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RESUMEN



INTRODUCCION

El cancer gastrico es el 5° tipo mas frecuente de cancer y la 3° causa de muerte por cancer
en ambos sexos a nivel mundial, con casi un millén de nuevos casos diagnosticados cada
afio y una supervivencia global inferior al 30% a los 5 afios. Este pronostico infausto se
debe a que un elevado porcentaje de pacientes son diagnosticados en estadios avanzados
de la enfermedad, y a un aumento relativo de los adenocarcinomas localizados en la unién
gastroesofagica, de mas dificil manejo quirargico. En paises occidentales, en un 50% de
los pacientes la enfermedad debuta en un estadio metastasico, y del 50% restante solo la
mitad de los pacientes alcanzan una reseccion quirdrgica potencialmente curativa. En el
caso de los estadios avanzados la supervivencia global es inferior al 5% a los 5 afios, con
medianas de supervivencia que contintan siendo inferiores al afio a pesar de las mejoras
introducidas en el tratamiento con esquemas de poliquimioterapia. La Unica excepcién a
esta falta de mejora en términos de supervivencia global la constituyen los tumores con
sobreexpresion y/o amplificacion del oncogén HER2 tratados con Trastuzumab. En estos
casos, la adicion al tratamiento quimioterdpico de Trastuzumab, un anticuerpo
monoclonal especificamente dirigido frente al receptor de membrana celular codificado
por este oncogen, ha logrado aumentar la supervivencia hasta lograr medianas de 13-16
meses. Sin embargo, la supervivencia de estos pacientes aun continda siendo pobre y
existen multiples preguntas todavia sin contestar, tales como cuales son los mecanismos
de resistencia a la terapia dirigida frente a HER2 y qué hacer en el momento de la
progresion a una primera linea de quimioterapia en combinacion con Trastuzumab en los
pacientes HER2 positivos, los cuales representan entre el 7 y el 34% de los canceres

gastricos segun la localizacion y la histologia.

Actualmente, la combinacidn de las plataformas de secuenciacion masiva con técnicas de
inmunohistoquimica e hibridacion in situ, permite un estudio amplio de diferentes
alteraciones moleculares como potenciales dianas terapéuticas o de factores predictivos
de sensibilidad o resistencia a los tratamientos disponibles. En los ultimos afios se han
comunicado multitud de estudios dirigidos a la determinacion de alteraciones genéticas
que permitan seleccionar un tratamiento especifico en pacientes con adenocarcinoma
gastrico. Sin embargo, existen pocos datos sobre la simultaneidad de estas alteraciones y
las posibles interrelaciones entre las diferentes vias oncogénicas en tumores HER2

positivos, que puedan condicionar la respuesta a la terapia dirigida frente a HER2.



HIPOTESIS

El conocimiento de las alteraciones moleculares concurrentes con la sobreexpresion y/o
amplificacion de HER2 en pacientes con adenocarcinoma gastrico o de la union
gastroesofagica en estadio avanzado tratados con Trastuzumab, puede ayudar a establecer
nuevos factores predictivos y/o pronosticos, asi como facilitar el hallazgo de terapias
personalizadas para estos pacientes. En concreto en el caso de los tumores HER2
positivos, el estudio de la activacion simultanea de otras vias mediadas por receptores con
actividad tirosina quinasa y de la ruta PI3K/Akt/mTOR puede ser esencial para la

seleccidn de los pacientes idoneos para terapias dirigidas frente a HER2.

OBJETIVOS

1. Caracterizar molecularmente los adenocarcinomas gastricos con sobreexpresion
y/o amplificacion de HER2.

2. Determinar las posibles relaciones entre las alteraciones moleculares halladas y
las diferentes caracteristicas clinicas y patoldgicas de los pacientes con cancer
géstrico HER2 positivo.

3. Determinar el papel pronodstico en términos de supervivencia global y
supervivencia libre de progresion de las alteraciones moleculares encontradas en
esta poblacion.

4. Determinar el valor predictivo de la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR en los
adenocarcinomas gastricos HER?2 positivos tratados con Trastuzumab.

5. Determinar el valor predictivo de la amplificacién de los genes codificantes de
receptores de membrana con actividad tirosina quinasa en los adenocarcinomas
gastricos HER2 positivos tratados con Trastuzumab.

6. Identificar subgrupos de pacientes con adenocarcinoma gastrico con
sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 subsidiarios de un tratamiento
personalizado mediante farmacos dirigidos a dianas moleculares en base a su

perfil gendmico, en combinacion o secuencialmente con Trastuzumab.



MATERIAL Y METODOS

De un total de 90 muestras de adenocarcinoma gastrico HER2 positivo por criterios
locales se seleccionaron 42 muestras de pacientes con adenocarcinoma gastrico HER2
positivo por criterios centrales (IHQ 3+ o IHQ 2+ y amplificacion por hibridacion in situ)
en estadio metastasico diagnosticados y tratados entre los afios 2007 y 2012 en 10 centros
hospitalarios espafioles, que hubieran recibido tratamiento de 12 linea con quimioterapia
basada en Trastuzumab. Se realiz6 secuenciacion gendmica masiva de dichas muestras
mediante la plataforma lon Torrent Personal Genome Machine, basada en un panel de 50
genes. Como estudios complementarios se realizé analisis inmunohistoquimico de la
expresion proteica de PTEN y MET. Asimismo se recogieron los datos de diversas
variables clinicas y anatomopatoldgicas, incluyendo supervivencia global, supervivencia
libre de progresion y respuesta al tratamiento. Se realizo el analisis estadistico mediante
la plataforma Stata/IC 13.1.

RESULTADOS

En el anélisis de secuenciacion masiva, el 88.1% de los pacientes presentan al menos una
alteracion gendmica. EI nimero medio de alteraciones gendémicas por paciente, sin
considerar HER2, es de 3.62. El 85.7% de los pacientes presenta alguna mutacion en al
menos uno de los 50 genes analizados, con una media de 1.24 por muestra. El gen mutado
con mas frecuencia es TP53 (73.8%), seguido de PIK3CA (11.9%). El 85.7% de las
muestras tumorales analizadas presenta al menos un cambio en el nimero de copias de
los genes analizados, con una media de 2.38. El gen amplificado con mas frecuencia es
FGFR (31%), seguido de PIK3CA (23.8%) y EGFR (21.4%). El 52.38% de nuestros
pacientes presentan activacion de la via PI3BK/Akt/mTOR definida como pérdida de
expresion de PTEN y/o amplificacion de PIK3CA y/o mutacion de PI3KCA. El 38.1% de
los pacientes presentan amplificacion de genes codificantes de RTK (EGFR, FGFR y/o
MET). No se evidencia relacién entre las diferentes caracteristicas clinicas y patologicas

con las caracteristicas moleculares.

La mediana de supervivencia global estimada para los pacientes con cancer gastrico
avanzado HER2 positivo tratada con Trastuzumab es de 15.69 meses (IC95% 13.0-21.5

meses). El andlisis de regresion de Cox univariante muestra diferencias estadisticamente
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significativas en supervivencia global segun el ECOG, la localizacion del tumor primario,
la presencia de metastasis hepaticas y el estado de activacion de la via PI3K/Akt/mTOR.
No se evidencian diferencias estadisticamente significativas para el resto de
caracteristicas clinicas y patologicas ni para la amplificacion de genes codificantes de
receptores con actividad tirosina quinasa. El analisis de la supervivencia global segun la
activacion de la via PISBK/Akt/mTOR, estratificado por el estado de amplificacion de
genes codificantes de receptores tirosina quinasa, refleja diferencias estadisticamente
significativas solamente en el subgrupo sin amplificacién de genes codificantes de
receptores tirosina quinasa. EI modelo multivariante de la supervivencia global indica que
los sujetos que presentan activacion de la via de PISBK/Akt/mTOR tienen un riesgo de

muerte 3.28 veces mayor que aquellos sin activacion de la via.

La mediana de supervivencia libre de progresion estimada para la primera linea de
tratamiento es de 10.35 meses (1C95% 7.75-12.75 meses). El andlisis de regresion de Cox
univariante evidencia diferencias estadisticamente significativas en supervivencia libre
de progresion segun el ECOG, el tipo histologico de Laurén, la presencia de metastasis
hepéticas y el estado de activacion de la via PI3K/Akt/mTOR. Las diferencias no son
significativas para el resto de variables clinicas, patologicas o0 moleculares analizadas. El
modelo multivariante determina que los pacientes con activacion de PI3K/Akt/mTOR
presentan un riesgo de progresion 2.04 veces mayor que aquellos sin activacion, de forma
estadisticamente significativa. El analisis de la supervivencia libre de progresion segun la
activacion de la via PISBK/Akt/mTOR, estratificado por el estado de amplificacion de
genes codificantes de receptores tirosina quinasa, refleja diferencias solamente en el
subgrupo sin amplificacion de genes codificantes de receptores tirosina quinasa, en el

limite de la significacion estadistica.

El 90.5% de los pacientes presentaron algun grado de beneficio clinico con el tratamiento
con Trastuzumab, con un 66.7% de respuestas objetivas. El anélisis de la relacion entre
las diferentes caracteristicas clinicas, patoldgicas y moleculares, y la respuesta a
Trastuzumab no muestra diferencias estadisticamente significativas, excepto en el caso
del ECOG.
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CONCLUSIONES

1. Seharealizado una caracterizacion molecular del adenocarcinoma géastrico HER2
positivo, demostrando la frecuente coexistencia de mdultiples alteraciones
genomicas concurrentes con la sobreexpresion y/o amplificacion del oncogén
HER2.

2. La alteracion gendmica mas frecuentemente detectada es la mutacién en TP53,
encontrandose activacion de la via PI3BK/Akt/mTOR en un 52% de los casos y
coamplificacion de genes que codifican otros receptores con actividad tirosina
quinasa (EGFR, FGFR, MET) en un 38%.

3. La activacion de la via PIBK/Akt/mTOR se demuestra como un biomarcador
pronostico y predictivo negativo en términos de supervivencia global y libre de
progresién en adenocarcinoma gastrico con sobreexpresion y/o amplificacion de
HER?2 tratados con Trastuzumab.

4. Laamplificacién de genes codificantes de receptores de membrana con actividad
tirosina quinasa (EGFR, FGFR, MET) no posee valor pronostico ni predictivo de
beneficio en términos de supervivencia global o libre de progresion en
adenocarcinoma gastrico con sobreexpresion y/o amplificacién del oncogén
HER?2 tratados con Trastuzumab.

5. La interaccion entre la via de PI3K/Akt/mTOR vy la activacién por amplificacion
de genes codificantes de receptores tirosina quinasa parece demostrarse como un
posible mecanismo de resistencia a Trastuzumab, mereciendo ser explorada en
estudios futuros.

6. El 69% de los pacientes diagnosticados de adenocarcinoma gastrico con
sobreexpresion y/o amplificacion del oncogén HER2 pueden ser subclasificados
de acuerdo a otras alteraciones moleculares concomitantes, siendo subsidiarios de
diferentes terapias personalizadas en combinacion o tras la administraciéon de

Trastuzumab.

Por todo lo anterior consideramos demostrado que el conocimiento de las alteraciones
moleculares concurrentes con la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2, en pacientes
con adenocarcinoma gastrico avanzado tratados con Trastuzumab, permite identificar
factores predictivos y pronosticos asi como facilitar el hallazgo de terapias personalizadas

para estos pacientes.
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SUMMARY
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INTRODUCTION

Gastric cancer is the fifth most common type of cancer and the third most frequent cause
of cancer-related death in men and women worldwide, with almost a million of new cases
diagnosed every year and a 5-year overall survival rate <30%. The poor prognosis of
gastric cancer is due to the high percentage of patients diagnosed in advanced stage of the
disease, and the relative increased incidence of gastroesophageal junction
adenocarcinoma, whose surgical management is more difficult. In Western countries, the
disease appears in a metastatic stage in 50% of patients, and only a half of the remaining
50% of patients achieve a potentially curative surgical resection. In advanced stages, 5-
years overall survival rate remain <5%, with a median survival lower than one year,
despite treatment improvements with multidrug therapy schedules. The only exception to
this lack of improvement in terms of overall survival consists of tumors with
overexpression and/or amplification of HER2 treated with Trastuzumab. In these cases,
the addition of Trastuzumab to chemotherapy, a monoclonal antibody specifically raised
against the cell membrane receptor encoded by this oncogene, has managed to increase
survival, raising median of up to 13 to 16 months. However, the survival of these patients
remains poor and there are many unanswered questions, such as the mechanisms of
resistance to HER2-targeted therapy, or which should be the treatment after progression
to fist-line therapy based on Trastuzumab in HER2-positive gastric cancer patients.
Depending on histology and location, HER2-positive gastric cancer represents between 7
and 34% of gastric cancer patients.

Nowadays, the combination of next-generation sequencing technology,
immunochemistry and in situ hybridization studies, allows a comprehensive study of
different molecular alterations as potential therapeutic targets or predictors of sensitivity
or resistance to available treatments. Last years, many studies have been published aimed
at identifying genetic alterations that allow you to select specific treatment in patients
with gastric adenocarcinoma. However, there are few data on the simultaneity of these
changes and the possible interrelationships between different oncogenic pathways, which
may affect the response to targeted therapy against HER2, in HER2-positive tumors.
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HYPOTHESIS

Knowledge of molecular alterations concurrent with overexpression and/or amplification
of HER2 in patients with advanced gastric adenocarcinoma treated with Trastuzumab,
can help to establish new predictive and/or prognostic factors and to facilitate the finding
of personalized therapies for these patients. Specifically in the case of HER2-positive
tumors, the study of simultaneous intracellular signaling pathways, such as mediated by
other tyrosine kinase receptors and the PI3K/Akt/mTOR cascade, may be essential for

the selection of suitable patients for targeted therapies against HER2.

OBJECTIVES

1. To molecularly characterize gastric adenocarcinoma with overexpression and/or
amplification of HER2.

2. To determine the relationship between molecular alterations and clinical and
pathological features in patients with HER2-positive gastric cancer.

3. To determine the prognostic role in terms of overall survival and progression-free
survival of molecular alterations found in this population.

4. To determine the predictive value of PISK/Akt/mTOR pathway activation in
patients with HER2-positive gastric adenocarcinoma treated with Trastuzumab.

5. To determine the predictive value of tyrosine kinase receptors’ genes
amplification in patients with HER2-positive gastric adenocarcinoma treated with
Trastuzumab.

6. To identify subgroups of patients with HER2-overexpressed and/or HER2-
amplified gastric cancer for a personalized treatment with targeted therapy based

on their genomic profile, in combination or sequentially to Trastuzumab.

MATERIALS AND METHODS

Among 90 patients with HER2-positive gastric adenocarcinoma by local criteria,
diagnosed and treated between 2007 and 2012 from 10 Spanish hospitals, 42 patient
samples with the following inclusion criteria were selected: HER2-positive gastric
adenocarcinoma confirmed by central criteria (IHQ 3+ or IHQ 2+ and in situ
hybridization amplification), metastatic stage and first-line Trastuzumab-based

chemotherapy. Massive genomic sequencing of these samples was performed by lon
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Torrent Personal Genome Machine platform, based on a panel of 50 genes. As additional
studies, PTEN and MET immunohistochemistry expression were assed. Data from
different clinical and pathological variables, including overall survival, progression-free
survival and response to treatment, were also collected. Statistical analysis was performed
using Stata / IC 13.1 platform.

RESULTS

88.1% of patients have at least one genomic alteration by massive sequencing analysis.
The average number of genomic alterations per patient, regardless HER2, is 3.62. 85.7%
of patients have a mutation in at least one of the 50 genes analyzed, with an average of
1.24 per sample.

The gene most frequently mutated is TP53 (73.8%), followed by PIK3CA (11.9%). 85.7%
of tumor samples have at least a number copy variation on the analyzed genes, with an
average of 2.38. The most frequent amplified gene is FGFR (31%), followed by PIK3CA
(23.8%) and EGFR (21.4%). 52.38% of our patients have activation of PI3K/Akt/mTOR
pathway, defined as loss of expression of PTEN and/or PIK3CA amplification and/or
PIBKCA mutation. 38.1% of patients have amplification of genes encoding tyrosine
kinase receptors (EGFR, FGFR and/or MET). There is no relationship between clinical
and pathological features and molecular characteristics.

The estimated median overall survival for patients with HER2-positive advanced gastric
cancer treated with Trastuzumab is 15.69 months (95% CI 13.0-21.5 months). The
univariate Cox regression analysis shows statistically significant difference in overall
survival according to ECOG, location of the primary tumor, presence of liver metastases
and activation status of PI3K/Akt/mTOR pathway. There are not significantly
relationship between overall survival and other clinical, pathological or molecular
characteristics as the amplification of genes encoding receptors with tyrosine kinase
activity. The analysis of overall survival by activation of the PI3K/Akt/mTOR pathway,
stratified by the status of amplification of genes encoding tyrosine kinase receptors,
shows statistically significant results only in the subset without amplification of genes
encoding tyrosine kinase receptors. The multivariate overall survival model indicates that
subjects with activation of PI3BK/Akt/mTOR pathway have a risk of death 3.28 times
greater than those without it.

The median progression-free survival estimated for the first line of treatment is 10.35

months (95% CI 7.75-12.75 months). The univariate Cox regression analysis evidence
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differences in progression-free survival according to ECOG, Laurén’s histological
subtype, presence of liver metastases and activation status of the PISK/Akt/mTOR
pathway. There are no relationship between progression-free survival and the other
clinical, pathological and molecular variables. The multivariate model determines an
increase of 2.04 times on risk of death for patients with activated PI3K/Akt/mTOR
pathway, respect to those without activation, in a statistically significant manner. The
analysis of progression-free survival by activation status of PISK/Akt/mTOR pathway,
stratified by amplification of tyrosine kinase receptors’ genes, shows differences only in
the subset without amplification at the limit of statistical significance.

90.5% of patients showed some degree of clinical benefit with Trastuzumab-based
therapy, with 66.7% of objective responses. We do not observed any significant
association of different clinical, pathological and molecular characteristics, with response

to Trastuzumab, except of ECOG.

CONCLUSIONS

1. It has managed to perform a molecular characterization of HER2-positive gastric
adenocarcinoma, demonstrating the frequent coexistence of multiple concurrent
genomic alterations with overexpression and/or amplification of HER2 oncogene.

2. The most frequently detected genomic alteration is TP53 mutation, finding
activation of the PI3BK/Akt/mTOR pathway in 52% of cases and co-amplification
of genes encoding other receptors with tyrosine kinase activity (EGFR, FGFR,
MET) in 38%.

3. Activation of PI3K/Akt/mTOR pathway is demonstrated as a prognostic and
predictive biomarker of benefit in terms of overall survival and progression-free
survival with Trastuzumab based-therapy in gastric adenocarcinoma with
overexpression and/or amplification of HER2.

4. Amplification of genes encoding tyrosine kinase receptors (EGFR, FGFR, MET)
has no prognostic and/or predictive value of benefit in terms of overall survival
and progression-free survival with Trastuzumab-based therapy in gastric
adenocarcinoma with overexpression and/or amplification of HER2.

5. The interaction between PI3K/Akt/mTOR activation and amplification of genes
encoding tyrosine kinase receptors seems demonstrated as a possible mechanism

of resistance to Trastuzumab, so it should be explored in future studies.
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6. 69% of patients diagnosed with HER2-positive gastric adenocarcinoma may be
sub-classified according to other concomitant molecular alterations, being
subsidiaries of different personalized therapies in combination or following

administration of Trastuzumab therapy.

For all these reasons we believe that we have shown how knowledge of molecular
alterations concurrent with overexpression and/or amplification of HERZ2 in patients with
advanced gastric or gastroesophageal junction adenocarcinoma treated with
Trastuzumab-based therapy, allow identifying predictive and prognostic factors as well

facilitating the finding of personalized therapies for these patients.
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. INTRODUCCION
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1. EPIDEMIOLOGIA

Casi un millon de nuevos casos de cancer gastrico (CG) fueron diagnosticados en 2012
(952.000 casos, 6.8% del total), segun las estimaciones de la Organizacién Mundial de la
Salud, haciendo a éste el 5° tipo de cancer mas frecuente, después de los canceres de
pulmon, mama, colon y prostata. Esto representa un cambio importante desde 1975,
cuando el CG era la neoplasia mas frecuente a nivel mundial. Existen importantes
diferencias geograficas en la incidencia de CG. Mas del 70% de los casos ocurren en
paises en vias de desarrollo, y la mitad de los casos en el Este de Asia, principalmente en
China, Japon, regiones andinas de Sudameérica y Este de Europa. Las tasas de incidencia
estandarizadas por edad en hombres duplican a las tasas en mujeres, oscilando de 3.3 por
100.000 habitantes en el Oeste de Africa a 35.4 por 100.000 habitantes en Asia para los
hombres, y de 2.6 por 100.000 habitantes a 13.8 por 100.000 habitantes en mujeres,

respectivamente (1).

En las Gltimas décadas se ha producido un descenso significativo en la incidencia de
cancer gastrico a nivel mundial (2, 3), en parte debido al reconocimiento de factores de
riesgo como la infeccién por Helicobacter pylori, factores dietéticos y ambientales. Sin
embargo, parece existir una tendencia creciente en la incidencia de CG entre la poblacién
joven en ciertos paises (4-6). El estudio de movimientos migratorios desde Japén a
Estados Unidos han confirmado que la exposicion ambiental temprana prevalece sobre

los factores genéticos en las tasas de incidencia y mortalidad por CG (7).

En la Unién Europea (UE) la tasa de incidencia estandariza por edad por cada 100.000
habitantes en el afio 2008 fue de 16.7 para los hombres y de 7.8 para las mujeres,
representando la 5% causa de cancer entre los hombres y la 62 en mujeres. Espafia presenta
una tasa estimada para 2008 de 18.1 en hombres y 8.0 en mujeres, ligeramente superior a
la media de la UE (8).

Del total de los CG diagnosticados el 90% corresponden a adenocarcinomas gastricos. Se
ha reconocido que los factores de riesgo, la distribucion geografica y la edad de aparicion
del adenocarcinoma gastrico difieren seguin el tipo histologico de acuerdo con la

clasificacion de Lauren (intestinal versus difuso) y segun la localizacion anatomica del
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tumor (uniodn gastroesofagica, estbmago proximal o cardias frente a estdbmago distal). El
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal es el tipo histol6gico mas frecuente en las areas
de mayor incidencia y parece ser el responsable de la variacion a nivel internacional de
la cifras de CG (9). Desde la década de 1950 el descenso en la incidencia de
adenocarcinoma gastrico ha sido preferentemente de casos del tipo intestinal, haciendo
que el tipo difuso sea relativamente mas frecuente que con anterioridad, y representando
el tipo histoldgico mas frecuente en las areas de menor incidencia. El descenso en los
casos del tipo intestinal se ha documentado en EEUU y Japon mientras los casos de tipo
difuso han aumentado (en EEUU) o se han mantenido estables (Japon) (9, 10). En otros
paises como Finlandia el cambio en la incidencia de los diferentes tipos ha hecho que el
CG difuso sea el mas habitualmente diagnosticado en pacientes menores de 60 afios (11).
Por otro lado, aunque la incidencia de adenocarcinoma gastrico no localizado en el cardias
ha descendido de manera global en el mundo en las Gltimas décadas, la incidencia de los
tumores de cardias se ha mantenido estable e incluso ha aumentado ligeramente en

algunos paises europeos, Japon y EEUU (12-15).

1.2. MORTALIDAD

El CG es la 3° causa de muerte por cancer en ambos sexos a nivel mundial (723.000
muertes, 8.8% del total). Las mayores tasas de mortalidad se encuentran en el Este de
Asia (24 por 100.000 en hombres y 9.8 por 100.000 en mujeres) y las menores en América
del Norte (2.8 y 1.5, respectivamente). También encontramos altas tasas de mortalidad en
Europa del Este, Europa Central, América del Sur y América Central (1).

En Espafa, el CG representa el 5° cancer con mayor mortalidad en hombres (por detras
de pulmon, colorrectal, prostata y vejiga) asi como en mujeres (después del de mama,
colorrectal, pulmoén, y pancreas) (16). Segun los ultimos datos publicados por el Centro
Nacional de Epidemiologia, el CG fue la causa principal de muerte en 5616 personas en
el aflo 2013 (3436 hombres y 2180 mujeres), lo que representa una tasa estandarizada por
edad y 100.000 habitantes-afio de 6.9 en hombres y 3.2 en mujeres. Su supervivencia

sigue siendo mala, inferior al 28% a los 5 afios en nuestro pais (17).
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2. ETIOLOGIA

En la etiologia del CG juegan un papel importante tanto factores ambientales como

genéticos.

2.1. CANCER GASTRICO ESPORADICO

La mayoria de los canceres gastricos ocurren de manera esporadica. Como hemos
comentado anteriormente, existen grandes diferencias geograficas en la incidencia de CG
en el mundo y dentro de la misma é&rea geogréfica se evidencian diferencias a lo largo del
tiempo y entre poblaciones urbanas y rurales (18). Ademas, se ha comprobado un
descenso en el riesgo de CG en los emigrantes que se trasladan desde areas de alta
incidencia a paises de baja incidencia (7). Estos hechos sugieren que los factores

ambientales tienen un papel fundamental en la etiologia del cancer gastrico esporadico.

Para las formas esporadicas de CG, Correa et al. han postulado un modelo de progresion
desde tejido normal hacia gastritis crdnica atrofica, metaplasia intestinal y displasia, en
relacién a la exposicion a diversos factores de riesgo (Tabla 1), entre los que se

encuentran principalmente la dieta, el consumo de tabaco y alcohol y, la infeccion por H.
pylori (19).

2.1.1. DIETA

El consumo elevado y mantenido de irritantes de la mucosa gastrica, como la sal y los
nitratos, provoca inflamacion crénica de la misma y gastritis superficial, pudiendo
conllevar al desarrollo de una gastritis atrofica (20, 21). En esta situacion de atrofia se
produce un incremento en el pH gastrico, lo cual favorece el crecimiento de bacterias
anaerobias que reducen los nitratos a nitritos y, ocasionalmente, pueden formar derivados
N-Nitroso mutagénicos. Un estudio de cohortes de gran tamafio muestral evidencié que
el riesgo de desarrollar un CG es 2.2 veces mayor en los individuos con gastritis atrofica.
Ademas, el riesgo se eleva 1.8 veces si se mantiene un consumo elevado de comidas

picantes, y disminuye 0.6 veces si se reduce la ingesta de alimentos salados (21, 22).
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Tabla 1. Factores de riesgo adquiridos asociados a CG. Adaptado de Avital I et al. (23).

Factores de riesgo adquiridos asociados a cancer gastrico

Nutricionales
e Dietaricaen sal
e Dietarica en nitratos
e Bajaingesta de vitamina Ay C
e Alimentos en salazén o curados
e  Escasa refrigeracion de los alimentos
Ocupacionales
e  Trabajadores del caucho
e Trabajadores del carbon
Consumo de tabaco
Obesidad
Infeccién por H. pylori
Virus de Epstein-Barr
Exposicion a radiacion ionizante
Cirugia previa por Ulcera géstrica benigna
Tratamiento previo de linfoma T asociado mucosas (MALT)

Por el contrario, una ingesta elevada de frutas y vegetales en la dieta diaria se ha asociado
con una reduccion en el riesgo de desarrollar adenocarcinoma gastrico. Los antioxidantes
como los B-carotenos, el a-tocoferol (vitamina E) y el &cido ascorbico (vitamina C)
podrian actuar evitando la formacién de mutagenos y carcindgenos en el estbmago (21,

24), aunque no se conoce con exactitud su papel en la etiologia del CG.

2.1.2. TABACOY ALCOHOL

El consumo de cigarrillos estd considerado un agente causal de CG tanto en hombres
como en mujeres por la International Agency for Research on Cancer (IARC) (25). El
riesgo aumenta proporcionalmente con el ndmero de cigarrillos fumados y con la
duracion del consumo, reduciéndose de manera progresiva tras el abandono del mismo
(26). La interferencia en este caso de otros factores como el consumo de alcohol, la dieta
o la infeccion por H. pylori, puede ser excluida segin los datos de la IARC.
Aproximadamente un 18% de los casos de adenocarcinoma gatrico pueden ser atribuidos

al consumo de tabaco (27).

La misma IARC descartaba en 1988 el consumo de alcohol como un factor etiolégico
definitivo para el desarrollo de adenocarcinoma gastrico. Datos recientes procedentes de
un metaanalisis sugieren la ausencia de asociacion entre el consumo moderado de alcohol

y el CG. Tan solo establecen una leve asociacion positiva con el consumo alto de alcohol
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(>50 g/dia), especialmente en adenocarcinoma gastrico no localizado en el cardias (28).
Sin embargo, a dia de hoy, no se reconoce claramente el consumo de alcohol como factor
de riesgo aislado de CG, aunque si parece tener un papel potenciador del efecto
carcinogeénico del tabaco sobre la mucosa gastrica, con un aumento del riesgo relativo de
CG de hasta 8.05 en fumadores con alta ingesta alcohdlica (IC 95%, 3.89-16.6) (29).

2.1.3. OBESIDAD

En un metaanalisis de estudios de cohortes, que incluye 9492 casos de CG, la presencia
de un indice de masa corporal (IMC) elevado (definido como IMC >25 kg/m?) se asocia
con un aumento del riesgo de CG de 1.2 veces, y la fuerza de dicha asociacion se
incrementa a medida que aumenta el IMC (30, 31). Especificamente la obesidad se asocia
con un incremento del riesgo de cancer de cardias, pero no del CG no localizado en el
cardias. Esta asociacion se confirma en un segundo metaandlisis publicado
posteriormente, en el que se incluyen 22 estudios en total (estuidos de cohortes y estudios
de casos y controles), encontrandose en esta ocasion una mayor fuerza en la asociacion
con un incremento de al menos el 70% para CG en la poblacion con sobrepeso/obesidad,

explicable por incluir casos de adenocarcinoma de eséfago y de cardias (31).

2.1.4. INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI

H. pylori fue aislado en 1982 por Marshall (32) y reconocido por la IARC como un
carcindgeno en humanos en 1994, reconociéndose la infeccion por el mismo como un
factor necesario pero no suficiente para el desarrollo del adenocarcinoma gastrico. Es una
infeccion comun que afecta al 74% de los individuos de edad media en los paises
desarrollados y al 58% en los paises en vias de desarrollo. La evidencia que soporta la
relacién causal entre la infeccion por H. pylori y el CG la encontramos en diversos
estudios ecoldgicos, estudios de casos y controles y estudios de cohortes prospectivos
(33-35). Forman et al. realizaron el analisis conjunto de 3 estudios prospectivos, en el que
objetiva que el riesgo de CG tras la infeccion por H. pylori aumenta significativamente
con la duracién del seguimiento, con un incremento de riesgo de casi 9 veces tras 15 afios
0 mas (36). En el metaanalisis publicado por el Helicobacter and Cancer Collaborative
Group, en el que se incluyeron 12 estudios prospectivos que sumaban 1228 canceres y
3406 controles, la infeccion por H Pylori aumenta el riesgo de adenocarcinoma gastrico
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en 2.36 veces (1C95% 1.98-2.81). Este aumento de riesgo se produce s6lo en tumores no
cardiales y es mayor cuanto mayor es el tiempo de infeccion, incrementandose en 5.9
veces en los casos en los cuales la infeccion fue documentada mas de 10 afios antes del
diagnostico de CG (37).

Epidemiologicamente los paises con mayor incidencia de CG son también los de mayor
incidencia de infeccion por H. pylori, habiéndose documentado como en los paises
desarrollados el descenso en la incidencia de infeccion por H. pylori va seguido por una
caida en la incidencia de CG (38, 39). Estudios recientes de la IARC indican que el 90%
de los CG no cardiales son causados por la infeccion por H. pylori (40). Multiples ensayos
han investigado el papel de la erradicacion del H. pylori en la incidencia de CG. En un
metaanalisis publicado recientemente, incluyendo 6 ensayos clinicos randomizados, se
estima un riesgo relativo de 0.66 (IC95% 0.46-0.95) cuando se compara la incidencia de
CG entre de 3294 individuos sanos asintomaticos con infeccion documentada por H.
pylori que recibieron terapia con inhibidores de la bomba de protones y antibiéticos frente
a 3203 individuos que recibieron placebo o no tomaron ningun tratamiento, lo que implica

una reduccion relativa del riesgo de CG del 34% (41).

El adenocarcinoma esporadico de tipo intestinal se desarrolla a través de una secuencia
conocida de lesiones precursoras que son inducidas por la infeccion por H. pylori. Esta
infeccion provoca la aparicidn de gastritis atrofica y posteriormente metaplasia intestinal,
lo que conlleva un aumento en el riesgo relativo de desarrollar adenocarcinoma gastrico,
que es 1.7 veces mayor en los casos de atrofia moderada, 4.9 veces superior en los de
atrofia severa y 6.4 veces en los de metaplasia intestinal; siempre referidos a la poblacion
no infectada (42).

Recientemente se ha secuenciado el genoma completo del H. pylori, demostrandose la
existencia de secuencias especificas comunes a distintas cepas del germen, aunque no
todas las cepas tienen el mismo potencial carcinogénico. Por ejemplo, en humanos la
infeccion por cepas Cag-A (+) esta relacionada con una mayor prevalencia de gastritis
atrdfica y unos mayores niveles de Inmunoglobulina (Ig) G anti-H. pylori que la infeccién
por cepas Cag-A (-) (43). Asimismo el H. pylori produce una citotoxina vacuolizante
denominada Vac-A (44). Tedricamente todas las cepas de H. pylori producen Vac-A, sin
embargo, hay diferentes variantes con diversa capacidad vacuolizante debido a la
existencia de polimorfimos (45). Dentro de los genotipos identificados, las cepas de H.
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pylori Vac-A s1y ml, son las que mayormente se han observado en CG (46-48). De esta
forma, en algunos paises se ha comprobado que las &reas con mayor riesgo de CG son
también las de mayor frecuencia de genotipos Cag-A (+) y Vac- A sl y ml en las cepas
de H.pylori aisladas (47, 49).

El efecto carcinogénico viene determinado por el estrés oxidativo que provoca la
infeccion por H.pylori en la mucosa gastrica y, dado que este microorganismo se localiza
en el moco que recubre el epitelio gastrico normal y no en el de las zonas con metaplasia
intestinal donde se origina habitualmente la neoplasia, es necesaria asimismo la presencia
de carcinodgenos solubles en la luz gastrica para el desarrollo de la neoplasia. En las
células inflamatorias y de la lamina propia en los casos de gastritis es posible detectar la
Sintetasa de Oxido Nitrico inducible (iNOS). El 6xido nitrico es necesario para la
renovacion de las células mas profundas del epitelio foveolar y de los foliculos linfoides.
En la mucosa precancerosa iINOS migra hacia zonas mas superficiales del epitelio
foveolar donde se puede producir dafio en el ADN celular. EI aumento del pH
intragéstrico en los casos de gastritis atrofica producido por H. pylori puede modificar
aun mas los carcin6genos externos o internos a este nivel. La trasformacion de Nitritos
(NO2) en Oxido Nitrico (NO) produce Tridxido de Dinitrogeno (N203) que forma
Nitrosotioles y Nitrosaminas, compuestos ambos que estan reconocidos como
carcindgenos gastricos en modelos experimentales. Esta trasformacion es inhibida por la
presencia de antioxidantes como el &cido ascdrbico, lo que explicaria su papel preventivo
del CG. De cualquier manera H. pylori interfiere con esta accion antioxidante del &cido
ascorbico al disminuir la concentracion intragastrica del mismo (50, 51). De esta forma,
lainflamacion inducida por H. pylori conduce a un estado de estrés oxidativo que aumenta

las posibilidades de dafio del ADN y de mutaciones somaéticas (52).

Por otro lado, independientemente de los efectos de la inflamacion, H. pylori causa
inestabilidad genomica, directamente mediante dafio genético e indirectamente mediante
una serie de alteraciones epigenéticas. En relacion a lo primero, H. pylori produce la
rotura de la doble cadena del ADN, lo cual se ha visto que puede ser independiente de la
respuesta inflamatoria generada y de la expresion o no de factores de virulencia como
Vac-A y Cag-A (53). Ademas, conduce a una alta expresion de citidina deaminasa,
enzima que en condiciones fisioldgicas sélo se encuentra activada en cierta etapa del
desarrollo del linfocito, y que se ha implicado en la carcinogénesis de tumores digestivos

asociados a procesos inflamatorios mediante la activacion del factor de transcripcion
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nuclear (NF)-kB. (54, 55). Sumado a ello, H. pylori induce una serie de alteraciones
epigenéticas mediante 3 mecanismos principales: la modificacién de histonas, la
hipermetilacion de maltiples islotes de CpG, especialmente en sitios de codificacion de
genes supresores de tumores como E-cadherina, APC y p16, y la modificacion en la
expresion de microARN (52, 56, 57). Muchos de estos eventos con potencial
carcinogénico, son reversibles tras la erradicacion de H. pylori, sin embargo, otros de
ellos podrian no serlo (58, 59).

2.2. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA

La mayoria de CG son esporadicos y solo el 1-3% del global son verdaderos CG
hereditarios o familiares. Sin embargo, se estima que existe agregacion familiar en el 10%
de los pacientes diagnosticados de CG. En algunas familias esta agregacion podria ser
explicada por la existencia de factores de riesgo exdgenos compartidos y, en otras por la
existencia de una predisposicion genética a gastritis crénica atréfica segin un patron de
transmision autosdmico recesivo (60). También se han identificado algunos
polimorfismos genéticos asociados a CG, como los de interleuquina 1 beta (IL-1pB) e
interferon gamma (IFN-y), implicados en el efecto proinflamatorio y virulencia de la
infeccion por H. pylori, asi como en el gen de la metilen-tetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) (61-63). La asociacion del grupo sanguineo A con el CG también sugiere la

existencia de factores genéticos ligados no identificados (64, 65).

2.3. CANCER GASTRICO HEREDITARIO

Como hemos comentado anteriormente, solo el 1-3% del global son verdaderos CG

hereditarios o familiares.

De éstos aproximadamente el 30% corresponde al denominado cancer gastrico difuso
hereditario (CGDH), sindrome de caracter autosémico dominante, en el que tipicamente
el CG debuta a la edad media de 40 afios. Ademas del riesgo de CG estas familias tienen
un incremento de riesgo de cancer lobulillar de mama y posiblemente de cancer

colorrectal y prostatico. En 1999, el International Gastric Cancer Linkage Consortium
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(IGCLC) definid los criterios clinicos para la identificacion de las familias con CGDH
(66-68):

e 20 mas casos de cancer gastrico en una familia con al menos 1 caso de CG difuso
confirmado diagnosticado antes de los 50 afos.

e 3 0 mas casos de CG en familiares de primer y segundo grado,
independientemente de la edad de diagndstico.

e 1 caso de CG difuso antes de los 40 afos sin historia familiar.

e Historia de CG difuso y cancer de mama lobulillar, 1 de ellos diagnosticado por

debajo de los 50 afios.

En el 40% de los pacientes con los criterios clinicos, se identifica una mutacion en linea
germinal de uno de los alelos del gen que codifica la proteina de adhesién celular E-
cadherina (CDH1) en su locus 16g22.1 (69, 70). La inactivacion del segundo alelo puede
ocurrir entonces por mutacion o hipermetilacion (71). Se han identificado al menos 104
mutaciones en CDH1 (72) El riesgo de desarrollar un CG a lo largo de su vida en las
personas portadoras de una mutacién en el gen CDH1 es del 67% en hombres y del 83%
en mujeres. Dado este riesgo elevado, se aconseja el estudio genético de los familiares y
la valoracién de una posible gastrectomia profilactica (73). En el 60% de los casos que
cumplen criterios clinicos de CGDH no se identifica ninguna mutacion en regiones
codificantes de CDH1, sin embargo, se describe la expresion monoalélica del gen o la
existencia de delecciones en regiones no codificantes del mismo como posibles
mecanismos subyacentes de la baja o nula expresion de E-caherina en la mayoria de los
casos (74). Ademés, mutaciones en el gen de a-catenina (CTNNA1l) han sido
recientemente identificadas como una causa genética diferente de CDH1 para CGHD
(75).

