada a un peor pronostico (13,15,30). En esta
investigacion se buscé determinar si la expresion de los genes de la viamTOR

es un factor pronéstico de SLRD en CMTN.

En el analisis multivariado de los genes de la via mTOR, se determin6 que la
expresion de PIK3CD fue un factor prondstico independiente asociado a una
peor SLRD. Este gen codifica la subunidad p1106 de la proteina PI3K, es
expresada principalmente por leucocitos y esta involucrado en la respuesta
inmune (36). Se ha reportado que tiene un rol critico en la proliferacion,
migracion y supervivencia celular, ademas de encontrarse frecuentemente

amplificado o sobre expresado en distintos tipos de canceres (36-38).

En el CMTN, la expresion de PKI3CD en fibroblastos (f-PIK3Cd) regula la
progresion del cancer. Se ha mostrado que f-PIK3Cd ejerce una funcion
protumorigenica a través de un mecanismo paracrino. A su vez, la inhibicion

de f-PIK3Cd promueve la secrecion de factores que conducen a la regulacion
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positiva de NR4AL en células de CMTN, donde actia como un supresor de
tumores. En ratones, la inhibicion de PIK3Cd redujo el crecimiento y la
metéstasis tumoral. Adicionalmente, se demostro que aquellas pacientes con
altos niveles de PKI3CD expresado por fibroblastos asociados al cancer
(CAF-PIK3C9), f-PIK3CS (proteina) y PIK3Co tumoral, tienen un peor
prondstico en sobrevida global (SG) y sobrevida libre de enfermedad (SLE).
Asimismo, la expresion tumoral de PIK3CD fue un factor pronéstico
independiente de edad, tamafio tumoral, grado, invasién linfovascular y estado
ganglionar, tanto para SG (HR= 2,014; IC 95%: 1,219- 3,33; p = 0,006) como

para SLE (HR=1,81; IC 95%: 1,065- 3,076; p = 0,028) (39).

Por otro lado, la expresion de RHEB también estuvo asociada a la SLRD.
Diversos estudios han mostrado que RHEB se encuentra sobre expresado en
diferentes tumores incluyendo mama, cabeza y cuello, préstata y piel, y que
ademads, una alta expresion se asocia con un peor prondstico (40-42). En
cancer de mama4, se ha observado una mayor expresion de RHEB en tumores
ductales invasivos que en ductales in situ, asi como una asociacion
significativa con la progresion de la enfermedad, siendo mayor la expresion
en tumores en estadio 3 y més frecuente en tumores ER y PR negativos (42).
Asimismo, la expresion esta asociada también al grado histoldgico de los
tumores (40). Al analizar la sobrevida, se pudo comprobar que los pacientes
en estadio 3 que tenian una alta expresion de RHEB, tuvieron peor sobrevida
libre de metéstasis en comparacion a los que tuvieron una baja expresion

(p=0,0332) (42).

Adicionalmente, en estudios en cultivos celulares se encontro que las
mutaciones activadoras de RHEB, promueven la transformacioén oncogénica
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de las células, en las que se observo fosforilacion constitutiva de la proteina
Quinasa ribosomal S6 (S6K) y la proteina 1 de unién al factor de iniciacion
de la traduccion eucariota 4E (EIF4EBP1), componentes aguas debajo de la
via mTOR (43). En el CMTN se han reportado dos mutaciones, T23K y
D60H, ambas clasificadas como patogénicas (44). Aunque no se han
explorado las implicancias de estas mutaciones, en cancer renal de células
claras se ha encontrado que la mutacion Y35N produce una mayor activacion
de MTOR vy de la via RAF/MEK/ERK, resultando en una transformacion en
células cancerosas (45,46). Es necesario realizar mas estudios que permitan
dilucidar los mecanismos por los cuales las mutaciones reportadas en CMTN

favorecen la progresion del cancer.

Dado que la expresion génica y el pronostico de las pacientes podria variar de
acuerdo a algunas caracteristicas clinicas (15,47), se incluyeron algunas
variables de control como edad, grado histolégico y estadio clinico. Se utilizé
un punto de corte de 50 afios ya que previamente se ha evaluado como factor
asociado a la expresion de genes de la via mTOR (47), factor pronéstico de
SLRD (48), y como factor asociado a la respuesta de la quimioterapia
neoadyuvante (49). Aunque, en algunas pacientes no se conocia el grado
histoldgico, el nimero de datos perdidos no es suficiente para influir en la
significancia estadistica y se pudo observar que, en la poblacion de estudio, el
nivel de expresion de los genes de la viamTOR estuvo solo asociado al evento

de SLRD.

