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1. ANTECEDENTES

La enfermedad metastasica es el Ultimo estadio, normalmente fatal, en el
desarrollo del cancer. Es un proceso complejo en el que se propagan las células
de un tumor primario focalizado a drganos distales, alterando la angiogénesis y
presentando un crecimiento descontrolado en estos tejidos distales. El proceso
metastasico se inicia cuando una o mas células diseminan a través del sistema
sanguineo y linfatico, escapando asi del tumor primario. Tras penetrar en el
torrente linfatico y sanguineo paralelamente, las células tumorales circulan, se
produce éstasis dentro del vaso, extravasacion, invasion del nuevo tejido y
finalmente las células cancerigenas proliferan en el sitio de la metastasis. [1, 2].

El cdncer de mama, aunque pueda producir metastasis dseas, pulmonares, en
el higado y en el sistema nervioso central, es el tumor mas propenso a
metastasis a la piel en mujeres [3, 4, 5, 6]. Estas metastasis cutaneas son el
resultado de la embolizacion linfatica, diseminacion hematdgena o contigua [7]
y estan presentes en torno al 24% de los pacientes con cancer de mama
metastasico [3, 4, 5, 6]. Ademas, debido a la alta incidencia de carcinoma de
mama, estas manifestaciones cutaneas son las metastasis mas comunes entre
las mujeres vistas por los dermatodlogos, concretamente el 69% de estas
metastasis proceden de un cancer de mama [6].

Las metastasis mamarias cutaneas tienden a desarrollarse en la pared toracica,
aunque también pueden desarrollarse en abdomen, extremidades, cabeza o
cuello [4, 5, 6]. La localizacidon de estas metastasis no es completamente al azar
sino que se produce con mayor frecuencia en las proximidades del tumor
primario, hecho que puede ocurrir por extension directa del tumor subyacente o
por diseminacion linfatica [4, 8].

Ademas de poder desarrollarse en diferentes localizaciones, las metastasis
cutdneas mamarias pueden manifestarse en una gran variedad de formas. Los
nddulos son la presentacidn mas comun (80%), pero hay otros patrones [3, 6].



El resto de presentaciones cutaneas incluyen al carcinoma telangiectasico con
una incidencia de 8-11%, carcinoma erectiloide con una incidencia del 3-6.3%,
carcinoma en cuirasse con una incidencia del 3-4% y alopecia neoplasica con
una incidencia del 2-12% [3, 6, 9].

Tanto el tipo de manifestacion de las metastasis cutaneas, como el tipo de
metastasis que se producen, varian segiin cada subtipo molecular de cancer de
mama, ya que cada uno es diferente en cuanto a su capacidad para hacer
metastasis a érganos distantes. Kong et al., incluyeron en su estudio 125
mujeres con metastasis en piel y/o tejido blando de cancer de mama y
observaron que el tipo histopatoldgico principal era el carcinoma ductal invasivo
(95.2%) seguido del tipo lobular (2.4%) y otros (2.4%). Compararon las
caracteristicas clinicas y los patrones de infiltracion cutanea y/o de tejidos
blandos de tres subtipos de cancer de mama y entre estos pacientes, el
hormonal fue el subtipo mas frecuente, sequido de HER2 enriquecido y luego el
triple negativo (TN) (42.4, 34.4 y 23.2%), respectivamente. El subtipo TN
ademas sobreexpresaba EGFR. Y también observaron que mas de la mitad de
los pacientes tenian mas de una metastasis visceral en el momento del
diagndstico de metastasis cutaneas; pulmén en 45 pacientes (36.0%), hueso
en 52 pacientes (41.6%), cerebro en 2 pacientes (1.6%) e higado en 17
pacientes (13.6%) [10].