Asimismo se han caracterizado cuadros de adenocarcinoma gastrico hereditario de tipo
intestinal. EI mejor conocido es el sindrome de predisposicion genética que aparece en
los pacientes con Cancer de Colon Hereditario No polipésico (Sindrome de Lynch o
HNPCC) (76). En estos casos la alteracion genética consiste en mutaciones en los
denominados genes de reparacion de errores del ADN (“Mismatch Repair Genes”) (77),
evidenciandose frecuentemente inestabilidad de microsatélites en la pieza tumoral
(MLH1 y MSHZ2) (78). Otros sindromes de CG hereditario de tipo intestinal incluyen los
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descritos en portadores de mutaciones del gen APC en casos de Poliposis Adenomatosa
Familiar o del gen LKB1/STK11 en el Sindrome de Peutz-Jeghers (79, 80). En 2012 se
identifico el sindrome de adenocarcinoma gastrico y poliposis proximal del estbmago
(GAPPS), caracterizado por transmision autosémica dominante de poliposis de glandulas
fandicas (incluyendo lesiones displasicas y CG tipo intestinal o ambos), restringidos a la
parte proximal del estomago, sin evidencia de poliposis duodenal o coldnica, ni de otros
sindromes hereditarios gastrointestinales. Presenta una penetrancia incompleta y la causa
genética subyacente aln se encuentra sin identificar (81). También se ha descrito el
sindrome de cancer gastrico familiar de tipo intestinal (FIGC) con caracter autosomico
dominante, sin poliposis subyacente y cuya alteracion genética ain queda por dilucidar
(66, 82). EI CG también se ha descrito formando parte de otros sindromes de cancer
hereditario como el sindrome de Li-Fraumeni, el sindrome de cancer de mama y ovario

hereditarios o el sindrome de Cowden, entre otros.
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3. HISTOLOGIA

Los adenocarcinomas suponen mas del 95% de las neoplasias malignas del estbmago, por
ello nos referimos a ellos cuando, de manera genérica, hablamos de cancer gastrico. Las
neoplasias malignas del estomago pueden clasificarse de acuerdo a su aspecto
macroscopico o a sus caracteristicas histopatoldgicas microscopicas, existiendo diversas

clasificaciones que vamos a desarrollar brevemente.

3.1. CLASIFICACIONES MACROSCOPICAS

Las 2 clasificaciones macroscopicas mas ampliamente utilizadas son la Clasificacién de
Borrmann (83) en los casos de neoplasias avanzadas Yy, la clasificacion del Céancer
Gastrico Precoz desarrollada por la Sociedad Japonesa de Gastroenterologia Endoscépica
(EGC-JGES) (84, 85) para los adenocarcinomas confinados a la mucosa o submucosa.

Ambeas clasificaciones tienen, ademas de su funcion clasificatoria, un valor pronostico.

3.1.1. CLASIFICACION DE BORRMANN

De acuerdo a esta clasificacion los tumores gastricos se dividen en cuatro tipos

fundamentales de acuerdo a su apariencia macroscépica (Figura 1a):

e Tipo I. Polipoide: Tumores polipoides bien circunscritos.

e Tipo Il. Fungoide. Tumores polipoides con una marcada infiltracion central.

e Tipo Ill. Ulcerados. Tumores ulcerados con margenes infiltrativos.

e Tipo IV. Infiltrativos. Tumores que se extienden superficialmente en la mucosa
y submucosa produciendo una lesion plana con o sin ulceracion que, en los casos

mas extensos se denomina linitis plastica o estdmago en “bota de cuero”.
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3.1.2. CLASIFICACION JAPONESA (EGC-JGES)

El término Céancer Géstrico Precoz (CGP) se origind en Japén y se refiere a los
adenocarcinomas cuyo crecimiento esta confinado a la mucosa y submucosa gastrica,
independientemente de la presencia 0 no de metastasis en los ganglios linfaticos
locoregionales. Los casos de CGP se clasifican segun la apariencia macroscépica del

tumor en la vision endoscopica en 3 tipos principales (Figura 1b):

e Tipo I. Polipoide. EI tumor protruye mas de 0.5 cm sobre la superficie de la
mucosa gastrica.
e Tipo Il. Superficial.
o lla. Elevado. Elevacion plana de la mucosa, inferior a 0.5 cm de altura.
o |lb. Plano. Minima o no elevacion en la altura de la mucosa.
o llc. Deprimido. Erosion superficial y/o ligeramente deprimido.

e Tipo I1l. Excavado. Depresion prominente, caracterizada por una excavacion de
tipo ulceroso.

Figura 1. a) Clasificacién de Borrmann para CG avanzado y b) Clasificacion Japonesa para CGP.
Tomado de Bosman F et al. (86).
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3.2. CLASIFICACIONES MICROSCOPICAS

Microscopicamente los adenocarcinomas gastricos pueden presentar diversos patrones
histologicos. Aunque existen multiples clasificaciones propuestas, las dos aceptadas y
utilizadas de manera universal son la clasificacion de Laurén y la de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS).

3.2.1. CLASIFICACION DE LAUREN

La Clasificacién de Laurén fue propuesta por este autor francés en 1965 (87), habiendo
demostrado desde entonces su utilidad diagnoéstica, en especial en lo referente a poder
diferenciar dos tipos tumorales con distintas caracteristicas clinico-patoldgicas,

etiologias, incidencias y lesiones precursoras.
En esta clasificacion los adenocarcinomas gastricos se dividen en 2 tipos principales:

e Carcinomas Intestinales. Estos tumores se caracterizan por formar estructuras
glandulares de diferente grado de diferenciacién, ocasionalmente pobremente
diferenciadas en el borde de avance del tumor. Aparecen de manera habitual en el
seno de mucosas con metaplasia intestinal. Suelen diseminarse principalmente por
via hematdgena, siendo las metastasis hepaticas las mas frecuentes.

e Carcinomas Difusos. Estan constituidos por células neoplésicas pobremente
cohesionadas que infiltran la pared géastrica de manera difusa con escasa o nula
formacion de glandulas. La apariencia de las células suele ser redonda y pequefia,
dispuestas de manera aislada o en pequefios acimulos que simulan glandulas o
reticulos. Estos tumores difusos pueden presentar pequefias cantidades de mucina
intersticial y se asemejan a los clasificados como Tumores de Células en Anillo
de Sello de la clasificacion de la OMS. La tasa mitdsica de los tumores difusos
es inferior a la que presentan los tumores de tipo intestinal, asi como es menos
evidente la inflamacion asociada. Por el contrario, el grado de desmoplasia es
mayor en este tipo tumoral. Al contrario que los carcinomas de tipo intestinal,

suelen extenderse por la superficie peritoneal en forma de carcinomatosis.
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Aquellos casos que contienen una proporcion similar de ambos tipos histologicos son
denominados adenocarcinomas mixtos. Por el contrario, los casos demasiado
indiferenciados para ser incluidos en una u otra categoria son clasificados como
Indeterminados. Estas 2 Ultimas categorias suponen aproximadamente un 16% de los

Casos.

3.2.2. CLASIFICACION DE LA OMS

En la Tabla 2 se muestra la tltima clasificacion de la OMS para los tumores del estomago
publicada en el afio 2010 (86).

De acuerdo con esta clasificacion los tumores epiteliales malignos se dividen en:

e Adenocarcinoma.
o Papilar.
o Tubular.
o Mucinoso.
o Pobremente cohesivo (incluye carcinoma con células en anillo de sello y
otras variantes).
o Mixto.
e Carcinoma adenoescamoso.
e Carcinoma con estroma linfoide (carcinoma medular).
e Adenocarcinoma hepatoide.
e Carcinoma con células escamosas.

e Carcinoma indiferenciado.

A pesar de la gran heterogeneidad de histologias de los carcinomas gastricos, se describen
5 tipos principales, que corresponden a los 5 subtipos de adenocarcinoma, y otras

entidades raras.

1. Adenocarcinoma papilar. Son tumores exofiticos bien diferenciados con
procesos papilares/digitales alargados y recubiertos de células cilindricas o
cuboideas unidas a una matriz de tejido conectivo fibrovascular. Las células
tienden a mantener su polaridad. Algunos de estos tumores pueden mostrar

diferenciacion tubular o, mé&s raramente, una arquitectura micropapilar.

33




Caracteristicamente el borde tumoral suele estar bien delimitado de las estructuras
adyacentes y el propio tumor puede estar infiltrado de manera aguda o cronica por

células inflamatorias.

Adenocarcinoma tubular. Contiene tubulos dilatados de manera prominente que
varian en su didmetro, pudiendo presentar estructuras acinares. Las células
tumorales pueden ser columnares, cuboideas o aplanadas por mucina intraluminal.
Pueden detectarse también células claras. Entre las variantes de este tipo
histologico se encuentra el carcinoma sélido, variante pobremente diferenciada.
Los tumores con prominente estroma linfoide son a veces llamados carcinomas

con estroma linfoide, carcinoma medular o carcinoma tipo linfoepitelioma.

Adenocarcinoma mucinoso. Compuesto por células epiteliales malignas y lagos
de mucina extracelular. Por definicién, el tumor debe estar compuesto en mas del
50% por mucina extracelular. Pueden contener células en anillo de sello de forma

aislada.

Carcinoma pobremente cohesivo. Compuesto por células neoplasicas aisladas o
formando pequefios agregados. Este engloba:

a. Carcinoma con células en anillo de sello. Definido como un tumor
formado predominante o exclusivamente por células en anillo de sello,
caracterizadas por un ndcleo excéntrico desplazado por un citoplasma
globoide 6pticamente claro compuesto de mucina. Estas células pueden
constituir glandulas con forma de cordon o seguir un patron
microtrabecular en la mucosa, 0 acompafarse de importante desmoplasia
en las paredes més profundas del estomago. En algunos casos las células
en anillo de sello pueden estar presentes solo en la mucosa, en
combinacion con otros tipos de células pobremente cohesivas en niveles
mas profundos de la pared gastrica.

b. Otras variantes de carcinoma pobremente cohesivo. Incluye tumores
compuestos por células neoplasicas que asemejan histiocitos o linfocitos,
células de citoplasma intensamente eosinofilico y celulas con nucleos
irregulares y bizarros. Algunos tumores pueden presentar una mezcla de

estos distintos tipos celular, e incluso algunas células en anillo de sello.
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5. Carcinoma mixto. Estos tumores estan constituidos por un componente glandular
(tubular/papilar) y un componente pobremente cohesivo con células en anillo de
sello. La relevancia de la proporcion de cada componente en el pronostico del
paciente no esta establecida, aunque datos preliminares sugieren que la presencia
de cualquier componente de carcinoma pobremente cohesivo se asocia a un peor
prondstico. Los carcinomas mixtos son clonales y la divergencia fenotipica se ha
atribuido a la mutacidén somatica en el gen de E-cadherina (CDH1), restringido al

componente de células en anillo de sello/pobremente cohesivo.

Tabla 2. Clasificacion de la OMS de los tumores del estomago. Adaptada de: Bosman F et al. (86)

1. Tumores epiteliales

Lesiones premalignas

Adenoma 2. Tumores mesenguimales

Neoplasia intraepitelial (displasia) de bajo Tumor de glomus
grado o Tumor de células granulares
Neoplasia intraepitelial (displasia) de alto Leiomioma
grado Fibromixoma plexiforme
i Schwannoma

Carcmom{:\s Tumor miofibroblastico inflamatorio
Adenocarcm_oma Tumores del estroma gastrointestinal

Papilar Sarcoma de Kaposi

Tubqlar Leiomiosarcoma

Mucinoso Sarcoma sinovial

Pobremente cohesivo (incluyendo

carcinoma con células en anillo de sello 3. Linfomas

Y pires vanantes) I
Mixto ——

4. Tumores secundarios

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma con estroma linfoide (medular)
Adenocarcinoma hepatoide

Carcinoma de células escamosas
Carcinoma indiferenciado

Neoplasias neuroendocrinas

Tumores neuroendocrinos grado 1
(carcinoides)

Tumores neuroendocrinos grado 2
Carcinomas neuroendocrinos de células
grandes

Carcinomas neuroendocrinos de células
pequefas

Carcinomas mixtos adeno-neuroendocrinos
Tumores neuroendocrinos de células
enterocromafines, productores de serotonina
o0 de gastrina (gastrinoma)
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3.2.3. OTRAS CLASIFICACIONES

Aunque las clasificaciones de la OMS y de Laurén son las mas empleadas, se han
propuesto otras clasificaciones. La clasificacion de Ming se basa en el patron de
crecimiento e invasion, y divide a los tumores en 2 tipos: infiltrantes y expansivos (88).
Nakamura clasifica a todos los tumores en diferenciados e indiferenciados (89). La
clasificacion de Goseki reconoce 4 tipos segun la diferenciacion tubular y la produccién
de mucina (90). El sistema de Carneiro divide a los tumores en 4 categorias (glandular,

células aisladas, solido y mixto) en base a su morfologia e inmunofenotipo (91).

Por otro lado se encuentra la clasificacion segun el grado de diferenciacién, que se aplica

a los adenocarcimas papilares y tubulares:

e Adenocarcinomas bien diferenciados. Compuestos por glandulas bien
formadas, que en ocasiones se asemeja a la metaplasia intestinal.

e Adenocarcinomas moderadamente diferenciados. Se encuentra entre las
neoplasias bien diferenciadas y las pobremente diferenciadas.

e Adenocarcinomas pobremente diferenciados. Compuestos por glandulas muy

irregulares que se reconocen con dificultad.

También se pueden clasificar como de bajo grado (bien y moderadamente diferenciados)
y de alto grado (pobremente diferenciados).
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4. CLASIFICACION EN ESTADIOS DEL CANCER

GASTRICO

Ademas de la clasificacion histologica que hemos comentado en el anterior capitulo, los
sistemas de estadificacion para los adenocarcinomas gastricos implementados en la
practica clinica para la toma de decisiones terapéuticas son principalmente los siguientes:
estadificacion topografica, sistema TNM y Clasificacion Japonesa, que pasamos a

desarrollar a continuacién.

4.1. CLASIFICACION TOPOGRAFICA

Divide los carcinomas gastricos segun su localizacién en proximales o distales (92). Esta
division se basa no sélo en diferentes factores etiologicos y epidemioldgicos, sino

también en el diferente tratamiento quirargico y complementario indicado.

e Proximales o de la Union Esofagogastrica (UGE). Incluyen los
adenocarcinomas que engloban la UGE, independientemente de la localizacién de
la masa tumoral, y los adenocarcinomas localizados hasta 5 cm por debajo de la
UGE, anteriormente considerados adenocarcinomas de cardias. A su vez los
adenocarcinomas de la UGE se dividen segun la clasificacion de Siewert-Lend
(93) en 3 tipos topograficos con implicaciones terapéuticas y pronosticas (94, 95).
Esta clasificacion abarca los tumores cuyo epicentro se encuentra dentro de los 5
cm proximales y 5 cm distales a la linea Z anatémica_(Figura 2):

o Siewert tipo I: adenocarcinoma del eséfago distal que asienta sobre un
area de metaplasia intestinal (por ejemplo, eséfago de Barrett) y que
infiltra la UGE desde arriba.

o Siewert tipo I1: asienta sobre el cardias o verdadera UGE.

o Siewert tipo I11: nace en la region subcardial e infiltra la UGE desde
abajo.

e Distalesala UGE. Incluye todos los carcinomas que asientan en cuerpo, antro

o piloro.
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Figura 2. Clasificacion de Siewert-Lend (1998). Tomado de Mariette C et al. (95).
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4.2. CLASIFICACION TNM

Esta clasificacion categoriza los adenocarcinomas gastricos en cuatro estadios (I, I, I,
IV) de acuerdo a la extension del tumor primario (T), la existencia de metastasis
ganglionares y su numero (N) y la presencia o no de metéastasis a distancia (M). Esta
clasificacion esta realizada y revisada periodicamente por la American Joint Committee
on Cancer (AJCC) y la International Union Against Cancer (UICC), siendo la ultima
publicada y actualmente en uso la 72 edicion (2010) (96). La aceptacién universal de esta
clasificacion viene justificada por su capacidad de dividir de manera fiable los carcinomas
gastricos en grupos segun su prondstico, asi como por la facilidad de su empleo y

reproducibilidad de los resultados. Las Tablas 3 y 4 muestran la clasificacion.

El empleo de sufijos permite determinar si el estadio TNM se basa en los resultados
obtenidos en la pieza quirargica (0 TNM), si se trata de un estadificacion clinica (CTNM),
ecogréafica (UTNM) o incluso si es la realizada tras recibir el paciente tratamiento quimio

y/o radioterapico (YypTNM).

Hemos de tener en cuenta, especialmente en la interpretacién de los resultados de los
ensayos clinicos, que la clasificacion TNM de 2010 (72 edicidn) sufrié algunos cambios

respecto a la 62 edicion de 2002, principalmente en lo que se refiere a la estadificacion
ganglionar (Tabla 5).
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Una modificacion importante de la 72 edicion de la clasificacion TNM es que los tumores
de la UGE o proximales, se estadifican como adenocarcinomas esoféagicos en vez de como
carcinomas gastricos. Aquellos tumores cuyo epicentro se encuentre a mas de 5 cm
distales a la UGE o aquellos que se encuentren a menos de 5 cm de la UGE pero que no

presenten extension a la UGE o el esdfago, se estadifican como carcinomas gastricos.

Tabla 3. Definicion T, Ny M de la AJCC/UICC 72 edicion (2010)

T. Tumor primario

TX El tumor primario no se puede evaluar

TO No hay evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sin invasion de la lAmina propia
T1 El tumor invade lamina propia, muscula de la mucosa o submucosa

Tla El tumor invade ldmina propia o muscular de la mucosa
T1b El tumor invade la submucosa

T2 El tumor invade la muscular propia
T3 El tumor invade la subserosa
T4 El tumor invade la serosa (peritoneo visceral) o estructuras adyacentes

T4a Invade serosa

T4b Invade estructuras adyacentes

N. Ganglios linfaticos

NXx Los ganglios linfaticos regionales no se pueden valorar

NO No hay evidencia de metastasis ganglionares regionales
N1 Metéstasis en 1 a 2 ganglios linfaticos regionales

N2 Metéstasis en 3 a 6 ganglios linfaticos regionales

N3 Metastasis en méas de 6 ganglios linfaticos regionales

N3a Metéstasis en 7 a 15 ganglios linfaticos regionales
N3b Metastasis en mas de 15 ganglios linfaticos regionales
M. Metéstasis a distancia

Mx Las metastasis a distancia no se pueden valorar

MO No hay evidencia de metéstasis a distancia

M1 Presencia de metéstasis a distancia




Tabla 4. Clasificacion TNM del cancer gastrico AJCC/UICC 72 edicion (2010)

Estadios TNM

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1 NO MO
Estadio IB T2 NO MO
T1 N1 MO
Estadio 1A T3 NO MO
T2 N1 MO
T1 N2 MO
Estadio 1B T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
T1 N3 MO
Estadio 1A T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
Estadio I11B T4b NO MO
T4b N1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
Estadio I1IC T4b N2 MO
T4b N3 MO
T4a N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

Tabla 5. Comparacién entre 62y 72 edicién de la clasificacion TNM del cancer géstrico.

72 edicion (2010) 62 edicion (2002)
Tla Lamina propia T1
T1b Submucosa T1

T2 Muscular propia T2a
T3 Subserosa T2b
T4a Invasion de la serosa T3
T4b Invasion de estructuras adyacentes T4
N1 1-2 ganglios regionales N1
N2 3-6 ganglios regionales N1
N3a 7-15 ganglios regionales N2
N3b >16 ganglios regionales N3

40



4.3. CLASIFICACION JAPONESA (JCGC)

La Japanese Classification of Gastric Cancer (JCGC) fue desarrollada inicialmente por
cirujanos japoneses para estandarizar el abordaje quirtrgico y la linfadenectomia
empleada, sufriendo posteriormente diversas revisiones que incluyen aspectos
endoscdpicos, quirurgicos y patolégicos (85). La antigua clasificacion japonesa, vigente
hasta antes de 2010, consideraba la afectacion ganglionar segin una meticulosa
evaluacion topogréafica con muestreo con biopsia de 16 estaciones ganglionares divididas
en 3 grupos de acuerdo a la localizacion del tumor primario, y diferenciaba como
categorias distintas los casos de metastasis hepaticas, peritoneales o de otra localizacion
a distancia, basandose en el pronostico peor de los pacientes con afectacién hepética o
peritoneal frente a otras localizaciones como pulmon o hueso. En 2010 la Japanese
Reserch Society for Gastric Cancer (JRSGC) ha revisado la clasificacion y guia de
tratamiento del CG (97). Entre los principales cambios se encuentra la adopcién de la
clasificacion propuesta por la 72 edicion del TNM vy la simplificacion de las definiciones

de los diferentes tipos de linfadenectomia.

Utilizar el mismo criterio para definir los estadios va a permitir poder comparar
experiencias y tratamientos entre series de pacientes japonesas y occidentales. Uno de los
aspectos que probablemente méas ha podido influir en la decisién de adoptar el sistema
numérico ha sido la subdivision de la antigua categoria N1 en N1y N2, ya que en Japon,
donde la proporcion de tumores en estadios iniciales puede llegar a ser de méas del 50%,
la antigua clasificacion pN no permitia discriminar de forma precisa el prondstico de este
tipo de tumores (98). Continla existiendo desacuerdo a la hora de clasificar los tumores
gastricos proximales que se extienden hacia el es6fago. La Clasificacién Japonesa
continua estadiando este tipo de tumores como gastricos sin seguir las recomendaciones
de la UICC/AJCC, que considera que deben ser estadiados como tumores esofagicos tipo

adenocarcinoma.
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5. PERFILES DE EXPRESION GENOMICA Y NUEVAS
CLASIFICACIONES MOLECULARES DEL CANCER

GASTRICO

Como hemos comentado previamente, desde un punto de vista histolégico la mayoria de
los carcinomas gastricos son adenocarcinomas, que pueden subdividirse en difusos o
intestinales segun la clasificacion de Laurén, basada exclusivamente en el estudio
mediante microscopia Optica convencional. Por su localizacion el CG se divide en
proximal o distal. Sin embargo, existe una gran variabilidad en lo referente a
caracteristicas epidemioldgicas, etiopatogenia, comportamiento clinico y respuesta al
tratamiento entre los diferentes subtipos histolégicos y topograficos de CG, lo que pone
de manifiesto la gran complejidad bioldgica de esta patologia. Los avances en tecnologias
de alto rendimiento como andlisis de microarrays y métodos de secuenciacion gendémica
de altima generacion (“Next-Generation Sequencing”, NGS), han permitido una mejor
caracterizacion del CG desde el punto de vista patogénico y molecular (99, 100). Ello
pone de relieve el alto nivel de heterogeneidad inter- e intra-tumoral del CG, en el que

cada paciente presenta un perfil genético y molecular particular.

Para mejorar la evolucién de los pacientes con CG resulta esencial la busqueda de
marcadores predictivos de respuesta que guien el tratamiento sistémico. Los esfuerzos
para identificar biomarcadores moleculares en CG han tenido resultados irregulares.
Diversas terapias dirigidas frente a dianas moleculares que han demostrado eficacia en
otros tipos tumorales, han sido evaluadas o estan actualmente bajo investigacion para el
tratamiento del CG, incluyendo inhibidores de EGFR, MET, VEGF, FGFR y PI3K (101-
103). Sin embargo, hasta la fecha, el inico biomarcador predictivo de respuesta para una
terapia dirigida es la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2, que predice el beneficio
del tratamiento con Trastuzumab en enfermedad avanzada (104, 105). Aunque la reciente
aprobacion del anticuerpo anti-VEGFR2 Ramucirumab aumenta el arsenal terapéutico en
CG, no existen marcadores predictivos validados que identifiquen qué pacientes pueden
beneficiarse de las terapias dirigidas frente a VEGFR (106, 107).

Algunos autores han publicado como los subtipos histologicos clasicos de CG se
corresponden con perfiles de expresidn génica diferentes, lo que esta permitiendo no solo

una mejor caracterizacion de las neoplasias gastricas y la descripcion de nuevos subtipos
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tumorales, sino también un mejor conocimiento de las alteraciones moleculares
principales de cada uno de ellos. Diversos estudios retrospectivos han identificado
mediante métodos de secuenciacion masiva diferentes alteraciones gendémicas recurrentes
en CG como las mutaciones en los genes ARID1A, CDH1, RHOA y FGFR2 (108-113).

Wang et al. describieron una alta incidencia de la mutacion somatica de ARID1A en el
subtipo con inestabilidad de microsatélites (MSI) y Virus de Epstein-Barr (VEB)-positivo
(108). El 75% de los CG con mutaciones de ARID1A presentaban una pérdida total o
parcial de su expresion proteica determinada por inmunohistoquimica (IHQ) comparada
con los tumores no mutados. Ademas, los tumores con mutaciones en ARID1A
presentaban con menor frecuencia mutaciones en TP53 (21% vs. 52%, p=0.0002). En el
modelo de analisis multivariante incorporando el estadio tumoral, la clasificacion de
Laurén, el estado de MSI y la mutacion de ARID1A, sélo el estadio avanzado (I11/1V) y
la ausencia de mutaciones en ARID1A fueron variables independientes predictores de
recurrencia precoz. Esto puso de manifiesto la importancia de los genes de remodelacion
de la cromatina y su papel independiente de TP53 en la carcinogénesis gastrica (108). El
mismo grupo de trabajo publicd los datos del analisis mediante NGS de 100 pares de
muestras de CG y tejido no tumoral, analizando nimero de copias de ADN, expresion
génica y perfil de metilacion (110). Identificaron los genes clave (“driver genes”) en cada
subtipo tumoral, describiendo como principales genes supresores de tumores: TP53 en
tumores sin inestabilidad de imcrosatélites (MSS), ARID1A en los subgrupos MSl 'y VEB-
positivos, y CDH1 en los CG difusos. Determinaron una prevalencia de la mutacion en
MUCG6 del 9.6% de los tumores MSS y18.2% en los tumores MSI. MUCS6 es el gen
codificante de la mucina gastrica, y la disminucion en su expresion se ha asociado a
estadios tumorales méas avanzados y de peor prondstico (114). Otros genes en los que la
prevalencia de mutaciones descrita fue diferente en tumores MSS y MSI fueron los
relacionados con la via del factor de crecimiento transformante beta (TGF-p),
observandose mutaciones en cuatro genes (TGFBR2, ACVR2A, SMAD4 y ELF3) en el
13.3% de los tumores MSS y en el 100% de los MSI. Asimismo, destaca la presencia de
mutaciones recurrentes en RHOA en el 14.3% de los CG difusos, frente al 7.8% de los
tumores mixtos o indiferenciados, no identificandose en los tumores de histologia
intestinal. Las mutaciones en RHOA presentaron una predileccién por la localizacién en
antro y cuerpo gastrico frente a cardias, se asociaron a pobre diferenciacion y presentaron

una menor prevalencia de mutaciones en TP53. Tampoco se describi6 asociacion entre
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las mutaciones en RHOA y en CDH1 o ARID1A. Es llamativo que los CG con mutaciones
en RHOA presentaron expresion de marcadores de diferenciacion intestinal como CDX2,

lo que sugiere su origen sobre metaplasia intestinal (110, 115).

El grupo del Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC) trat6 de definir el perfil
gendmico clasificando el CG en 3 subtipos: proximal no-difuso, difuso y distal no-difuso
(116). Uno de los genes con expresion diferencial en cada subtipo fue PLA2G2A.
PLA2G2A es una fosfolipasa identificada como factor pronéstico en CG, de manera que
los tumores que expresan altos niveles de este gen presentan mayor supervivencia y
menor frecuencia de metastasis (117). Asimismo, PLA2G2A ha sido descrito como diana
de la via de sefializacion Wnt/B-catenina en carcinogénesis gastrica, asociada con la
regulacion negativa de genes asociados a invasion y metastasis (118). En el estudio del
MSKCC, PLA2G2A presentd una sobrexpresion 7 veces mayor en el subtipo proximal
no-difuso frente al CG difuso y 12 veces mayor en el subtipo distal no-difuso frente al
difuso (116). Otro gen de interés con diferencias significativas entre el subtipo proximal
no-difuso y el CG difuso fue PSCA (Prostate Stem Cell Antigen), con expresion reducida
en el primero. Ciertos polimorfismos de PSCA habian ya sido descritos como un factor
de riesgo para el desarrollo de CG difuso comparado con el subtipo intestinal en poblacién

japonesa (119).

Recientemente se ha publicado un estudio prospectivo que analiza mediante NGS 116
muestras de CG localmente avanzado o metastasico, identificando alteraciones
gendmicas que son potencialmente tratables mediante terapias dirigidas (120). El 78% de
los casos albergaban al menos una alteracion gendmica clinicamente relevante
potencialmente tratable con terapias aprobadas en Estados Unidos por la Food and Drug
Administration (FDA) o dentro de ensayo clinico. Las alteraciones mas comunes fueron
TP53 (50%), ARID1A (24%) y CDHL1 (15%). Otras alteraciones clinicamente relevantes
fueron las encontradas en los genes KRAS, CDKN2A, CCND1, ERBB2, PIK3CA, MLL2,
MET, PTEN, ATM, DNMT3A, NF1, NRAS y MDM2. Confirmando los datos de estudios
previos, los tumores con pérdida de funcion de ARID1A presentaron una menor
prevalencia de mutaciones de TP53, y sin embargo, un aumento de las variantes en
PIK3CA, CREBBP y MLL2. A destacar de este estudio es la presencia de alteraciones en
receptores tirosina quinasa (RTK) en el 20.6% de los casos. Dentro de éstas se incluyen
las amplificaciones de ERBB2, EGFR, MET y FGFR2 como alteraciones predominantes,

aunque también se describen mutaciones y delecciones. El 8.6% de las alteraciones
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corresponden al gen ERBB2. A diferencia de lo descrito hasta ahora las alteraciones en
ERBB2 fueron sustituciones de bases en la mitad de los casos, hallazgo mutuamente
excluyente con la presencia de amplificaciones de ERBB2. Las sustituciones de bases en
ERBB2 no pueden ser identificadas por IHQ o hibridacién in situ, por lo que su deteccion
identificaria a un subgrupo de pacientes que podria potencialmente beneficiarse del
tratamiento dirigido anti-HER2, tal como se ha descrito en cancer de mama (121). Los
datos presentados sugieren que los CG con sustituciones en ERBB2 podrian presentar
caracteristicas clinico-patoldgicas diferentes respecto a los tumores con amplificacion de

ERBBZ2, pero esto necesita ser confirmado en series mas amplias (120).

En la actualidad la Unica clasificacion molecular con cierto grado de aplicabilidad directa
en la préctica clinica es la publicada por el grupo The Cancer Genome Atlas (TCGA), que

pasamos a desarrollar a continuacion.

5.1.CLASIFICACION DE THE CANCER GENOME ATLAS (TCGA)

A finales de 2014 se public6 una anotacién molecular extensa del cancer gastrico por el
TCGA (Figura 3) (122). En esta publicacién se analizan muestras de tejido fresco de 295
pacientes con adenocarcinoma gastrico no previamente tratados con quimioterapia ni
radioterapia, tomando como referencia para la deteccion de mutaciones somaticas ADN
de linea germinal proveniente de muestras de sangre periférica 0 mucosa gastrica sana.
Caracterizan las muestras usando seis plataformas moleculares: analisis del nimero de
copias somaticas, secuenciacion masiva de exomas, perfil de metilacion del ADN,
secuenciacion de ARN mensajero (ARNmM), secuenciacion de microARN (miARN) y
arrays de proteinas en fase reversa (RPPA), habiendo analizado el 77% de los tumores
mediante las 6 plataformas. Basandose en los resultados del analisis de estas seis
plataformas, crearon un algoritmo para clasificar las 295 muestras de CG en 4 subtipos
moleculares, usando una aproximacion que pudiera ser aplicada facilmente en la practica
clinica. En primer lugar, se identificaron los tumores con positividad para VEB (subtipo
VEB), los cuales representan un 9% de los CG. Posteriormente se clasificaron segun la
presencia de alta inestabilidad de microsatélites (subtipo MSI), agrupando al 22% de los
CG. Los restantes se diferenciaron por el grado de aneuploidia en genémicamente estables

(subtipo GS, 20%) y en aquellos con inestabilidad cromosémica (subtipo CIN, 50%).
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Estos subtipos moleculares se han relacionado con algunas caracteristicas clinicas e
histologicas. En el subtipo gendmicamente estable existe un predominio de la histologia
difusa y el diagndstico se realiza a edades méas tempranas. Los tumores con inestabilidad
de microsatélites se diagnostican a edades mas avanzadas y predominan en mujeres. Los
casos VEB positivos predominan en hombres y suelen localizarse en cuerpo o fundus
gastrico, mientras que los tumores con inestabilidad cromosémica se localizan
preferentemente en union gastroesofagica/cardias. Los resultados preliminares sobre la

supervivencia, no revelaron diferencias significativas entre los cuatro subtipos.

Figura 3. Principales caracteristicas de los 4 subtipos moleculares de CG. Tomado de: The Cancer
Genome Atlas Research Network (122).
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* Mitotic pathways
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* CLDN18-ARHGAP fusion
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5.1.1. HIPERMETILACION DE ADN ASOCIADA A VEB

La prevalencia de infeccion por VEB en células tumorales de CG es del 8.7% (IC95%
7.5-10) (123). En el estudio del TCGA el estado de VEB fue determinado por
secuencacion de ARNm, miARN, exoma y genoma completo, obteniéndose resultados
altamente concordantes (122). El analisis de las muestras VEB positivas mostrd una
intensa asociacion con el fenotipo metilador de islotes de CpG (CIMP), a diferencia del

subtipo MSI (124). Se han identificado diferencias en el espectro de mutaciones y en el

46




perfil de expresion génica entre los subtipos VEB y MSI asociados a CIMP. El subtipo
VEB tuvo una mayor prevalencia de hipermetilacion de ADN. Todos los tumores VEB-
positivos mostraron hipermetilacion del promotor CDKN2A (p16INK4A) y ausencia de

hipermetilacion de MLHL1, caracteristico de los tumores MSI asociados a CIMP (125).

Por otro lado, se observa una fuerte asociacion entre mutaciones en PIK3CA y el subtipo
VEB positivo, con una prevalencia del 80% de mutaciones no silentes de PIK3CA (122,
126). Por el contrario, se identifican mutaciones de PIK3CA en el 3-42% de los otros
subtipos de CG. En los tumores VEB negativos las mutaciones de PIK3CA se suelen
localizar en el dominio quinasa (exon 20), mientras que en los tumores VEB positivos las

mutaciones se distribuyen de manera dispersa.

5.1.2. ALTERACIONES GENOMICAS SOMATICAS

En el proyecto del TGCA se analizaron 63 tumores hipermutados, identificando 10 genes
que presentaban mutaciones tipo sustitucion de bases, incluyendo TP53, KRAS, ARID1A,
PIK3CA, ERBB3, PTEN y HLA-B. Afiadiendo al analisis las inserciones y delecciones, la
lista de genes con mutaciones significativas se amplié hasta 37, incluyendo RNF43, B2M
y NF1. El andlisis de tumores MSI detectd alteraciones frecuentes en los genes del
complejo mayor de histocompatibilidad tipo I, como B2M y HLA-B, lo que se ha asociado

a la evasion del sistema inmune reduciendo la presentacion de antigenos (127).

El andlisis de 215 tumores no-hipermutados identifico6 25 genes con mutaciones
significativas, entre los que se encuentran TP53, ARID1A, KRAS, PIK3CA y RNF43, pero
también genes relacionados con la via de B-catenina (APC y CTNNB1), la via de TGF-p
(SMAD4 y SMAD?2) y RASAL, un regulador negativo de RAS. ERBB2 estaba mutado de
manera significativa; 10 de las 15 mutaciones identificadas se encontraban en puntos
conocidos, cuatro casos tenian la mutacién S310F, que es activadora y sensible a los
farmacos anti-ERBB2 (128).

Los tumores VEB positivos, ademas de mutaciones en PIK3CA, presentaron mutaciones
en ARID1A (55%) y BCOR (23%), siendo raras las mutaciones en TP53. En el subtipo
CIN de CG con inestabilidad cromosomica se observaron mutaciones de TP53 en el 71%
de los casos. Las mutaciones somaticas de CDH1 se describieron en el 37% de los

tumores estables genémicamente (subtipo GS), los cuales comparten las alteraciones en
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ARID1A con el subtipo VEB. Las mutaciones en RHOA aparecen de manera casi
exclusiva en el subtipo GS, con una prevalencia del 15%. RHOA actua sobre la
contractilidad y motilidad celular dependiente de actina y miosina, y promueve la

tumorogénesis a través de la activacion de STAT3.

Analizando las transversiones o sustituciones de bases de una purina por una pirimidina
0 viceversa en las muestras de CG, se observa una alta tasa de transversiones de citosina
a timidina en dinucledtidos CpG y de adenina a citosina en dinucledtidos AA. Las
transversiones de adenina a citosina son especialmente frecuentes en los subtipos VEB,
CINy GS, no estando presentes en el subtipo MSI, tal como se habia descrito previamente
(129).

El analisis de reordenamientos cromosomicos, reveld translocaciones y fusiones entre
CLDN18 and ARHGAP26, implicados en la adhesion y motilidad celular. Las fusiones
CLDN18-ARHGAP fueron mutuamente excluyentes con las mutaciones en RHOA 'y, son
especialmente frecuentes en el subtipo GS. En el subtipo GS, el 30% de los casos
presentaron alteraciones en RHOA o en CLDN18-ARHGAP. Las alteraciones gendmicas
de la ruta de RHOA parecen tener un papel en la capacidad invasiva de los GC fenotipo

difuso.

Entre los resultados del analisis del nimero de copias somaticas destaca la identificacion
de amplificaciones focales en oncogenes como ERBB2, CCNE1, KRAS, MYC, EGFR,
CDK6, GATA4, GATA6 y ZNF217, asi como la amplificacion de CD44, marcador de la
célula madre gastrica, y amplificaciones del locus 9p, donde se localizan los genes que
codifican JAK2, PD-L1 y PD-L2, potenciales dianas terapéuticas. Las amplificaciones
del locus 9p se encuentran especialmente en el subtipo VEB, lo que es consistente con
los estudios que muestran una alta expresion de PD-L1 en tumores linfoides VEB
positivos (130). Los casos amplificados mostraron altos niveles de ARNm y de expresion
proteica de JAK2, PD-L1 y PD-L2 en el subtipo VEB positivo, lo que pone de manifiesto
la necesidad de testar los antagonistas de JAK2 y PD-L1/2 en este subgrupo de pacientes
con CG. Ademas, se detectaron delecciones focales en genes supresores de tumores como
PTEN, SMAD4, CDKN2A y ARID1A.
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5.1.3. EXPRESION GENICA Y ANALISIS PROTEOMICO

El estudio del TCGA determina diferentes clusters o grupos de expresion génica para
ARNmM, miARN y RPPA, sin embargo, no existe una correspondencia absoluta entre los

grupos de expresion génica y los subtipos moleculares.

En el analisis de ARNm destaca el hallazgo de la omision del exon 2 de MET en el 30%
de los CG analizados, asociado con un incremento en la expresion de MET, asi como la
presencia de nuevas variantes de MET en las que estan implicados los exones 18 y/o 19.

Curiosamente los exones omitidos son areas codificantes de dominios tirosinquinasa.

En la revision de los datos de RPPA observaron 45 proteinas cuya expresion o
fosforilacion se asocid con los cuatro subtipos moleculares. La fosforilacion de EGFR
(pY1068) estaba significativamente elevada en el subtipo CIN, lo que es concordante con
la amplificacién de EGFR en este subtipo. También encontraron una alta expresion de
p53, lo que es congruente con la alta prevalencia de la mutacion de TP53 y aneuploidia

en el subtipo CIN.

5.1.4. ANALISIS INTEGRADO DE LAS VIAS MOLECULARES

El anélisis conjunto de las alteraciones en el nimero de copias y las mutaciones, centrado
en los receptores tirosina quinasa y en las vias de RAS y PI3K condujo a las siguientes

conclusiones (Figura 4):

e Los tumores VEB positivos presentaban mutaciones en PIK3CA vy
amplificaciones de JAK2 y ERBB2.

e Los tumores MSI presentaban mutaciones en PIK3CA, ERBB3, ERBB2 y EGFR,
muchas de ellas en puntos criticos identificados en otros tumores. Destaca la
ausencia de mutaciones de BRAF V600E, frecuentemente observada en cancer
colorrectal con MSI.

e El subtipo GS exhibe alteraciones en RHOA y CDLN18.

e En el subtipo CIN es frecuente la amplificacidén de receptores tirosina quinasa,
diana de agentes terapéuticos actualmente en uso o en desarrollo, como

ramucirumab o inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (106, 107, 131).
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Figura 4. Descripcion molecular del CG segun la clasificacion de TCGA. Tomado de: The Cancer
Genome Atlas Reseach Network (122).
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a) Mutaciones, cambios en el nimero de copias y translocaciones de genes seleccionados organizados por subtipos
moleculares. La frecuencia de las alteraciones esta expresada en porcentaje sobre el total de casos. b) Alteraciones
en vias RTK/RAS y RTK/PI3K en los diferentes subtipos moleculares. Rojo: activacion. Azul: inactivacion. c) Vias
significativamente activadas (rojo) o inhibidas (azul) en los 4 subtipos comparado con la mucosa géstrica no-
maligna. RTK: receptores con actividad tirosina quinasa.