Se demostré que la firma mTOR fue un factor prondstico independiente de
SLRD de las variables clinicas incluidas en el modelo, al igual que el estadio
clinico. Esta caracteristica ya ha sido reportada previamente como factor
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asociado a la sobrevida de las pacientes con pacientes con cancer de mama
tratadas con quimioterapia neoadyuvante (HR: 3,2; 1C95%: 1,6-17,0; p<0,01,
para EC 11l vs 11,) y con CMTN (p<0,001), con HR de 3,13 (IC95%: 1,56-
6,27), 9,65 (1C95%: 4,66-20,0), y 29,0 (IC95%: 9,65-86,9) para EC II, Il y
IV, respectivamente, vs EC I, y (50-52). En la poblacion estudiada, la edad y
el grado histoldgico no fueron factores pronosticos, similar a lo reportado por
otros estudios (52,53), pero esto podria deberse a caracteristicas propias de las
pacientes seleccionadas ya que existen estudios en los que si se encontro
asociacion con la edad (26). Por otro lado, aunque el grado histologico es un
factor pronostico en el cancer de mama, posiblemente, su rol en el CMTN sea
mas limitado dado que la mayoria de casos son de grado histologico alto, como

en el caso de nuestro grupo.

Este estudio tiene algunas limitaciones. Al trabajar con una base de datos
secundarios, las variables han sido definidas por otros investigadores y no es
posible considerar otras caracteristicas adicionales como variables de control.
Sin embargo, se pudo determinar que los genes de la via mTOR tienen utilidad

como biomarcadores pronéstico de SLRD en CMTN.

Teniendo en cuenta que la invasion local y la metastasis son la causa principal
de muerte en cancer, se deberia investigar posibles opciones terapéuticas

utilizando inhibidores de PIKC3D y RHEB.
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VI.

VII.

Conclusiones
Los genes de la via mTOR son un factor pronéstico de SLRD en CMTN; se
determiné que PIK3CD y RHEB son genes cuya expresion esta asociada a un

peor prondstico de SLRD.

Se establecio que utilizando la mediana del puntaje de la firma mTOR como
punto de corte es posible discriminar pacientes con diferente prondstico,
siendo aquellas con un alto puntaje las que tuvieron una peor SLRD. Ademas,
la firma génica fue un factor prondstico independiente de edad, grado

histologico y estadio clinico.

Recomendaciones

Se recomienda realizar la evaluacion y validacién del valor prondstico de la
firma mTOR en otras cohortes de pacientes con CMTN. Adicionalmente, es
necesario establecer un punto de corte aplicable a todas las pacientes que no
esté influenciado por el grupo al que esta pertenece, como en el caso de la
mediana de puntaje. Por otro lado, a fin de hacer la prueba econémicamente
mas accesible, podria utilizarse PCR en tiempo real para la evaluacion de la

expresion génica.

Se debe investigar el potencial terapéutico de PIK3CD y RHEB en el manejo

del CMTN.
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IX.

ANEXos

Anexo 01. Genes de la via mTOR y sondas Affymetrix (Human Genome U133A

Array) evaluados.

Genes
AKT1
AKT?2
AKT?2
AKT3
AKT3
AKT3
BRAF
CAB39
CAB39L
DDIT4
EIF4B
EIF4B
EIFAE
EIFAE
EIFAE
EIFAE2
EIFAE2
EIFAEBP1
HIF1A
IGF1

IGF1

IGF1

IGF1

INS
LAMTOR?
LAMTOR3
LAMTORS5
LAMTORS5
MAPK1
MAPK1

Sondas
207163 s at
203809_s at
211453 s at
212607 _at
212609 s at
219393 s at
206044 s at
217873 _at
221003 _s at
202887 _s at
211937 at
211938 at
201435 s at
201436 at
201437 s at
209393 s at
213571 s at
221539 at
200989 at
209540 at
209541 at
209542 x_at
211577 s at
206598 _at
218291 at
217971 at
202299 s at
202300 _at
208351 s at
212271 at

Genes
MAPK3
MLST8
MTOR
PDPK1
PDPK1
PGF
PGF
PIK3CA
PIK3CB
PIK3CB
PIK3CD
PIK3CD
PIK3CG
PIK3CG
PIK3R1
PIK3R1
PIK3R1
PIK3R2
PIK3R3
PIK3R3
PIK3R5
PRKAA1
PRKAA?2
RHEB
RHEB
RHEB
RPS6
RPS6
RPS6

Sondas
212046 x_at
220587 s at
202288 at
204524 at
32029 at
209652 _s at
215179 x_at
204369 _at
212688 _at
217620 s at
203879 _at
211230 s at
206369 s at
206370 _at
212239 at
212240 s at
212249 at
207105 _s at
202743 at
211580 s at
220566 _at
209799 at
207709 at
201452 at
201453 x_at
213404 s at
200081 _s at
201254 x_at
209134 s at