Sin embargo, las metastasis cutaneas de cancer de mama, sin importar el
subtipo, suelen producirse en el contexto avanzado de la enfermedad, en las
Ultimas etapas del curso del cancer. Brownstein et al., analizaron 724 casos de
canceres metastasicos con metastasis cutaneas y observaron que tan solo en el
3% de los casos de cancer de mama metastasico, la metastasis en la piel fue el
signo de presentacion de la enfermedad [11] y el objetivo del tratamiento no es
curativo [12]. Todo esto confiere un pobre prondstico, con una media de
supervivencia de 3 a 6 meses, con escasas diferencias respecto a si las lesiones
son Unicas o multiples, siendo la mortalidad superior al 70% en el primer afio
tras el diagndstico [13]. Encontrar marcadores moleculares en el tumor
primario que predigan las metastasis cutaneas seria de gran ayuda en la clinica
para poder predecir qué pacientes van a sufrir esta enfermedad y cuales no.

En resumen, el descubrimiento de nuevos marcadores moleculares para la
prediccion de la metastasis cutanea en cancer de mama y el conocimiento de
los procesos bioldgicos que llevan al desarrollo de esta metastasis, serian de
gran ayuda en la clinica diaria. Se podria predecir a tiempo los pacientes que
van a desarrollar una metastasis cutanea, y con el conocimiento de las
cascadas de sefalizacion, se podrian valorar tratamientos para inhibir e impedir
gue el tumor primario de mama invada el tejido cutaneo.

2. EL DESAFIO



El objetivo de este trabajo es encontrar marcadores predictivos e identificar las
cascadas de sefializacion que median en el desarrollo de la metastasis cutanea
en el cancer de mama. La hipotesis principal de este estudio es la existencia de
alteraciones moleculares especificas en el tumor primario (mutaciones,
reordenamientos cromosomicos, etc.) que permiten o condicionan las
metastasis cutaneas en ciertos pacientes de cancer de mama. Por lo tanto,
creemos que la identificacion de estas alteraciones podria ayudar a desarrollar
estrategias de prevencion y tratamiento de la metastasis cutanea asociada al
cancer de mama en momentos mas precoces. Si identificamos los factores de
riesgo y las rutas de sefializacién que median en la metastasis cutanea,
podremos detectar a los pacientes con mayor riesgo de desarrollar esta
enfermedad y administrarles un tratamiento adyuvante especifico, realizarles un
seguimiento estricto y aplicar métodos de profilaxis primaria y/o estrategias de
tratamiento especificas.

De este modo, la finalidad ultima de este proyecto es reducir la incidencia de
esta enfermedad incapacitante, asi como la morbilidad y mortalidad asociadas a
la metastasis cutanea en el cancer de mama.

Este es un trabajo pionero, ya que los mecanismos moleculares que llevan al
desarrollo de metastasis cutanea en el cancer de mama son actualmente
desconocidos.

3. OBJETIVOS Y VARIABLES DEL SUBESTUDIO
3.1. Objetivo principal

El objetivo principal de este estudio es identificar las alteraciones moleculares
del cancer de mama que favorecen el desarrollo de metastasis cutaneas, con el
fin Ultimo de lograr identificar rapidamente a aquellos pacientes que presentan
un mayor riesgo de desarrollar estas metastasis. Esto permitira desarrollar
estrategias terapéuticas basadas en las caracteristicas moleculares de los
tumores de mama, con el fin de prevenir y tratar la metastasis cutanea
asociada a estos tumores.

3.2. Objetivos secundarios

Identificacidon de alteraciones génicas (mutaciones, CNV, reordenamientos, etc.)
en cancer de mama primario que se relacionen con el desarrollo de metastasis
cutdnea en una serie retrospectiva de pacientes.

Validacidn del conjunto de alteraciones génicas identificadas en el objetivo 1 en
una serie independiente retrospectiva de pacientes con cancer de mama.
Validacidn del conjunto de alteraciones génicas identificadas en el objetivo 1 en
una serie prospectiva de pacientes.



4. MATERIAL Y METODOS

Identificacidon de alteraciones génicas (mutaciones, CNV, reordenamientos, etc.)
en cancer de mama primario que se relacionen con el desarrollo de metastasis
cutanea.

— En primer lugar, se identificara a los pacientes con metastasis cutanea a
través de la base de datos y se recogeran muestras de tejido tumoral primario
(de la mama).