La comparacién del perfil de expresion de cada subtipo con los restantes grupos y con
tejido gastrico normal revel6 algunos patrones a destacar, incluyendo la elevada expresion
de componentes de la mitosis como AURKA/B, E2F (diana de activacion de MYC), de la
via FOXM1/PLK1 y componentes de la respuesta al dafio del ADN en todos los subtipos
moleculares, siendo menor en tumores GS. Por el contrario, el subtipo GS presentaba
elevada expresion de componentes de la via de adhesion celular, incluyendo integrinas
B1/B3, vias mediadas por syndecan-1 y vias relacionadas con la angiogenesis. Estos

resultados sugieren nuevas dianas terapéuticas candidatas para el desarrollo de farmacos,
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como las quinasas Aurora (AURKA/B) y Polo-like (PLK). En los tumores VEB positivos
se evidencio una alta expresion de la via de la IL-12, lo que sugiere una fuerte implicacion
de la respuesta inmune en este subtipo molecular de CG, que unido a la evidencia de la
alta sobreexpresion de PD-L1/2, apoya fuertemente el desarrollo de farmacos inhibidores

del sistema inmune en el CG VEB positivo.
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6. FACTORES PRONOSTICOS EN CANCER GASTRICO

Se consideran factores o marcadores prondsticos en oncologia todas aquellas variables
bioldgicas, histopatologicas o moleculares que influyen en la evolucién de la enfermedad
neoplasica, determinando la historia natural de la misma en ausencia de cualquier
tratamiento. Este concepto se aplica de manera habitual a aquellas caracteristicas que nos
ayudan a seleccionar qué pacientes tratar y en qué momento en la evolucién de su
enfermedad. El pronéstico global de los pacientes afectos de cancer géstrico es hoy en
dia pobre, con una supervivencia global a los 5 afios inferior al 30%. Por ello es
fundamental el conocimiento de aquellos factores que nos permitan detectar qué pacientes

presentan un peor pronostico de acuerdo a sus determinadas caracteristicas bioldgicas.

6.1. FACTORES CLINICOS Y PATOLOGICOS

Como resumen e introduccién podemos destacar un estudio japonés que ha revelado
mediante analisis multivariante el caracter prondstico de 10 variables clinico-patoldgicas:
profundidad de invasion tumoral (T), infiltracion linfatica ganglionar (N), tipo de
diseccion linfatica empleada, tamafio tumoral, presencia de metastasis hepaticas,
carcinomatosis peritoneal, invasion linfatica, invasion perineural, tumor que ocupa toda

la cavidad géstrica y tumor situado en el estmago medio (132).

El grupo del MSKCC ha desarrollado un nomograma para predecir la supervivencia
especifica por enfermedad a los 5 afios, empleando los datos de 1039 pacientes con cancer
gastrico tratados con reseccion RO sin tratamiento neoadyuvante procedentes de una Gnica
institucion (nomograms@mskcc.org) (133). Los factos clinico-patoldgicos incluidos en
el nomograma son edad, sexo, localizacion del tumor primario, clasificacion de Laurén,
namero de ganglios linfaticos positivos y negativos resecados y profundidad de la
invasion. Este nomograma fue posteriormente validado por diferentes autores en varios
paises. Peeters et al. encontraron que el nomograma pronosticaba mejor que el sistema de
clasificacion de la AJCC (134). Esta herramienta puede ser util para determinar la
indicacion del tratamiento adyuvante y el protocolo de seguimiento de manera mas

individualizada.
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6.1.1. FACTORES RELACIONADOS CON EL PACIENTE

A pesar de la existencia de estudios iniciales que les asignaban cierto valor, ni el sexo, ni
la edad, ni la duracion de los sintomas antes del diagnoéstico tumoral poseen un valor
como marcadores pronosticos independientes. Por el contario, el estado nutricional
deteriorado y el estado inmunitario deficiente si parecen poseer un caracter de mal
pronostico (135-137).

6.1.2. TIPO HISTOLOGICO

El valor pronoéstico de los diferentes tipos histolégicos es un tema controvertido. Si el
pronostico del CG difuso es 0 no es peor que el pronéstico del tipo intestinal es un tema
debatido (138, 139). Recientemente se ha sugerido que el carcinoma gastrico incluye
lesiones con diferente prondstico, por ejemplo el subtipo desmoplastico de bajo grado
(con escasa 0 nula angio-linfo-neuroinvasion) y el subtipo de alto grado (con células
anaplésicas) (140, 141). El pronoéstico de los pacientes con carcinoma pobremente
cohesivo es particularmente malo en nifios y adultos jovenes, cuyo diagnéstico a menudo
se retrasa (142). Algunos investigadores refieren que la clasificacion de Goseki aporta
informacidn pronostica adicional a la clasificacion TNM, de forma que los tumores ricos
en mucina (Goseki tipos 11 y IV) presentan peor pronostico que los tumores pobres en
mucina (Goseki tipos 1 y I11), con una supervivencia a 5 afios para los tumores T3 del
18% vs. 53% (p<0.0003) (139).

6.1.3. ASPECTO MACROSCOPICO

La clasificacion en 4 subtipos tumorales de acuerdo a lo descrito por Borrmann ha
demostrado en algunos estudios tener valor prondstico, correspondiendo el mejor
resultado a los tumores de tipo | y Il (polipoides y polipoides con infiltracion central)
frente a los tipo 11l y IV (ulcerados e infiltrantes). Este valor prondstico del aspecto

tumoral macroscépico no ha podido ser confirmado en otros estudios (143, 144).
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6.1.4. GRADO DE DIFERENCIACION HISTOLOGICA

La clasificacion de los adenocarcinomas gastricos de acuerdo a su grado de diferenciacion
glandular en bien (1), moderada (Il), pobremente diferenciados (I11) e indiferenciados
(IV), ha demostrado ser un adecuado factor prondstico, presentando los pacientes peor
supervivencia conforme mas indiferenciado es el tumor (Grado | 48% vivos a los 5 afios
del diagnostico, grado 1V 10%) (145).

6.1.5. LOCALIZACION TUMORAL

La localizacion del tumor primario ha demostrado ser un factor pronostico independiente
en los estudios de cancer gastrico, siendo los tumores proximales los de peor pronostico.
Ello puede deberse a factores relacionados con dicha localizacion como son la incidencia
mayor de diseminacion ganglionar al diagndstico o la tasa menor de resecabilidad de los
tumores de cardias y unién gastro-esofagica frente a los del estdbmago distal (cuerpo y
antro) (143).

6.1.6. INVASION LINFATICA, VASCULAR Y PERINEURAL

Los resultados de 2 grandes estudios en pacientes intervenidos quirurgicamente de CG
han confirmado el caracter prondstico independiente de estas tres caracteristicas
patoldgicas. En un primer estudio con 734 casos aquellos pacientes cuyo estudio
patoldgico revel6 invasion linfatica, vascular y perineural (ILVN) tuvieron una
supervivencia global y libre de progresion estadisticamente inferior al grupo de enfermos
sin estas caracteristicas de invasividad (45,5 meses de supervivencia global frente a
mediana no alcanzada en el grupo sin infiltracion, p<0.0001) (146). Este mismo caracter
de mal pronostico se ha confirmado cuando se restringe el andlisis a los casos
considerados cancer gastrico precoz y estadios I, lo que permitiria seleccionar una
poblacién de mayor riesgo de recaida y peor pronostico, susceptible por tanto de un
tratamiento adyuvante. Un segundo trabajo realizado en pacientes operados y con
ausencia de afectacion ganglionar locorregional en el examen anatomopatologico ha
demostrado la relacion directa entre la presencia de ILVN y la existencia de

micrometastasis en los ganglios linfaticos locorregionales (147).
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6.1.7. LINFOCITOS INFILTRANTES DEL TUMOR

En un estudio publicado en 2008 se determind en 22 muestras de céncer gastrico la
densidad de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) en el tumor empleando como
marcadores inmunohistoquimicos CD3, CD8, CD20 y CD45R0. Los grupos que
presentaban una densidad alta de CD3, CD20 CD45R0 presentaban una supervivencia
mayor que los grupos correspondientes con densidad baja, confiriendo a la densidad de

TIL el caracter de marcador prondstico de supervivencia en cancer gastrico (148).

6.1.8. ESTADIO PATOLOGICO

El grado de infiltracion del tumor en la pared géastrica y la existencia de metastasis
ganglionares locorregionales son los factores pronosticos mas reconocidos y forman la
base de todos los sistemas de estadificacion recientes en esta enfermedad. La relacion
directa entre la infiltracion del tumor en la pared gastrica (T en la clasificacion TNM) y
la supervivencia del paciente esta demostrada en diversos estudios europeos, americanos
y japoneses que confirman el pronostico peor de la enfermedad conforme mayor es la
penetracion tumoral (23). Asimismo la afectacién ganglionar metastasica ha sido
clasicamente otro de los factores prondsticos independientes mas importantes. Hasta 1997
el estadio N de la Clasificacion TNM era determinado en base a la localizacion anatomica
de los ganglios linfaticos infiltrados por el tumor. A pesar de la relevancia prondstica de
este dato, la dificultad de su validacion y su falta de reproducibilidad entre estudios
motivo su sustitucion en esa fecha por una clasificacion basada en el nimero de ganglios
afectados por el tumor (96). Esta nueva categorizacion sigue siendo un marcador
pronostico valido e independiente, existiendo una relacién directa entre el nimero de
ganglios infiltrados y el prondstico del paciente (133). De esta manera los enfermos sin
evidencia de invasion ganglionar (NO) presentan indices de supervivencia del 80% a los
5 afios del diagnostico. Esta cifra que desciende al 35% en los casos N1 (1 a 6 ganglios
afectos), al 15%-20% en los casos N2 (de 7 a 15 ganglios afectos) e incluso es inferior al
5% en los casos con infiltracion tumoral mas extensa N3. Estas diferencias son en todos

los casos estadisticamente significativas.

Junto con el nimero total de ganglios afectos se ha descrito el valor prondstico del ratio

de ganglios linfaticos metastasicos (numero de ganglios infiltrados dividido por el
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numero total de ganglios aislados). Este factor pronostico parece ser tan importante como
el nimero total de ganglios y mas exacto a la hora de valorar la infiltracion tumoral
ganglionar en cada paciente (149, 150). La probabilidad de encontrar ganglios linfaticos
afectos aumenta con el nimero de ganglios linfaticos resecados e identificados en la pieza
quirdrgica, lo cual esta directamente relacionado con la extension de la linfadenectomia
realizada (72) y ello se relaciona directamente con la supervivencia (151). Se ha sugerido
que el numero total de ganglios identificados debe ser mayor de 15. Los pacientes con un
ratio menor de 0.2 tienen un mejor pronostico (rangos descritos en la literatura de 0.10 a
0.30) (152-154).

La existencia de metastasis hepaticas y/o de carcinomatosis peritoneal en el momento del
diagndstico constituye un factor de mal prondéstico incluso cuando se ajusta de acuerdo a
otras variables como la realizacion o no de cirugia o el tipo histoldgico. El indice
prondstico del Hospital Royal Marsden para cancer gastrico metastasico identificé las
metastasis hepaticas y las metastasis peritoneales como 2 factores clinicos independientes

asociados a un peor prondstico (155, 156).

6.1.9. NIVELES PREOPERATORIOS DEL ANTIGENO
CARCINOEMBRIONARIO

Los pacientes con niveles elevados del Antigeno Carcinoembrionario (CEA) en plasma
obtenido antes de una intervencion quirdrgica con intencién curativa tienen un peor
pronostico que aquellos con niveles mas bajos. Este factor permanece significativo

cuando se analiza ajustado a otros marcadores prondésticos conocidos (157, 158).

6.1.10. FACTORES RELACIONADOS CON EL TRATAMIENTO

La persistencia tumoral tras una exéresis quirdrgica, bien en forma microscopica
(reseccion R1) o macroscopica (reseccion R2); es un indicador de mal pronostico
independiente del resto de caracteristicas clinico-patoldgicas. Los pacientes con cirugias
incompletas presentan una supervivencia escasamente superior a la de los pacientes
metastasicos desde el diagnostico inicial (159). Algunos estudios han destacado la
experiencia del cirujano y del centro en el que se lleva a cabo la gastrectomia como

factores pronosticos determinantes en cancer gastrico. En estos trabajos se ha

56




comprobado como la mortalidad operatoria desciende un 41% y el riesgo de muerte un
7% por cada incremento de 10 casos por afio en la experiencia del cirujano (160). Este
caracter pronostico de la experiencia del cirujano resulta significativo incluso cuando se
analiza dentro de centros con amplia experiencia y un niumero elevado de casos por afio
(161).

6.2. FACTORES MOLECULARES

En las Ultimas décadas diversos estudios han destacado el papel que las alteraciones
genéticas tienen en el desarrollo y progresion del cancer gastrico (162). Actualmente se
conoce como las alteraciones moleculares en CG son diferentes dependiendo del subtipo
histoldgico, asi como de las diferentes etiopatogenias implicadas en esta neoplasia (122).
El conocimiento de la patologia molecular del CG nos permite entender mejor la
patogenia de la enfermedad, obtener marcadores pronésticos moleculares, algunos de los
cuales tienen asimismo valor predictivo cuando se administra un tratamiento sistémico, y
llevar a cabo estrategias terapéuticas adecuadas al pronostico y a la respuesta esperada
(163-165).

Diversos estudios han tratado de identificar un perfil molecular con valor pronéstico
aplicable a la practica clinica de los pacientes con CG. Cho et al. identificaron un conjunto
de 6 genes (CTNNB1, EXOSC3, TOP2A, LBAl, LZTR1 y CCL5), cuyo patrén de
expresion se correlaciono con el prondstico de los pacientes con CG, facilmente aplicable
en la clinica mediante qRT-PCR. Su caracter retrospectivo y la falta de datos sobre su
valor predictivo de respuesta a los tratamientos que puedan modificar el pronéstico de los

pacientes, obliga a explorarlo con caracter prospectivo dentro de ensayos clinicos (165).

6.2.1. ALTERACIONES DE P53

El gen supresor tumoral TP53 codifica una proteina nuclear que juega un papel
fundamental en la progresion tumoral regulando la reparacion del ADN, la division
celular y la apoptosis. Una baja tasa de apoptosis y una alta proliferaciéon celular son

factores importantes en el desarrollo del CG y la sobrexpresion de p53 podria ser esencial
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para controlar la carcinogénesis. Sin embargo, el papel de p53 como factor pronostico en
CG no esté definitivamente establecido y los trabajos publicados presentan resultados
contradictorios, habiéndose empleado técnicas, anticuerpos y métodos de interpretacion
distintos en cada serie (163, 166, 167). La induccién de expresion de la proteina p21 por
el gen TP53 provoca un blogueo del ciclo celular en la fase S mediante la fosforilacién
de quinasas dependientes de ciclinas. Esta relacion fue estudiada como posible factor
pronostico en un estudio que concluy6 como los pacientes con tumores sin sobreexpresion
de p53 pero si de p21 presentaban una mediana de supervivencia superior a los casos que

sobreexpresan ambos genes simultaneamente (168).

6.2.2. E-CADHERINA Y B-CATENINA

El gen CDH1 codifica la proteina E-cadherina, molécula esencial para mantener la
adhesion intercelular en las células epiteliales. La disfuncion de E-cadherina es uno de
los factores méas importantes en el proceso de iniciacion y progresion del CG (90% de los
casos). Sin embargo, solo la presencia de alteraciones estructurales en E-Cadherina (10%
de los casos) representa un factor de mal pronéstico (169, 170). Su pérdida de expresion
se ha demostrado en muchos tipos de neoplasias malignas incluyendo el CG,
proponiéndose la metilacion del promotor del gen CDH1 o un polimorfismo del mismo
como causas de esta pérdida (171). Se ha postulado la existencia de una relacion inversa
entre la expresion de E-cadherina y el pronéstico, siendo éste mas favorable en los casos
de expresion normal de esta proteina, junto con ausencia de expresion de MUC-1
(antigeno de mucina) (172, 173). También se ha propuesto la metilacién de CDH1, entre
otras alteraciones epigenéticas, como factor de mal pronéstico en pacientes con CG (174).
Asimismo se ha publicado un trabajo que muestra como en cancer gastrico existe una
expresion anormal de E-cadherina y de B-catenina en un 46% y 44% de casos
respectivamente, apareciendo mas frecuentemente entre los casos de tipo histoldgico
difuso de la clasificacion de Laurén (175). De manera similar se ha demostrado una
correlacion significativa entre la expresion anormal de B-catenina y la existencia de
metéstasis ganglionares. Esta expresion alterada de E-cadherina y de p-catenina se
encuentra en un 16% y 36% de los casos de displasia gastrica, sugiriendo que pueden ser
eventos precoces en el proceso de tumorigenesis gastrica. La correlacion entre la
acumulacion de B-catenina y una pobre supervivencia la dan un carécter prondstico que

esta pendiente de validacion en serie mas amplias de casos (163).

58




6.2.3. INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

La deficiencia en los mecanismos de de reparacion del ADN da lugar a un fenotipo
conocido como inestabilidad de microsatélites, en el que las células acumulan errores
genéticos en vez de corregirlos. Este fendmeno aparece en el 18-31% de casos de cancer
gastrico esporéadico (169, 176). Aunque en esta neoplasia no se han demostrado
mutaciones sométicas en los denominados Mismatch Repair Genes (MMR) como hMLH1
0 hMSH2, los tumores gastricos con MSI presentan una pérdida de expresion de la
proteina hMLH1 probablemente relacionada con una hipermetilacion de la region del gen
promotor de hMLH1 (177).

El CG con alta frecuencia de inestabilidad de microsatélites presentan caracteristicas
clinico-patoldgicas diferenciadas como son una mayor frecuencia de localizacién antral,
subtipo histoldgico intestinal, seropositividad para H. pylori y menor incidencia de

metastasis ganglionares (178, 179).

Numerosos estudios han investigado la asociacion entre inestabilidad de microsatélites y
prondstico en CG con resultados discordantes. Algunos de estos estudios muestran que la
presencia de inestabilidad de microsatélites se asocia a un comportamiento menos
agresivo y un pronostico mas favorable. (164, 174, 180). Sin embargo, a dia de hoy el
estatus MSI aln no puede ser empleado como un marcador pronéstico independiente en
CG.

6.2.4. FAMILIA DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO

EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR (EGFR, HER1)

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, HER1) se expresa
aproximadamente en un tercio de los casos de adenocarcinoma gastrico (181, 182). La
expresion de EGFR por IHQ o la positividad por hibridacion in situ fluorescente y la
presencia de un alto namero de copias se han asociado con la presencia de metastasis
ganglionares, alto grado y peor supervivencia (181-184). En el estudio de Lieto et al., en

el analisis univariante la supervivencia enfermedad-especifica a los 5 afios fue del 73%
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vs. 40% en los pacientes EGFR negativos frente a los positivos (HR de muerte 0.35,
IC95% 0.13-0.75). En este estudio, la intensidad de expresion de EGFR no se asoci6 con
los resultados a largo plazo. En el analisis multivariante, sélo la positividad por IHQ se
identificé como factor de mal pronostico (181). Sin embargo, otros estudios indican que
la expresion de EGFR podria ser incluso un factor de buen pronéstico (185) o incluso no

asociarse al prondéstico (186).

HUMAN EPIDERMAL GROWTH FACTOR 2 (HER?2)

El oncogén HER2/neu es uno de los cuatro componentes de la familia de receptores
transmembrana tipo 1 con actividad tirosina quinasa (Familia Erbb). En ella se incluyen
junto a HER2/neu (ERBB2): EGFR o HER1 (ERBB1), HER3 (ERBB39) y HER4
(ERBB4). La amplificacibn de ERBB2 y la sobreexpresion de HER2 han sido
ampliamente estudiada en cancer de mama, siendo un biomarcador pronéstico establecido
en esta patologia. El protocolo aceptado para determinar alteraciones de HER2 consiste
en el uso de técnicas de inmunohistoquimica con anticuerpos especificos y técnicas de
hibridacion in situ (hibridacién in situ fluorescente —FISH-, hibridacién in situ
cromogeénica —CISH-, o hibridacion in situ argéntica —-SISH-). Los tumores 3+ por IHQ
se consideran HER2 positivos; aquellos con 2+ por IHQ requieren confirmacion por
FISH, CISH o SISH; y aquellos con IHQ <+2 se consideran HER2 negativos. Usando
sistemas de determinacidn similares la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 se ha
observado también en céncer de pulmon, estdbmago y ovario (169, 187). En céncer
gastrico la sobreexpresion de HER2 o la amplificacion de ERBB2 se ha reportado en el
7-34% de los casos (187-189), especialmente en aquellos de localizacion en la union
gastroesofagica y en el subtipo intestinal de la clasificacion de Laurén (104, 189). En el
estudio ToGA el porcentaje de casos de adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal con
sobreexpresion o amplificacion positiva alcanzo el 32.2% del total, mientras que los casos
con resultados positivos y de tipo histoldgico difuso fueron el 6.1%, diferencia
estadisticamente significativa (p =0.001). Y respecto a la localizacion, en este ensayo
clinico la incidencia de casos positivos y localizados en la unién gastroesofagica fue del
33.2%, frente al 20.9% de casos con sobreexpresion/amplificacion entre los tumores de
otras localizaciones, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0.001)
(104).
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El valor prondstico de HER2 en cancer gastrico es todavia controvertido. Hay
publicaciones que indican que la amplificacion de ERBB2 se asocia con un peor
prondstico y mayor agresividad de la enfermedad (72, 187, 190, 191), mientras otros
estudios no encuentran diferencias estadisticamente significativas (192, 193). En el
estudio finlandés publicado en 2005 se analizé la relacion entre la amplificacion de
ERBB2 medida por CISH y la evolucion de 231 pacientes intervenidos por cancer gastrico
o cancer de la unién gastroesoféagica. La presencia de amplificacion de ERBB2 se asocio
con una supervivencia global menor (12.7 meses no amplificados vs. 6.6 meses
amplificados) pero no alcanzé la significacion estadistica (p=0.37) (189). Por el contrario,
un estudio coreano publicado en 2006 y que analizé la sobreexpresion de HER2 por IHQ
y la amplificacion del oncogén por CISH y FISH en un grupo de 186 pacientes sometidos
a cirugia con intencion curativa, si encontré una relacién estadisticamente significativa
entre la presencia de ERBB2 amplificado y una supervivencia global menor
(supervivencia global a los 5 afios, 21% vs. 63% en los no amplificados p<0.05) (191). El
trabajo de Grabsch que analiza la expresion de HER2 en 924 casos procedentes de dos
series independientes (una alemana y otra inglesa) y que se realizO de manera
estandarizada empleando el anticuerpo anti-HER2 CB11 y usando Dako Envision Kit®
como método de deteccion, muestra, ademas de una gran heterogeneidad intratumoral,
una mayor incidencia de sobreexpresion de HER2 en los casos de tipo intestinal en la
clasificacion de Laurén, sin que esta sobreexpresion esté relacionada de manera
significativa con ningun otro parametro clinico-patolégico ni con la supervivencia global
de los pacientes (193). Asimismo, un estudio reciente publicado en 2013 indica que el
estado de HER2 no es tampoco un biomarcador prondstico independiente en

adenocarcinoma esofagogastrico en estadio precoz (194).

Las diferencias en los resultados probablemente estan relacionados con el uso de
diferentes metodologias o sistemas de clasificacion para definir el estado HER2 positivo.
Los CG son mas heterogéneos en el estado de HER2 en comparacién con el cancer de
mama, teniendo un caracter méas focal con captacion membranosa incompleta (195).
Basandose en el estudio de Hoffmann (188), que describe un sistema de clasificacion del
estado de HER2 especifico para CG, se disefio el estudio ToGA, el cual seleccionaba a
los pacientes con IHQ 3+ o con positividad por FISH con ratio HER2/centromero 17 >2.
Las guias actuales recomiendan el estudio de HER2 inicialmente con IHQ, considerando
positivo IHQ 3+ y negativo IHQ 1+. Las muestras con resultado 2+ deben estudiarse
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mediante FISH, considerandose positivas aquellas con ratio HER2/centrémero 17 >2
(195). Un estudio reciente de Janjigiane et al. trat6 de vislumbrar si HER2 es un factor
pronostico en CG metastasico en paises occidentales, empleando la metodologia indicada
anteriormente, y llegd a la conclusion de que el estado de HER2 por si solo no es un factor

prondstico independiente (196)

6.2.5. ANGIOGENESISY RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DEL
ENDOTELIO VASCULAR

La angiogénesis es el proceso por el que se generan nuevos vasos sanguineos de forma
incontrolada a partir de vasos preexistentes, promoviendo el crecimiento tumoral y las
metéstasis. Los miembros de la familia del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) [VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y factor de crecimiento
placentario (PGF)] estan continuamente implicados en la angiogéenesis tumoral (197,
198). VEGF se expresa en el 42-49% de los tumores gastricos (72, 181, 199). Altos
niveles en suero de VEGF se han asociado a mayor carga tumoral y peor supervivencia
(200, 201). Asimismo, niveles bajos de neurofilina-1, una glicoproteina transmembrana
implicada en la angiogénesis que actia como correceptor de VEGF, se han asociado a

peor prondstico (202).

6.2.6. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO

La familia del receptor del factor de crecimiento fibroblastico (FGFR1, FGFR2, FGFR3
y FGFR4) pertenece a la superfamila de receptores tirosina quinasa. El estudio del nimero
de copias mediante microarrays de alta resolucion de polimorfismos de nucleétido simple
(SNP arrays), encontré que el 9.3% de los CG presentaba una ganancia en el nimero de
copias de FGFR2, siendo esto mas comun que en EGFR (7.7%), HER2 (7.2%) o MET
(4.3%). No se encontro una clara correlacion entre la ganancia en el numero de copias de
FGFR2 y la amplificacion de FGFR2 por FISH (109). Un estudio realizado en poblacion
caucasica y coreana, mostré mayor incidencia de amplificacion de FGFR2 en caucasicos
(7.4%) que en coreanos (4.2%), asociandose en ambas poblaciones a la presencia de
afectacion ganglionar y a la histologia difusa en el caso de la cohorte coreana (203).
Algunos estudios sefialan la amplificacion de FGFR2 como biomarcador pronostico de
peor supervivencia (204).
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6.2.7. MET Y FACTOR DE CRECIMIENTO HEPATOCITARIO

MET es un receptor tirosina quinasa activado por el factor de crecimiento hepatocitario
(HGF), que condiciona la activacion de las vias PI3K/Akt y RAS, asi como interactua
con las vias del EGFR y VEGFR. Las amplificaciones de MET se han visto implicadas
en la resistencia a los inhibidores tirosina quinasa en cancer de pulmon y diversas
aberraciones en MET se han relacionado con la patogénesis del carcinoma renal y de otros
tumores sélidos como el CG (205). La proteina MET se sobreexpresa en
aproximadamente el 50% de los CG y el gen MET estad amplificado en mas del 20% de
los casos (206, 207). La sobreexpresion de MET se ha asociado con la presencia de
metastasis hepéticas (208). Son multiples los estudios que muestran el papel prondstico
negativo de MET, habiéndose publicado recientemente un metaanalisis incluyendo 2258
pacientes, que confirma el impacto desfavorable de la sobreexpresion de MET sobre la
supervivencia de los pacientes, con una HR de 2.57 (1C95%: 1.97-3.35) (209).

6.2.8. VIAPI3K/AKT/MTOR Y PTEN

La via fosfatidilinositol-3 quinasa (P13K)-proteina quinasa B (PKB/Akt)- mammalian
target of rapamycin (mTOR) es una via con acciones antiapoptoicas y prosupervivencia,
que regula funciones celulares como la proliferacion, la supervivencia y la migracion
celular, siendo la via final de convergencia de la activacién de diversos receptores
proteina quinasa. Se han observado mutaciones oncogénicas en PIK3CA (gen codificante
de la subunidad catalitica a p110 de PI3K), que provoca la activacion constitutiva de la
via PI3BK/mTOR, con una frecuencia que oscila entre 5.1% y 25% segun los estudios
(169). Uno de esos estudios, reporta un 67% de amplificaciones de PIK3CA y lo asocia a
un peor prondstico, indicando que la mutacién de PIK3CA es un mecanismo fundamental
en la activacion de la via PI3K/mTOR en CG (210). Sin embargo, un reciente analisis de
biomarcadores dentro de un ensayo clinico con caracter prospectivo muestra una tasa de
mutaciones baja del 2.5-5% (211). Diversos estudios muestran que los pacientes con CG
que presentan expresion anormal de PI3K/Akt/mTOR presentan con mayor frecuencia

estadios avanzados de CG con menores tasas de supervivencia (212-214).

PTEN es un gen supresor tumoral, regulador negativo de la via PI3K/Akt/mTOR. La

infeccion por VEB induce la pérdida de expresion de PTEN por hipermetilacion del

63




promotor, conduciendo a la activacion de PI3K/Akt en el CG asociado a VEB (215). La
pérdida de expresion de PTEN se correlaciona con la profundidad de la invasion, el grado
de diferenciacion, la presencia de metastasis ganglionares y el estadio clinico-patolégico
en el CG (216).

6.2.9. PD-1/PD-L1Y PD-L2

PD-1/PD-L1/PD-L2 es una de las dianas emergentes en el campo de la inmunoterapia.
Actla como regulador de la respuesta inmune mediante la inhibicion de células T tumor-
especificas en el microambiente tumoral (217). Se ha observado que la expresion de PD-
1 o0 PD-L1 es mayor en estadios avanzados y se asocia a peor pronéstico en CG (218).
Recientemente se ha publicado la asociacion entre una variante en el gen PDCD1 que
codifica PD-1 y el pronostico en CG localmente avanzado (164). Se ha asociado la
positividad de PD-1 como factor prondéstico desfavorable independiente de supervivencia
libre de enfermedad (SLE) en pacientes con CG estadios I1/111 sometidos a cirugia con
intencion curativa (SLE a los 3 afios: 36.1% vs. 64.7%, p<0.05) y de riesgo de recaida
tras la cirugia (RR 2.430, 1C95%: 1.217-4.852), no alcanzandose la significacion
estadistica en supervivencia global (SG) (219). Ademas tampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en SLE ni SG segun la expresion de PD-L1,
por lo que todavia no esta establecido si la positividad de PD-L1 es Gtil como marcador
pronostico en CG.

6.2.10. OTROS

CLAUDINA

La familia de las claudinas estd constituida por al menos 24 tipos de proteinas
transmembrana estrechamente relacionadas, que actian como proteinas de unién celular,
y que se emplean en el diagndstico diferencial de diferentes tipos de neoplasias.
Asimismo se ha visto que la expresion de ciertas claudinas puede emplearse como
marcador pronostico de diversos tipos de cancer (220). Los datos de un metaanalisis que
incluye 1265 pacientes con CG, muestra que la sobreexpresion de Claudina-4 se asocia a
peor supervivencia (HR 2.01, 1C95%: 1.62-2.50), estadio avanzado (OR 1.96, IC 95%:
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1.08-3.56) y metastasis ganglionares (OR 1.72, IC95 %: 1.05-2.81) en pacientes con CG
(221). La baja expresion de Claudina-18 se ha observado principalmente en el subtipo
intestinal de CG y se ha asociado a un peor prondéstico (222). Claudina-18 ha sido definida
como origen gastrico y Claudina-3 y Caudina-4 como intestinales en el caso del CG, y

dicha clasificacion parece ser un buen biomarcador para determinar el pronostico (223).

ALK

Segun los escasos datos disponibles, la frecuencia de expresion de ALK en CG es del
8.4% (224). Se ha asociado la sobreexpresion de ALK en CG al componente de células
en anillo de sello y edad joven, tal como muestran los estudios en cancer de pulmén (225).
En el estudio de Chon et al. los pacientes ALK+ tienen un incremento del riesgo de

recurrencia y muerte en el analisis multivariante (224).

FACTORES ASOCIADOS A LA APOPTOSIS

Bcl-2 es un protooncogén determinante de la susceptibilidad de la célula tumoral a la
apoptosis y se ha asociado al prondstico de los pacientes con cancer gastrico avanzado
(226, 227). Otros factores relacionados con la apoptosis como FasL y survivina también

se han asociado a peor prondstico en los pacientes con CG (228, 229).

CITOQUINAS

Los tumores gastricos producen diversos tipos de citoquinas, incluyendo IL-1, IL-6, IL-
10, IL-11, TNF y CXC. Recientemente, se ha propuesto la activacion de la via
GP130/JAK/STAT3 como factor prondstico de pobre supervivencia en los pacientes con
CG, asociado a vias de supervivencia y proliferacion celular, angiogénesis y supresion
del sistema inmune, siendo los niveles de IL-11 e IL-6 potenciales biomarcadores (230-
232).

OTROS REGULADORES DEL CICLO CELULAR

Es conocido que cambios en los niveles de expresion de las ciclinas favorecen la
proliferacion celular tumoral. De los dos tipos de ciclinas evaluados (D1 y E), s6lo la
Ciclina E se considera un factor significativo como regulador del ciclo celular y un
marcador pronostico en cancer gastrico (233). Por otro lado, la sobreexpresion de p53 se

ha identificado como factor pronéstico desfavorable en pacientes con CG avanzado (234),
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no siendo asi en el caso de estadios precoces (235), tal como se coment6 en apartados

anteriores.

KRAS

Las mutaciones activadoras en KRAS estan presentes en el 4% de los carcinomas
gastricos, principalmente en el CG con MSI. (236). Una publicacién reciente asocia la
presencia de mutaciones en KRAS con peor pronostico en pacientes con CG proximal,

pero son necesarios mas estudios para clarificar este punto (237).

MicroARN

Los microARN (miARN) pueden ser empleados como factores prondsticos, dado que se
expresan de forma estable y robusta en los tejidos y en la circulacion. En particular, los
miARN se han asociado a supervivencia y estadio tumoral en CG, asi como a recurrencia
tumoral y metéstasis ganglionares. El estudio de Ueda et al. (238) hall6 22 miARNs
sobreexpresados y 12 subexpresados, comparando 353 muestras tumorales con mucosa
gastrica no tumoral. Identificaron que un nivel bajo de let-7g y miR-1433 y un nivel alto
de miR-214 se asociaban a prondstico desfavorable, independientemente de otros factores
pronosticos clinico-patoldgicos. Otro estudio confirmé que altos niveles de miR-20a,
miR-25, miR-93, miR-103, miR-106a, miR-106b, miR-130, miR-155, miR-221 y miR-
222 en muestras de CG avanzado parecen ser factores de riesgo altamente asociados a
penetracion de la serosa, metastasis a distancia, afectacion ganglionar y malos resultados
a en supervivencia a largo plazo en pacientes sometidos a cirugia con intencion radical y
quimioterapia adyuvante (239). Otros estudios han identificado miARN circulantes como
factores predictores de la supervivencia, sin embargo, son necesarios estudios
prospectivos de mayor tamafio con cohortes independientes para poder validar y aplicar

el analisis de miARN a la préactica clinica (174).
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7. FACTORES PREDICTIVOS EN EL TRATAMIENTO

DEL CANCER GASTRICO

Los factores o marcadores predictivos son aquellas variables geneéticas, biologicas o
moleculares que ayudan a predeterminar la posibilidad de obtener una respuesta a un
tratamiento determinado. En muchos casos un mismo factor/marcador predictivo tiene
también valor pronostico en la enfermedad al correlacionar su presencia 0 ausencia con
la respuesta terapéutica. En el cancer gastrico se han identificado algunos de estos factores
en relacién con el tratamiento quimioterdpico y, méas recientemente, con el empleo de

agentes dirigidos frente a dianas moleculares especificas.

7.1.TIMIDILATO SINTETASA

Timidilato sintetasa (TS) es uno de los enzimas clave en el control de la replicacion del
ADN y asimismo un objetivo de varios agentes antineoplésicos uno de los cuales es el 5-
Fluorouracilo (5-Fu). Los datos preclinicos demostraron que la sobreexpresion de TS por
las células tumorales determina la resistencia de las mismas al 5-Fu y a la
Fluorodeoxyuridina (240, 241). A nivel clinico un estudio sobre 65 casos de cancer
gastrico tratado mediante quimioterapia neoadyuvante que incluia Cisplatino y 5-Fu en
infusién continua demostrd una correlacion entre los niveles de ARNm de TS y la
respuesta al tratamiento; encontrandose como 15 de los 28 pacientes (54%) con escasa
expresion tumoral de TS respondieron al tratamiento mientras sélo 5 de 29 casos (17%)
con niveles elevados de expresion de TS tuvieron una respuesta objetiva (242). Este
trabajo fue corroborado posteriormente por otros estudios que determinaron la expresion
tumoral de TS por inmunohistoquimica y en pacientes que so6lo recibieron 5-Fu o
Capecitabina en monoterapia, lo que elimina el posible sesgo por la interaccion del
Cisplatino en la serie inicialmente estudiada (243-245). La expresion de TS también se
ha correlacionado con el prondstico en pacientes sometidos a gastrectomias con intencion
curativa, adoptando entonces un caracter prondéstico y un posible papel a la hora de

seleccionar los casos con indicacion de tratamiento adyuvante (246, 247).
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Se ha publicado también el caracter predictivo de la respuesta al tratamiento
quimioterapido basado en 5-Fu de los niveles de Timidina Fosforilasa (TP) y
Dihidropirimidin Deshidrogenasa (DPD) (247).

7.2. DIHIDROPIRIMIDIN DESHIDROGENASA

La dihidropirimidin deshidrogenasa (DPD) es la principal enzima en el catabolismo del
5FU, convirtiéndolo en un metabolito inactivo, el dihidrofluorouracilo (DHFU). Su valor
como predictor de toxicidad a las fluoropirimidinas se encuentra establecido, por lo que
su determinacion se considera recomendada. Existe una variabilidad interindividual
importante (8-21 veces) en el nivel de actividad de la DPD, correlacionandose niveles
mas bajos con una mayor toxicidad con las fluoropirimidinas (248). Entre un 4-7% de la
poblacién padece un sindrome de deficiencia de DPD que s6lo se manifiesta cuando estos
pacientes son tratados con fluoropirimidinas, momento en el que desarrollan una
importante toxicidad (gastrointestinal, hematoldgica y neurolégica) que puede ser incluso
letal (249). Si bien el valor predictor de toxicidad se encuentra establecido, la utilidad de
DPD como biomarcador de respuesta a las fluoropirimidinas no estd clara (250). Es
conocido que los pacientes con CG difuso presentan una peor respuesta a la quimioterapia
comparada con otros subtipos histoldgicos. El ensayo FLAGS, que evalia S-1 y
Cisplatino vs. 5-Fu y Cisplatino en CG avanzado, evidencié diferencias en la respuesta
segun el tipo histologico en el analisis por subgrupos. Los resultados mostraron una
mayor SG en pacientes con CG de histologia difusa cuando se trataron con S-1 'y
Cisplatino en comparacion con 5-Fu y Cisplatino (251). La expresion de DPD en tejidos
de adenocarcinoma gastrico de histologia difusa es mayor que en los casos de histologia
no difusa. En el analisis por subgrupos S-1 fue méas efectivo que 5-Fu en pacientes con
alta expresion de DPD. (252, 253). Estos resultados sugieren que una mayor expresion
intratumoral de DPD podria condicionar mejor respuesta a las fluoropirimidinas que
incorporan un inhibidor de DPD, como son el UFT o el S1, que a aquellas que no lo
incorporan, como el 5-Fu, la Capecitabina o el Ptegafur. Sin embargo, actualmente con
los datos que disponemos no es recomendable la determinacion de DPD como marcador
predictivo de respuesta fuera de ensayos clinicos, aunque si lo sea como predictor de

toxicidad.

68



7.3. E-CADHERINA

A nivel preclinico E-cadherina es un marcador predictivo de respuesta a diversos
tratamientos. Su alteracion reduce la sensibilidad de la celula tumoral a las terapias
convencionales y nuevas terapias dirigidas por adquisicion de una resistencia a la
apoptosis (254, 255). Destacan los estudios preclinicos que sugieren un papel
fundamental de la expresion de E-cadherina en la sensibilidad de las células tumorales a
los agentes inhibidores de EGFR (255-259). Su papel como biomarcador predictivo a

nivel clinico requiere su validacion prospectiva dentro de ensayos clinicos.

7.4. INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Aunque diversos estudios han analizado la relacion entre MSI y los beneficios del
tratamiento quimioterdpico adyuvante basado en 5-Fu en el cancer de colon (260), los

datos en cancer gastrico son limitados con resultados contradictorios (261, 262).

7.5. FAMILIA DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO

EPIDERMICO

7.5.1. EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR (EGFR, HER1)

Ademas de su caracter prondstico en cancer gastrico, se ha estudiado la sobreexpresion
de EGFR como posible factor predictivo de respuesta al tratamiento con farmacos
dirigidos especificamente frente a esa via. A pesar de los resultados negativos de los
primeros ensayos clinicos que emplearon pequefias moléculas dirigidas frente al dominio
intracelular del EGFR (Erlotinib y Gefitinib), numerosos estudios siguen explorando el
bloqueo de esta via de sefializacion mediante el empleo, por ejemplo, de anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a la porcion extracelular del receptor. Rojo F et al.
estudiaron por inmunohistoquimica la expresiéon de EGFR, pEGFR (la forma activada por
fosforilacion del receptor), pMAPK, pAKT y Ki67; en muestras obtenidas antes y

después del tratamiento con gefitinib (263). Encontraron expresion de EGFR en el 62,5%

69




con una reduccion significativa de los niveles de pEGFR tras el tratamiento con Gefitinib.
A pesar de ello solo se observo un descenso en la proliferacion celular en los casos con
niveles bajos de pAkt, lo que induce a pensar en el papel fundamental de la via de
PI3K/Akt y su correlacion con EGFR como regulador de la respuesta o resistencia a los
inhibidores de EGFR.