RPS6KAL 203379 at

Genes
RPS6KA2
RPS6KA2
RPS6KA3
RPS6KA6
RPS6KB1
RPS6KB1
RPS6KB2
STK11
STK11
STRADA
STRADA
TSC1
TSC2
TSC2
ULK1
ULK2
ULK2
ULK2
VEGFA
VEGFA
VEGFA
VEGFA
VEGFB
VEGFC
VEGFD

Sondas
204906 _at
212912 at
203843 at
220738 s at
204171 at
211578 s at
203777_s_at
204292 x_at
41657 at
221554 at
52169 at
209390 _at
215624 at
215735 s at
209333 _at
204062 s at
204063 s _at
215154 at
210512 s at
210513 s at
211527 x_at
212171 x_at
203683 _s_at
209946 _at
206742_at
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Anexo 02. Resultados del analisis de regresion de Cox univariado

Genes HR IC95% p-valor Genes HR IC95%  p-valor
AKT1 0,860 0,654-1,131 0,280 PIK3CG 1,133 0,873-1,471 0,347
AKT2 1,007 0,768-1,319 0,960 PIK3R1 0,743 0,554-0,996 0,047*
AKT3 1,300 0,996-1,697 0,054 PIK3R2 1,138 0,718-1,803 0,581
BRAF 1,294 0,821-2,040 0,268 PIK3R3 0,969 0,696-1,349 0,853
CAB39 1,179 0,685-2,029 0,553 PIK3R5 0,994 0,591-1,673 0,983
CAB39L 0,690 0,484-0,984 0,040* PRKAAl 1,045 0,877-1,246 0,622
DDIT4 1,196 0,940-1,522 0,146 PRKAA2 0,858 0,658-1,119 0,260
EIF4B 0,796 0,509-1,245 0,317 RHEB 1,726 1,096-2,718 0,019*
EIF4AE 1,188 0,806-1,752 0,385 RPS6 1,332 0,884-2,007 0,170
EIFAE2 1,490 0,876-2,536 0,141 RPS6KA1 1,319 0,873-1,993 0,188
EIFAEBP1 1,190 0,939-1,507 0,150 RPS6KA2 1,075 0,703-1,642 0,740
HIF1A 1,181 0,796-1,752 0,409 RPS6KA3 1,506 0,935-2,427 0,092
IGF1 0,826 0,629-1,084 0,168 RPS6KA6 0,791 0,537-1,165 0,236
INS 1,287 0,756-2,191 0,352 RPS6KB1 0,701 0,471-1,045 0,081
LAMTOR2 0,916 0,621-1,350 0,656 RPS6KB2 1,145 0,757-1,733 0,521
LAMTOR3 0,788 0,468-1,329 0,372 STK11 1,079 0,664-1,752 0,760
LAMTORS5 1,236 0,614-2,488 0,552 STRADA 1,294 0,736-2,275 0,371
MAPK1 1,202 0,762-1,895 0,429  TSC1 1,093 0,647-1,844 0,740
MAPK3 0,950 0,761-1,184 0,646  TSC2 0,976 0,709-1,345 0,884
MLSTS8 0,863 0,672-1,107 0,246 ULK1 0,852 0,682-1,064 0,158
MTOR 1,454 0,950-2,225 0,085 ULK2 1,382 0,825-2,316 0,219
PDPK1 0,964 0,539-1,724 0,901 VEGFA 1,177 0,944-1,467 0,147
PGF 1,316 0,942-1,839 0,108 VEGFB 0,824 0,590-1,153 0,259
PIK3CA 0,971 0,655-1,439 0,882 VEGFC 1,089 0,790-1,502 0,601
PIK3CB 1,213 0,771-1,909 0,404 VEGFD 0,854 0,709-1,028 0,095
PIK3CD 1,428 1,070-1,906 0,015*

*p<0,05

HR: Hazard ratio
IC: Intervalo de confianza
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Anexo 03. Evaluacién del supuesto de proporcionalidad de riesgos de los
genes significativos en el analisis de Cox univariado.

Schoenfeld Individual Test p: 0.9451
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Beta(t) for PIK3CD

Beta(t) for RHEB
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Anexo 4. Evaluacion del supuesto de proporcionalidad de riesgos de los genes

significativos en el analisis de Cox multivariado.

Global Schoenfeld Test p: 0.4575

Schoenfeld Individual Test p: 0.346

5.2 8.6 9.7 14 17 24 28 34
Time
Schoenfeld Individual Test p: 0.3208
5.2 8.6 9.7 14 17 24 28 34
Time

29



Beta(t) for EC

Beta(t) for Grupo

Anexo 5. Evaluacion del supuesto de proporcionalidad de riesgos de acuerdo

al estadio clinico y puntaje mTOR

Global Schoenfeld Test p: 0.3141

Schoenfeld Individual Test p: 0.2702
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