— Como grupo control se utilizaran 3 poblaciones:

a) Pacientes con cancer de mama y enfermedad metastasica pero sin
metastasis cutanea.

b) Pacientes con cancer de mama y enfermedad metastasica de varios tipos,
incluyendo metastasis cutanea.

¢) Pacientes con cancer de mama pero sin enfermedad metastasica (con el
mismo tiempo de seguimiento desde el diagndstico de cancer).

— Se tomaran muestras del tumor primario pertinentemente relacionadas de
estos tres grupos de control.

— Se utilizaran los siguientes factores para parear los casos y los controles:
edad de la paciente, expresion de receptores hormonales, expresion del
receptor HER2 y localizaciones de metastasis ademas de metastasis cutanea.

— Se recogeran los datos demograficos y clinico-patoldgicos de las pacientes a
partir de base de datos de la institucion.

— Se examinaran las secciones de los tumores con tincion de hematoxilina-
eosina para identificar las regiones que contienen células tumorales. Se
extraera el ADN del tejido tumoral fijado en formalina y embebido en parafina
(FPET) con el Kit QTAamp ADN FFPE Tissue.

— Se hara un estudio cuantitativo y cualitativo de las muestras de ADN. Esto se
hara mediante el Qubit y la TapeStation (Agilent 2200 TapeStation)
respectivamente.

— Construccidn de librerias y secuenciacion masiva de exoma completo. La
preparacion de librerias para la posterior secuenciacién consiste en la creacion
de una coleccién de fragmentos de ADN de interés. En este proyecto estos
fragmentos incluiran todas las regiones codificantes del genoma.

— Analisis Bioinformatico. Haremos un analisis Pipeline desarrollado por el
equipo, el cual consta de diferentes etapas. La primera es un control de calidad.
Posteriormente, es necesario un alineamiento de las secuencias con un genoma



de referencia. Una vez terminada la alineacion, el siguiente paso sera la
llamada de variante, la haremos a través de Varscan2 obteniendo un archivo
VCF. Por otro lado, usaremos el archivo BAM para visualizar datos de alineacion
y variantes usando la herramienta de visualizacion interactiva IGV. Ademas, de
esta forma analizaremos la cobertura. Una vez obtengamos el archivo VCF,
utilizaremos la version del genoma publico hg38 frente a Ensembl version 88
para incluir informacion relevante y hacer una anotacién funcional de las
variantes gendmicas que detectemos mediante el uso de diferentes bases de
datos publicas, como COSMIC, 1000 Genomes, Ensemble, NCBI o CIBERER
Spanish Variant Server. Finalmente haremos un filtrado siguiendo estos
criterios: Consecuencia, variante de frecuencia y frecuencia alelo menor global
(GMAF). También haremos paralelamente un analisis de la variacion del niUmero
de copias usando el programa Contra, el resultado de este programa es un dato
global de cobertura por cromosoma en el cual son nuestros genes de interés.

— Se calculara la correlacion existente entre las mutaciones génicas vy el
desarrollo de metastasis cutanea. Los genes con mayor coeficiente de
correlacién (coeficiente de Spearman) son los que tienen mayor probabilidad de
ser indicadores prondsticos, esto sugerira el desarrollo o0 no de metastasis
cutanea.

Validacidn del conjunto de alteraciones génicas identificadas en el objetivo 1 en
una serie independiente retrospectiva de pacientes con cancer de mama.

— Tras identificar las mutaciones génicas asociadas a la metastasis cutanea en
el conjunto de datos de entrenamiento, se realizara un estudio de validacion en
el que se emplearan otras muestras de tumores primarios de pacientes con y
sin metastasis cutanea.

— Se confirmara la asociacion entre genes mutados con el conjunto de datos de
entrenamiento, y se dividiran los genes mutados en supresores tumorales y
oncogenes.

Validacidn del conjunto de alteraciones génicas identificadas en el objetivo 1 en
una serie prospectiva de pacientes.

— Se realizara una validacion prospectiva de los genes candidatos con una

cohorte mayor de pacientes, a los que se hara un seguimiento para comprobar
si desarrollan metastasis cutanea.
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