Datos de diferentes estudios sugieren que la expresion de EGFR, el numero de copias de
EGFR, la expresion de ligandos de EGFR como epirregulina y amfiregulina, o un
descenso en los compontes de esta via de sefializacion, podrian ser biomarcadores
candidatos para la eficacia de los anticuerpos dirigidos frente a EGFR (264, 265). El valor
prondstico y predictivo de EGFR ha sido ya demostrado en el estudio FLEX en cancer de
pulmén no microcitico (266). Este estudio muestra que niveles de alta expresion de EGFR
es un biomarcador que puede predecir el beneficio en supervivencia al afiadir cetuximab

a la quimioterapia.

En cancer gastrico el tratamiento con pequefias moléculas inhibidoras de tirosina quinasa
contra EGFR, como Lapatinib y Erlotinib, se ha explorado en diversos ensayos clinicos.
Sin embargo, el tamafio muestral ha sido pequefio y los pacientes no han sido
seleccionados segun la sobreexpresion o amplificacion de EGFR (267). Igualmente en los
estudios EXPAND y REAL 3 los anticuerpos contra EGFR Panitumumab y Cetuximab
no han mostrado beneficio en supervivencia global en cohortes no seleccionadas (268,
269).

7.5.2. HUMAN EPIDERMAL GROWTH FACTOR 2 (HER?2)

A pesar de su dudoso valor pronostico, se ha demostrado el papel predictivo de HER2 en
cancer gastrico y de la UGE. Diversos agentes dirigidos frente a HER2 estan siendo

investigados en cancer gastrico.

De todos los agentes dirigidos frente a HER2 Trastuzumab (Herceptin®) es el farmaco
mejor conocido y con un desarrollo clinico mas amplio hasta la fecha. Trastuzumab es un
anticuerpo monoclonal recombinante humanizado de la clase 1gG1 dirigido frente a la

porcion extracelular del HER2, cuyos mecanismos de accion podemos resumir en:

1. Inducir citotoxicidad celular dependente de anticuerpos (ADCC). Las células con

sobreexpresion de HER2 a las que se ha unido Trastuzumab van a experimentar
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citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos por activacion de células natural
killer. Esto explica que las células con mayor sobreexpresion de HER2 presenten
mayor sensibilidad a Trastuzumab.

2. Promover de la degradacion de HER2. La unién de Trastuzumab a HER2
promueve la internalizacion y degradacion del receptor a través de la activacion
de la ubiquitina-ligasa c -Cbl (270).

3. Interferir con las vias de sefializacion intracelular de MAPK y PI3K/Akt/mTOR
implicadas en el crecimiento celular, proliferacion y supervivencia celular de
forma directa o indirecta. Algunos de los mecanismos descritos de describen a
continuacion. La interferencia de la dimerizacion de HER2 mediante la union de
Trastuzumab al dominio extracelular inhibe la activacion de HER2 y la
fosforilazacién de Akt (271). Otros grupos describen que Trastuzumab bloquea la
activacion de la tirosina quinasa Src, lo cual induce el aumento de expresion de
PTEN y la disminucion de la actividad de la via PI3K/Akt (272).

4. Impidir la formacion de la forma truncada p85HER?2 al interferir la accion de las
metaloproteinas de la matriz extracelular sobre la porcidn extracelular del receptor
(273).

5. Inhibir la activacion de las rutas dependientes de HER2 impidiendo la trascripcion
de genes implicados en mecanismos de angiogénesis tumoral, como por ejemplo

la trascripcion y posterior aumento de niveles de VEGF (274).

El principal estudio que ha establecido la utilidad de afiadir Trastuzumab a la primera
linea de quimioterapia basada en la combinacion de fluoropirimidina y platino en
pacientes con cancer gastrico o de la union gastroesofagica avanzado HER?2 positivo, es
el estudio fase 111 TOGA (104). Se analizo el estado de HER2 en 3.807 pacientes, el 22,1%
fueron HER2 positivos y 584 pacientes aleatorizados a recibir quimioterapia sola o con
Trastuzumab. En el brazo con Trastuzumab se observé un aumento estadisticamente
significativo en el objetivo principal del estudio, que era la supervivencia global (mediana
13.8 meses vs. 11.1 meses, HR 0,74, p=0.0048), y también en las respuestas (47.3% vs.
34.5%, p=0.0017). Hemos de destacar que en el estudio ToGA se consideraban como
HER?2 positivos (criterio de inclusién) los casos con IHQ 3+ y/o FISH+. Sin embargo,
cuando en un analisis de subgrupos preplanificado se determind el beneficio en

supervivencia con la adiccion de Trastuzumab segun el tipo de positividad de HER2, se
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observo que no habia beneficio cuando el FISH era positivo pero tenian IHQ negativa o
IHQ 1+ (22,8% de los pacientes incluidos; HR: 1.07; 1C95%: 0.7-1.62). El beneficio fue
mas evidente en los pacientes con alta sobreexpresion de HER2 definidos como IHQ 3+
(muy alta expresion) o IHQ 2+ y FISH positivo (alta expresion), con medianas de
supervivencia global de 17.9 y 16 meses respectivamente (104). Ante estos resultados la
Agencia Espafiola del Medicamento (AEM) y la European Medicines Agency (EMEA)
aprobaron el uso de Trastuzumab en combinacion con quimioterapia como tratamiento
estandar en primera linea en CG avanzado HER2 positivo, considerando como HER2
positivo IHQ 3+ o IHQ 2+ con FISH positivo. El articulo publicado en 2013 por Gomez-
Martin C et al. sugiere que en pacientes con adenocarcinoma gastrico avanzado HER?2
positivo por los criterios habituales, tratados con Trastuzumab en primera linea, el nivel
de amplificacion de HER2 (SISH o FISH) predice la respuesta y la supervivencia de
forma maés precisa y propone que, si se validan estos hallazgos en otros estudios, la
amplificacion de HER2 sea el criterio de seleccion para tratamiento con Trastuzumab
(105). Este estudio identificd el valor 4.7 en el ratio HER2/CEP17 como punto de corte

optimo para la identificacion de los pacientes sensibles o refractarios a Trastuzumab.

También se ha investigado el papel en cancer gastrico de otros inhibidores de HER2.
Lapatinib es un inhibidor oral tirosina quinasa de EGFR1 y HER2. En el estudio TRIO-
013/LOGIC que exploro la combinacion de Lapatinib con Capecitabina y Oxaliplatino en
primera linea, el objetivo primario de supervivencia global fue negativo, y no se evidencio
ningun biomarcador que delimitara un subgrupo en el que el beneficio fuera significativo
(275). Sin embargo, en el estudio TYTAN de Lapatinib en segunda linea, en el que se vio
solo una tendencia hacia mejor supervivencia no estadisticamente significativa, en el
analisis de subgrupos preplanificado, si que se aumenté significativamente la
supervivencia en los pacientes con HER2 IHQ 3+, no estableciéndose el papel de la
amplificacion o sobreexpresién de EGFR (276). A colacion de estos resultados, en la
actualidad no existe un biomarcador predictivo de beneficio a Lapatinib en el tratamiento
del CG. Trastuzumab-emtansina (T-DM1) es un farmaco que conjuga Trastuzumab y
DML1, un potente agente antimicrotubulo. Cuando DM-1 se une a HER2, una proporcion
de receptores son internalizados en el proceso de endocitosis del receptor, con la
consecuente liberacion intracelular de DM1 y muerte celular. Actualmente T-DM1 esta
aprobado para el tratamiento del cancer de mama metastasico HER2 positivo que ha
progresado a otras terapias anti-HER2 (277). En cancer gastrico HER2 positivo, T-DM1
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mostro alta efectividad en modelos preclinicos (278). El estudio fase 11/11l con T-DM1
en segunda linea de CG avanzado, cuyos resultados preliminares han sido publicados en
el Simposium de Tumores Gastrointestinales de la Sociedad Americana de Oncologia en
2016 (ASCO GI 2016), muestra ausencia de beneficio de T-DM1 frente a taxanos
(Paclitaxel o Docetaxel) (279). No han sido publicados los resultados sobre el analisis de
biomarcadores. A dia de hoy tampoco existen datos sobre el estudio de biomarcadores
para el tratamiento con Pertuzumab. Pertuzumab es un anticuerpo monoclonal que se une
a HER2 en lugar diferente a Trastuzumab, impidiendo la dimerizacion del receptor, y que
ha sido aprobado en el tratamiento del cancer de mama metastasico y neoadyuvante (72,
280-282). En céncer gastrico, diversos estudios estan explorando su papel tanto en el
contexto  metastdsico como  perioperatorio (NCT01774786, NCT01461057,
NCT02205047, NCT02581462, NCT02581462).

En un intento por definir ain mejor los pacientes subsidiarioss de beneficiarse del
tratamiento anti-HERZ2, seria interesante valorar la posible utilidad de otros potenciales
biomarcadores diferentes a la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2, pero de
momento no se cuenta con datos establecidos en la practica clinica en este sentido (283,
284). Los mecanismos de resistencia a las terapias anti-HER2, especialmente a
Trastuzumab, han sido ampliamente estudias en cancer de mama (284, 285) y comienzan
a dilucidarse en cancer gastrico. Podemos clasificar los mecanismos de resistencia en 3

grupos:

1. Efectos estéricos. Las mutaciones en HER2 pueden inducir la protedlisis del
dominio extracelular generando una isoforma truncada de HER2 denominada
p95HER2, con actividad quinasa constitutiva (286). También se ha
correlacionado la expresion elevada de Mucina 4, una glicoproteina de membrana
que recubre el dominio extracelular de HER2, con la resistencia a Trastuzumab
(287).

2. Aumento de expresion de otros receptores tirosina quinasa. Dado que
Trastuzumab no previene la hetero-dimerizacion de HER2/HER3 dependiente de
ligando, la sobreexpresion de HER3 puede compensar la inhibicion de HER2 por
Trastuzumab y conducir a la activacion de las cascadas de sefializacion
intracelular (288). La sobreexpresion de EGFR también ha sido postulada como
mecanismo de resistencia a Trastuzumab, aunque los datos clinicos no clarifican

este aspecto (288-290). Diversos estudios in vitro muestran que la interaccion
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entre HER2 e Insulin-like growth factor receptor 1 (IGF-R1) se encuentra
implicada en la resistencia celular a Trastuzumab. La inhibicion de la actividad
tirosina quinasa de IGF-R1 disminuye la fosforilacion de HER2 vy restaura la
sensibilidad a Trastuzumab en estudios preclinicos (291, 292). De igual forma, la
sobreexpresion de c-MET se ha relacionado con la adquisicion de resistencia a
Trastuzumab (293, 294).

Alteracion en rutas de sefializacion intracelular. En cancer de mama la via
PI3K/Akt/mTOR parece tener un papel importante en la resistencia al tratamiento
con Trastuzumab, aunque en el momento actual la mayoria de datos proceden de
estudios preclinicos y estudios clinicos retrospectivos (285, 295). Nagata et al.
publicaron que la pérdida de PTEN se presentaba en el 36% de los pacientes con
cancer de mama estadio 1V HER2 positivo, y que los tumores con pérdida de
expresion de PTEN mostraban peores tasas de respuesta a Trastuzumab (284,
296). Maés tarde, otro grupo encontrd que los pacientes con cancer de mama
tratados con Trastuzumab que mostraban mutaciones activadoras de PIK3CA
presentaban menor supervivencia libre de progresion que aquellos sin mutaciones
(297). Tanto la pérdida de expresion de PTEN como las mutaciones activadoras
de PIK3CA resultan en una activacion continda de la via de sefializacion
intracelular, independientemente del bloqueo de HER2. El estudio de
biomarcadores del ensayo clinico CLEOPATRA demostrd que la mutacion de
PIK3CA se relacionaba con peor pronostico en pacientes con cancer de mama
HER?2 positivo, y que la adicion de Pertuzumab beneficiaba a todos los pacientes,
independientemente del estado de PIK3CA (298). Queda por establer cual es el
momento adecuado de la evolucion de la enfermedad en la que actuar sobre esta
via y cudl es la diana molecular éptima, dado que existen diversos farmacos en
desarrollo, desde inhibidores de mTOR hasta inhibidores de Akt o inhibidores
especificos de diversas isoformas de PI3K (299). En cancer esofago-gastrico los
datos son mas escasos, aunque existen algunos datos en el ambito preclinico y
estudios retrospectivos de pequefio tamafio que implican a la via PI3K/Akt/mTOR
en la resistencia a la terapia anti-HER2 también en esta patologia y diversas
estrategias terapéuticas con inhibidores de la via estan bajo investigacion (300-
304). Zhan et al. describen la alteracion de la proteina SRC como factor central
de la resistencia a Trastuzumab, dada su interrelacién con receptores tirosina

quinasa y la via de sefializacion PI3BK/Akt/mTOR, entre otras, proponiendo actuar

74



terapéuticamente inhibiendo SRC para actuar sobre varios mecanismos

concomitantes de resistencia a la terapia anti-HER2 (272).

7.6.KRAS

En el caso del CG, a diferencia del carcinoma colorrectal, la presencia de mutaciones en
KRAS se restringe principalmente a tumores con MSI (122, 305, 306). Teniendo en
cuenta la asociacion de resistencia a inhibidores de EGFR en cancer colorrectal y en otros
tipos tumorales, los resultados negativos del estudio EXPAND con Cetuximab asociado
a quimioterapia en primera linea de CG avanzado pudieran estar asociados a la presencia
de un 4-10% de mutaciones en KRAS (269), asi como a la heterogeneidad intratumoral
respecto a la presencia de clones con mutaciones de KRAS simultdneamente a clones no
mutados (307). Son necesarios mas estudios para determinar el papel predictivo de no

respuesta a anti-EGFR de las mutaciones de KRAS en CG.

7.7. ANGIOGENESIS Y RECEPTOR DEL FACTOR DE

CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR

En cuanto al valor predictivo de los potenciales marcadores de la angiogénesis los
resultados son discordantes. El ensayo clinico AVAGAST estudi6 el efecto en la
supervivencia global de la adicion de Bevacizumab a Capecitabina y Cisplatino,
mostrando un beneficio en tasa de respuestas y supervivencia libre de progresion, sin
beneficio significativo en supervivencia global. Dentro de este estudio se realiz6 un
analisis por subgrupos para investigacion de biomarcadores, incluyendo VEGF,
VEGFR1, VEGFR2 y neurofilina-1. Este estudio no demostrd el valor pronéstico ni
predictivo de respuesta a Bevacizumab de los niveles de expresion de ninguno de los
marcadores estudiados, aunque en poblacion caucasica niveles altos nieveles altos de
VEGFA vy bajos de neurofilina-1 se identificaron como factores potencialmente
predictores de forma estadisticamente no significativa (202). Los recientes resultados
positivos de los estudios REGARD y RAINBOW respecto a Ramucirumab, anticuerpo
monoclonal frente a VEGFR2, en monoterapia y combinado con Paclitaxel en segunda

75



linea de CG avanzado, tampoco establecen un marcador predictivo de beneficio al
tratamiento antiangiogénico (106, 107). Estuidos preclinicos sugieren que una
hiperactivacion de las vias de PDGF y FGFR podria tratarse de un mecanismo de escape
para la progresion durante el bloqueo VEGF-VEGFR (308, 309). Sin embargo, los
estudios con los inhibidores multiquinasa Sorafenib y Sunitinib en cancer gastrico
avanzado han sido negativos en poblacion no seleccionada, sin existir datos acerca de
potenciales biomarcadores de beneficio a estos farmacos en el &mbito clinico (310, 311).
De esta forma, desafortunadamente en la actualidad no disponemos de un marcador
molecular que permita seleccionar a la subpoblacidn de pacientes con cancer gastrico que

se beneficia del tratamiento antiangiogénico.

7.8. RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO

FIBROBLASTICO

Diversos agentes dirigidos frente a FGFR han demostrado eficacia en modelos preclinicos
en lineas celulares y modelos animales (109, 312). Actualmente diversos inhibidores
selectivos y no selectivos de FGFR2 (Dovitinib, Brivatinib, AZD4547) estan siendo
evaluados dentro de ensayos clinicos, por lo que su papel dentro del tratamiento del CG
y su valor predictivo estd por determinar (164).

7.9. MET Y FACTOR DE CRECIMIENTO HEPATOCITARIO

La sobreexpresién de MET se ha establecido como marcador predictivo de respuesta.
Rilotumumab es un anticuerpo monoclonal dirigido frente al factor de crecimiento
hepatocitario (HGF) que previene su unién al receptor tirosina quinasa MET. El ensayo
clinico fase Il que estudié la adicion de Rilotumumab a la quimioterapia en primera linea
de CG avanzado demostro un beneficio en supervivencia libre de progresion, como
objetivo primario del estudio (313). El analisis de biomarcadores derivado de este estudio
estudio determind que la sobreexpresion de MET es un marcador tanto pronéstico como
predictivo. Los pacientes con alta expresion de MET que recibieron Rilotumumab y

quimioterapia presentaron mayor supervivencia global en comparacion con quimioterapia
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sola (11.1 vs. 5.7 meses) (314, 315). Sin embargo, el ensayo clinico fase 11l RILOMET-
1 tuvo que finalizar precozmente por aumento del nimero de muertes en el brazo de
Rilotumumab en comparacién con el de quimioterapia sola y sus resultados definitivos
se encuentran pendientes de publicar (NCT01697072).

Los estudios con Foretinib (inhibidor oral de MET) y Onartuzumab (anticuerpo
monoclonal que impide la union de HGF a MET) han resultado negativos para sus
objetivos primarios en poblacion no seleccionada, incluso en pacientes con MET
amplificado o elevacion de pMET en tumor (316, 317).

En base a estos resultados, biomarcadores alternativos a la determinacion
inmunohistoquimica de MET deben ser explorados. Algunos autores sefialan la
amplificacion de MET como un marcador molecular mas apropiado para la seleccion de
pacientes que podrian beneficiarse del tratamiento con inhibidores de MET. Datos
preliminares indican que pacientes con amplificacion de MET (<5% de los cénceres
gastricos) pueden alcanzar respuestas completas con inhibidores de MET como Crizotinib
0 AMG337 (207, 318).

7.10. VIA DE PI3K/Akt/mTOR Yy PTEN

Diferentes farmacos dirigidos contra PI3K/AKT/mTOR estan siendo evaluados dentro de
ensayos clinicos en CG, incluyendo inhibidores de PI3K, inhibidores de Akt e inhibidores
de mTOR (164, 319). Los inhibidores de PI3K y de Akt han mostrado efectos
prometedores en ensayos clinicos fase I-1l, mientras que el ensayo clinico fase IlI
GRANITE-1 con Everolimus fue negativo para supervivencia global en pacientes con
CG avanzado en segunda o tercera linea de tratamiento (320). Se plantea si los resultados
negativos de este estudio son debidos a una funcion limitada de la via PI3K/AKT/mTOR
en la progresion del CG, la ausencia de biomarcadores en la seleccion de los pacientes, la
heterogeneidad de los pacientes incluidos o la escasa eficacia de la monoterapia con
inhibidores de mTOR. Con la finalidad de buscar biomarcadores predictivos de respuesta
a Everolimus estan pendientes los resultados del analisis mediante métodos de
secuenciacion masiva de las muestras archivadas (320). Ademas, un ensayo clinico fase
I11 esta evaluando la eficacia de afiadir Everolimus a Paclitaxel en pacientes previamente
tratados con fluoropirimidinas (NTC01248403).
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Tras los resultados del estudio del TCGA, parece tener mayor interés el estudio de los
inhibidores de PI3K/Akt/mtTOR en los pacientes con los subtipos VEB y MSI (122).
Ademaés, la activacion constitutiva de PI3K causada por mutaciones activadoras de
PIK3CA, expresion reducida de PTEN o desregulacion de la sefial puede inducir
resistencia a la inhibicion de HER2 (321), por lo que el uso combinado de farmacos frente

a ambas vias podria ser una estrategia a seguir (322).

7.11. PD-1/PD-L1Y PD-L2

La importancia del microambiente y del sistema inmune en cancer gastrico es cada vez
mas patente, especialmente en el subtipo VEB segun los resultados del TCGA, en el que
se evidencia alta expresion de PD-L1 (122). Por este motivo, numerosos estudios con
inmunoterapia (Pembrolizumab, Nivolumab, Tremelimumab, entre otros) se encuentran
en marcha en cancer gastrico, bien en monoterapia o bien en combinacion con

quimioterapia u otros agentes dirigidos como Ramucirumab.

La expresion de la molécula PD-L1 (B7-H1) ha sido ampliamente estudiada y relacionada
con los resultados clinicos empleando diferentes puntos de corte mediante analisis
inmunohistoquimico. Publicaciones recientes sugieren que la alta expresién de PD-L1 en
las células inmunes asociadas al tumor se relaciona con mejor respuesta a farmacos anti-
PD1/PD-L1 (323-325). En melanoma, los pacientes tratados con Nivolumab con
expresion de PD-L1 >5% presentaron una tasa de respuestas objetivas del 44%, frente al
13% de los pacientes PD-L1 negativos (324). En los estudios con Pembrolizumab en
carcinoma no microcitico de pulmén, la tasa de respuestas se relacion6 con la expresién
de PD-L1, con tasas de respuestas del 45.2% en pacientes con PD-L1 fuertemente positivo
(definido como expresion > 50%) (326). En cancer gastrico, los resultados preliminares
del estudio fase 1b KEYNOTE-012 indican una posible relacion entre la expresion de
PD-L1 y los resultados clinicos (327). Sin embargo, diferentes estudios han resultado
negativos para dicha correlacién, corroborando también la respuesta a agentes anti-PD-
L1 en pacientes con expresion negativa, o que pone en entredicho su utilidad como
biomarcador (328, 329). La disparidad de resultados podria deberse, al menos en parte,

al uso de tests no estandarizados, asi como a las posibles diferencias derivadas de la
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heterogeneidad de las muestras empleadas en los diferentes estudios (biopsias en fresco

frente a muestras conservadas en parafina) (324, 330).

Dados los resultados, en cancer gastrico en el momento actual no podemos considerar
que exista un biomarcador de respuesta establecido a los tratamientos con inhibidores de

los puntos de regulacién inmunoldgica.
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8. TRATAMIENTO DEL CANCER GASTRICO

La reseccion quirurgica del tumor primario y de los ganglios linfaticos locoregionales es
a dia de hoy el unico tratamiento potencialmente curativo en el cancer géastrico. En el
éxito del tratamiento quirargico influyen no solo la extension de la enfermedad, sino
también el tipo de cirugia practicada y la correcta seleccién de los pacientes. Los
tratamientos adyuvantes y neoadyuvantes perioperatorios, incluyendo quimioterapia y/o
radioterapia, han sido incorporados dentro del abordaje del cancer gastrico para la
enfermedad localmente avanzada e incluso en el contexto del cancer gastrico precoz, sin
embargo, aun no existe consenso acerca de cual debe ser el esquema de tratamiento ni la
secuencia. El tratamiento neoadyuvante ha demostrado conseguir la reduccién del tumor
primario permitiendo resecciones potencialmente curativas en casos inicialmente de
resecabilidad dudosa, sin comprometer por ello la supervivencia a largo plazo del
paciente. Cuando la enfermedad es metastasica el tratamiento sistémico con
quimioterapia y/o agentes dirigidos ha conseguido mejorar la calidad de vida y la
supervivencia de los pacientes, aunque debemos seguir considerandolo un tratamiento
paliativo. En estos casos, la radioterapia y la cirugia se emplean con una intencion
paliativa para evitar complicaciones asociadas al tumor, como pueden ser el sangrado o

la obstruccion intestinal.

8.1. TRATAMIENTO DEL CANCER GASTRICO LOCALIZADO

8.1.1. TRATAMIENTO ENDOSCOPICO DEL CANCER GASTRICO PRECOZ

Segun la Clasificacion Japonesa, el cancer gastrico precoz es aquel cuya invasion tumoral
estd limitado a la mucosa o submucosa (T1), independientemente de la afectacion
ganglionar (85). En la séptima edicién UICC-TNM los tumores T1 se dividen en Tlay
T1b, segun se encuentren limitados a la mucosa (invadiendo lamina propia o muscular de
la mucosa) o invadan la submucosa (96). En el caso de que se emplee el concepto de
cancer gastrico precoz como el correspondiente al estadio | segun la clasificacion UICC-
TNM, éste englobara a los tumores TINOMO (estadio 1A), TINIMO y T2NOMO (estadio
IB), mientras que los tumores TIN2MO y T1N3MO se clasificaran como estadios mas

avanzados.
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El riesgo de afectacion ganglionar en tumores T1 es baja, especialmente en aquellos casos
bien o moderadamente diferenciados, inferiores a 2 cm de didmetro y sin invasion de la
submucosa ni de los linfaticos y vasos en la biopsia diagnostica. Holscher et al.
compararon la frecuencia de metastasis ganglionares en pacientes con tumores pT1 en
paises asiaticos y europeos, siendo en Europa del 6.5% en carcinomas mucosos y del
23.9% en carcinomas submucosos, frente al 2.7% y 22.9% respectivamente en los
pacientes asiaticos (331). Una de las causas de las diferencias en la afectacion ganglionar
en tumores pTla puede ser la profundidad en la afectacion de la mucosa (superficial o
profunda), con mayor frecuencia de afectacion superficial en los paises asiaticos. La
localizacion del tumor primario podria ser otro determinante, dado que en Asia son méas
frecuentes los tumores en el tercio medio e inferior del estbmago, mientras que en paises
occidentales son mas frecuentes los tumores de tercio superior (332, 333). Por otro lado,
diferencias biologicas o cambios gendmicos o epigendmicos podrian estar implicados, no

encontrandose realmente bien estudiados, por lo que son motivo de futuros estudios.

Las opciones terapeuticas en el CG precoz varian desde la reseccion mucosa endoscopica
(EMR), la diseccion endoscépica submucosa (ESD), la gastrectomia distal abierta o
laparoscépica, hasta la gastrectomia con diseccion ganglionar radical. La reseccion
completa puede ser casi siempre alcanzada mediante gastrectomia convencional y
diseccion ganglionar, y clasicamente ha sido el gold estandar, consiguiendo excelentes
resultados en el prondstico de los pacientes en paises asiaticos, pero también en paises
occidentales (334, 335). En los Gltimos 15 afios la EMR ha sido considerada el tratamiento
de eleccion en paises con alta incidencia de CG como Japdn. A pesar de la falta de
estudios randomizados que comparen la reseccion endoscopica frente a cirugia abierta,
una revision exhaustiva de este procedimiento ha demostrado su eficacia y seguridad,
lograndose supervivencias libres de enfermedad superiores al 95 % a los 10 afios, con
tasas de recidivas locales inferiores al 6% y un perfil de complicaciones aceptables e
inferiores a las que presenta la cirugia tradicional (0.6% perforaciones, 14% sangrado
post-reseccion) (336, 337). La baja frecuencia de cancer gastrico precoz en nuestro medio
y la alta frecuencia de metastasis ganglionares, la dificultad para descartar
radiolégicamente la afectacion ganglionar, junto con la falta de ensayos clinicos
randomizados, hacen que el estandar de tratamiento en paises occidentales continle
siendo la gastrectomia, aunque la reseccion endoscépica se esta introduciendo y muchos

endoscopistas estan extendiendo estas tecnicas.
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La Japan Gastric Cancer Association (JGCA) tras analizar maltiples especimenes
quirdrgicos ha establecido una serie de indicaciones del tratamiento endoscodpico,
determinando que las lesiones deben ser 1) carcinoma intramucoso bien diferenciado
menor de 2 cm de morfologia elevada o, 2) carcinoma intramucoso menor de 1 cm de
morfologia deprimida sin ulceracion, y ademas el tumor debe de poder ser completamente
resecado en blogue (85). Debido a la naturaleza de la técnica, en lesiones de mayor
tamarfio, existe mayor tasa de excision parcial y de recurrencias locales (338). Manner et
al. concluyen que aunque la reseccidn endoscépica en cancer gastrico precoz es efectiva

en paises occidentales, ésta presenta un riesgo relevante de complicaciones (339).

8.1.2. TRATAMIENTO QUIRURGICO DEL TUMOR PRIMARIO

El tratamiento quirdrgico basico se centra en la realizacion de una gastrectomia total o
subtotal, dependiendo fundamentalmente la eleccion de una u otra segin la localizacion
dentro del estémago del tumor primario y del tipo histoldgico (340). La gastrectomia total
es el procedimiento recomendado en los casos de lesiones localizadas en el estbmago
proximal, en el tercio medio del mismo o en aquellos casos de tipo difuso en la
clasificacion de Laurén. En aquellos casos en que el tumor esta localizado a nivel del
estomago distal, la realizacion de una gastrectomia total no ha demostrado aportar ningln
beneficio frente a la realizacion de gastrectomias subtotales. En este sentido varios
estudios randomizados europeos con gran numero de pacientes han concluido que la
practica de una gastrectomia subtotal logra una supervivencia global igual a la
gastrectomia total, siendo notablemente menor la tasa de mortalidad operatoria (1% frente
a 2%) vy la tasa de complicaciones postquirargicas (9% frente a 13%), por lo que la
gastrectomia subtotal se considera hoy en dia la técnica quirdrgica de eleccién en aquellos
casos de tumores localizados en el estdmago distal (341, 342).

En todos los casos se recomienda la realizacion del anélisis patolégico microscopico de
los margenes de reseccion. En aquellos tumores con lesiones de patron infiltrativo se debe
lograr un margen quirargico proximal libre de tumor de 5 cm, pudiéndose reducirse este
margen a 2 cm en los casos expansivos. A nivel distal el piloro parece actuar como una
barrera natural y la infiltracion del margen quirtrgico distal es excepcional,

considerandose suficiente un margen de 2-3 cm (343).
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En los dltimos 15 afios diferentes ensayos clinicos randomizados y metananalisis han sido
publicados avalando la eficacia y seguridad de la gastrectomia asistida por laparoscopia
(344-346). Recientemente se ha publicado un metaanalisis que incluye 1532 pacientes
procedentes de 1 unico ensayo clinico randomizado y 12 estudios observacionales,
comparando la gastrectomia total laparoscopica frente a la gastrectomia abierta (347).
Este metaanalisis concluye que el abordaje laparoscopico ofrece resultados equiparables
respecto a nimero de ganglios linfaticos resecados, tasas de recurrencia y supervivencia,
con menor morbilidad postoperatoria y recuperacion mas rapida, aunque son necesarios
mas estudios randomizados y mayor seguimiento a largo plazo para asegurar resultados

oncolégicamente adecuados del abordaje completo laparoscdpico en cancer gastrico.

8.1.3. LINFADENECTOMIA LOCORREGIONAL

La extension de la linfadenectomia locoregional necesaria en la extirpacion de un
adenocarcinoma gastrico ha sido y es hoy en dia motivo de debate. Desde la
categorizacion por el JCGC de los ganglios linfaticos regionales en 16 estaciones

diferenciadas (85), se han definido 4 tipos de linfadenectomias de acuerdo a los territorios
extirpados (Figura 5):

e Linfadenectomia D1: reseccion de los ganglios localizados en las curvaduras
mayor y menor gastricas (estaciones 1 a 6).

e Linfadenectomia D2: Reseccion D1 mas exéresis de los ganglios a lo largo de la
arteria gastrica izquierda, la arteria hepatica comun, el tronco celiaco, el hilio
esplénico y la arteria esplénica (estaciones 7 a 11).

e Linfadenectomia D3: Reseccion D2 mas exéresis de los ganglios situados en el
ligamento hepatoduodenal (estacion 12), la cara posterior de la cabeza de pancreas
(estacion 13) y la raiz del mesenterio (estacion 14).

e Linfadenectomia D4: Reseccion D3 mas linfadenectomia que incluye los ganglios

paracolicos y paraadrticos.

La linfadenectomia D1 por tanto limita la exéresis a los ganglios del nivel N1 en la
clasificacion del JCGC, la linfadenectomia D2 incluye los niveles N1 y N2, y la

linfadenectomia D3 abarca los niveles N1, N2 y N3.
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Figura 5. Estaciones ganglionares definidas por el JCGC. Tomado de: De Steur et al. (348).

N1 lymph nodes (perigastric) N2 lymph nodes (branches celiac axis) N3 lymph nodes

1 Right cardiac nodes 7 Nodes along root left gastric artery 12 Nodes at the hepatoduodenal ligament
2 Left cardiac nodes 8 Nodes along common hepatic artery 13 Retropancreatic (periduodenal) nodes
3 Nodes along the lesser curvature 9 Nodes around celiac axis 14 Nodes at the root of the mesentery

4 Nodes along the greater curvature 10 Nodes at splenic hilum

5 Suprapyloric nodes 11 Nodes along splenic artery N4 lymph nodes

6 Infrapyloric nodes 15 Nodes along the middle colic vein
16 Para-aortic nodes

La extensién de la linfadenectomia a realizar ha sido y sigue siendo un tema
controvertido, especialmente en los paises occidentales. En Japon, y basandose en
amplios estudios retrospectivos, el tratamiento quirtrgico considerado estandar es la
gastrectomia acompafiada de linfadenectomia D2 (349). Por el contrario, en los paises
occidentales sigue considerandose un tema controvertido su posible beneficio con
respecto a la supervivencia del paciente. Esta controversia viene motivada por los
resultados negativos obtenidos en cuatro ensayos randomizados que comparaban
especificamente el impacto en la supervivencia de los pacientes que eran sometidos a una
linfadenectomia D2 frente a aquellos que se limitaba la linfadenectomia al primer nivel

ganglionar.

Los dos primeros estudios fueron realizados por Dent et al. (350) en Sudafrica y por
Robertson et al. (351) en Hong Kong. Dado su escaso tamafio muestral, se consideraron
insuficientes y motivaron dos estudios amplios a nivel europeo. El primero fue realizado
por el British Medical Research Council (MRC) (352) e incluyd 400 pacientes con cancer
gastrico resecable. Randomizados entre linfadenectomia D1 o D2, el grupo que fue
sometido a la reseccion mas amplia mostré una mayor mortalidad operatoria (13% vs.
6.5%, p=0.04) y mayores complicaciones postoperatorias (46% vs. 28% p<.001), sin
obtener ningun beneficio en la supervivencia global (33% vs 35%, HR 1.10, IC95% 0.87—
1.39). El segundo estudio fue llevado a cabo por el Grupo Holandés de Cancer Gastrico

(353) que incluyd 996 pacientes reclutados en 80 hospitales distintos. En este estudio,
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tanto la morbilidad como la mortalidad postoperatoria fueron superiores en el grupo de
linfadenectomia D2 (43% vs. 25% p <0.001 y 10% vs. 4% p=0.004 respectivamente). A
pesar de un seguimiento extenso (11 afios), los resultados a largo plazo de este estudio no
han demostrado una mejoria en la supervivencia de los pacientes sometidos a
linfadenectomia mas extensa, aunque si se ha observado un beneficio modesto en el

subgrupo de pacientes con estadio Il y I11A segun la clasificacion TNM (354).

El origen de la controversia radica en que, a pesar de su mayor morbimortalidad en los
estudios europeos, la linfadenectomia D2 permite lograr resecciones completas (R0) en
aquellos casos con metastasis ganglionares en el segundo nivel (N2) y en los cuales una
reseccion D1 seria insuficiente. La practica de una linfadenectomia D2 es especialmente
deseable si se tiene en cuenta que el 50% de los pacientes sometidos a este vaciamiento
ganglionar amplio presentaban metéstasis ganglionares en el nivel N2 que no se hubieran
resacado con una linfadenectomia menos extensa (D1) (355). Por tanto, un porcentaje
elevado de pacientes con afectacion N2 pueden ser tratados quirdrgicamente con

intencién curativa sélo si se realiza un linfadenectomia extensa.

El analisis comparativo de la morbimortalidad entre ambos tipos de linfadenectomia en
los diferentes estudios, ha permitido concluir que los excelentes resultados obtenidos en
los centros japoneses (menos del 1% de mortalidad) sélo son igualados en los paises
occidentales por cirujanos con amplia experiencia en este tipo de intervenciones. La falta
de experiencia quirdrgica en el ensayo britanico y la realizacion rutinaria de
esplenopancreatectomias distales en el ensayo holandés se han considerado factores
fundamentales que contribuyeron al incremento de la morbimortalidad de las

linfadenectomias D2 y a los resultados negativos obtenidos en ambos estudios (356).

Recientemente la Cochrane ha publicado un metaanalisis incluyendo 8 ensayos clinicos
randomizados, con un total de 2515 pacientes, 5 de ellos comparando la linfadenectomia
D1 frente a la linfadenectomia D2, y 3 estudios comparando la linfadenectomia D2 frente
a D3 (357). Ninguno de los 3 estudios randomizados que comparaban la linfadenectomia
D3 frente a D2 en pacientes japoneses mostraron beneficios en supervivencia global. En
el andlisis de la supervivencia global comparando la linfadenectomia D1 frente a una
linfadenectomia extensa s6lo uno de ellos mostrd beneficios (349), siendo negativo el
analisis global de los datos, asi como el andlisis por subgrupos segun el origen europeo
(HR 0.98, 1C95% 0.86-1.12) o asiatico (HR 0.77, 1C95% 0.28-2.17) de los estudios. Sin
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embargo, si que se encontré una mejora en la tasas de supervivencia especifica por
enfermedad (HR 0.81, 1C95% 0.71-0.92). La linfadenectomia D2 también se asocié a un
aumento de la mortalidad postoperatoria, que en Gltima instancia reduce el beneficio
terapéutico. Como medida de los beneficios y riesgos asociados a la linfadenectomia D2
comparada con la D1 se describe la diferencia entre las muertes evitadas (71/1000) frente
a las muertes causadas (38/1000) por la diseccion ganglionar extensa, lo cual se traduce
en un beneficio neto de 33 muertes evitadas por cada 1000 linfadenectomias D2 realizadas
(357). En base a los resultados la mayoria de los expertos considera como practica
estdndar actual la realizacion de linfadenectomia D2, aunque se debe practicar

Unicamente en centros y por cirujanos con amplia experiencia.

El impacto de la esplenectomia en la morbimortalidad perioperatoria y la supervivencia
de los pacientes es otro tema de controversia. Tanto el estudio del MRC como el del grupo
holandés que compararon linfadenectomia D1 vs. D2 mostraron un efecto negativo de la

esplenectomia en la supervivencia de los pacientes.

Ademas de la realizacion de la esplenectomia, la pancreatectomia cérporocaudal o distal
permite asegurar una correcta exposicion y limpieza de los linfaticos situados a los largo
de la arteria esplénica. La practica de la misma se demostr6 como un factor de riesgo de
mayores complicaciones quirargicas en el estudio holandés antes mencionado y de mayor
morbimortalidad y peor supervivencia en el estudio britanico. Un andlisis del subgrupo
de pacientes de este ultimo estudio que fueron sometidos a linfadenectomia D2 sin
esplenopancreatectomia mostré una supervivencia global superior al grupo que se
sometié a linfadenectomia D1. Recientemente se ha publicado un ensayo clinico
randomizado especificamente disefiado a este respecto, comparando la linfadenectomia
D2 modificada (sin pancreatoesplenectomia) frente a la linfadenectomia D2 cléasica,
evidenciando resultados similares en supervivencia libre de recidiva, con reduccion de la

morbimortalidad postoperatoria (358).

En el momento actual se recomienda la realizacion de una linfadenectomia D2 modificada
sin esplenectomia ni pancreatectomia distal, salvo en los casos de infiltracion directa del
bazo, engrosamiento macroscépico de los ganglios linfaticos del hilo esplénico o una

infiltracion directa del pancreas a través de la serosa gastrica.
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8.1.4. TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO Y/O RADIOTERAPICO EN
ENFERMEDAD LOCALIZADA O LOCALMENTE AVANZADA
POTENCIALMENTE RESEABLE

Junto a la cirugia, como Unico tratamiento potencialmente curativo en el CG localizado,
se han incorporado diferentes secuencias de tratamiento quimioterapico y/o radioterapico
perioperatorios en la enfermedad localmente avanzada y en estadios precoces de CG. Sin
embargo, existe poco consenso acerca de cuél es la mejor estrategia y la terapia asociada
a la cirugia va a variar segun el area geografica. Comparado con la cirugia sola, han
demostrado beneficio en supervivencia en Asia los estudios con quimioterapia adyuvante,
en Norteamérica el tratamiento con quimio-radioterapia adyuvante y en la mayoria de

estudios europeos el tratamiento quimioterapico perioperatorio.

TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO PERIOPERATORIO

En los paises occidentales la mayoria de los pacientes son diagnosticados con tumores
localmente avanzados. En estos casos la practica de una cirugia completa con margenes
quirdrgicos libres (R0) es posible s6lo en la mitad de los casos, con mas de un 60% de
recaidas tumorales en los 3 afios siguientes a la cirugia (359). En estos pacientes la
administracion de un tratamiento preoperatorio o neoadyuvante puede permitir la
erradicacion de metastasis ocultas (responsables del alto porcentaje de recidivas precoces
a distancia) y la realizacion de cirugias completas con intencion curativa en casos
inicialmente no resecables o dudosos. Para ello es fundamental una estadificacion
correcta preoperatoria que permita definir con exactitud la profundidad de la infiltracion
tumoral de la pared gastrica y la afectacion o no de los ganglios linfaticos locoregionales

mediante ecoendoscopia, TC toracoabdominopélvica y/o PET-TC.

Diferentes estudios han sido publicados con anterioridad, pero el que ha marcado el nivel
de evidencia 1 de esta aproximacion ha sido el ensayo clinico MAGIC publicado en 2006
(360), en el cual pacientes con adenocarcinoma gastrico o del tercio inferior esofagico
operables eran aleatoriamente divididos entre ser intervenidos quirdrgicamente de entrada
o recibir 3 ciclos de quimioterapia preoperatoria con Epirrubicina, Cisplatino y 5-Fu
seguido de cirugia y 3 ciclos mas del mismo esquema quimioterapico administrados
postoperatoriamente. A pesar de que s6lo un 42 % de los pacientes lograron recibir todo

el tratamiento propuesto inicialmente y sélo el 86% de los pacientes que completaron la
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quimioterapia preoperatoria fueron capaces de completar asimismo el tratamiento
postquirdrgico; el grupo asignado a recibir quimioterapia neoadyuvante logré un
incremento clinica y estadisticamente significativo tanto en términos de supervivencia
global (porcentaje de vivos a los 5 afios 36% vs. 23%, HR 0.75, 1C95% 0.6-0.9, p=0.009)
como de supervivencia libre de enfermedad (HR 0.66, 1C95% 0.53-0.81, p=0.001).
Asimismo la tasa de resecciones consideradas curativas (R0O) fueron superiores en el
grupo que recibid tratamiento preoperatorio (79.3% vs. 70%, p=0.03), sin evidenciarse
ningun incremento en la morbimortalidad perioperatoria. Posteriormente el grupo francés
presento sus resultados con un estudio randomizado en el que los pacientes recibian 2-3
ciclos de cisplatino y 5-Fu de manera preoperatoria y 3-4 ciclos postoperatorios frente a
tratamiento quirdrgico solamente (361). Al igual que en el estudio MAGIC, la
administracion de quimioterapia perioperatoria logré un aumento significativo en la

supervivencia global de los pacientes.

TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO ADYUVANTE

La necesidad de un tratamiento sistémico postoperatorio viene fundamentada en la
estrecha relacion entre la supervivencia de los pacientes y su estadio al diagnostico.
Mientras los pacientes con CG precoz presentan tasas de curacion del 80% sélo con
tratamiento quirdrgico, los pacientes con tumores T3NO (estadio Il) tienen una
supervivencia inferior al 50% a los 5 afios del diagndstico y los casos de curacion en
pacientes con invasion ganglionar inicial son casi anecdéticos. Este prondstico infausto
hace obligada la busqueda de algun tratamiento postoperatorio que mejore los resultados

de la cirugia.

En Europa destaca la publicacion de 2 estudios de 228 y 400 pacientes que no
consiguieron beneficios estadisticamente significativos en supervivencia de global
empleando regimenes de quimioterapia postoperatoria (362, 363), y en los que destaca el
pobre cumplimiento terapéutico de los esquemas postoperatorios. Posteriormente otros
estudios europeos como el del grupo francés tampoco han conseguido demostrar

beneficio de la quimioterapia adyuvante (364).

Al contrario de lo ocurrido con los estudios europeos, un estudio japonés ha logrado un
impacto positivo en la supervivencia con el uso de un derivado fluoropirimidinico de 42

generacion, S-1 (365). Tras demostrar su actividad antitumoral en los casos de cancer
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gastrico avanzado, se llevo a cabo un ensayo clinico incluyendo 1059 pacientes sometidos
a cirugia con intencion curativa y linfadenectomia D2. Los participantes fueron
randomizados a cirugia sola versus cirugia seguida de S-1 en monoterapia durante 1 afio.
Los datos finales mostraron un incremento estadisticamente significativo en la
supervivencia global a los 3 afios a favor del grupo que recibia S-1 (80.1% vs. 70.1%,
HR0.69, 1C95% 0.52-0.87, p=0.003). Ademas el cumplimiento terapéutico fue
notablemente superior (65.8%) a lo publicado en anteriores estudios, por lo que los
autores recomiendan el empleo de S-1 como terapia adyuvante tras reseccion curativa de
una neoplasia gastrica mediante linfadenectomia D2. Este esquema terapéutico es de
hecho el estandar actual de tratamiento en el pais nipon. Otro estudio asiatico, el estudio
CLASSIC (366), randomiz6 a 1035 pacientes sometidos a gastrectomia D2 a recibir
quimioterapia con Capecitabina y Oxaliplatino durante 6 meses o0 a observacion,
demostrando un beneficio en supervivencia libre de progresion a los 5 afios con una HR
de 0-58 (IC 95% 0.47-0.72; p<0-0001). Los datos maduros de supervivencia global
publicados en 2014 corroboran el beneficio en supervivencia global, con una disminucion
del riesgo de muerte del 34% (HR 0.66, 1C95% 0.51-0.85, p <0.0015), con tasas estimadas
de supervivencia a 5 afios del 78% frente al 69% a favor de la rama de quimioterapia
(367).

Ante la falta de resultados concluyentes del uso de quimioterapia adyuvante en CG, se
han publicado multiples metaanalisis en los ultimos 20 afios que incluyen la mayoria de
los estudios realizados. El ultimo metaanalisis publicado por la Cochrane en 2013 (368),
analiza 34 ensayos clinicos con 7825 pacientes y muestra un beneficio estadisticamente
significativo con una reduccion del riesgo de muerte del 15% (HR 0.85 1C95% 0.80-0.90)
y del 21% en el riesgo de recidiva (HR 0.79 1C95% 0.72-0.87), coincidiendo con otras
revisiones realizadas en los Gltimos afios (369, 370), aunque reconoce que existe un alto
riesgo de sesgo en los resultados dadas las limitaciones metodologicas y de presentacion
de resultados en los estudios incluidos. En el analisis por subgrupos este beneficio parece
ser mayor, pero no exclusivo, en los pacientes con afectacion ganglionar tumoral en la

pieza quirurgica.
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TRATAMIENTO QUIMIO-RADIOTERAPICO ADYUVANTE

En el afio 2001 MacDonald et al. publicaron los resultados del estudio INT116 del
Southwest Oncology Group (SWOG) (371) . En este ensayo clinico 556 pacientes
sometidos a una reseccion potencialmente curativa de su neoplasia gastrica eran
randomizados a seguimiento exhaustivo frente a tratamiento quimio-radioterapico
adyuvante basado en 5-Fu y hasta alcanzar una dosis radioterapica total de 45Gy. Tras un
seguimiento medio de 5 afos, el grupo que recibid tratamiento quimio-radioterapico
adyuvante logr6 un aumento de la supervivencia global a los 5 afios del 11.6% (40% vs.
28.4% p=0.001), asi como un incremento en la supervivencia libre de recaida en el mismo
periodo (25% vs. 31% p=0.001). La actualizacion de los datos de este estudio en 2012
estan en concordancia con los resefiados anteriormente (372). Estos resultados llevan a
los autores a concluir que el tratamiento quimioradioterapico concomitante
postoperatorio debe considerarse, y asi lo es en los EEUU, el tratamiento estandar en los
pacientes intervenidos con intencidn curativa por un cancer gastrico. Aunque la discusion
de este trabajo es extensa no es objetivo de esta tesis, debemos destacar que diversos
problemas metodoldgicos han llevado a cuestionar en Europa y Asia la validez de estas
conclusiones. Entre ellos los mas discutidos son el escaso nimero de pacientes que fueron
sometidos a gastrectomia con una linfadenectomia adecuada (el 54% de los pacientes
fueron sometidos a gastrectomia sin linfadenectomia, es decir DOQ); junto con el hecho de
que el beneficio parece lograrse por una disminucion de las recidivas locoregionales por
cuanto las recaidas a distancia son idénticas entre los 2 grupos del estudio. Ello pone en

duda el papel de la radioterapia adyuvante en pacientes sometidos a resecciones D2.

En 2012 se publicaron los resultados del estudio ARTIST (373), que randomiz6 a 458
pacientes sometidos a gastrectomia RO con al menos linfadenectomia D2 a recibir 6 ciclos
de quimioterapia adyuvante con Capecitabina y Cisplatino o a quimio-radioterapia con
Capecitabina asociada a 2 ciclos previos y 2 ciclos posteriores de quimioterapia con
Capecitabina y Cisplatino. En este estudio no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas ramas (SLP 3 afios 74.2% vs. 78.2%,
p=0.0086). En el analisis por subgrupos se detectd una ventaja en SLP a los 3 afios en los
pacientes con afectacion ganglionar a favor de la quimio-radioterapia (72.3% vs. 77.5%,
p=0.0365), estando pendiente el desarrollo de un ensayo clinico en este subgrupo de
pacientes. Los datos maduros de supervivencia global estan pendientes de publicacion.

Es de destacar que la adicion de radioterapia no mostré diferencias estadisticamente
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significativas en la tasa de recurrencias locorregionales ni de metéstasis a distancia entre

los 2 grupos de pacientes.

En el momento actual, no existe ningun estudio publicado que enfrente directamente el
tratamiento perioperatorio con quimioterapia, tal como se emplea en el esquema del
estudio MAGIC, frente a la cirugia seguida de quimio-radioterapia adyuvante en

pacientes con reseccion RO.

8.2. TRATAMIENTO DEL CANCER GASTRICO AVANZADO O

METASTASICO

La evolucion de la mayoria de los pacientes con cancer gastrico resecado es desarrollar
una recidiva locorregional o metastasis a distancia (374). Por otro lado, en los paises
occidentales alrededor del 50% de los pacientes presentan enfemedad localmente
avanzada irresecable o metastasica al debut. El tratamiento quimioterdpico de los
carcinomas gastricos metastasicos debe considerarse ain hoy en dia como un tratamiento
paliativo. A pesar de los diferentes esquemas terapéuticos empleados en los ensayos
llevados a cabo en los Gltimos 30 afios la supervivencia global de los pacientes sigue
siendo pobre, por lo cual la busqueda de un tratamiento eficaz sigue siendo una linea

prioritaria de investigacion en esta neoplasia.

8.2.1. TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO

TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO versus TRATAMIENTO DE SOPORTE

Diferentes ensayos clinicos controlados y metaanalisis han aportado evidencia del efecto
beneficioso paliativo de la quimioterapia sistémica frente a un tratamiento de soporte
exclusivo en pacientes con cancer gastrico avanzado (375-378). En dicho metaanalisis la
administracion de quimioterapia aportaba una disminucion en el riesgo de muerte del 63%
frente al tratamiento de soporte (HR 0.37, 1C95% 0.24-0.55), lo que se traducia en una
mejora de la mediana de supervivencia global de 4.3 a 11 meses (378). Ademas, el
metaanalisis confirmo que la quimioterapia mejora la supervivencia sin deterioro de la

situacion funcional y la calidad de vida comparada con solo tratamiento de soporte.
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TRATAMIENTO DE QUIMIOTERAPIA EN MONOTERAPIA

Hasta principios de la década de 1990, los agentes quimioterdpicos activos en cancer
gastrico o esofagico avanzado eran Bleomicina, Mitomicina-C, 5-Fu, Etopdsido,
Cisplatino y Doxorrubicina. Todos ellos estaban asociados a unas tasas de respuestas
modestas, en general inferiores al 20%, y de corta duracion (inferiores a 6 meses), siendo
muy infrecuentes las respuestas completas (379-383). Posteriormente otros nuevos
agentes han sido empleados en el tratamiento del céncer gastrico avanzado en
monoterapia, como taxanos (Paclitaxel y Docetaxel), Irinotecan, Vinorelbina vy
fluoropirimidinas orales (Capecitabina y S-1), con tasas de respuesta algo superiores a los
agentes antiguos, en torno al 15-50%, y consiguiendo una mejora marginal en la

supervivencia global, nunca superior a los 9 meses (384-389).

TRATAMIENTO DE QUIMIOTERAPIA EN COMBINACION

Numerosos ensayos clinicos trataron de mejorar la eficacia de la monoterapia mediante
el empleo de esquemas que combinaban 2 (dobletes) o 3 (tripletes) agentes
quimioterapicos simultaneamente. De estos estudios preliminares, se pudieron obtener
varias conclusiones clinicamente significativas: el empleo de nitrosureas no mejoraba los
resultados de la aplicacion de 5-Fu en monoterapia; la tasa de respuestas de los esquemas
de combinacion era superior a la obtenida con los f&rmacos en monoterapia y el esquema
FAM (5-Fu, Adriamicina y Mitomicina C) mostré mejores resultados que otras
combinaciones, siendo considerado en aquel momento el esquema estandar de
tratamiento (72, 390, 391). En la década de 1980 se desarrollaron los regimenes
quimioterapicos de 22 generacion. Entre estos nuevos esquemas la combinaciéon FAMTX
(5-Fu, Adriamicina y Metrotexate a altas dosis) demostrd su superioridad frente al
estandar FAM (392), que logré una mejora significativa en la tasa de respuestas (41% vs.
9%) asi como en la supervivencia global (mediana de 42 semanas vs. 29 semanas del
esquema FAM), sin aumentar la toxicidad ni la mortalidad del tratamiento. Otros
esquemas de 22 generaciéon que demostraron su eficacia fueron el esquema ELF (5-Fu,
Leucovorin y Etoposido), PELF (Cisplatino, 5-Fu, Leucovorin y Etopésido), PF
(Cisplatino, 5-Fu) y ECF (Epirrubicina, Cisplatino, 5-Fu) (393, 394), siendo la
mielosupresion severa uno de los principales efectos toxicos comunes a todos estos

esquemas.
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De manera progresiva se han ido desarrollando esquemas de quimioterapia basados en
combinaciones de diversos citostaticos con cisplatino, inicialmente con resultados
subdptimos como los del estudio de la European Organization for Reseach and Treatment
of Cancer (EORTC) (395, 396). En 1997 se publicaron los resultados del esquema
desarrollado en el Royal Marsden Hospital con la triple combinacion de Epirrubicina,
Cisplatino y 5-Fu (ECF). Este triplete se compard frente a FAMTX en un ensayo
randomizado que incluy6 260 pacientes (397). La combinacion ECF logré una mayor tasa
de respuestas objetivas (45% frente a 21% p=0.0002), una mejor supervivencia global
(8.9 meses vs. 5.7 meses p=0.0009) asi como una mayor supervivencia libre de progresion
tumoral (7.4 meses vs. 3.4 meses p=0.00006). Un analisis posterior de los resultados
obtenidos en este estudio confirmo el beneficio demostrado en términos de supervivencia
y es por ello que ha sido considerado el esquema de tratamiento estandar en cancer
gastrico avanzado en muchos paises europeos hasta la década actual. Este esquema ECF
fue la rama de tratamiento estandar utilizada para el ensayo REAL-2 (398). Este es un
estudio fase 111 randomizado con un disefio factorial 2x2 en el cual se distribuyeron los
pacientes entre 4 grupos de tratamiento: ECF, EOF (Epirrubicina, Oxaliplatino, 5-Fu),
EOX (Epirrubicina, Oxaliplatino, Capecitabina) o ECX (Epirrubicina, Cisplatino,
Capecitabina). El estudio fue disefiado para demostrar la no inferioridad de capecitabina
frente a 5-Fu y de Oxaliplatino frente a Cisplatino cuando se utilizan para el tratamiento
del cancer gastrico avanzado en un esquema con 3 farmacos. Tras la inclusion de mas de
1000 pacientes los resultados mostraron la no inferioridad de capecitabina frente a 5-Fu
y de Oxaliplatino frente a Cisplatino. No se demostraron diferencias significativas en la
tasa de respuestas entre los 4 esquemas empleados (47.9% EOX, 46.4% EOF, 42.4% ECX
y 40.7% ECF); aunque si una diferencia estadisticamente significativa a favor de EOX
comparado con ECF en términos de supervivencia global (mediana 11.2 meses EOX vs.
9.9 meses ECF p=0.02). Este ensayo junto al publicado por Kang et al. (399) demostro la
equivalencia de 5-Fu y Capecitabina cuando se administran en combinacion con

derivados del platino.

La introduccion de los nuevos taxanos en la década de los afios 90 llevo a su estudio como
farmacos activos en cancer gastrico, especialmente tras demostrar el Paclitaxel unas tasas
de respuesta entre el 22% y el 51% en diversos ensayos fase 11 (400, 401). Del mismo
modo los dobletes o tripletes de farmacos conteniendo docetaxel lograron tasas de
respuesta del 33-55% con medianas de supervivencia de 9-10 meses (402). Entre los
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taxanos solo Docetaxel ha sido evaluado en el contexto de un ensayo clinico randomizado
fase 111. Este fue el ensayo V-325 (403), en el cual 445 pacientes fueron randomizados a
recibir Docetaxel, Cisplatino y 5-Fu (DCF) vs. Cisplatino y 5-Fu (CF). La adicion de
Docetaxel al esquema standard CF logro una mejoria estadisticamente significativa en la
supervivencia global de los pacientes (9.2 meses vs. 8.6 meses p=0.02), asi como en el
intervalo libre de progresion (5.6 meses vs. 37 meses p <0.001) y en la tasa de respuestas
objetivas (37% vs. 25% con CF p=0.01). Asimismo, el esquema DCF mostré una mejoria
en la calidad de vida de los pacientes a pesar de resultar un esquema notablemente mas
toxico (toxicidades grado I11-1V 69% de los pacientes, neutropenia febril 29%) (403).
Este triplete (DCF) ha sido también comparado con el esquema de 3 farmacos ECF y con
el doblete DC (Docetaxel, Cisplatino) en un ensayo multicéntrico randomizado (404).
Entre los 120 pacientes randomizados se logré una tasa de respuestas del 25% para ECF,
18.5% para DC y 36.6% para el triplete DCF. La mediana de supervivencia fue favorable
a los esquemas conteniendo Docetaxel (8.3 meses ECF, 11.0 DC y 10.4 meses DCF) de
manera estadisticamente significativa pero, al contrario de lo demostrado en el ensayo V-
325, la calidad de vida fue superior en el esquema sin taxanos (ECF). Esto revela la
importancia fundamental de la seleccion de los pacientes y del manejo de la toxicidad de

los esquemas empleados a la hora de lograr diferencias en términos de beneficio clinico.

S-1 es una fluoropirimidina oral que incluye tres agentes diferentes: Tegafur, Gimeracil
y Oteracil. Ha mostrado resultados prometedores en cancer gastrico avanzado, aunque la
mayoria de los estudios proceden de poblacion asiatica (405, 406). El ensayo clinico fase
11 SPIRITS mostr6 un beneficio de 2 meses en mediana de supervivencia libre de
progresion y en supervivencia global de la combinacién de Cisplatino y S-1 frente a S-1
en monoterapia, en poblacién asiatica, a costa de tasas de toxicidad grado 3 y 4
significativamente superiores (406). El metabolismo de Tegafur en poblacion occidental
es diferente al de la poblacidn asiatica, con dosis maximas toleradas diferentes, por lo que
se han disefiado estudios especificos en poblacién occidental. Los datos procedentes de
ensayos fase Il en poblacion occidental muestran que S-1 también es eficaz en esta
poblacion (407, 408). En el estudio fase 111 FLAGS se randomiz6 a 1053 pacientes de
diferentes paises con adenocarcinoma esofagogastrico avanzado a recibir Cisplatino con
5-Fu o con S-1, no demostrandose la superioridad de cisplatino y S-1, aunque con un
perfil de toxicidad mas favorable y menor nidmero de muertes relacionadas con el

tratamiento (251). Como critica a este estudio se encuentra la dosis inferior de cisplatino
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en el brazo de S-1, por lo que nuevos estudios con S-1 deben confirmar la actividad de

este farmaco en poblacion occidental.

En el ultimo metaanalisis publicado por Wagner et al. en Cochrane en 2010 (378) sobre
tratamiento del c&ncer gastrico avanzado, en el que se incluyeron 5726 pacientes, llega a

las siguientes conclusiones:

e Los esquemas de combinacion de farmacos son superiores en términos de
supervivencia a los tratamiento en monoterapia (HR 0.82 1C95% 0.74-0.90) a
cambio de un incremento en la toxicidad.

e Los esquemas de 3 farmacos incluyendo antraciclinas, 5-Fu y Cisplatino
consiguen un incremento estadisticamente significativo en la supervivencia de los
pacientes (HR 0.77 1C95% 0.62 — 0.95) frente a los esquemas de Cisplatino y 5-
Fu sin antraciclinas. Este beneficio es similar si se comparan esquemas con 5-Fu,
antraciclinas y Cisplatino frente a los esquemas sin Cisplatino (HR 0.82 1C95%
0.73-0.92).

e El incremento de mortalidad en los esquemas de 3 farmacos que incluyen 5-Fu
parece relacionado con la administracion de este farmaco en bolo intravenoso,
siendo menos tdxica su administracion en infusion continua como se contempla
en el esquema ECF.

e Losesquemas basados en Irinotecan no han demostrado un beneficio significativo
frente a los esquemas sin este farmaco (HR 0.86, IC95% 0.73-1.02), no habiendo
sido ademas nunca comparados frente a tripletes como ECF. Tampoco se
evidencian diferencias estadisticamente signficativas en los esquemas con o sin
docetaxel (HR0.93, 1C95% 0.75-1.15).

En el momento actual se deben considerar los esquemas de 3 farmacos (tripletes) como
tratamiento estandar de 12 linea en los pacientes con cancer gastrico avanzado. La base
de estos esquemas debe ser la combinacion de Cisplatino y 5-Fu, pudiendo sustituirse el
cisplatino por Oxaliplatino y el 5-Fu en infusion continua por Capecitabina. La eleccién
de taxanos o antraciclinas como tercer componente del esquema debe basarse en una
cuidadosa seleccion del paciente y un adecuado tratamiento de soporte ante la mayor

toxicidad severa de los esquemas que incluyen docetaxel.
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Cuando los pacientes recidivan o la enfermedad progresa tras un tratamiento
quimioterapico de 12 linea el prondstico de los pacientes es ominoso. La mayoria de los
farmacos testados en 22 linea han logrado resultados discretos con tasas de respuesta en
torno al 10% y medianas de tiempo hasta progresion entre 2 y 5 meses y supervivencia
global entre los 5 y 8 meses. Los esquemas con resultados mas prometedores son los
basados en taxanos, irinotecan y/o ramucirumab, no pudiéndose considerar en el

momento actual ningin esquema como estandar de tratamiento (409-412).

8.2.2. TRATAMIENTO DIRIGIDO POR ALTERACIONES MOLECULARES

INHIBICION DE EGFR

La sobreexpresion de EGFR ocurre en el 30-50% de los canceres géstricos (182). El
abordaje mas comun para inhibir EGFR es el uso de anticuerpos monoclonales
(Cetuximab, Panitumumab) o inhibidores tirosina quinasa (Gefitinib, Erlotinib). Los
resultados actuales sugieren que probablemente la via del EGFR no sea una diana
terapéutica para la mayoria de los pacientes con adenocarcinoma gastrico, siendo
necesario identificar biomarcadores que nos permitan determinar qué subgrupo de

pacientes podria beneficiarse de la terapia anti-EGFR.

Cetuximab

Cetuximab es una IgG1 quimérica que se une al dominio extracelular del EGFR humano,
actuando como inhibidor competitivo de EGF y otros ligandos al receptor, asi como de la
autofosfolizacién de los residuos tirosina quinasa. Esta interaccion anticuerpo-receptor
previene la dimerizacion y bloquea la activacién del receptor tirosina quinasa inducido
por el ligando. Cetuximab también induce la internalizacién del receptor y su degradacion
(182, 413). Este farmaco esta aprobado para el tratamiento del cancer de colon RAS

nativo y de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello (414, 415).

Basandose en prometedores resultados de estudios fase Il (416, 417), se disefio el ensayo
clinico fase 111 EXPAND, que randomizo a 908 pacientes con adenocarcinoma gastrico o
de la union gastroesofagica localmente avanzados o metastasicos a recibir Cisplatino (80

mg/m? dias 1) y Capecitabina (1000 mg/m? dias 1 a 14) en ciclos trisemanales, con o sin

96




Cetuximab (400 mg/m?como dosis de carga, seguido de 250 mg/m2 semanal). El objetivo
primario del estudio fue supervivencia libre de progresion, no encontrdndose diferencias
estadisticamente significativas (HR 1.09, 1C95% 0.92-1.29, p=0.32) (269). El estudio fase
11 RTOG 0436 disefiado para pacientes con carcinoma esofagico localmente avanzado
que comparaba el tratamiento con quimio-radioterapia concomitante con Paclitaxel y
Cisplatino semanales con o sin Cetuximab tampoco demostro beneficios en supervivencia
global. A diferencia del carcinoma colorrectal, en el caso del cancer géstrico las
mutaciones de KRAS no han sido identificadas como biomarcador predictivo negativo de
respuesta a cetuximab (418). Otros parametros como la expresion de EGFR, el numero
de copias o la fosforilacién han sido evaluados como potenciales biomarcadores, pero el
caracter restrospectivo y el escaso numero de pacientes de los estudios han impedido

alcanzar conclusiones definitivas (417).

Panitumumab

Panitumumab es un anticuerpo monoclonal completamente humano IgG2 dirigido contra
EGFR. En cancer gastrico, el estudio REAL-3 incluy6 522 pacientes con cancer gastrico
avanzado no previamente tratados procedentes de 63 centros de Reino Unido (268). Los
pacientes fueron randomizados 1:1 a recibir ciclos trisemanales de Panitumumab 9 mg/kg
asociado a quimioterapia con modificacion de dosis (Epirrubicina 50 mg/m?, Oxaliplatino
100 mg/m? y Capecitabina 1000 mg/m?/dia durante dias 1-21) o0 EOX a la dosis estandar
establecida en el estudio REAL-2 (Epirrubicina 50 mg/m?, Oxaliplatino 130 mg/m? y
Capecitabina 1250 mg/m?/dia durante dias 1-21) (398). Este estudio fue prematuramente
cerrado tras realizar un analisis interno preestablecido con 333 eventos y evidenciar una

falta de beneficio en supervivencia global y supervivencia libre de progresion.

Erlotinib y Gefitinib

Ambos farmacos son inhibidores tirosina quinasa de EGFR de administracion oral.
Erlotinib fue testado en un estudio fase Il en primera linea de tratamiento de cancer
gastrico o de la unién gastroesofagica avanzados, evidenciandose una tasa de respuestas
del 9%, todas ellas en el subgrupo de adenocarcinomas de la unién gastroeséfagica (419).
El estudio fase Il COG, desarrollado en pacientes con carcinoma escamoso 0
adenocarcinoma esofégico, incluyendo tumores de la union gastroesofagica Siewert | y

I1, previamente tratados, se realizd en poblacion no seleccionada por el estatus de EGFR
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(420). El estudio fue negativo para su objetivo primario de mejoria de la supervivencia
global a 1 afo. El andlisis de biomarcadores encontrd una relacion entre el nimero de
copias de EGFR vy los resultados clinicos, proponiendo la utilidad potencial de este

biomarcador en la sleccion de los pacientes para la terapia anti-EGFR.

INHIBICION DE HER2

La via de HER2 fue la primera diana molecular en ser inhibida de forma exitosa en
adenocarcinoma gastrico. La sobreexpresion de HER2 es mas frecuente en tumores de
histologia intestinal (34%) que en aquellos de histologia difusa (6%), asi como es mas
frecuente en tumores localizados en la unién gastroesofagica (32%) comparado con los
tumores gastricos (187).

Trastuzumab

El ensayo clinico fase Il ToGA fue el estudio pivotal, evaluando la eficacia de
Trastuzumab en combinacion con quimioterapia en pacientes con cancer gastrico
avanzado, la mayoria metastasicos (104). Este estudio fue llevado a cabo de manera
multicéntrica en 24 paises de Asia, Sudafrica, Australia, Europa, Centroamérica y
América del Sur. En este ensayo se incluyeron pacientes con sobreexpresion 3+ de HER2
medida por IHQ o con amplificacion de HER2 determinada por FISH, ratio >2. Tras
realizar el cribado mediante IHQ y FISH a 3807 posibles candidatos, de los cuales 810
presentaron finalmente sobreexpresion del receptor o amplificacion del gen HER2, se
incluyeron en el estudio 594 pacientes, que fueron randomizados a Trastuzumab (dosis
de carga de 8 mg/kg, seguido de 6 mg/kg en dosis sucesivas) con quimioterapia (5-Fu o
Capecitabina, a criterio del investigador, y cisplatino) o quimioterapia sola. El tratamiento
del estudio fue administrado cada 3 semanas durante 6 ciclos, y Trastuzumab se continuo
hasta progresion, toxicidad inaceptable o retirada del consentimiento, no permitiendose
el cruzamiento a la rama de Trastuzumab tras la progresion. El resultado principal del
estudio fue alcanzado, logrando la adicion de Trastuzumab al tratamiento quimioterapico
estandar un incremento en la supervivencia global de 2,7 meses (de 11.1 en la rama
control a 13.8 en la rama experimental con Trastuzumab), lo que se corresponde con una
HR de 0.74 (IC95% 0.60-0.91, p=0.0046). De igual manera, se cumplieron los objetivos

secundarios del estudio aumentando el tiempo libre de progresion tumoral de 5.5 meses
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a 6.7 meses (HR 0.71 1C95% 0.59-0.85, p=0.002), e incrementando la tasa de respuestas
tumorales objetivas del 35.5% en la rama de quimioterapia estandar al 47.3% en la rama
que incluia Trastuzumab (p=0.0017). No hubo diferencias significativas en las tasas de
efectos adversos, y la cardiotoxicidad fue rara en ambas ramas, aunque con mayor tasa
de descensos asintomaticos de la FEVI, (5% vs. 1%) en la rama de Trastuzumab. Se
reportaron tres fallos cardiacos grado 3-4, dos en la rama de Trastuzumab y uno en la
rama con quimioterapia sola. Un analisis posterior de la calidad de vida de los pacientes

incluidos en el ensayo tampoco encontrd diferencias entre las dos ramas del estudio.

Este trabajo encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en la tasa de
positividad para HER2 por IHQ y/o FISH a favor de los adenocarcinomas de tipo
intestinal vs. difuso (32.3% vs. 6.1% respectivamente), asi como una incidencia mayor
de casos positivos en los tumores localizados en la unién gastroesofégica frente al resto
de localizaciones tumorales (33.2 % vs. 20.9%). La concordancia entre los resultados del
analisis IHQ y el analisis por FISH del estado de HER2 fue del 87.3%.

Tal como hemos comentado con anterioridad, en el analisis por subgrupos, Trastuzumab
fue mas efectivo en prolongar la supervivencia global en los pacientes con tumores IHQ
3+ (HR=0.66 1C95% 0.5-0.87), menos efectivo en pacientes con IHC 2+ (HR=0.78,
IC95% 0.55-1.10) e inefectivo en aquellos con HER2 amplificado por FISH pero sin
expresion inmunohistoquimica (IHQ 0 ¢ 1+). En el subanalisis de aquellos casos con
resultado IHQ 3+ o IHQ 2+ y amplificacion determinada por FISH Trastuzumab aumentd
la mediana de supervivencia global en 4.2 meses (11.8 meses en brazo control vs. 16.0

meses en el brazo experimental).

El estudio ToGA condujo a la aprobacion de Trastuzumab por la FDA para los pacientes
con adenocarcinoma gastrico con sobrexpresion de HER2 o amplificacion por FISH, con
los mismos criterios de inclusion del estudio. Sin embargo, la EMEA aprobd el uso de
Trastuzumab solo en pacientes con IHQ 3+, o IHQ 2+ y amplificacion por FISH,
basandose en los resultados del analisis por subgrupos. De manera similar, las guias del
National Institute for Health and Care Excelence (NICE) en Reino Unido recomiendan

el uso de esta droga s6lo en tumores con IHQ 3+.

En base estos resultados, Trastuzumab en combinacion con quimioterapia es el estandar

de tratamiento en primera linea para pacientes con adenocarcinoma esofagogastrico
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avanzado HER2 positivo. Por este motivo, en todos los pacientes con adenocarcinoma

esofagogastrico avanzado debe ser evaluado el estado de HER2.

Pertuzumab

Son conocidos los posibles mecanismos de resistencia a Trastuzumab, por lo que existe
un interés en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas frente a HER2. Pertuzumab
es un anticuerpo monoclonal con unién al receptor HER2 en el dominio Il (Trastuzumab
se une al dominio IV) y HERS, que impide la dimerizacion del receptor, bloqueando la
cascada de sefializacion intracelular. Basado en los datos preclinicos en cancer
esofagogastrico, y en la eficacia de Trastuzumab y Pertuzumab en cancer de mama (280),
el estudio JACOB (fase Ill) randomiza a los pacientes con adenocarcinoma gastrico
avanzado a una primera linea de tratamiento con Cisplatino, fluropirimida (5-Fu o

Capecitabina) y Trastuzumab, asociado 0 no a Pertuzumab (NCT01774786).

TDM-1

TDM-1 es un anticuerpo conjugado que emplea la sobreexpresion de HER2 para liberar
un potente agente antimicrotibulo en el interior celular, produciendo citotoxicidad
directa. Diferentes ensayos clinicos fase II/111 estdn evaluando TDM-1 en cancer gastrico
avanzado en segunda linea de tratamiento, como el estudio GATSBY que compara TDM-
1 frente a la terapia estdndar con taxanos en pacientes previamente tratados
(NCT01641939).

A partir de los resultados en enfermedad metastasica, diferentes estudios con anticuerpos
anti-HER2 estan siendo llevados a cabo en otros contextos de la enfermedad como el

tratamiento perioperatorio.

Lapatinib

Lapatinib es un farmaco oral inhibidor tirosina quinasa de EGFR1 y HERZ2, que ha sido
aprobado en el tratamiento del cancer de mama metastasico HER2 positivo en pacientes
previamente tratados con Trastuzumab, y asociado a terapia hormonal en pacientes con
cancer de mama triple positivo (421). Lapatinib se ha evaluado en combinacién con
guimioterapia en pacientes con cancer gastrico y de la unién gastroesofagica. En el
estudio TYTAN en segunda linea en poblacion asiatica se compar6 Paclitaxel semanal

con o sin Lapatinib en pacientes con cancer esofagogastrico metastasico HER2 positivo.
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En este estudio no hubo diferencias estadisticamente significativas a favor de la adicion
de Lapatinib en supervivencia libre de progresién ni en supervivencia global en la
poblacion por intencion de tratar, que si se evidencid en el subgrupo de pacientes con
IHQ 3+ (SLP 5.6 vs. 4.2 meses, SG 14.0 vs. 7.6 meses). En el ensayo clinico TRIO-
013/LOGIC, pacientes con adenocarcinoma esofagogastrico avanzado HER2 positivo
fueron randomizados a quimioterapia (Capecitabina y Oxaliplatino) y Lapatinib o placebo
en primera linea de tratamiento (276). Este estudio no alcanz6 su objetivo primario de
supervivencia global (12.2 meses vs. 10.5 meses, HR 0.91, 1C95% 0.73-1.12). La
intensidad de la sefial de la tincion IHQ no se correlaciond con los resultados. En el
analisis por subgrupos, se evidencid un beneficio en supervivencia para los pacientes
asiaticos (16.5 meses vs. 10.9 meses) y para aquellos menores de 60 afios (12.9 meses vs.
9 meses). La asociacion de Lapatinib incrementd la toxicidad. En el momento actual,
Lapatinib esta siendo evaluado en combinacion con otros agentes para definir mejor su

papel en el tratamiento del CG avanzado.

INHIBICION DE VEGF/VEGFR

VEGF se sobreexpresa en el 60% de los CG, siendo un indicador de mal prondstico (422).
Entre los farmacos desarrollados especificamente frente al VEGF destacan los
anticuerpos monoclonales anti-VEGF y las pequefias moléculas inhibidoras de la

actividad tirosina quinasa del receptor del VEGF.

Bevacizumab

Bevacizumab es un anticuerpo 1gG1 humanizado contra VEGF, que ha mostrado eficacia
en céancer de colon, pulmén, ovario, mama y renal (423). En céancer gastrido varios
estudios fase Il evaluaron la combinacion de este anticuerpo con Irinotecan y Cisplatino
o un triplete de Docetaxel, Cisplatino y 5-Fu, mostrando tasas de respuestas objetivas del
65% en ambos estudios, reflejando un beneficio potencial de la adicion de este nuevo
agente bioldgico a los esquemas clasicos de quimioterapia antineoplésica (424, 425). El
principal inconveniente de estos estudios fue la alta tasa de complicaciones vasculares
que presentaron los pacientes (25% trombosis venosas profundas o tromboembolismos
pulmonares, 4% hemorragias). Los resultados condujeron al disefio del estudio fase Il
AVAGAST (202). Este estudio incluyd 774 pacientes de 17 paises asiaticos y

occidentales, y evalud el beneficio de afiadir Bevacizumab a la quimioterapia con
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Cisplatino y Capecitabina. El objetivo primario fue la supervivencia global. La mediana
de supervivencia global para la rama con Bevacizumab fue de 12.1 meses frente a 10.1
meses para la rama de placebo, no resultando estadisticamente significativo (HR 0.87,
IC95% 0.73-1.03, p=0.1002). Aungue el estudio no alcanzd su objetivo primario, la
mediana de supervivencia libre de progresion y la tasa de respuestas objetivas fue
significativamente mayor en el grupo de Bevacizumab. Un analisis por subgrupos mostro
una variacion étnica, no evidencidndose beneficio al afiadir Bevacizumab a la
quimioterapia en la poblacion asiatica, hecho que se corroboré en el estudio fase Il
AVATAR en poblacion china (426).

Ramucirumab

Ramucirumab es un anticuerpo monoclonal IgG1l completamente humano que se une
especificamente a VEGFR-2, que ha demostrado eficacia y tolerabilidad en varios
estudios. El ensayo clinico fase 11l REGARD evalu6 en segunda linea de cancer gastrico
o del a union gastroesofagica avanzado el tratamiento con ramucirumab en monoterapia
(8 mg/m? cada 2 semanas) frente al mejor tratamiento de soporte en randomizacion 2:1,
tras progresion a una primera linea con esquemas basados en platino o fluoropirimidinas
(106). La mediana de supervivencia global en el grupo tratado con Ramucirumab fue de
5.2 meses frente a los 3.8 meses del grupo tratado con tratamiento de soporte exclusivo,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (HR 0.776 1C95% 0.603-0.998,
p=0.047). Este beneficio se mantuvo tras realizar el andlisis multivariante ajustado por
otros factores de mal prondstico. Las tasas de hipertensién arterial fueron mayores en el
grupo de Ramucirumab (16% vs. 8%), mientras que no existieron diferencias respecto al
resto de efectos adversos. Basandose en este estudio, la FDA aprobd el uso de
Ramucirumab como agente Unico en abril de 2014 en segunda linea de tratamiento de
cancer gastrico avanzado tras progresion a un esquema con platino o fluoropirimida,
siendo el primer agente biol6gico aprobado en una poblacion no seleccionada. El estudio
randomizado fase Ill doble ciego RAINBOW explor6 la combinacion de Paclitaxel y
Ramucirumab en el mismo escenario que el estudio REGARD, en la poblaciéon de
pacientes con cancer gastrico o de la unién gastroesofagica avanzado tras progresion a un
esquema con platino o fluoropirimidas (107). En este estudio 665 pacientes fueron
randomizados 1:1 a recibir Ramucirumab 8 mg/kg o placebo via intravenosa los dias 1 y
15, y Paclitaxel 80 mg/m? dias 1, 8 y 15, en ciclos de 28 dias. Fue un estudio positivo

para su objetivo primario de supervivencia global, con una disminucion del riesgo de
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muerte del 19.3% para el grupo de la combinacién con Ramucirumab (HR 0.807, IC95%
0.678-0.962, p=0.017), siendo las medianas de supervivencia global de 9.6 meses y 7.4
meses, respectivamente. Este estudio condujo a la aprobacion por la FDA de

Ramucirumab y Paclitaxel en segunda linea de tratamiento en noviembre de 2014.

Ramucirumab esta siendo evaluado en primera linea en combinacién con Cisplatino y
Capecitabina dentro del ensayo clinico fase 11l RAINFALL, recientemente abierto al
reclutamiento (NCT02314177).

Sunitinib, Sorafenib y otros inhibidores tirosina quinasa

Una estrategia diferente es el empleo de pequefias moléculas dirigidas frente a la porcién
intracelular y metabdlicamente activa del VEGFR. Esta porcidn intracelular posee una
actividad enzimatica de caracter tirosina quinasa que se activa tras la unién del ligando
(VEGF) al receptor y es la responsable de la transduccion de la sefial a los siguientes
efectores de la via de activacion relacionada con este receptor. Entre las pequefas
moléculas estudiadas se encuentran Sorafenib, Sunitinib, Vandetanib, Apatinib,
Regorafenib y Pazopanib. Todos ellos se hallan en las fases preliminares, fases I-11, de su
desarrollo en combinacidén con quimioterapia. Sunitinib ha demostrado cierta eficacia
clinica en un ensayo como agente Unico y en combinacion con Docetaxel en segunda
linea de cancer gastrico avanzado (310, 427). En un ensayo fase Il con escaso nimero de
pacientes (n=44), Sorafenib en combinacién con Docetaxel y Cisplatino mostr6 una
mediana de supervivencia libre de progresién de 5.8 meses y una mediana de
supervivencia global de 13.6 meses (311), fuera de las cifras habituales en cancer gastrico,
y que no se han corroborado en otros estudios (428). Regorafenib se ha evaluado en el
ensayo fase Il INTEGRATE, reportando una mejoria de la supervivencia libre de
progresion de 11.1 vs. 3.9 semanas en poblacién previamente tratada, sin impacto en

supervivencia global (429).

INHIBIDORES DE FGFR

La amplificacion de FGFR2 se ha descrito en aproximadamente el 10% de los CG,
especialmente en CG pobremente diferenciado y fenotipos malignos, lo cual lo convierten
en una potencial diana molecular para el tratamiento de esta enfermedad (423). En

modelos preclinicos, AZD2171, un fuerte inhibidor oral tirosina quinasa de VEGF,
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FGFR1, PDGFRB y VEGFR-2, permitio la inhibicion tumoral en modelos animales de
cancer gastrico. La actividad antitumoral méas potente la presentd en los modelos animales
con sobreexpresion de FGFR2, lo que hace pensar que podria aportar un beneficio clinico
en pacientes con CG con expresion de FGFR2 (430). AZD4547 es un inhibidor tirosina
quinasa de FGFR1, 2 y 3 con actividad preclinica y un perfil de seguridad aceptable en
un estudio fase 1 (431). En estudio fase Il SHINE exploré la actividad de AZD4547 en
segunda linea frente a paclitaxel en adenocarcinomas gastricos con FGFR2 amplificado.
Los resultados presentados en el Congreso de la Sociedad Americana de Oncologia
(ASCO) en 2015 muestran que no existen diferencias significativas entre ambas ramas
(432).

INHIBIDORES DE HGF/MET

Como hemos comentado con anterioridad c-MET es un receptor tirosina quinasa y HGF
es su ligando. Su sobrexpresion y activacion se ha asociado a un prondstico desfavorable
en diversos tipos de cancer, entre los que se encuentra el cancer gastrico.
Aproximadamente el 25% de los CG sobreexpresan MET, sin embargo, su amplificacion

es menos frecuente (<5%) (211).

Un estudio fase 11 ha estudiado la eficacia y seguridad de Foretinib (GSK1363089), un
pequefia molécula oral inhibidora de c-MET y VEGFR-2, como agente Unico en pacientes
con CG avanzado. Foretinib ha sido bien tolerado, pero ha demostrado escasa eficacia

antitumoral en poblacion c-MET no seleccionada (423).

Onartuzumab es un anticuerpo monoclonal dirigido contra MET, que impide su unién a
HGF, que ha sido evaluado en ensayos clinicos fase Il y Il en combinacién con
mFOLFOX6 en pacientes con adenocarcinoma gastroesofagicos HER2 negativos y MET
positivos. Los resultados preliminares del estudio fase Il MetGastric presentados en
ASCO 2015 muestran una falta de beneficio de este farmaco (317).

Rilotumumab es otro anticuerpo IgG2 dirigido contra HGF. Un ensayo clinico fase Il
randomizado evaluo la eficacia y seguridad de Rilotumumab a dos niveles de dosis (15
mg/kg y 7.5 mg/kg) en combinacion con ECX en pacientes no previamente tratados (313).
Rilotumumab asociado a la quimioterapia mejord la mediana de supervivencia libre de

progresion, que fue de 5.1 meses en el grupo de Rilotumumab 15 mg/kg, 6.8 meses en el
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de Rilotumumab 7.5 mg/kg y de 4.2 meses en el grupo de placebo. Los efectos adversos
méas frecuentes con rilotumumab fueron edema periférico, neutropenia, anemia,
trombocitopenia y trombosis venosa profunda. Un analisis exploratorio segun los niveles
de expresion de MET, muestra que la adicion de Rilotumumab a ECX en pacientes con
alta expresion de MET mejora la mediana de supervivencia global de 5.7 a 11.1 meses
(HR 0.29, p= 0.0012), y podria generar un efecto desfavorable en la supervivencia en
aquellos pacientes con tumores con baja expresion de MET (315). Estos resultados
Ilevaron a disefiar el estudio fase 11l RILOMET-1 en pacientes con alta expresion de MET
(314). En ASCO 2015 se inform6 de que el estudio se ha parado preozmente tras
evidenciar una falta de beneficio, con un aumento del namero de muertes en el grupo en

el que Rilotumumab se administré en combinacion con ECX (433).

Los resultados de estos estudios hacen cuestionarnos la utilidad de la sobreexpresion de
MET como biomarcador para estas terapias, siendo necesaria la busqueda de otros

biomarcadores que nos permitan una seleccion optima de los pacientes.

INHIBIDORES DE PI3K/Akt/mTOR

La via de mTOR se encuentra frecuentemente desregulada en varios tipos de cancer,
incluyendo los tumores gastricos. mTOR se encuentra sobreexpresado en mas del 50%
de los canceres gastricos y se asocia a un prondéstico desfavorable (214).

Everolimus es un inhibidor de mTOR con alta afinidad por el receptor intracelular
FKBP12. En un estudio fase Il en poblacion japonesa, Everolimus a dosis de 10 mg/dia
mostré una tasa de control de la enfermedad del 56%, una mediana de supervivencia libre
de progresion de 2.7 meses y una mediana de supervivencia global de 10.1 meses en
pacientes con carcinoma gastrico avanzado previamente tratados con quimioterapia
(434). El estudio fase 11l GRANITE-1 con Everolimus en monoterapia incluyé a 656
pacientes, de los cuales 439 recibieron Everolimus a dosis de 10 mg/dia y el resto recibid
placebo. El objetivo primario fue la supervivencia global, siendo el estudio negativo (5.39
meses vs. 4.34 meses, HR 0.90, 1C95% 0.75-1.08) (320). Actualmente Everolimus esta

siendo evaluado en combinacidn con otros agentes quimioterapeuticos.

GDC-0068 es una pequefia molécula inhibidora de Akt que ha mostrado actividad en

modelos preclinicos con un aceptable perfil de seguridad en combinacién con FOLFOX
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en un fase | actualmente en marcha (NCT01362374) (435). El estudio JAGUAR
(NCT01896531) es un estudio randomizado frente a placebo que estd explorando la
combinacion de GDC-0068 con mFOLFOX6 en primera linea de tratamiento en pacientes
con CG avanzado. Esta preplanificado realizar un andlisis por subgrupos segun la pérdida
de expresion de PTEN, que va a permitir dilucidar si esta cohorte de pacientes se beneficia

mas de la terapia dirigida contra Akt.

INHIBIDORES DE IGF-1

IGF-1R pertenece a la familia de receptores de insulina, se expresa en la superficie celular
y la fosforilacion de los sustratos intracelulares permite la activacion de la via MAPK y
PI3K/Akt, que promueve el crecimiento tumoral, la progresion e invasion en diferentes
tipos de cancer, incluido el cancer géastrico (436). En un estudio con 86 pacientes con
cancer gastrico resecado, los pacientes con baja expresion de IGR-1R y EGFR tuvieron
supervivencias mas largas (437). Un estudio fase | con CP-751871, un anticuerpo anti-

IGF-1R, en combinacion con docetaxel, ha demostrado resultados prometedores (423).

INHIBIDORES DE PARP

La funcidn de la Poli-ADP-Polimerasa (PARP) es reparar las roturas de cadera simple del
ADN. Los inhibidores de PARP previenen la reparacion de las roturas de cadena simple
de las células tumorales y conduce a la muerte celular. Estos agentes han mostrado
actividad en cancer de mama y ovario, particularmente en pacientes con mutaciones
genéticas en BRCAL y BRCAZ2. Olaparib ha sido estudiado en segunda linea de cancer
gastrico avanzado en un ensayo fase Il en combinacion con Paclitaxel. Los pacientes que
recibieron Olaparib presentaron mejor supervivencia global (HR 0.56; 1C80%, 0.41-0.75,
p=0.005) y una mediana de supervivencia global de 13.1 meses en el grupo de Paclitaxel
y Olaparib frente a 8.3 meses frente al grupo con Paclitaxel y placebo (438). El analisis
prospectivo de la expresion de la proteina ataxia telangiectasia (ATM) muestra que los
pacientes con baja expresion de ATM presentan una mayor sensibilidad a olaparib. En

base a estos resultados, un ensayo clinicos fase 111 esta siendo llevado a cabo.
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INHIBIDORES DE CICLINAS

Las ciclinas dependientes de quinasas (CDKSs) son necesarias para la progresion de la
celula a través de las distintas fases del ciclo celular. El Flavopiridol en un inhibidor de
CDKSs que produce una detencidn del ciclo celular en las interfases G1-S y G2-M. En un
ensayo fase | con este farmaco (439) se determind la maxima dosis tolerable (40
mgrs/m?/24 hs) y se observé una remision completa en un paciente con cancer gastrico
avanzado. Esta actividad no se confirmo en un estudio fase 1l con Flavopiridol como
agente Unico, resultando ser un farmaco notablemente mas téxico de lo esperado
(trombosis vascular y astenia) (131). Posteriormente se han llevado a cabo estudios fase
I en combinacion con platino, Irinotecan, fluoropirimidinas o taxanos con desigual
resultado (440, 441).

INHIBIDORES DE LAS METALOPROTEINASAS DE LA MATRIZ
EXTRACELULAR

Las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPS) son proteasas zinc dependientes
que degradan las proteinas del tejido conectivo y estdn implicadas en fendmenos de
proliferacion celular tumoral, diferenciacién, angiogénesis y apoptosis (442). MMP-2
estd sobreexpresada en cancer gastrico y se ha relacionado con un mayor riesgo de
progresion tumoral y de metastasis ganglionares (443) Marimastat es un farmaco oral con
actividad como inhibidor de MMPs. Un unico ensayo realizado en cancer gastrico
avanzado no logré demostrar actividad antitumoral significativa cuando se administro
como monoterapia. Un estudio randomizado posterior en el cual se administraba como
terapia de mantenimiento tras quimioterapia si demostro cierto beneficio con respecto al
intervalo libre de progresion de enfermedad pero sin impacto en la supervivencia global
de los pacientes (444). Estos resultados tan pobres han llevado a su abandono como

posible agente frente al cancer gastrico.

INHIBIDORES DEL PROTEOSOMA

En la patogénesis de diversas neoplasias entre las cuales se encuentra el cancer gastrico
se ha implicado la activacion constitutiva del factor de transcripcion nuclear NF-«B. Este

puede ser inhibido a través de una proteina inhibidora especifica (IxB) (445). La
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activacion de NF-kB puede prevenirse mediante la inhibicion de la degradacion de IxkB
mediada por el proteosoma. Este mecanismo se ha mostrado eficaz para aumentar la
sensibilidad al tratamiento quimioterapico en lineas celulares y modelos animales.
Bortezomib en un inhibidor del proteosoma que ha demostrado cierta actividad
antitumoral en diversos tumores entre los cuales estan el mieloma mdaltiple y el cancer
géastrico. En un ensayo clinico fase Il que incluyé un escaso numero de pacientes (n=16)
con adenocarcinomas gastricos tras progresion a una primera linea de tratamiento se
administré Bortezomib. No se objetivd ninguna respuesta objetiva y solo un paciente se
mantuvo en enfermedad estable. La tolerancia fue mala, dado que 14 de los 16 pacientes
sufrieron toxicidad grado >2 (446). Su desarrollo en cancer gastrico no ha continuado a
la luz de los resultados obtenidos, sin embargo es un farmaco instaurado en la practica

clinica en los pacientes con mieloma multiple (447).

INHIBIDORES DE LA HISTONA DEACETILASA

Vorinostat es un nuevo agente que previene la proliferacion celular la supervivencia y
angiogeénesis a través de la inhibicion de la histona deacetilasa. Estudios fase I/1l estan
comparando el efecto de Vorinostat con el de esquemas de quimioterapia estandar en
cancer géastrico avanzado (448).

8.2.3. INMUNOTERAPIA

De todo lo expuesto anteriormente se evidencia una necesidad imperiosa de estudios que
desarrollen nuevos abordajes terapéuticos en cancer gastrico avanzado. Es conocido que
el sistema inmune juega un papel importante en prevenir y controlar el cancer. Las células
tumorales y su microambiente evaden el reconocimiento por parte del sistema inmune a
través de mdaltiples mecanismos adquiridos durante la evolucion tumoral (449). Los
linfocitos T tienen un papel protagonista en el funcionamiento del sistema inmune. El
bloqueo de las vias naturales de regulacion negativa sobre la activacion de linfocitos T
permite incrementar la actividad inmune antitumoral como nueva forma de terapia contra
el cancer (324). El receptor de muerte programada tipo 1 (PD-1) y el antigeno asociado
al linfocito T citotdxico tipo 4 (CTLA-4) son moléculas inhibidoras de la activacion del
sistema inmune a través de la interaccion receptor-ligando. El uso de anticuerpos

monoclonales para bloguear la interaccion de estas moléculas con sus ligandos se ha
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demostrado efectivo como terapia antitumoral. Desde la aprobacion de Ipilimumab (anti-
CTLA-4) para el tratamiento del melanoma se ha producido un interés creciente hacia la
inmunoterapia en otras patologias, como el cancer de pulmon, el cancer urotelial de vejiga

0 el cancer gastrico, entre otras (326, 450-452).

La experiencia sobre el uso de la inmunoterapia en el cancer gastrico es aun limitada,
maultiples ensayos clinicos se encuentran actualmente en desarrollo y su papel esta aun

por establecer.

El primer estudio publicado con anticuerpos monoclonales contra estos ligandos en
cancer gastrico fue con Tremelimumab. Tremelimumab es un anticuerpo monoclonal
dirigido contra el CTLA-4. Este estudio fase Il incluyd un total de 18 pacientes con
adenocarcinoma gastrico o esofagico metastasico en progresion al menos a una linea de
quimioterapia basada en cisplatino. De entre los 18 paciente, 12 se mantuvieron en
enfermedad estable y 1 present6 una respuesta parcial tras el octavo ciclo y se mantuvo
dentro del estudio durante 32.7 meses (453). Tremelimumab fue en general bien tolerado,
la mayoria de las toxicidades fueron de caracter leve, aungque hubo una muerte en relacion

con perforacién intestinal secundaria a una colitis autoinmune.

Posteriormente se llevd a cabo el estudio fase 1 KEYNOTE 012 (NCT01848834) con
Pembrolizumab, un anticuerpo anti-PD-1, y cuyos resultados en la cohorte de cancer
gastrico fueron presentados por Muro et al. en ASCO 2015 (454). De los162 pacientes a
los que se les realizd el screening, el 40% (65 pacientes) presentd expresion
inmunohistoquimica de PDL-1>1% en estroma y/o células tumorales. De éstos un total
de 39 pacientes fueron incluidos en el estudio y recibieron Pembrolizumab 10 mg/kg cada
2 semanas hasta un maximo de 24 meses. El 67% de los pacientes habia recibido mas de
2 lineas de tratamiento previo. La tasa de respuestas objetivas fue del 22% vy la tasa de
supervivencia global a los 6 meses fue del 69%. En base a estos datos preliminares, parece
que existe una correlacion entre la expresion de PDL-1 y la supervivencia. El tratamiento
fue bien tolerado, el 5% de los pacientes presentaron toxicidad mayo o igual a grado 3.
Estos resultados han motivado el disefio de un ensayo fase 1l (KEYNOTE 059), en el que
Pembrolizumab es administrado en monoterapia o en combinacion con Cisplatino y 5-Fu

en pacientes previamente no tratados (NCT02335411).

Asimismo, en el momento actual diversos ensayos clinicos exploran el papel de la

combinacion de diferentes agentes inhibidores de puntos de regulacion inmunoldgica en
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cancer gastrico y en otras neoplasias sélidas y hematologicas. Ademas del empleo de
anticuerpos monoclonales, estan en investigacion otras multiples estrategias dentro del
campo de la inmunoterapia, como las vacunas, las células dendriticas, los virus

oncoliticos, entre otros, y a cuyo desarrollo asistiremos en los préximos afios (455, 456).

Por lo tanto, el papel de la inmunoterapia en cancer gastrico estd ain por definir, sin
embargo, es ambicioso el beneficio que estas terapias podrian aportar en el tratamiento
del cancer gastrico. Por un lado, podrian suplir la necesidad de tratamiento de pacientes
con adenocarcinoma gastrico que no se benefician o no son capaces de tolerar la
quimioterapia clasica, y por otro, mejorar los resultados de quimioterapia y las terapias
dirigidas contra dianas moleculares mediante su empleo en combinacion, aspecto que ya
se esta explorando dentro de diversos ensayos clinicos, y que se ha puesto de manifiesto
en otras patologias (457, 458).
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9. METODOS DE ESTUDIO MOLECULAR DEL CANCER
GASTRICO

9.1. INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica es una técnica mediante la cual se detecta la presencia de un

péptido o proteina en una célula o tejido, utilizando un anticuerpo (monoclonal 6
policlonal, 1gG 6 IgM) especifico contra él. La técnica esta basada en la reaccion
antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) y por ello el anticuerpo primario que se utilice debe haber
sido generado en una especie diferente a la que se esta estudiando. Para visualizar el lugar
donde se produce la unién Ag-Ac es necesario emplear un trazador o marcador.

El marcaje inmunohistoquimico se puede realizar con fluorocromos (técnicas de
inmunofluorescencia), técnicas inmunoenzimaticas, iones metélicos en forma coloidal
(técnica de inmuno-oro) o is6topos radioactivos (radioinmunoanalisis). Debido a sus
ventajas, las técnicas inmunoenzimaticas son las mas empleadas, en ellas se utilizan como
marcadores enzimas capaces de hacer cambiar de color un sustrato incoloro, siendo las
enzimas mas frecuentemente utilizadas la peroxidasa y la fosfatasa alcalina. Esta técnica
permite una localizacion mas precisa de las reacciones, ya que la tincion es permanente,

estable, puede contrastarse y puede ser evaluada con microscopio de luz.

La inmensa mayoria de técnicas de inmunohistoquimica pueden aplicarse a tejido fijado
en formalina e incluido en parafina con buenos resultados, siempre que la fijacion tisular,
su procesado e inclusién se realicen adecuadamente, ya que la utilizacién de métodos o
reactivos inapropiados en el tratamiento tisular previo puede producir pérdidas de
antigenicidad que limitaran o impediran la obtencion de resultados fiables. El espectro de
anticuerpos disponibles comercialmente crece dia a dia y actualmente es posible

encontrar marcadores para una amplia gama de antigenos.

La IHQ como método diagnostico es una técnica sencilla, rapida y relativamente barata,
que se lleva a cabo en la mayoria de los laboratorios de Anatomia Patoldgica empleando
Unicamente microscopios de campo claro estdndar. Las muestras tefiidas pueden
almacenarse por periodos largos de tiempo y ser posteriormente reevaluadas, asi como

permite un control morfoldgico de las células tumorales a analizar. Como principales
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desventajas debemos resaltar que es una técnica susceptible de variabilidad inter-
observador debida a la subjetividad inherente a la interpretacion de una escala
semicuantitativa de tincion. Ademas, el resultado puede alterarse por variaciones en el
protocolo de tincion empleado y, sobre todo, por alteraciones en la fase pre-analitica
relacionadas con problemas en la fijacion del tejido y con la conservacion de las muestras

parafinadas por tiempos prolongados.

9.1.1. INMUNOHISTOQUIMICA DE HER?2

Para la determinacion inmunohistoquimica de la expresion de HER2 se emplean
anticuerpos mono o policlonales que reconocen distintos epitopos de la proteina p185. El
patron de tincion de las células tumorales es evaluado de acuerdo con un sistema de
interpretacion especialmente desarrollado para esta técnica. Los estudios iniciales de
HER2 en cancer de mama emplearon los anticuerpos monoclonales CB11 y 4D5 con
protocolos que eran validados en cada centro. En el momento actual existen 2 métodos
de estudio IHQ comercializados y aceptados internacionalmente: HercepTest® (Dako,
Carpinteria, California USA) y Pathway® HER2/neu (4B5) (Ventana Medical Systems,
Tucson, Arizona, USA). El HercepTest® emplea el anticuerpo policlonal A085 y, de
acuerdo con el fabricante, se considera un caso HER2 débilmente positivo (2+) cuando
se objetiva una tincion débil a moderada pero completa de la membrana celular en mas
del 10% de las células, siendo un caso positivo (3+) cuando existe una tincién fuerte y
completa de toda la membrana en méas del 10% de las células tumorales. En el caso de
Pathway® HER-2/neu (4B5), se emplea el anticuerpo monoclonal 4B5 que se une a un
epitopo perteneciente al dominio intracitoplasmatico del receptor. Al igual que en el caso
del HercepTest® la interpretacion del resultado se hace de acuerdo a una escala (0, 1+,
2+, 3+) considerandose un caso débilmente positivo (2+) cuando se tifie de manera débil
pero completa la membrana de mas del 10% de las células tumorales, y un caso positivo
(3+) aquel en el cual se evidencia una tincion intensa y completa de la membrana de mas
del 10% de las células. Los casos débilmente positivos (2+) se clasifican como borderline
0 equivocos y se considera que deben ser comprobados mediante técnicas de
amplificacion génica, aunque existe cierta discordancia al respecto y algunos autores
defienden la realizacion de técnicas de hibridacion de manera primaria sin cribado

inmunohistoquimico previo (459, 460).
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Aunque continla siendo controvertido, las guias de consenso y recomendaciones para
analisis IHQ de HER2 en cancer de mama tanto a nivel nacional como internacional han
determinado los estandares a seguir con respecto al desarrollo, validacion e interpretacion
de los resultados (459, 461). En relacion a este Gltimo punto, es de destacar que el
porcentaje de células tumorales con tincion completa de la membrana necesarias para
considerar un caso positivo (3+) se ha elevado al 30% frente al 10% inicialmente
empleado y recomendado por el fabricante.

En el caso del cancer géstrico la determinacién del estado de HER2 resulta mas compleja
al ser un tumor notablemente mas heterogéneo que el cancer de mama. Al igual que
ocurrio inicialmente en las neoplasias de mama el rango de casos positivos por IHQ
oscilaba segun las series entre el 6.8% y el 34% (462, 463). En 2008 se publicé por
Hofmann et al. (188) un documento de consenso en el que se recogen una serie de
modificaciones en el desarrollo e interpretacion del Herceptest® para los tumores
gastricos. Estas modificaciones tienen en cuenta la heterogeneidad anatomopatolégica del
cancer de estomago Y las caracteristicas diferenciales de sus células. De esta manera
modifican la necesidad de una tincién completa de la membrana celular para aceptar como
positiva una tincion unicamente de la membrana basolateral y reducen el porcentaje de
células tumorales que deben tefiirse claramente para ser considerado un caso como
positivo (3+) al 10% de las células; e incluso a un pequefio agregado de células,
independientemente de su porcentaje respecto del total de la muestra, en los casos de
muestras patoldgicas procedentes de biopsias endoscopicas. En el estudio de Hofmann la
correlacion entre IHQ y FISH fue del 93.5% (188).

En el ensayo clinico ToGA, en el que se incluyeron pacientes con cancer gastrico con
sobreexpresion y/o amplificacion de HER2, las muestras tumorales eran muestras fijadas
en formalina e incluidas en parafina y la identificacion de la proteina HER2 se realizo por
IHQ mediante HercepTest™ usando un procedimiento manual, seguido de las
instrucciones del fabricante (Dako, Glostrup, Denmark). El andlisis del gen de HER2 se
llevo a cabo por FISH con pharmDx™ (Dako). La clasificacion inicial del estudio IHQ
se realizo segun las recomendaciones dadas por HercepTest™ en cancer de mama, con el
punto de corte en 10%, no siguiendo las modificaciones establecidas por las guias
americanas publicadas en 2007 (459). El estudio IHQ evidencié diferencias importantes
en el patrén de expresion proteica entre cancer de mama y cancer gastrico. En tumores

gastricos con frecuencia se observa una tincion incompleta (membrana basolateral), que
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conlleva que muchos casos se clasifiquen como HER2 negativos, explicado por las
caracteristicas de las células secretoras gastricas y a la formacion de luces glandulares
més frecuente en el cancer gastrico que en los tumores mamarios. Por otro lado, se
observo con mayor frecuencia la heterogeneidad en la expresion de HER2 (4.8% de los
casos). Ello resultaba en la clasificacion negativa de aquellos tumores con expresion
intensa pero con un porcentaje de positividad celular menor al 10%. Teniendo en cuenta
estas dos consideraciones los tumores en la serie del estudio ToGA se clasificaron como
HER2 negativos el 72%, HER2 positivos el 10.7% y HER2 dudosos el 17.3%. Sin
embargo, el estudio FISH determin6 que existia amplificacion en el 17.3% del total de
tumores gastricos analizados, considerando que el gen esta amplificado si existe un ratio
HER2/centrémero cromosoma 17 (CEP17) >2 (104). Ello pone de manifiesto que la
correlacion entre los niveles de expresion de HER2 detectados por IHQ vy el estado del
gen es menor en el cancer gastrico respecto al cancer de mama, de forma que un numero
significativo de tumores gastricos con niveles de expresion clasificados como 0/1+
presentan amplificacion de HER2. En el estudio ToGA (104) el 18.6% de los canceres
gastricos 1+ presentaron amplificacion de HER2. Tras estos resultados el algoritmo de
diagnostico propuesto por este estudio recomienda la inmunohistoquimica como técnica
de primera eleccion. Se considera que los pacientes que se benefician de Trastuzumab
son aquellos con IHQ 3+ o IHQ 2+ y amplificacién por FISH (Figura 6).

Figura 6. Algoritmo para la seleccion de pacientes candidatos a Trastuzumab en CG.
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En 2011 la Sociedad Espafiola de Oncologia Méedica (SEOM) y la Sociedad Espafiola de
Anatomia Patologica (SEAP) publicaron unas guias de consenso para la determinacion e
interpretacion de HER2 en cancer géstrico, cuyas peculiaridades se muestran en la Tabla

6 (464). En la Figura 7 se muestran ejemplos de tinciones IHQ en muestras de CG.

Tabla 6. Interpretacion de los resultados de IHQ segun las guias SEOM/SEAP.

Interpretacion de los resultados de IHQ

Negativo (0) Ausencia de tincion o tincion en menos del 10% de las células (piezas
quirdrgicas)™

Negativo (1+) Tincion de la membrana, al menos basolateral, casi imperceptible (visible
solo con objetivo 40x) en >10% de las células (piezas quirdrgicas)™

Indeterminado (2+) Tincion moderada de la membrana, al menos basolateral (visible con
objetivo de 10-20x) en >10% del as células (piezas quirdrgicas)*

Positivo (3+) Tincion intensa de la membrana, al menos basolateral (visible con objetivos
2.5-5x) en >10% de las células (piezas quirurgicas)*

*En biopsias endoscopicas nidos celulares de al menos 5 células se consideran positivas, independientemente del
porcentaje de tincion.

Figura 7. Tinciones inmunohistoquimicas de HER2 en cé&ncer gastrico.

=

a)IHQ HER2 0+ (40x). b) IHQ HER2 1+ (40x). ¢) IHQ HER2 2+ (40 x).d) IHC HER2 3+. (40x).
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9.2. HIBRIDACION IN SITU

9.2.1. FISH

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) es una técnica que permite la localizacién de
una secuencia de ADN de un gen o cromosoma en una preparacion tisular, mediante el
anillamiento de una cadena simple de ADN marcada con fluorescencia a la secuencia

diana complementaria. Actualmente 3 tipos de sondas son las mas utilizadas (465):

a. Sondas de pintado cromosémico que identifican un cromosoma completo
mediante la union a secuencias superpuestas en su diana (por ejemplo el
cromosoma 17) y pintan el cromosoma con la fluorescencia elegida (Figura 8a).

b. Sondas centroméricas, que identifican la region del centromero de un cromosoma
especifico y ayudan a cuantificar el nimero de copia de ese cromosoma, incluso
en células en interfase (Figura 8b ).

c. Sondas alelo-especificas, que se adhieren a secuencias especificas de un alelo,

como por ejemplo el gen supresor de tumores p53 o el oncogen HER2/neu (Figura
8by 8c).

Figura 8. Tipos de sondas para FISH. Tomado de: Netto GJ (465)
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a) Sondas de pintado cromosémico. b) Sondas centromérica del cromosoma 17 (azul) y sonda alelo-especifica de
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HER2/neu (naranja). c) Sondas alelo-especificas en los cromosomas 9 y 22 para BCR-ABL.

Las ventajas que ofrece el FISH sobre otras técnicas de citogenética convencional es que
se puede emplear tanto en tejido fresco como parafinado. Ademas puede llevarse a cabo

con células en division (metafase) o no (interfase). Actualmente las ténicas de FISH se
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emplean de forma rutinaria en la determinacion del estado del gen HER2/neu en cancer
de mama y céncer géastrico. EI FISH de HER2 es un método sensible y especifico que
identifica el nimero de copias del gen HER2 asi como el nimero de copias del centromero
del cromosoma 17 si utilizamos sondas duales. Existen tres métodos de FISH para HER2
comercializados y aprobados en EEUU y Europa: PathVysion HER2 DNA® kit (Vysis,
Abbott Laboratories, Abbott Park I, USA) que emplea una sonda de hibridacién naranja
(Orange) para el gen HER2 y una sonda verde (FITC) para el centrémero del cromosoma
17 (CEP17); INFORM HER2/neu Probe® (Ventana Medical Systems, Tucson AZ. USA)
que emplea una Unica sonda fluorescente para la deteccion de HER2 y HER2 FISH
pharmDx® kit (Dako, Carpinteria,California.USA) que emplea al igual que PathVysion
dos sondas de hibridacion, una roja (Texas Red) para el gen y otra verde (FITC) para el

centrémero del cromosoma 17.

Esta técnica puede realizarse en secciones estandar (4-5 um) de muestras parafinadas o
incluso sobre extensiones citoldgicas o fluidos. La valoracion del resultado es cuantitativa
y se expresa como el nimero de copias del gen HER2 en los casos de FISH sin control
centromérico y como el ratio resultante de dividir el nimero de copias del gen frente al
nimero de copias del centromero del cromosoma 17 cuando se emplean 2 sondas, una
especifica para HER2 y otra para el centromero. Una célula normal debe tener 2 copias
del gen HER2/neu, una en cada de las copias del cromosoma 17. Usando una sonda
centromérica para el cromosoma 17 (sefial verde) y una zona alelo-especifica para el
oncogén HER2/neu (sefial roja), se espera encontrar 2 sefiales verdes y 2 sefiales rojas en

una célula normal (ratio= 1).

En las guias nacionales e internacionales para la determinacion de HER2 en cancer de
mama, cuando se usa hibridacion fluorescente sin control centromérico se considera un
resultado positivo, es decir, existe amplificacion del gen HERZ2, si se detectan mas de 6
copias del gen por nucleo; considerandose borderline si el niUmero esta entre 4 y 6
copias/nucleo y no amplificado si se detectan menos de 4 copias del gen/nucleo. En las
técnicas de FISH realizadas con control centromerico, se considera un cancer de mama
amplificado para HER2 cuando el ratio es > 2.2. Las neoplasias con ratios entre 1.8 y 2.2
se clasifican como borderline, recomendandose la observacion de un mayor nimero de
nucleos, la evaluacion por un segundo observador y/o la repeticiéon de la prueba sobre
otra seccién. Este algoritmo diagnéstico no se aplica en la actualidad al resto de neoplasias

donde un ratio > 2 se considera amplificacion para HER2 (461).
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Al ser el ADN mas estable que las proteinas, los factores pre-analiticos (fijacion de la
muestra, conservacion, etc...) tienen menos impacto sobre el resultado del FISH que
sobre el de la IHQ. Asimismo la interpretacion del resultado es més objetiva y con menor
variabilidad interobservador que en las técnicas de IHQ, permitiendo identificar aquellos
casos con resultado IHQ dudoso (2+) y que presenten amplificacion del gen HER2. Las
principales desventajas del FISH son la falta de control morfoldgico directo del area en
que se determina la posible amplificacion, el coste econdmico dado que requiere un
microscopio de fluorescencia y la pérdida de la sefial fluorescente con el tiempo si no se

respeta su conservacion refrigerada a -20°C.
En el caso del cancer gastrico la guia de la SEOM y la SEAP (464) recomienda:

1. A ser posible se realizard la valoracion de toda la seccion histologica y una
adecuada seleccion de los campos para cuantificar la sefial. En campos de aumento
intermedio (x200) se evaluard la distribucion de la sefial, que en general sera
homogeénea en toda la superficie tumoral, sin embargo en algunas ocasiones son
posibles distribuciones heterogéneas, que pueden dar lugar a amplificaciones en
mosaico.

2. Se evaluara solo el componente tumoral.

3. En el caso de piezas quirurgicas se deberan evaluar al menos secciones con 20
células consecutivas. En el caso de biopsias endoscépicas, se requieren al menos
5 células evaluables.

4. En el caso de técnicas con sondas duales, la interpretacion se realizara de la
siguiente manera:

e No amplificado: ratio HER2/CEP17 <2 (Eigura 9).

e Amplificado; ratio HER2/CEP17 >2 (Figura 10).

e Polisomia del cromosoma 17: el nimero de sefiales de centromero 17 por
nucleo es >3 (Figura 11).

e Monosomia del cromosoma 17: nimero de sefiales de centromero 17 <1.5.
En algunos casos en la monosomia del cromosoma 17 el ratio
HER2/CEP17 es igual a 2 por la existencia de una copia del centromero
17 y 2 copias del gen HER2. Sin embago, estos casos no deben

interpretarse como amplificados.
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e No interpretable:
i. No presencia de sefial de una u otra de las sondas en al menos 20

células.
ii. Silasenal es débil o no existe sefial en >25% de las células.

iii. Los controles no muestran el resultado esperado.

Figura 9. FISH HER2/CEP17 no amplificado (100x).

Figura 10. FISH HER2/CEP17 amplificado (100x).

Figura 11. FISH HER2/CEP17 no amplificado. Polisomia Cromosoma 17 (100x).
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9.2.2. CISH

El CISH (Hibridacion in situ cromogénica) es una modificacion del método FISH para la
deteccion de amplificacion del gen HER2. Esta técnica se basa, al igual que el FISH, en
la capacidad de una sonda de acido nucleico previamente marcada de unirse in situ a la
secuencia complementaria de ADN dentro de los nucleos celulares de una muestra tisular.
Al igual que el FISH, el CISH puede realizarse sobre secciones de 4-5 um de muestras
fijadas en formol e incluidas en parafina; siguiendo los mismos pasos que el FISH. La
principal ventaja del CISH frente al FISH recae en la posibilidad de detectar la
amplificacion del gen empleando un microscopio de campo claro, no de fluorescencia.
Esto es posible mediante conversion enzimatica del revelado cromogénico de las sondas
fluorescentes, al unir a la sonda a hibridar un enzima peroxidasa que permite su posterior
deteccidn por métodos cromogénicos. Asimismo permite realizar de manera simultanea
un control morfoldgico de la lesién y el recuento de las copias del gen. La sefial de
hibridacion permanece estable por periodos prolongados a temperatura ambiente de
manera similar a los estudios con inmunohistoquimica, y la lectura de los resultados es

mas rapida y sencilla.
Existen 2 clases de CISH:

e CISH estandar o monocromo; en el cual se emplea una Gnica sonda marcada
para la deteccion del gen HER2, como el empleado en el preparado comercial
SPoT-Light CISH detection® Kit (Zymed Inmunoproducts, Invitrogen Carlsbad,
CA,USA).

e Dual Colour CISH (dc-CISH) o CISH dual; utiliza dos sondas
simultaneamente, una marcada con dioxigenina para la deteccion de las copias del
gen HER2 y otra marcada con biotina para la del centrémero del cromosoma 17.
El empleo de dc-CISH permite el calculo del ratio de amplificacion de manera
idéntica a como se realiza con el FISH asi como la deteccién de posibles
polisomias del cromosoma 17. El mas reciente ejemplo de dc-CISH
comercializado es el Dako Duo-CISH® (Dako, Carpinteria, California, USA),
que emplea las sondas de FISH Texas Red y FITC para, posteriormente,
incubarlas primero con anticuerpos AntiTexas Red/AP y AntiFITC/HRP y
finalmente con una solucion de substratos cromdgenos que dan la sefial azul

(centromero) y roja (gen).
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Con el empleo en estudios mas recientes de dc-CISH, la concordancia con FISH es del

95-100% a la hora de determinar si existe 0 no amplificacion (466-469).

9.2.3. SISH

El método Silver-enhanced In situ Hibridization (SISH) o hibridacion in situ argéntica es
una técnica mixta que surge de la aplicacion de los métodos metalograficos a las técnicas
de hibridacion in situ empleadas habitualmente para la determinacion del estato del
oncogén HER2 (Figura 12). Podemos diferenciar dos tipos de SISH:

e SISH monocromo. Este método SISH fue comercializado con la denominacion
EnzMet Genepro® (Ventana Medical Systems, Tucson AZ. USA). Al tratarse de
un método de hibridacién sin control centromérico el resultado se expresa en
numero de copias del gen HER2, considerandose un caso amplificado si tiene mas
de 6 copias del gen por cada nucleo o grandes acumulos de depdsito de plata
puntiformes en mas del 30% de las células.

e Dual Colour SISH o SISH dual (dc-SISH). Se trata de un método de hibridacion
argéntica bicolor automatizado comercializado como Dual Colour SISH
INFORM HER2 DNA Probe® and INFORM Chromosome 17 Probe® (Ventana
Medical Systems, Tucson AZ. USA). Este método se desarrolla mediante dos
hibridaciones secuenciales, primero el gen HER2 y a continuacion el centrémero
del cromosoma 17. Las sondas se incuban, en un primer paso, con anti-DNP
(dinitrofenol) y posteriormente con un anticuerpo de cabra conjugado con enzimas
(HRP parael gen HER2 y fosfatasa alcalina para el centromero) a los que se uniran
las sales de plata y el cromédgeno rojo para su posterior visualizacion. El resultado
es expresado como el ratio entre las copias del gen HER2/CEP17, considerandose
amplificacion positiva ratios > 2.2 en carcinoma de mama y > 2 en otras

neoplasias, incluido el carcinoma gastrico.

Este método dc-SISH es llevado a cabo de manera completamente automéatica mediante
un sistema robotizado, lo que consigue completar todo el proceso en 12 horas frente a las
mas de 24 horas que necesitan las técnicas de hibridacion previas (FISH y CISH). Esta
automatizacion del proceso permite el procesamiento de una mayor cantidad de muestras
de modo simultaneo, aumenta la eficiencia y consistencia de los resultados y permite la

realizacion de procesos independientes en muestras contiguas. Estas ventajas se unen a la
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facilidad de lectura de los resultados al precisar unicamente un microscopio de campo
claro, al igual que el CISH, y permanecer, a priori, la tincion estable durante largos

periodos de tiempo cuando se conserva en condiciones apropiadas.

Diversos estudios han demostrado la alta concordancia (96-98%) entre los métodos de
FISH y dc-SISH en cancer de mama para la determinacion del estado de HER2 (470, 471)
En un estudio espafiol en una amplia serie de adenocarcinomas gastricos se evidencio una
concordancia en la determinacion de la amplificacién de HER2 del 96.4% entre dc-SISH
y FISH, siendo el indice Kappa de 1 (concordancia del 100%) en el caso de considerar un
punto de corte de 3 para considerar HER2 amplificado por dc-SISH (472). La ventaja de
esta técnica sobre el FISH es la facilidad de su fase post-analitica, de mas facil aplicacion

en la practica clinica diaria'y con posibilidad de realizacién en laboratorios mas pequefios.

Figura 12. a) dc-SISH HER2/CEP17 no amplificado. b) dc-SISH HER2/CEP17 amplificado (40x).
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9.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las técnicas mas utilizadas en los
laboratorios de biologia molecular. En la PCR una Unica secuencia de un acido nucleico
es elegida para su amplificacion, por ejemplo un oncogén, una mutacion genética, etc. La
especificidad de la tecnica es aportada por el uso de dos oligonucledticos cortos
(compuestos por entre 15 y 30 nucleotidos) Ilamados primers o cebadores que delimitan
la zona de interés, siendo complementarios a los extremos de la secuencia de ADN que

se quiere amplificar. La enzima ADN-polimerasa cataliza la unién de nucleétidos al
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extremo 3’ del primer en cada una de las cadenas de ADN. Cada PCR consta 3 pasos

basicos (Figura 13):

1. Desnaturalizacién. Las dos cadenas de la hélice de ADN se desenrollan y se
separan por calor a una temperatura entre 90 y 95°C.

2. Alineamiento o hibridacion. Los primers se unen a las bases complementarias de
cada una de las cadenas de ADN. Este paso se realiza a una temperatura menor de
55°C.

3. Polimerizacion. A 65-75°C la enzima polimerasa lee la cadena molde y va
uniendo los nucleétidos correspondientes, dando lugar de nuevo a una doble
cadena de ADN. La polimerasa mas empleada es la Tag-polimerasa, llamada de

esta forma por derivar de la bacteria Thermophilus aquaticus.

Este proceso se repite 30-40 veces, doblando la cantidad de material genético en cada
ciclo. Al final del procedimiento, se habran generado millones de copias idénticas de la
secuencia de ADN de interés. Esas copias son idénticas en peso molecular y carga
eléctrica, por lo que migraran simultdneamente, formando una banda Unica cuando se

realice una electroforesis.

Figura 13. Pasos de una reaccion PCR/RT-PCR. Tomado de Netto GJ (465).
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La PCR también puede emplearse para amplificar secuencias de ARN, a este
procedimiento se le denomina PCR por transcriptasa reversa (RT-PCR). En la RT-PCR
en primer lugar la secuencia de ARN de interés es convertida a una doble cadena de ADN

(cADN) mediante una enzima transcriptasa reversa procedente de un retrovirus. La
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secuencia de cCADN puede entonces ser amplificada mediante el mismo ciclo de PCR
explicado con anterioridad. Como el ARN no es tan estable como el ADN, en general se
requieren biopsias frescas para la realizacion de RT-PCR, a diferencia de la PCR del

ADN, que se puede realizar sobre muestras en parafina archivadas.

La PCR en tiempo real (Q-PCR) afiadié importantes ventajas a la PCR clasica. Como su
propio nombre indica, permite cuantificar en tiempo real la cantidad sintetizada del
producto de la PCR tras cada uno de los ciclos. EI método de Q-PCR emplea colorantes
o fluorocromos como SYER Green y EtBr que aumentan su fluorescencia cuando se unen
a la doble cadena de ADN. La sefial fluorescente generada es proporcional al numero de
copias del producto. Se reduce el tiempo de analisis post-PCR, dado que elimina la
necesidad de emplear un gel de electroforesis. Los resultados pueden obtenerse en 2 horas
y, dependiendo del instrumento usado, pueden analizarse unas 96 muestras en cada
carrera de PCR. Ademas disminuye el riesgo de contaminacion del amplicon, puesto que
la amplificacion y cuantificacion de cada muestra se realiza en un unico tubo sellado, y

los resultados son mas reproducibles.

La técnica MLPA o Multiplex ligation-dependent probe amplification (amplificacion de
sondas dependiente de ligandos mdltiples) es una variante de PCR que permite amplificar
multiples secuencias diana empleando tan solo un par de primers. No vamos a explicar el
procedimiento de esta técnica por no ser motivo de este proyecto, sin embargo, cabe decir
que la MLPA consigue de manera eficaz y facil determinar el nimero relativo de copias
y de exones dentro de un gen con una alta sensibilidad. Ademas es un método cuantitativo,
que a diferencia de otras técnicas empleadas en la determinacion de HER2 como la IHQ
o0 el FISH no esta influida por interpretaciones subjetivas. Se postula su potencial valor
en los casos con polisomia del cromosoma 17 (473). Su validacion para la determinacion
del estado de amplificacion de HER2 aun no esta establecida y requiere mas estudios que

confirmen la concordancia de sus resultados con las técnicas estandar (474, 475).
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9.4. MICROARRAYS

El anélisis de microarrays es uno de las nuevas tecnologias implantadas en los dltimos
afios en la investigacion de la genética y las vias de sefializacion oncogénicas. Junto con
las plataformas de secuenciacion masiva de Ultima generacion, han permitido avanzar en
el descubrimiento de dianas terapéuticas y de nuevos biomarcadores. Los marcadores
basados en el ADN incluyen mutaciones, polimorfismos de nucle6tido unico (SNP),
aberraciones cromosdmicas, cambios en el nimero de copias de ADN o diferencias en la
metilacion. Entre los biomarcadores basados en el ARN se encuentran la sobrexpresion o

subexpresion de transcritos y miARN.

Un microarray es un formato experimental, que permite el analisis de multiples genes en
un Unico analisis, basado en la sintesis o fijacion de sondas, que representan los genes (0
proteinas, o metabolitos), sobre un sustrato sélido (cristal, plastico, silice,...), y expuestos
a las moléculas diana (la muestra) (Figura 14). El nivel de hibridacién entre la sonda
especifica y la molécula diana se indica generalmente mediante fluorescencia. Esta
imagen es analizada mediante un software especial, que transforma los resultados en una
rejilla en la que cada gen esta representado en una casilla correspondiente a la sonda en
la muestra problema. Los colores indican el nivel de expresion del gen (Eigura 15).

Figura 14. Plataforma de microarrays.
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Figura 15. Pasos en el andlisis de microarrays de ADN. Tomado de Netto GJ (465).
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Existen diferentes tipos de microarrays:

e De ADN:
o De CGH (Comparative Genomic Hybridization o hibridacion genémica
comparada).
o De SNP (Single Nucleotide Polymorphisms o Polimorfismos de
nucleotido Unico).
e De proteinas.
e De tejidos.
e De expresion:
o De cADN.

o De oligonucledtidos.

Los microarrays de c-ADN estan compuestos por secuencias de ADN complementario a

una libreria de ARNm. Las sondas de ADN se inmovilizan en un soporte solido y sirven
de sondas de anclaje a las que se unira el ARNm procedente de las muestras a estudio
durante el proceso de hibridacion. Si el ARNm a testar se une primero a un marcador
fluorescente, la intensidad de la fluorescencia en cada localizacion de anclaje
(correspondiente a cada sonda empleada) serd proporcional a la cantidad de ARNm o

grado de expresion del gen de esa localizacion. Un lector de microarrays mostrara la
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intensidad de fluorescencia en una rejilla en la que cada punto representa un gen y el color
la intensidad de expresion. En el ejemplo de la Figura 16 el color azul indica expresion
normal del gen y los colores verde, amarillo, naranja y rojo representa grados de expresion
del gen progresivamente mayores. Por ejemplo, en la figura, si la casilla correspondiente
a la columna 5-fila 7 es el gen HER2/neu, la sefial roja en esa localizacion representa una

alta sobrexpresion de HER2 en la muestra tumoral.

Figura 16. Plataforma de microarrays de CADN. Tomado de: Netto GJ (465).
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Los microarrays de oligonucledtidos emplean pequefias secuencias de ADN (de 20-70

nucleotidos de longitud) sintetizadas quimicamente y colocadas en un soporte sélido o
directamente sintetizadas sobre dicho soporte, y que servirdn como sondas de hibridacion
para los ARNm complementarios de la muestra.

Sus aplicaciones son multiples: estudio de genes que se expresan diferencialmente en
distintas condiciones (sanos/enfermos, mutantes/nativos, tratados/no tratados),
clasificacion molecular de enfermedades complejas, identificacion de genes
caracteristicos de una patologia (firma o ‘“signature”), prediccion de respuesta a un

tratamiento, deteccion de mutaciones y polimorfismos de un unico gen, entre otras.

En los ultimos afios se han publicado diferentes estudios que emplean la tecnologia de
microarrays en el andlisis gendmico del cancer gastrico (115, 116, 476-480), siendo
maultiples sus aplicaciones y los avances en el conocimiento de las bases moleculares que

con ello se estan alcanzando. A continuacion comentamos algunos de estos estudios a
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modo de ejemplo, pero son muchos otros los que podemos encontrar en la literatura.
Mediante arrays de CADN, Shah et al. (116) analizaron 36 pacientes con cancer gastrico
e identificaron diferentes vias de expresion génica que se encuentran diferencialmente
reguladas en las distintas histologias de cancer gastrico y determinan diferentes
comportamientos clinicos. Sakamoto et al. (119) mediante el estudio de SNPs por analisis
de microarrays, identificaron el gen PSCA como gen de susceptibilidad genética para
cancer gastrico difuso. Jin et al. (479) analizaron mediantes arrays de CGH el perfil de
expresion génica de diferentes muestras de cancer gastrico y de controles sanos,
encontrando en las muestras tumorales una sobreexpresion de los genes relacionados con
la proliferacion celular, mientras que los relacionados con el sistema inmune y la
homeostasis celular presentan una baja expresion. Otros investigadores se han centrado
en el estudio de IncARN (ARN largo no codificante), fragmentos de ARN encargados de
regular la expresion de otros genes, como posibles biomarcadores y futuras dianas
terapéuticas (481). Mediante microarrays de expresion se ha estudiado el papel de
diferentes miARN en la progresién y el pronostico del cancer gastrico (238).

Es evidente que la aplicacion de la tecnologia esta acelerando el conocimiento de la
compleja estructura e historia natural de los tumores. Sin embargo, la mayoria de los datos
proceden de pequefios estudios, siendo necesario llevar a cabo grandes ensayos clinicos
para poder definir correctamente el papel del analisis de microarrays en la practica clinica

y su papel prondstico y predictivo.
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9.5. PLATAFORMAS DE SECUENCIACION MASIVA

Antes de hablar de los métodos de secuenciacion masiva, vamos a resumir brevemente la
historia de la secuenciacion del ADN. En 1977 Frederick Sanger desarroll6 la tecnologia
de secuenciacion del ADN conocido como método enzimatico de terminacion de cadena
0 método didesoxi de Sanger, y Walter Gilbert desarroll6 la tecnologia basada en la
modificacion quimica del ADN y posterior escision de bases. Debido a su alta eficiencia
y baja radioactividad, el método de Sanger tuvo una mayor aceptacion y se adopté como
tecnologia de secuenciacion de “primera generacion”. Afios después se desarrollaron los
primeros sistemas automatizados empleando la electroforesis capilar automatizada. El
desarrollo tecnol6gico de estos sistemas automatizados mas veloces condujo a completar
el Proyecto Genoma Humano en 2001 (482). Ello acelerd el desarrollo de las tecnologias
de “segunda generacion” o métodos de secuenciacion masiva en paralelo (“Next-
Generation Sequencing”, NGS) que permiten la secuenciacion de multiples fragmentos
en paralelo en menor tiempo, a un coste mas reducido y con menos mano de obra (Figura
17) (483).

Figura 17. Plataformas de secuenciacion masiva en paralelo. Tomado de: Reuter JA et al. (484).
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Entre las plataformas de secuenciacion masiva mas ampliamente empleadas se
encuentran 454 Genome Secuencer (Roche Applied Science), Solexa technology
(lllumina) y SOLID (Life Science). Aunque existen algunas diferencias técnicas, el

concepto de estas plataformas de NGS es bastante similar y consta de los siguientes pasos:

1. Preparacion de la libreria (Figura 18).

a. Aislamiento del ADN de la muestra.

b. Fragmentacion del ADN genémico en pequefios fragmentos de 300-500
pares de bases.

c. Unidn de adaptadores sintéticos de accion enzimatica en los extremos del
fragmento de ADN, que proporcionan las secuencias de hibridacion
necesarias para la posterior amplificacion y secuenciacion de los
fragmentos de la libreria.

d. Fijacion en un soporte solido, donde cada molécula adopta una

determinada posicion.

Figura 18. Preparacion de la libreria. Tomado de: Haas J et al. (485)
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2. Amplificacion masiva de los fragmentos de la libreria mediante PCR.
3. Secuenciacion por sintesis de cada fragmento en paralelo.
4. Andlisis de los datos bioinformaticos: analisis de la sefial, confrontacion con

valores de referencia e interpretacion de los resultados.

En nuestro estudio empleamos la plataforma de secuenciacion lon Torrent Personal
Genome Machine (PGM) (Life Technologies, Carlsbad, CA, SA), que se basa en la
tecnologia de semiconductores para medir cambios en el pH y cuya metodologia

especifica explicaremos en el apartado de Material y Métodos de esta tesis.

Desde 2005, con el objeto de secuenciar grandes genomas en menor tiempo y con
reduccion de costes, se han desarrollado los sistemas de “tercera generacion” o de
Secuenciacion de Molécula Unica, entre las que se encuentran SMRT de Pacific
BioScience (Menlo Park, CA, USA) y Oxford Nanopore Technologies (Figura 19). Las
ventajas respecto a las plataformas de “segunda generacion” son: la secuenciacion se
realiza a partir de una unica molécula, no requiriendo amplificacion previa, por lo que se
acorta el tiempo necesario para la preparacion del ADN, requieren menor cantidad de
muestra inicial, y la sefial es capturada a tiempo real. Como desventajas se encuentran el
mayor ratio de errores, el elevado coste de las plataformas y el mayor coste por base,

siendo aun tecnologias inmaduras.

Las técnicas de secuenciacion masiva en el campo de la Oncologia nos permiten analizar
exhaustivamente la gendmica, transcriptomica y epigenomica del cancer mediante
diferentes técnicas: secuenciacion dirigida, secuenciacion del exoma, secuenciacién de
ARN, analisis de cromatina por inmunopecipitacion, analisis de metilacion, y métodos de
secuenciacion de todo el genoma, aplicables al campo del consejo genético, el screening,
el diagndstico, el tratamiento, el prondstico, la deteccion de enfermedad minima residual
o0 la recurrencia, entre otros (486-488). A dia de hoy se ha secuenciado y analizado el
genoma de muchos tipos de cancer, incluyendo grandes proyectos internacionales como
el TCGA (The Cancer Genome Atlas) (122) y el ICGC (The International Cancer

Genome Consortium) (489).
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Figura 19. Plataformas de secuenciacion de molécula Gnica. Tomado de: Reuter JA et al. (484).
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Centrandonos en el estudio molecular del cancer géastrico, en los Gltimos afios han crecido
de manera exponencial los estudios empleando NGS. Wang et al. publicaron en 2011 el
primer estudio de secuenciacion de exomas de 22 pares de muestras de cancer gastrico y
tejido gastrico sano, e identificaron 20 genes candidatos a drivers, entre los que se
encontraban TP53, PTEN, CTNNB1, TTK, ACVR2A, entre otros. El mayor
descubrimiento de este estudio fue la alta incidencia de la mutacién en el gen ARID1A en
cancer gastrico. Posteriormente empleando el método de Sanger secuenciaron un nimero
adicional de muestras de cancer gastrico, encontrando que la tasa de mutaciones en
ARID1A era diferente segln el subtipo molecular y clinicamente las alteraciones en
ARID1A se asociaban a un mejor pronostico, independientemente del estadio (108). De
manera especialmente interesante, Zang et al. identificaron ARID1A como un gen driver
en un estudio de secuenciacién exdémica que llevaron a cabo en 15 muestras pareadas de
cancer gastrico y tejido sano (490). En este estudio también identificaron FAT4, un gen
de la familia de E-cadherina, como gen supresor tumoral. En otro estudio del mismo
grupo, se analizo la region codificante de 537 proteinas quinasa, y se identificaron méas
de 300 variantes de nucledtido Unico (491). Holbrook et al. mediante el analisis dirigido
de 384 genes implicados en la patogenia del cancer, identificaron mutaciones en las vias
RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT, WNT vy de Hedgehog, sugiriendo nuevas
oportunidades terapéuticas (492). Recientemente, en 2014 Wang et al. publicaron los

resultados de un estudio de mayor tamafio llevado a cabo en 100 pares de muestras de CG
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y tejido no tumoral, analizando nimero de copias de ADN, expresion génica y perfil de
metilacion, e identificaron los genes clave en cada subtipo tumoral (110). También se han
realizado estudios en el &mbito de la transcriptomica mediante NGS, que permite detectar
no solo los niveles de expresion génica, sino tambien empalmes (en inglés splicings)
alternativos, genes de fusion, expresion alélica, entre otros (493). Como claro ejemplo de
los avances aportados por las plataformas NGS en el CG se encuentra el proyecto del
TGCA, publicado en 2014, en el que usando seis plataformas moleculares (andlisis del
numero de copias somaticas, secuenciacion masiva de exomas, perfil de metilacion del
ADN, secuenciacion de ARN mensajero, secuenciacion de microARN vy arrays de
proteinas en fase reversa), se analizaron 295 muestras de adenocarcinoma gastrico y
crearon un algoritmo para clasificar el CG en 4 subtipos moleculares (122), tal y como

hemos comentado en el apartado de clasificacion molecular.

Aunque las tecnologias de NGS representan una revolucion en la secuenciacion del
genoma tumoral, también suponen un gran reto para su aplicacion con éxito en la practica
clinica habitual, dada la gran cantidad de datos generada, su complejidad y la dificultad
para seleccionar adecuadas dianas terapéuticas. Su complementacién con técnicas
clasicas como la inmunohistoquimica puede ayudar a seleccionar las dianas terapéuticas
Optimas para el disefio de ensayos clinicos con nuevas moléculas y a alcanzar su

aplicabilidad en la practica clinica.
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II. HIPOTESIS
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El conocimiento de las alteraciones moleculares concurrentes con la sobreexpresion y/o
amplificacion de HER2 en pacientes con adenocarcinoma gastrico o de la union
gastroesofagica en estadio avanzado tratados con Trastuzumab, puede ayudar a establecer
nuevos factores predictivos y/o pronosticos, asi como facilitar el hallazgo de terapias
personalizadas para estos pacientes. En concreto en el caso de los tumores HER2
positivos, el estudio de la activacion simultnea de otras vias mediadas por receptores con
actividad tirosina quinasa y de la ruta PI3BK/Akt/mTOR puede ser esencial para la

seleccidn de los pacientes idoneos para terapias dirigidas frente a HER2.
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[11. OBJETIVOS
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Caracterizar molecularmente los adenocarcinomas gastricos con sobreexpresion

y/o amplificacion de HER2.

Determinar las posibles relaciones entre las alteraciones moleculares halladas y
las diferentes caracteristicas clinicas y patologicas de los pacientes con cancer

géastrico HER2 positivo.

Determinar el papel prondstico en términos de supervivencia global vy
supervivencia libre de progresion de las alteraciones moleculares encontradas en

esta poblacion.

Determinar el valor predictivo de la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR en los

adenocarcinomas gastricos HER2 positivos tratados con Trastuzumab.

Determinar el valor predictivo de la amplificacion de los genes codificantes de
receptores de membrana con actividad tirosina quinasa en los adenocarcinomas

gastricos HER2 positivos tratados con Trastuzumab.

Identificar subgrupos de pacientes con adenocarcinoma gastrico con
sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 subsidiarios de un tratamiento
personalizado mediante farmacos dirigidos a dianas moleculares en base a su

perfil genémico, en combinacién o secuencialmente con Trastuzumab.
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IV. MATERIAL Y METODOS
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1. SELECCION DE CASOS

Los adenocarcinomas gastricos estudiados en este proyecto de tesis proceden de diversos
centros hospitalarios de Espafia diagnosticados y tratados en los mismos centros entre los
afios 2007 y 2012 (Tabla 7).

Los criterios de inclusion para la seleccion inicial de las muestran son:

1. Confirmacién histolégica de adenocarcinoma gastrico de acuerdo a
resultados anatomopatoldgicos locales.

2. Estadio avanzado (metastasico).

3. Tratamiento con quimioterapia de primera linea basada en Trastuzumab.

4. Disponibilidad de los datos clinicos necesarios para su posterior
correlacion, incluyendo evaluacion de la respuesta tumoral segun criterios
RECIST v1.0 (Anexo 1) y adecuado seguimiento.

5. Muestra tumoral suficiente para el analisis molecular, incluyendo IHQ, dc-
SISH y eventualmente FISH, asi como secuenciacion masiva con

tecnologia de ultima generacion (NGS).

Tabla 7. Listado de centros hospitalarios participantes.

Centros hospitalarios

1. Hospital Universitario Madrid-Norte (Madrid)

2. Hospital Univesitario Marqués de Valdecilla (Santander)
3. Hospital Universitario Arnau Vilanova (Lérida)

4. Hospital Del Mar (Barcelona)

5. Hospital Miguel Servet (Zaragoza)

6. Fundacion Jiménez Diaz (Madrid)

7. Hospital Central de Asturias (Oviedo)

8. Hospital Clinic Barcelona (Barcelona)

9. Hospital Vall d'Hebron (Barcelona)

10. 1CO Bellvitge (Barcelona)
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Las muestras histologicas empleadas se obtuvieron a partir de biopsias endoscopicas, de
las piezas quirdrgicas procedentes de gastrectomias, y/o de muestras quirdrgicas
procedentes de localizaciones metastésicas antes de recibir cualquier tratamiento. Todas
las muestras tumorales inicialmente seleccionadas fueron revisadas de manera
centralizada para la determinacion del estado de HER2 mediante IHQ y dc-SISH,
independientemente de los resultados del laboratorio local. Se realiz6 FISH de HER2
cuando el resultado por dc-SISH no fue valorable o mostré un ratio HER2/CEP17 menor
de 4, con objeto de asegurar que solo se incluian pacientes con verdadera amplificacion
de HER2 (472). Solamente los pacientes con confirmacion central de la sobreexpresion

y/o amplificacion de HER2 fueron finalmente incluidos (Figura 20).

Figura 20. Diagrama de flujo de los pacientes del estudio.

Adenocarcinoma gastrico HER2 positivo
(determinacion local)
N=90

No mostraron sobreexpresién ni
amplificaciéon de HER2
en la determinacién central
v N=14
Adenocarcinoma gastrico HER2 positivo
(determinacion central)
N=76

v

Resultados no concordantes
sobre la amplificacion de HER2
entre dc-SISH y FISH * h
N=7

Material tumoral insuficiente
»  pararealizar [HC, dc-SISH y FISH
N=3

Adenocarcinoma gastrico con IHC 3+ o IHC2+
y amplificacion por hibridacion in situ®
N=66

Material tumoral insuficiente
»  para estudio molecular propuesto™*
N=24

A

Adenocarcinoma gastrico con IHC 3+ o IHC2+
y amplificacién por hibridacion in situ* y
muestra tumoral suficiente para estudio

molecular propuesto **
N=42

*Todas las muestras tumorales fueron revisadas de manera central para la determinacién del estado de HER2 empleando IHC y de-SISH. Se realizé FISH de HER2
cuando el resultado por dc-SISH fallé o mostré un ratio HER2/CEP17 menor de 4 para confirmar que sélo se incluian pacientes con verdadera amplificaciénde
HER2.
Se definié la poblacion del estudio HER2 positiva candidata a tratamiento con trastuzumab (segun criterios de FDA) si cumplia alguno de los siguientes criterios:
IHC 3+.
IHC 2+ y dc-SISH ratio HER2/CEP17 24.
IHC 2+, dc-SISHHER2/CEP17 ratio 22 confirmado por FISH (ratio HER2/CEP17 22)

**IHC e ISH de MET, IHC de PTENy secuenciacién mediante NGS.
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De los 90 pacientes de la serie inicial con adenocarcinomas gastricos HER2 positivos
segln determinacion local, se seleccionaron 76 casos con adenocarcinoma gastrico HER2
positivo segln la determinacién central. Del global de pacientes con un seguimiento
adecuado se seleccionaron 42 pacientes que cumplian todos y cada uno de los siguientes

requisitos:

e Presentaban sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 segln alguno de los
siguientes parametros:
o IHQ 3+.
o IHQ 2+ y dc-SISH ratio HER2/CEP17 >4.
o IHQ 2+, dc-SISH HER2/CEP17 ratio >2 confirmado por FISH (ratio
HER2/CEP17 >2).
e Habian sido tratados con Trastuzumab y quimioterapia.
e Existia suficiente material tumoral como para realizar los métodos de diagnostico
molecular propuestos (IHQ, dc-SISH, FISH si procede y NGS).

1.2. RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

Dada la necesidad de recoger datos confidenciales de los pacientes incluidos, este
proyecto fue presentado para su aprobacion por el Comité Etico y de Investigacion Clinica
del Hospital Universitario “12 de Octubre” de Madrid, valorandose positivamente y

autorizando su realizacion.

La recogida de datos clinicos fue llevada a cabo de forma centralizada mediante la
revision de las historias clinicas de todos los pacientes incluidos inicialmente en este
proyecto de tesis. Los datos clinicos e histologicos recogidos fueron anonimizados en

bases de datos.
Los datos clinico-patologicos obtenidos de cada paciente fueron:

e Epidemioldgicos: edad, sexo.
e Anatomopatoldgicos: tipo histologico, grado de diferenciacion.
e Clinicos: afectacion metastasica y localizacion de la misma, antecedentes de

cirugia del cancer gastrico y fecha de la misma, tratamiento adyuvante y tipo,
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fecha de recidiva y tratamiento de 12 linea de la misma, respuesta el tratamiento
de 1° linea, fecha de recidiva tras tratamiento de 12 linea y tratamiento de 22 linea
administrado, respuesta al tratamiento de 22 linea, fecha de exitus o de dltimo

seguimiento y situacién en el mismo.

1.3. ESTUDIO HISTOLOGICO

Inicialmente se obtuvieron muestras tumorales procedentes de 90 pacientes con
confirmacion histolégica de adenocarcinoma gastrico con sobreexpresion y/o
amplificacion de HER2 segun criterios locales. De cada uno de los pacientes se remitio
el bloque tumoral parafinado al laboratorio central. En aquellos casos en que se disponia
de més de una muestra por paciente se seleccion6 para su analisis molecular aquella en

mejor estado de conservacion y contenido mayor de tejido tumoral.

De cada una de las muestras se evaluaron todas las preparaciones histoldgicas disponibles,
seleccionando con un rotulador indeleble aquellas areas que contuviesen una cantidad
Optima de tumor y excluyendo las zonas con necrosis o inflamacién. Una vez elegidas las
preparaciones mas representativas de cada caso, se seleccionaron sus respectivos bloques.
Todos los casos fueron revisados y clasificados de acuerdo a la ultima clasificacion de la

OMS (86) vy la clasificacion de Laurén (87) por dos patdlogos experimentados.

Inicialmente se realizaron 10 cortes de 3 p de cada uno de los bloques para su posterior
uso en las técnicas de inmunohistoquimica e hibridacion in situ. Para ello, se empled la
técnica tradicional de microtomia: enfriando ligeramente los bloques antes de cortarlos,
empleando un bafio de agua caliente y utilizando portaobjetos silanizados (cargados
electrostaticamente). Para mantener la antigenicidad de los cortes tisulares tras la seccion,
los portaobjetos se introdujeron en parafina liquida y asi se almacenaron. Para su uso
inmediato posterior, se elimind la parafina dejando los portaobjetos en la estufa toda la
noche a 56° C.
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1.4.SELECCION DE CASOS HER2 POSITIVOS

1.4.1. INMUNOHISTOQUIMICA DE HER2

El estudio para la determinacion de la proteina HER2 mediante inmunohistoquimica se
realizd con el anticuerpo Pathway anti-HER-2/neu (4B5) en la plataforma automatizada
BenchMark ULTRA® (Ventana Medical Systems, Inc, Tucson, AZ). Como control
positivo se selecciond un carcinoma de mama con expresion proteica 3+ para HER2 y
como control negativo un carcinoma de mama con expresion proteica O para HER2. El
desparafinado y recuperacion antigénica con CC1 durante 30 minutos se realizaron de
manera automatizada en el BenchMark ULTRA. A continuacion, el anticuerpo anti-HER-
2/neu (4B5) fue incubado durante 16 minutos a 37° C. La deteccion antigénica se realizé
con ultraview Universal DAB Detection Kit. Las muestras fueron contratefiidas con
Hematoxilina II durante 8 minutos y “Bluing Reagent” durante 4 minutos. Se
seleccionaron las areas con expresién mayor de la proteina para su valoracion. La
interpretacion de la inmunohistoquimica de HER2 se realizé segin el método propuesto
por Ruschoff et al. (494), especifico para los adenocarcinomas gastricos.

1.4.2. DC-SISH DE HER?2

La técnica de dual-colour hibridacién in situ argéntica (dc-SISH) fue realizada de forma
automatizada en Ventana Benchmark XT® (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ). Las
sondas para el gen HER2 (INFORM HER2 DNA Probe®) y para el centromero del
cromosoma 17 (INFORM Chromosome 17 Probe®) fueron visualizadas en la misma
preparacion siguiendo el protocolo del fabricante e introduciendo variaciones minimas a
las condiciones de la técnica con el fin de conseguir resultados 6ptimos (470, 472). La
totalidad del procedimiento (desparafinado, pretratamiento, hibridacion, astringencia,
revelado de la sefial y contratincion) se realizo de forma totalmente automatizada (495).
El pretratamiento se realizd con “Reaction Buffer” y digestion enzimatica con ISH
Protease 3 durante 12 minutos. La sonda para el gen HER2 fue desnaturalizada a 95° C
durante 15 minutos e hibridada a 56° C durante 6 horas. En un segundo paso, la sonda

para el centromero del cromosoma 17 fue desnaturalizada a 95° C durante 12 minutos,
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realizandose la hibridacion a 44° C durante 3 horas. Los lavados de astringencia para la
sonda del gen se realizaron a 72° C durante 8 minutos (3 pasos) y, posteriormente, los
cristales fueron incubados con el anticuerpo anti-DNP (dinitrophenol) durante 20
minutos. A continuacion, las muestras fueron incubadas con anticuerpo de cabra
conjugado con HRP durante 16 minutos. La sefial de plata para HER2 fue revelada
mediante reacciones secuenciales con plata (Silver C) durante 4 minutos. Para la sonda
del centrémero del cromosoma 17, se realizaron tres lavados de astringencia a 59° C
durante 8 minutos. Posteriormente, las secciones fueron incubadas con anticuerpo anti-
DNP durante 20 minutos y anticuerpo de cabra conjugado con fosfatasa alcalina durante
12 minutos. La sefal del centromero se revel6 con Red ISH Naphthol durante 4 minutos.
Las muestras fueron contratefiiddas con Hematoxilina II durante 8 y con “Bluing Reagent”
durante 4 minutos. Los cristales fueron montados con el medio permanente Cytoseal. La
evaluacion de SISH se realizé usando un microscopio de campo claro (Olympus BX41)
con el objetivo de 40x. Un caso se consideré amplificado para HER2 cuando el ratio fue
> 2, no amplificado cuando el ratio fue < 2. La polisomia del cromosoma 17 se definio

como > 3 copias del centromero del cromosoma 17 por nticleo (188).

1.4.3. FISH DE HER2

Para el FISH, se evaluaron un total de 20 nucleos en dos areas tumorales diferentes usando
un microscopio de fluorescencia (Olympus BX61) equipado con los filtros DAPI,
Spectrum Orange, Spectrum Green y un filtro doble Orange/Green, usando una lente de

inmersion (100x).

El analisis del nimero de copias del gen HER2 por FISH se realiz6 con la sonda comercial
PathVysion HER2 DNA probe kit® (Vysis Inc, Abbot Laboratories, IL). El protocolo
recomendado por el fabricante fue modificado, empleandose el DAKO Histology FISH
Accesory kit® con el fin de optimizar la técnica (reduccion en los procedimientos de
laboratorio. La tecnica se realizO sobre secciones completas de adenocarcinomas
gastricos. Como controles positivos y negativos, se incluyeron secciones de carcinoma de
mama amplificado y no amplificado para HER2 respectivamente. Las secciones se
mantuvieron en la estufa a 56° C durante toda la noche y posteriormente fueron
desparafinadas en dos series de xilol y rehidratadas en una serie de alcoholes de

graduacion decreciente. Los cristales fueron pretratados con “Pretreatment Solution”
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(solucion de pretratamiento) en bafio a 97° C durante 10 minutos. La digestion enzimatica
se realizd con pepsina “Ready-to-Use” durante 3 minutos a temperatura ambiente para
las biopsias endoscopicas y durante 6 minutos a 37° C para las piezas quirargicas. Las
secciones se deshidrataron con alcoholes de graduacion ascendente. A continuacion, se
aplicaron 10 pl de mezcla de sonda HER2/CEP17 en cada seccion de tejido. Las
condiciones de hibridacion fueron: desnaturalizacién de la sonda y el tejido a 80° C
durante 5 minutos e hibridacion durante toda la noche en un hibridador a 37° C. El
segundo dia de la técnica, las secciones fueron lavadas con “Stringent Wash Buffer”
(buffer de astringencia) a 65° C durante 10 minutos en un bafio. Por ultimo, las muestran
fueron deshidratadas usando una serie de alcoholes. Se contratifieron los nlcleos con
DAPI (4", 6-Diamino-2-phenylindole, dihidrochloride), 10 pl por porta.

Tal como hemos comentado anteriormente, se realizé FISH de HER2 cuando el resultado
por dc-SISH no fue valorable o mostr6 un ratio HER2/CEP17 menor de 4 para confirmar
que sélo se incluian pacientes con verdadera amplificacion de HER2 (472). Clasificamos
a los pacientes como HER2 amplificados cuando el ratio HER2/CEP17 por FISH era

mayor de 2, valor por encima del cual esté indicado el tratamiento con Trastuzumab (195).
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2. ESTUDIO DE SECUENCIACION MASIVA

Basandonos en la disponibilidad de material para el estudio molecular, se seleccionaron
52 muestras, 42 muestras tumorales y 10 muestras de tejido normal, para el anélisis

mediante método de secuenciacion masiva.

2.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

Antes de la extraccion del ADN, secciones representativas de tejido fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina y revisadas por un patélogo para determinar el porcentaje de células
tumorales, marcando el area tumoral con un rotulador permanente. Las muestras con una
pequefia proporcion de tumor, infiltracién linfocitaria importante, o en aquellos casos en
los cuales era necesario para obtener tejido normal, se realiz6 macrodiseccion para
enriquecer el porcentaje final de células tumorales. El procedimiento de macrodiseccién
consiste en calentar el bloque de parafina a 65°C durante una hora para liberar el tejido y
facilitar la separacion del tejido tumoral del area no tumoral con un bisturi, seguido de la
reconstruccion en 2 bloques de parafina por separado, uno con la zona tumoral y otro con
el tejido no neoplasico. La macrodiseccion se realizd garantizando la existencia de al

menos el 30% de tejido tumoral en todos los casos, suficiente para el analisis.

Para la extraccion de ADN, se realizaron secciones de entre 5y 10 pm de tejido fijado en
formol e incluido en parafina de cada una de las muestras, desparafinando posteriormente
dichas secciones mediante dos lavados con xylol y un lavado final en etanol puro. La
extraccion del ADN se realizé usando Cobas DNA Sample Preparation Kit (Roche

Molecular Systems) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una pequefia alicuota de ADN (1 ul) se separ6 para cuantificacion usando
Qubit™dsDNA HS Kit en el Fluorémetro Qubit™2.0 (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). La extraccion del ADN se llevo a cabo a -20°C.
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2.2. SECUENCIACION MEDIANTE ION TORRENT

Se secuenciaron las muestras de ADN usando la plataforma de secuenciacién masiva lon
Torrent Personal Genome Machine (PGM) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
basada en un método de secuenciacién no-Optico. En lugar de utilizar las sefiales
luminosas (fotones) que se generan cuando los nucle6tidos se incorporan a la cadena de
ADN que se estd sintetizando, la plataforma PGM se basa en una tecnologia de

semiconductores basadas en mediciones de cambios de pH.

El proceso de secuenciacion se divide en 3 pasos, que pasamos a desarrollar a

continuacion.

2.2.1. PREPARACION DE LA LIBRERIA

La preparacion de la libreria para cada muestra se realizé usando el kit lon AmpliSeq™
Library Kit 2.0 (Life Technologies). Brevemente, se emplearon 10 ng de ADN como
plantilla para generar la libreria de amplicones para la secuenciacion. Para la preparacion
de la libreria mediante el método de multiplex PCR se empled el panel lon AmpliSeq
Cancer Hotspot Panel v2. Este panel abarca mas de 2800 mutaciones clave en 50
oncogenes Yy genes supresores de tumores (Tabla 8). Los genes no estan completamente
secuenciados, solo aquellas regiones donde se han descrito mutaciones con mas
frecuencia. La lista completa de mutaciones que incluye el panel se puede encontrar en

http://products.invitrogen.com/ivgn/product/4475346. Una descripcion detallada de las

mutaciones se puede obtener de la base de datos Catalogue Of Somatic Mutations In
Cancer (COSMIC), accediendo a la siguiente pagina web:

http://www.sanger.ac.uk/research/projects/cancergenome/.  Finalmente la libreria

resultante se purificé usando el reactivo AMPure XP (Beckman Coulter, SA, Nyon,
Switzerland) y se cuantifico mediante el Bioanalizador Agilent en un chip de ADN de
Alta Sensibilidad (Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA).
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Tabla 8. Genes incluidos en el panel lon AmpliSeq Cancer Hotspot Panel v2.

ABL1 EGFR GNAS KRAS PTPN11
AKT1 ERBB2 GNAQ MET RB1

ALK ERBB4 HNF1A MLH1 RET

APC EZH2 HRAS MPL SMAD4
ATM FBXW7 IDH1 NOTCH1 SMARCB1
BRAF FGFR1 IDH2 NPM1 SMO
CDH1 FGFR2 JAK2 NRAS SRC
CDKNZ2A FGFR3 JAK3 PDGFRA STK11
CSF1R FLT3 KDR PIK3CA TP53
CTNNB1 GNAl1l KIT PTEN VHL

2.2.2. PCR DE EMULSION/PREPARACION DEL TEMPLATE

La preparacion de la plantilla o template, que incluye los pasos de PCR de emulsion,
rotura de la emulsion y enriquecimiento, se desarrollé siguiendo el protocolo lon
OneTouch System con el kit lon One Touch 200 Template Kit v2 y usando el instrumento
lon One Touch 2 (Life Technologies). La libreria para cada muestra tumoral se diluyé en
el tampon Low-TE (Tris-EDTA) para obtener una solucién de 100 pmol/L. A
continuacion el ADN se afiadid a la mezcla de PCR de emulsion. Siguiendo las
instrucciones del fabricante, se mezclaron seis librerias diferentes en la misma mezcla de
PCR de emulsion. Cada libreria, y cada muestra tumoral, fueron identificadas mediante
un anico “barcode adapter”. Se generd la emulsion y el ADN fue amplificado de forma
clonal. Seguidamente, las particulas lon Sphere (ISPs) fueron recuperadas y enriquecidas
con plantillas ISPs positivas usando perlas Dynabeads MyOne Streptavidin C1 (Life
Technologies) en el instrumento lon OneTouch ES (Life Technologies). El
enriquecimiento de ISP, que implica el aislamiento selectivo de ISPs con ADN
amplificado clonalmente, se cuantificé usando el lon Sphere Quality Control Kit (Life

Technologies) y el fluorometro QubitTM 2.0 (Life Technologies).

148




2.2.3. ULTRASECUENCIACION MEDIANTE ION TORRENT PGM

Las perlas ISPs enriquecidas fueron sometidas a secuenciacion en el lon PGM usando el
kit lon PGM 200 Sequencing. Previamente a la carga sobre los chips 316v2, se afiadieron
los primers y la polimerasa a las perlas ISPs enriquecidas. La plataforma PGM se basa en
la tecnologia de semiconductores, que utiliza una matriz de alta densidad compuesta por
millones de pocillos en los que se llevard a cabo el proceso bioquimico. Cada uno de los
pocillos posee un ADN molde diferente. Debajo de los pocillos hay una capa de un
material sensible a los iones y debajo de ésta un sensor que capta los iones liberados.
Cada vez que un nucle6tido es incorporado a la hebra de ADN que se esta sintetizando,
se libera un i6n de hidrégeno (H*) como bioproducto. La carga de los iones liberados va
a cambiar el pH de la solucion y este cambio sera detectado por el sensor de iones. La
informacién codificada quimicamente (A, T, G, C) sera transformada en informacién
digital (0, 1) mediante un chip semiconductor. De esta forma, se irdn incorporando unos
nucleotidos tras otros en la hebra de ADN llevando a cabo la reaccién de secuenciacion

y la lectura de las bases incorporadas.

2.2.4. ANALISIS DE LOS DATOS DE LA SECUENCIACION

Los datos resultantes de la secuenciacion se procesaron mediante el software Torrent
Suite v4.2 (Life Technologies), para generar las lecturas de secuencia, cortar las

secuencias adaptadoras, filtrar y eliminar las malas sefiales de lectura.

Para que una variante de secuencia sea considerada relevante, se consideraron como
requisitos minimos una cobertura de secuenciacion de 250x y una frecuencia alélica de al
menos el 5%. El punto de corte del 5% fue seleccionado para facilitar la validacion de
mutaciones putativas mediante métodos alternativos de analisis genico, como el método

de Sanger o la PCR en tiempo real, disponibles en nuestro laboratorio.

Ademas, los datos de la secuenciacion fueron analizados con el software lon Reporter 4.2
con la finalidad de detectar cambios en el nimero de copias de los genes incluidos en el
panel. Con este propdsito, se seleccionaron 10 muestras de tejido sano, y se secuenciaron
mediante la plataforma lon PGM, de acuerdo al protocolo descrito previamente,
empleandolos como referencia para la deteccion de alteraciones en el niUmero de copias

génicas en las muestras tumorales analizadas.
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3. ESTUDIOS COMPLEMENTARIOS

Dado el conocimiento de la existencia fendmenos post-transcripcionales importantes en
la regulacion de la funcionalidad de PTEN, hemos determinado de forma complementaria
al estudio génico mediante secuenciacion masiva, los niveles de expresion proteica de
PTEN mediante ténicas de inmunohistoquimica como factor regulador esencial de la via
PI3K/Akt/mTOR. Asimismo, hemos determinado por inmunohistoquimica la expresion
proteica de MET con objeto de valorar su activacion de forma complementaria al nimero

de copias génicas, en base a los estudios previos.

3.1. INMUNOHISTOQUIMICA DE PTEN

El estudio para la determinacion de la expresion proteica de PTEN mediante
inmunohistoquimica se realizd con el anticuerpo PTEN (D4.3) XP Rabbit mAb (cell
signaling) en la plataforma automatizada BenchMark XT IHQ/ISH (Ventana Medical
System Inc.). El desparafinado y recuperacion antigénica se realiz6 siguiendo las
indicaciones del fabricante y utilizando el protocolo de desenmascaramiento con un
acondicionador celular estandar (CC1 del inglés, cell conditioning 1) durante 30 minutos
de manera automatizada en el BenchMark ULTRA. Las condiciones de incubacion del
anticuerpo fueron de 32 minutos a 37°C. La deteccion antigénica se realiz6 con Ultraview
Universal DAB Detection Kit. Finalmente todas las preparaciones fueron contratefiidas
con Hematoxilin Il durante 8 minutos seguido de Bluing Reagent, con una duracion de 4

minutos.

3.2. INMUNOHISTOQUIMICA DE MET

El estudio para la determinacion de la expresion proteica de MET mediante
inmunohistoquimica se realizo con el anticuerpo CONFIRM anti-Total c-MET (SP44)
(Ventana Medical System Inc.) en la plataforma automatizada BenchMark XT IHQ/ISH
(Ventana Medical System Inc.). El desparafinado y recuperacién antigénica se realizd
siguiendo las indicaciones del fabricante y utilizando el protocolo de desenmascaramiento

con un acondicionador celular estdndar (CC1 del inglés, cell conditioning 1) durante 60
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minutos. Se realizaron de manera automatizada en el BenchMark ULTRA. Las
condiciones de incubacién del anticuerpo fueron de 16 minutos a 37°C. La deteccidn
antigénica se realizé con Ultraview Universal DAB Detection Kit. Finalmente todas las
preparaciones fueron contratefiidas con Hematoxilin Il durante 8 minutos seguido de

Bluing Reagent, con una duracién de 4 minutos.
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4. ALMACENAMIENTO DE LOS DATOS Y ANALISIS

ESTADISTICO

Los datos recogidos de las variables clinicas y anatomopatoldgicas se incluyeron en una
base de datos Excel (Microsoft Office 2013). El analisis estadistico se realiz6 utilizando
la aplicacion informatica Stata/IC 13.1 (StataCorp LP, USA). Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas aquellas con una p<0.05. El estudio estadistico consto de

los siguientes procedimientos.

4.1. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

En primer lugar, se efectud un analisis descriptivo de las diferentes variables cualitativas

y cuantitativas objeto del estudio.

e Andlisis de frecuencia o porcentajes de las variables cualitativas.
e Determinacién de media * desviacion estandar, mediana y rango de las variables

cuantitativas.

4.2. ESTADISTICA INFERENCIAL

Este analisis tiene como finalidad establecer conclusiones respecto a las muestras y

variables estudiadas.

Para todos los analisis realizados se establecid un riesgo bilateral, o nivel de significacion
a=0.05. En el caso de las variables cuantitativas objeto de estudio, la comprobacion de la

hipdtesis de normalidad se realizo mediante el test estadistico de Shapiro-Wilk.

La comparacion de grupos independientes, respecto a las variables cuantitativas, se
realizd mediante la aplicacion del test t de Student (comparacion de dos grupos), o Anova
(comparacion de mas de dos grupos) cuando la variable sigue una distribucion normal.
En aquellos casos en que la variable no sigue una distribucidén normal, se aplico el test no
paramétrico Wicoxon-Mann-Whitney (para la comparacion de dos grupos) o el test no

paramétrico Kruskal-Wallis (comparacion de mas de dos grupos).
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En las variables categdricas, la posible asociacion entre el resultado del analisis molecular
y los distintos pardmetros clinico-patologicos se analizd mediante el test Chi-cuadrado o,
cuando se requeria, mediante el test exacto de Fischer.

Para el célculo del riesgo relativo y su intervalo de confianza.en el caso de variables

independientes categdricas binarias, se aplico el modelo de regresion logistica.

La supervivencia global se midi6 desde el momento del diagnostico de enfermedad
metastasica hasta la muerte del paciente por cualquier causa. Un paciente no fallecido se

considera censurado en la ultima fecha de contacto con el mismo.

El tiempo hasta la progresién como el tiempo transcurrido desde la fecha en que se realiza
el diagnostico de la metéstasis hasta la fecha en que el paciente muestra progresion
tumoral o muere por la enfermedad. Un paciente se censura si no progresa. En este caso
el tiempo hasta la progresion se calcula como el tiempo transcurrido desde la fecha en

que se diagnostica la metastasis hasta la fecha del dltimo contacto.

El analisis de la supervivencia global y del tiempo hasta la progresion tumoral se realizé
aplicando un modelo de Kaplan-Meier, estimando la mediana y el intervalo de confianza
(IC) al 95%. Las diferencias en las curvas de supervivencia fueron analizadas mediate el
test de Log-Rank o de Mantel-Haenzel. Se aplic6 también un modelo de regresion de
Cox, para identificar qué variables podrian tener valor pronostico en la supervivencia y
analizar el mismo, estimando para esto la Hazard Ratio (HR) y sus intervalos de

confianza.

Asimismo, hemos realizado un analisis multivariante de la supervivencia global y la
supervivencia libre de progresion, determinando el impacto de dichas alteraciones de
forma independiente respecto a otras variables que pudieran estar influyendo como
variables de confusion o variables modificadoras del efecto. Para ello hemos construido
un modelo de regresion de Cox ajustado a dichas variables seguin el método explicado en
Domenech Massons JM et al. (496). Las variables incluidas en el modelo maximo inicial
fueron aquellas variables que han resultado estadisticamente significativas en el modelo
univariante. A continuacion hemos realizado un analisis por pasos: 1-Evaluacién del
global de los términos de interaccion mediante pruebas de significacion estadistica, en
base a la razon de verosmilitud (chunk test) y analisis de cada uno de los términos de

interaccidn por separado. 2- Evaluacion del modelo que incluye todos los términos de
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confusion y los térnimos de interaccion estadisticamente significativos y. 3-Evaluacién
de los términos de confusion en base a la existencia de un cambio préacticamente
importante segun el criterio de Maldonado y Greenland (considerando que el ajuste es
necesario para corregir el factor de confusion si el cambio entre el efecto ajustado y el

efecto no ajustado es superior al 10%).

Para el analisis de la respuesta al tratamiento se agruparon los pacientes en 2 categorias
segun la respuesta objetiva determinada segun criterios RECIST 1.0 (progresion de la
enfermedad o enfermedad estable versus respuesta completa o respuesta parcial) (Anexo

1) con objeto de realizar un andlisis estadistico con mayor correlacion clinico-biologica.
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V. RESULTADOS
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1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y PATOLOGICAS

Del total de 90 pacientes de la serie inicial, se estudiaron finalmente 42 pacientes con
adenocarcinoma gastrico avanzado HER?2 positivo segin determinacion central y que
cumplian todos y cada uno de los criterios de inclusion, tal como hemos comentado en el
apartado Material y Métodos. De estos 42 pacientes, el 61.9% presenta enfermedad
diseminada al debut de la enfermedad. La mediana de edad es de 62.3 afios (rango: 21.6-
77.3 afios) y la mayoria (81%) son hombres. La distribucion de la localizacién del tumor
primario, el tipo histolégico, el grado de diferenciacion y la localizacion de las metéastasis

se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes del estudio.

CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

Edad diagnéstico, mediana (rango) 62.3 (21.6-77.3)
Sexo, n (%)

Hombre 34 (81)
Mujer 8 (19)
ECOG, n (%)

0 6 (14.3)
1 31 (73.8)
2 5(11.9)
Localizacién del tumor primario, n (%)

UGE (incluye cardias) 17 (40.5)
Fundus 5(11.9)
Cuerpo/antro 20 (47.6)
Tipo histolégico, n (%)

Intestinal 27 (64.3)
Difuso 4 (9.5)
Mixto 2(4.8)
Indeterminado 8 (19.1)
No determinado 1(2.4)
Grado de diferenciacion, n (%)

Bien diferenciado 7 (16.7)
Moderadamente diferenciado 17 (40.5)
Pobremente diferenciado 15 (35.7)
No determinado 3(7.1)
Localizacion de las metastasis, n (%0)

Higado 19 (45.2)
Pulmon 8 (19.1)
Peritoneo 10 (23.8)
Hueso 2 (4.8)
Ganglios toracicos 7 (16.7)
Ganglios abdominales 27 (64.3)
SNC 0(0)

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status. SNC: Sistema Nervioso Central.
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Todos los pacientes analizados recibieron tratamiento de primera linea con quimioterapia,
en combinacién con Trastuzumab en el 95.2% de los casos (n=40). Los esquemas de
quimioterapia que recibieron se muestran en el Gréfico 1. Los 2 pacientes que no fueron
tratados con Trastuzumab en primera linea son aquellos que recibieron un esquema con

antraciclinas, recibiendo el Trastuzumab en segunda linea.

Gréfico 1. Esquemas de tratamiento en primera linea y porcentaje de pacientes.

EOX
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CDDP-Capecitabina-Trastuzumab
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XELOX-Trastuzumab 11.9%
DCF-Trastuzumab

FOLFIRI-Trastuzumab

FOLFOX-Trastuzumab

CDDP: Cisplatino. CPT11: Irinotecan. EOX: Epirrubicina, Oxaliplatino, Capecitabina. DCF: Docetaxel,
Cisplatino, 5-Fu, Leucovorin. XELOX: Capecitabina, Oxaliplatino. FOLFIRI: 5-Fu, Leucovorin, Irinotecan.
FOLFOX: 5-Fu, Oxaliplatino.

La mediana de duracion del tratamiento de primera linea fue de 3.75 meses (rango: 0-
19.02 meses), con una mediana de numero de ciclos de 6 (rango: 0-79 ciclos). Tras la
primera linea de quimioterapia con Trastuzumab, el 42.8% (n=18) de los pacientes recibid
tratamiento de mantenimiento con Trastuzumab. La mediana de ciclos totales de
Trastuzumab en primera linea fue de 11 (rango: 3-70 ciclos). Como observamos en el
gréfico de caja (Grafico 2), hay 5 pacientes ourliers cuyo nimero de ciclos de
Trastuzumab supera a la mediana en méas de 1.5 rangos intercuartilicos, representando

pacientes con largas respuestas a la terapia dirigida frente a HER2.
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Gréfico 2. Gréfico de caja del numero de ciclos de Trastuzumab en 12 linea.
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La progresion a la primera linea de tratamiento se produjo a distancia en el 61.9% (n=26)
de los pacientes, a nivel locorregional en el 2.4% (n=1), y en ambas en el 16.7% (n=7).
En 1 de los pacientes la progresion se considerd por criterios clinicos, sin constatacion

radioldgica.
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2. CARACTERISTICAS MOLECULARES

El 90.5% de las muestras presentan sobrexpresion de HER2 con IHQ 3+ (n=38), siendo
el 9.5% restante IHQ 2+. EI 100% muestran amplificacion de HER2 por SISH (ratio
HER2/CEP17 >2). El 88.1% de los pacientes presentan ratio HER2/CEP17 determinado
por SISH mayor o igual a 4. El 11.9% restante presentan un ratio >2 y <4, considerandose
la amplificacién de HER2 mediante FISH cuando el ratio es mayor o igual a 2.

2.2. SECUENCIACION GENICA MASIVA

El 88.1% de los pacientes presentan al menos una alteracion genomica en el analisis
mediante NGS (mutaciones o cambios en el nimero de copias). EI nimero medio de
alteraciones gendémicas por paciente, sin considerar HER2, es de 3.62 (rango 0-11). La
alteracion gendmica més frecuentemente detectada es la mutacion en TP53 (73.8% de las
muestras, n=31), seguida de la amplificacion de FGFR (31%, n=13), amplificacion de
PIK3CA (23.8%, n=10), amplificacion de EGFR (21.4%, n=9), amplificacion de CDH1
(16.7%, n=7), deleccién de CDKN2A (14.3%, n=6), amplificacion de Akt (14.3%, n=6),
mutacion de PIK3CA (11.9%, n=5) y amplificacion de KRAS (9.5%, n=4). Dentro de las
amplificaciones de FGFR la de mayor incidencia es la amplificacion de FGFR3 (21.4%,
n=9). En el Grafico 3 se muestra la frecuencia absoluta de las diferentes alteraciones

detectadas mediante NGS del total de 42 pacientes analizados.
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Gréfico 3. Resultados del analisis de secuencacién masiva.
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2.2.1. MUTACIONES

El 85.7% de los pacientes presenta alguna mutacién en al menos uno de los 50 genes
analizados. El nimero medio de mutaciones por muestra es de 1.24 (rango 0-4). El gen
mutado con mas frecuencia es el gen supresor tumoral TP53 (73.8%). En 8 de los
pacientes (19.0%) las mutaciones suponen la generacion de un codon STOP. Ademas de
las mutaciones en TP53 encontramos mutaciones en PIK3CA (11.9%), MET (7.1%),
CDKN2A (7.1%), SMAD4 (7.1%), CTNNBL1 (7.1%), KRAS (2.4%), NOTCH (2.4%), APC
(2.4%) y VHL (2.4%) (Gréfico 4).

Gréfico 4. Mutaciones: Frecuencias absolutas (porcentaje).
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Dentro de las 5 mutaciones detectadas en PI3KCA, 3 de ellas son sustituciones missense
en codones hotspots: 2 casos de la mutacion p.H1047R en el exdn 20 y 1 caso de p.E545K
en el exon 9, mutaciones activadoras descritas previamente. Ademas se describen 2

mutaciones adicionales en codones no hotspots (p.Q75E y p.E81K).

Encontramos 3 mutaciones en MET (2 casos p.E168D, 1 caso p.10101) consistentes en

sustituciones missense. El estudio inmunohistoquimico de estas muestras mostrd
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positividad 2+ en dos de ellas y 3+ en una de ellas, y no mostrando ninguna de ellas

amplificacion por dc-SISH.

La mutacion hallada en KRAS se localiza en el codén 12 del exédn 2 (p.G12A), mutacion
descrita con mayor frecuencia en carcinoma colorrectal, que presenta una prevalencia

<1% en los pacientes con cancer gastrico segun los datos consultados en COSMIC (497).

2.2.2. AMPLIFICACIONES Y DELECCIONES

El 85.7% de las muestras tumorales analizadas presentaban al menos un cambio en el
namero de copias (CNV) de los genes analizados. La media de alteraciones en el CNV es
de 2.38 (rango 0-8). El gen amplificado con mas frecuencia es FGFR con una prevalencia
del 31%, seguido de PIK3CA con el 23.8% y EGFR con el 21.4%. En la Tabla 10 se

muestra la prevalencia de CNV de cada uno de los genes analizados.

Tabla 10. Variaciones en el nimero de copias génicas.

EGFR 9 (21.4)
MET 2 (4.8)
FGFR 13 (31)
FGFR1 5(11.9)
FGFR2 1(2.4)
FGFR3 9 (21.4)
KRAS 4(9.5)
PIK3CA 10 (23.8)
AKT 6 (14.3)
NOTCH 2(4.8)
CDKN2A 4(9.5)
CDH1 7 (16.7)
EZH2 5(11.9)
HEN1A 3(7.1)
FGFR 7 (16.7)
FGFR1 5(11.9)
FGFR2 0(0)
FGFR3 3(7.1)
AKT 13 (31)
NOTCH 2(4.8)
CDKN2A 6 (14.3)
CDH1 1(2.4)
SMAD4 3(7.1)
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2.3. EXPRESION PROTEICA DE PTEN Y MET

La pérdida de expresion de PTEN determinada mediante técnicas de inmunohistoquimica
esta presente en el 33.3% de las muestras tumorales (n=14). Sin embargo, no hemos

detectado delecciones génicas de PTEN.

El 85.71% de los pacientes presenta sobreexpresion de MET en el estudio
inmunohistoquimico (Figura 21). Por el contrario, en el analisis mediante NGS se

detectaron s6lo 2 amplificaciones génicas de MET (4.8%).

Figura 21. Muestra de adenocarcinoma gastrico con sobreexpresion de HER2 y MET.

a) Tinciéon hematoxilina-eosina b) IHQ: sobreexpresion de HER2 c) IHQ: sobreexpresion de MET.
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2.4. ACTIVACION DE LA VIA PI3K/Akt/TOR

En nuestra muestra hemos detectado pacientes que presentan alteraciones concomitantes
en distintos puntos de la via de PI3K/Akt/mTOR. Tras la revision de la literatura
consideramos alteraciones clave en la activacion de esta via la amplificacion o mutacién
de PIK3CAy la pérdida de expresion de PTEN.

Agrupados de acuerdo a este criterio, el 52.38% de nuestros pacientes (n=22) presentan
activacion de la via PI3K/Akt/mTOR. En 5 de los casos (11.90%) existe amplificacion o
mutacién en PIK3CA de forma concurrente a la pérdida de expresion de PTEN (1 caso
con deleccién de PTEN y mutacion de PIK3CA y 4 casos con deleccién de PTEN y
amplificacion de PIK3CA). En 8 de ellos (19.05%) la amplificacion, mutacién o ambas
en PIK3CA se presentan de forma aislada (2 casos con mutaciones, 4 casos con
amplificaciones y 2 casos con ambas alteraciones). La pérdida de expresion de PTEN
como mecanismo exclusivo de activacion de la via se muestra en 9 de los pacientes
(21.43%).

En el Grafico 5 se muestran las frecuencias absolutas y porcentajes de las distintas

alteraciones del total de 42 pacientes.

Gréfico 5. Prevalencia de las alteraciones implicadas en la activacion de PI3K/Akt/mTOR
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2.5. AMPLIFICACION DE LOS GENES CODIFICANTES DE

RECEPTORES TIROSINA QUINASA

La activacion de rutas mediadas por otros receptores con actividad tirosina quinasa (RTK)
ha sido descrita como posible mecanismo de resistencia a Trastuzumab en pacientes
HER?2 positivos. Por ello, determinamos la amplificacion de los genes EGFR, FGFR y
MET, los cuales codifican receptores de membrana con la actividad tirosina quinasa
mencionada. Consideramos como amplificacion de genes codificantes de RTK el
aumento del numero de copias de alguno o varios de los genes que codifican EGFR,
FGFR y/o MET. El 38.1% de los pacientes (n=16) presentan amplificacion de genes

codificantes de RTK segun estos criterios.

En el Gréfico 6 se muestran las prevalencias de las amplificaciones en los genes
codificantes de cada uno de los receptores. En algunos de los casos existe amplificacion
génica de varios de los receptores, no siendo por tanto alteraciones mutuamente

excluyentes.

Gréfico 6. Prevalencia de amplificacion de los genes codificantes de RTK.
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3. RELACION ENTRE LAS ALTERACIONES
MOLECULARES Y LAS CARACTERISTICAS
CLINICO-PATOLOGICAS

3.1. RELACION ENTRE LA ACTIVACION DE PI3K/AKT/MTOR Y
LAS CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

El andlisis de la relacion entre el estado de activacion de la via PISBK/Akt/mTOR vy las
caracteristicas clinicas y patologicas mediante el test de Chi? de Pearson o el test exacto
de Fisher, segln corresponda, no detect6 diferencias estadisticamente significativas segun
la activacion o no de esta via respecto a las diferentes caracteristicas analizadas. Los

resultados se muestran en la Tabla 11.

3.2. RELACION ENTRE LA AMPLIFICACION DE GENES
CODIFICANTES DE RECEPTORES TIROSINA QUINASA Y

LAS CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

El andlisis de la relacion entre la amplificacion de los diferentes genes codificantes de
RTK vy las caracteristicas clinicas y patoldgicas mediante el test de Chi? de Pearson o el
test exacto de Fisher, segun corresponda, no detectd diferencias estadisticamente

significativas en ninguno de los casos. Los resultados se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 11. Relacion entre la activacion de PI3BK/Akt/mTOR vy las caracteristicas clinico-patolégicas.

No Si Total p-valor
n (%) n (%) n (%)

Edad p=0.071
<70 afios 18 (56.3) 14 (43.8) 32 (100)
>70 afios 2 (20) 8 (80) 10 (100)
Sexo p=0.700
Mujer 17 (50) 17 (50) 34 (100)
Varon 3(37.5) 5 (62.5) 8 (100)
ECOG p=1.000
0-1 18 (48.7) 19 (52.4) 37 (100)
2 2 (40) 3 (60) 5 (100)
Clasificacion de Laurén p=0.801
Intestinal 13 (48.2) 14 (51.9) 27 (100)
Difuso 1(25) 3 (75) 4 (100)
Mixto 1(50) 1 (50) 2 (100)
Indeterminado 5 (62.5) 3(37.5) 8 (100)
No determinado 0 (0) 1 (100) 1 (100)
Grado de diferenciacion p=0.118
Bien diferenciado 4 (57.1) 3(42.9) 7 (100)
Moderadamente diferenciado 11 (64.7) 6 (35.3) 17 (100)
Pobremente diferenciado 5 (33.3) 10 (66.7) 15 (100)
No determinado 0 (0) 3 (100) 3 (100)
Localizaciéon tumor primario p=0.738
Otra localizacion 15 (50) 15 (50) 30 (100)
UGE/cardias 5 (47.6) 7 (52.4) 12 (100)
Metéstasis hepaticas p=0.757
No 10 (43.5) 13 (56.5) 23 (100)
Si 10 (52.6) 9 (47.4) 19 (100)
Carcinomatosis peritoneal p=0.723
No 16 (50) 16 (50) 32 (100)
Si 4 (40) 6 (60) 10 (100)
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Tabla 12. Relacion entre la amplificacion de RTK y las caracteristicas clinico-patolégicas.

Amplificacion de RTK

No Si Total p-valor
n (%) n (%) n (%)

Edad p=0.715
<70 afios 19 (59.4) 13 (40.6) 32 (100)
>70 afios 7 (70) 3 (30) 10 (100)
Sexo p=0.454
Mujer 22 (64.7) 12 (35.3) 34 (100)
Varon 4 (50) 4 (50) 8 (100)
ECOG p=0.352
0-1 24 (64.9) 13 (35.1) 37 (100)
2 2 (40) 3 (60) 5 (100)
Clasificacion de Laurén p=0.642
Intestinal 17 (63.0) 10 (37.0) 27 (100)
Difuso 2 (50) 2 (50) 4 (100)
Mixto 2 (100) 0 (0) 2 (100)
Indeterminado 5 (62.5) 3(37.5) 8 (100)
No determinado 0 (0) 1 (100) 1 (100)
Grado de diferenciacion p=0.474
Bien diferenciado 3(42.9) 4 (57.1) 7 (100)
Moderadamente diferenciado 11 (64.7) 6 (35.3) 17 (100)
Pobremente diferenciado 9 (60) 6 (40) 15 (100)
No determinado 3 (100) 0 (0) 3 (100)
Localizaciéon tumor primario p=0.735
Otra localizacion 16 (64.0) 9 (36.0) 25 (100)
UGE/cardias 10 (58.8) 7(41.2) 17 (100)
Metéstasis hepaticas p=0.429
No 13 (56.5) 10 (43.5) 23 (100)
Si 13 (68.4) 6 (31.6) 19 (100)
Carcinomatosis peritoneal p=1.000
No 20 (62.5) 12 (37.5) 22 (100)
Si 6 (60) 4 (40) 10 (100)
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4. ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL

La mediana de supervivencia global de la muestra con cancer gastrico avanzado HER2
positivo tratada con Trastuzumab estimada por Kaplan-Meier es de 15.69 meses (IC95%
13.0-21.5 meses) (Grafico 7). El primer cuartil o percentil 25, es decir, el tiempo en el
que se han producido el 25% de muertes, corresponde a 11.3 meses (1C95% 5.1-13.4
meses). El cuartil tercero o percentl 75, corresponde a 30.8 meses [IC95% 19.8- No
alcanzado (NA)]

Grafico 7. Supervivencia global (curva de Kaplan-Meier)
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La tasa de supervivencia estimada a 1 afio es del 71.4% (1C 95% 55.2%- 82.7%), a 2 afios
del 35.7% (1C95% 21.7%-49.9%), a 3 afios del 24.7% (1C95% 12.7%-38.8%) y a 5 afios
del 14.1% (1C95% 3.7%-31.7%).

En el Gréafico 8 observamos que hay tres pacientes outliers, con medianas de
supervivencia de 57.55, 101.94 y 109.90 meses.
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Grafico 8. Diagrama de caja: supervivencia global.
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Hemos valorado la calidad del seguimiento de los pacientes de nuestro estudio,

analizando los siguientes parametros:

1. Duracion del seguimiento: la duracién del seguimiento medio para los
pacientes del estudio es de 24.40 meses, y en los pacientes que no han
fallecido (tiempos censurados) de 53.43 meses. Finalmente los dos
graficos de caja representan las distribuciones de los tiempos censurados
y completos de seguimiento (Gréfico 9).

2. Causas de censura: existe un 21.4% de tiempos incompletos por
encontrarse vivos en el momento de fin del seguimiento, siendo el 78.6%

tiempos completos (muertes). No han existido pérdidas de seguimiento.

Gréfico 9. Diagrama de caja: duracion del seguimiento para el calculo de la supervivencia global.
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4.1. ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGUN

CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

4.1.1. SUPERVIVENCIA SEGUN EDAD Y SEXO

En el andlisis de regresion de Cox univariante no se evidencian diferencias en
supervivencia global segun la edad <70 afos o >70 afios (HR 1.09, 1C95% 0.44-2.68,
p=0.850) ni el sexo (HR 1.52 hombre/mujer, 1C95% 0.70-3.29, p=0.292).

4.1.2. SUPERVIVENCIA SEGUN ECOG

El test de log-rank evidencia una diferencia estadisticamente significativa segun ECOG
(p= 0.0152), con medianas de supervivencia de 5.91 meses con ECOG 2 (IC 95% 2.8-
NA) y de 18.2 meses con ECOG 0 6 1 (IC 95% 14.2-26.0 meses) (Gréfico 10).

Gréfico 10. Supervivencia global segiin ECOG.
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El anélisis mediante regresion de Cox estima que los pacientes con ECOG 2 tienen un
riesgo de muerte 3.14 veces mayor que los pacientes con ECOG 0-1 (HR 3.14, 1IC95%
1.19-8.32, p=0.021).

4.1.3. SUPERVIVENCIA SEGUN LA CLASIFICACION DE LAUREN

El analisis univariante mediante regresion de Cox de la supervivencia global segun la
clasificacion histologica de Laurén pone de manifiesto que no existen diferencias
estadisticamente significativas (LR Chi? 3.70, Prob > Chi?= 0.4485), tal como queda
reflejado en la Tabla 13.

Tabla 13. Analisis univariante de la supervivencia global segun la clasificacién de Laurén.

Subtipo Laurén | HR p-valor 1C95%
Intestinal*

Difuso 1.68 0.405 0.49-5.74
Mixto 0.45 0.445 0.059-3.45
Indeterminado 0.91 0.833 0.37-2.25
No determinado 7.84 0.062 0.89-68.48

*Categoria de referencia para el calculo del HR

4.1.4. SUPERVIVENCIA SEGUN GRADO DE DIFERENCIACION

El analisis univariante mediante regresion de Cox de la supervivencia global segun el
grado de diferenciacion no muestra diferencias significativas (LR Chi?3.20, Prob > Chi?=

0.3620), tal como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Andlisis univariante de la supervivencia global segun el grado de diferenciacion.

Grado de diferenciacion ' HR p-valor ' 1C95%
Bien diferenciado*

Moderadamente diferenciado 1.85 0.282 0.60-5.71
Pobremente diferenciado 2.58 0.101 0.83-7.99
No determinado 2.33 0.270 0.52-10.49

*Categoria de referencia para el calculo del HR
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4.1,5. SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGUN LA LOCALIZACION DEL TUMOR
PRIMARIO

La mediana de supervivencia segun la localizacion del tumor primario es de 13.35 meses
para los tumores localizados en la UGE (1C95% 9.27-19.76 meses) frente a 19.63 meses
para los tumores en otra localizacion (1C95% 14.89-57.55 meses), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa en el test de log rank (p= 0.0305) (Gréfico 11)

Gréfico 11. Supervivencia global seguin localizacidn de tumor primario.
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En analisis de regresion de Cox estima que los pacientes con tumores localizados en la
UGE o el cardias presentan un riesgo de muerte 2.13 veces mayor que los pacientes con
tumores localizados distalmente, siendo este incremento de riesgo estadisticamente
significativo (HR 2.13, IC 95% 1.06-4.28, p=0.034).

4.1.6. SUPERVIVENCIA GLOBALSEGUN EL DEBUT METASTASICO

La mediana de supervivencia global estimada para los pacientes que debutan con
enfermedad metastasica es de 14.21 meses (1C95% 11.97-21.47 meses) frente a los 19.63
meses (1C95% 9.67- NA) de los pacientes cuya enfermedad debuta como enfermedad no

173




metastasica y posteriormente recurren (Gréafico 12). El test de log-rank indica que no es
estadisticamente significativo (p=0.1276). El andlisis de regresion de Cox estima un
riesgo de muerte 1.76 veces mayor para los pacientes con debut metastasico, no
estadisticamente significativo (HR 1.76, 1C95%0.84-3.68, p=0.132).

Grafico 12. Supervivencia global sgiin debut metastasico de la enfermedad.
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4.1.7. SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGUN LOCALIZACION METASTASICA

La mediana de supervivencia segun la presencia de metastasis hepaticas es de de 25.95
meses para los pacientes sin metastasis hepaticas (IC95% 13.4-57.6 meses) y de 14.2
meses para los pacientes con metastasis hepaticas (IC95% 9.3-15.9 meses), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa en la prueba de log-rank (p=0.0266) (Gréafico
13). No se constatan diferencias significativas segin la presencia de carcinomatosis

peritoneal (escasa muestra, p= 0.7922) ni respecto a otras localizaciones metastasicas.

El andlisis de regresion de Cox estima que los pacientes con metastasis hepéticas
presentan un riesgo de muerte 2.16 veces mayor que los pacientes que no tienen
metastasis hepaticas, el cual resulta estadisticamente significativo (HR 2.16, 1C95% 1.08
a 4.34, p=0.030).
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Gréfico 13. Supervivencia global segun la presencia de metastasis hepaticas.
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El analisis univariante mediante regresion de Cox para el resto de localizaciones
metastasicas no resulta estadisticamente significativo, tal como se muestra en la Tabla
15.

Tabla 15. Analisis univariante de regresion de Cox segin la localizacién de las metastasis.

Localizacion de las metastasis HR 1C95% " p-valor
Higado 2.16 1.08-4.34 | 0.030
Pulmén 0.87 0.36-2.13 | 0.765
Ganglios toracicos 1.79 0.77-4.17 0.180
Ganglios abdominales 0.88 0.43-1.81 0.736
Hueso 2.96 0.67-13.06 | 0.153
Peritoneo 1.11 0.50-2.50 0.792
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4.2. ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGUN LAS

ALTERACIONES MOLECULARES

4.2.1. SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGUN LA ACTIVACION DE LA ViA
PISK/AKT/MTOR

Las curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia global segun la activacion de la via de
PI3K/Akt/mTOR se muestran en el Grafico 14. La mediana de supervivencia para los
sujetos sin activacion de PI3BK/Akt/mTOR es de 19.5 meses (IC 95% 11.11 meses- NA)
y de 14.21 meses para los sujetos con activacién de la via (IC 95% 10.28- 19.17 meses).
El test de log-rank indica que existe una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.0213).

Gréfico 14. Supervivencia global segun la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR.
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El analisis de regresion de Cox univariante determina que los pacientes con activacion de
PIBK/Akt/mTOR presentan un riesgo de muerte 2.35 veces mayor que los pacientes sin
activacion de esta via, siendo esta diferencia estadisticamente significtiva (HR 2.35,
IC95% 1.11 -4.95, p=0.025).
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4.2.2. SUPERVIVENCIA GLOBAL SEGUN LA AMPLIFICACION DE GENES
CODIFICANTES DE RECEPTORES TIROSINA QUINASA

La mediana de supervivencia estimada por Kaplan-Meier es de 14.9 meses para los
pacientes sin amplificacion de los genes codificantes de RTK (1C95% 11.3 - 19.6 meses)
y de 19.8 meses para los pacientes con amplificacion (IC 95% 12.8 - 30.8 meses). Estas

diferencias no resultaron estadisticamente significativas (p=0.7215) (Gréfico 15).

Gréfico 15. Superviencia global segun la amplificacion de los genes codificantes de RTK.
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El modelo de regresion de Cox determina que no existen diferencias estadisticamente
significativas en el riesgo de muerte segun la amplificacién de genes codificantes de RTK
(HR 0.88, 1C95% 0.43-1.81, p=0.722).

En el Grafico 16 se muestran las graficas de Kaplan-Meier segun la activacion de la via
PI3K/Akt/mTOR estratificando por el estado de amplificacion de los genes codificantes
de RTK. En el subgrupo de pacientes sin amplificacion, aquellos que presentan activacion
de PIBK/Akt/mTOR presentan una mediana de supervivencia de 14.21 meses (1C95%
10.79- 15.69 meses) frente a 19.5 meses de los pacientes sin activacion de
PIBK/AKt/mTOR (IC95% 9.7 meses- NA), siendo esta diferencia estadisticamente

significativa en el test de log rank (p= 0.0353). El analisis de regresion de Cox estima un
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riesgo 2.67 veces mayor para los pacientes con activacion de PI3K/Akt/mTOR en el
subgrupo sin amplificacion de genes codificantes de RTK, siendo este resultado
estadisticamente significativo (HR 2.67, 1C95% 1.04-6.86, p=0.042).

En el subgrupo de pacientes con amplificacion de genes codificantes de RTK no existe
diferencia estadisticamente significativa segin el estado de activacion de
PI3K/Akt/mTOR (p= 0.2360). EI analisis de Cox muestra resultados concordantes: HR
2.12, 1C95% 0.60-7.58, p=0.245.

Gréfico 16. Supervivencia global seguin la activacion de PI3K/Akt/mTOR. Andlisis por subgrupos
segun la amplificacién de genes codificantes de RTK.
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4.2.3. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL
SEGUN LA ACTIVACION DE LA VIA PI3K/AKT/MTOR

Dado que nuestro estudio se trata de un estudio de investigacion no experimental, la
ausencia de aleatorizacion facilita que las variables de confusién produzcan un sesgo en
la estimacion cruda del efecto de una variable. Ademas del efecto de las variables de
confusion, sera preciso controlar la existencia interaccion o de variables modificadoras
del efecto, que son aquellas que segun el valor que toman cambian la intensidad y/o el
sentido de la relacion entre el factor de estudio y la respuesta. De esta forma, para
determinar el impacto crudo de la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR sobre la
supervivencia global de forma independiente a otras variables que pudieran estar
influyendo como variables de confusion o variables modificadoras del efecto, hemos
construido un modelo de regresion de Cox ajustado a dichas variables mediante el método

de Domenech Massons et al. (496), tal como hemos comentado en el apartado de Material
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y Métodos. Las variables incluidas en el modelo méximo inicial fueron aquellas variables
que han resultado estadisticamente significativas en el modelo univariante: ECOG,
localizacion del tumor primario, presencia de metéstasis hepaticas y activacion de la via
PIBKCA/Akt/mTOR (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis univariante de riesgos proporcionales de Cox para la supervivencia global.

Variable HR 1C95% p-valor
Activacion de PISKCA/Akt/mTOR | 2.35 1.11-4.95 0.025
Amplificacién de RTK 0.88 0.43-1.81 0.722
ECOG 3.14 1.11-8.32 0.021
Grado de diferenciacién

Bien diferenciado*

Moderadamente diferenciado 1.85 0.60-5.71 0.282

Pobremente diferenciado 2.58 0.83-7.99 0.101

No determinado 2.33 0.52-10.49 0.270
Clasificacion histolégica de Laurén

Intestinal*

Difuso 1.68 0.49-5.74 0.405

Mixto 0.45 0.59-3.45 0.445

Indeterminado 0.91 0.37-2.25 0.833

No determinado 7.84 0.89-68.48 0.062
Localizacién tumor primario 2.13 1.06-4.28 0.034
Estadio metastasico al debut 1.76 0.84-3.68 0.132
Metastasis hepaticas 2.16 1.08-4.34 0.030
Carcinomatosis peritoneal 1.11 0.50-2.50 0.792

*Categoria de referencia en el célculo de la HR. Variables incluidas en el modelo de regresion: Activacion de
PI3KCA/AKt/mTOR (No versus Si), Amplificacion de RTK (No versus Si), ECOG (0-1 versus 2), Grado de
diferenciacion (segun lo indicado), localizacion del tumor primario (UGE y cardias versus otra localizacion),
estadio metastasico al debut (No versus Si), Metastasis hepaticas (No versus Si), Carcinomatosis peritoneal (No
versus Si).

El modelo multivariante finalmente seleccionado para medir el efecto crudo sobre la
supervivencia global de la activacion de la via PI3BK/Akt/mTOR incluye como variables
de confusion el ECOG vy la presencia de metéstasis hepaticas (Tabla 17). Este indica que
los sujetos, con el mismo valor para las variables ECOG y presencia de metastasis
hepéticas, que presentan activacion de la via de PISBK/Akt/mTOR tienen un riesgo de
muerte 3.28 veces mayor que aquellos sin activacion de la via (HR 3.28, 1C95% 1.45-
7.41, p=0.004).

Tabla 17. Modelo multivariante explicativo de la supervivencia global segin la activacién de la via
PISK/Akt/mTOR.

Variable HR 1C95% p-valor
Activacion de PIBKCA/Akt/mTOR 3.28 1.45-7.41 0.004
ECOG 0.29 0.10-0.80 0.017
Metastasis hepéticas 2.50 1.2-5.17 0.014
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5. ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE

PROGRESION

La mediana de supervivencia libre de progresion estimada para la primera linea de
tratamiento es de 10.35 meses (IC95% 7.75 a 12.75 meses) (Gréfico 17).

La tasa de supervivencia libre de progresion estimada a 1 afio es del 36.65% (IC 95%
22.34%-51.07%), a 2 afios del 21.99% (1C95% 10.90%-35.53%), a 3 afios del 19.24%
(1C95% 8.89%-32.56%) y a 5 afos del 12.83% (1C95% 4.48%-25.75%).

Gréfico 17. Supervivencia libre de progresion (curva de Kaplan-Meier)
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Como podemos observar en el Grafico 18 hay cuatro sujetos outliers con medianas de
supervivencia libre de progresion largas, que superan en mas de 1.5 rangos
intercuartilicos la mediana de supervivencia del resto de la muestra, con valores de 45.03,
51.42,101.85 y 109.80 meses.
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Gréfico 18. Diagrama de caja: supervivencia libre de progresion a la 12 line.
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La duracion del seguimiento para el calculo de la SLP para el total de los pacientes del
estudio es de 18.23 meses y en los sujetos que no han progresado (tiempos censurados)
de 46.16 meses. Los diagramas de caja (Grafico 19) representan las distribuciones de los

tiempos censurados y completos de seguimiento.

Gréfico 19. Diagrama de cajas: duracidn del seguimiento para el calculo de la supervivencia libre
de progresion.
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5.1. ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION

SEGUN CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

5.1.1. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION SEGUN EDAD Y SEXO

En el andlisis univariante de regresion de Cox no se identifican como variables predictoras
de la progresion a la primera linea de tratamiento ni la edad (HR 1.31, 1C95% 0.61-2.83,
p=0.482), ni el sexo (HR 1.14, 1C95% 0.49-2.67, p=0.747).

5.1.2. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION SEGUN ECOG

La mediana de SLP estimada para los pacientes con ECOG 0-1 es de 11.04 meses (IC95%
8.48-17.87 meses) frente a 4.47 meses (IC95% 2.50- NA) de los pacientes con ECOG 2.
El test de log-rank evidencia una diferencia estadisticamente significativa en la SLP segln

el ECOG (p=0.0016). Las curvas de Kaplan-Meier se muestran en el Grafico 20.

Gréfico 20. Supervivencia libre de progresion segin ECOG.
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El modelo univariante de regresion de Cox determina que los pacientes con ECOG 2
presentan un riesgo de progresion a la primera linea de tratamiento 4.38 veces mayor que
los pacientes con ECOG 0-1 (HR 4.28, 1C95% 1.6-11.94, p=0.004).
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5.1.3. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION SEGUN CLASIFICACION
DE LAUREN

El andlisis univariante mediante regresion de Cox evidencia una diferencia
estadisticamente significativa en la supervivencia libre de progresion segun el subtipo de
Laurén (LR Chi%= 12.39, Prob > Chi?=0.0147). Como muestra la Tabla 18, los pacientes
con adenocarcinomas de tipo difuso presentan un riesgo de progresion tumoral 3.62 veces
mayor que los pacientes con histologia intestinal (IC95% 1.14-11.46, p=0.029).

Tabla 18. Analisis de la supervivencia libre de progresion segun la clasificacion de Laurén.

Subtipo Laurén HR p-valor 1C95%
Intestinal”

Difuso 3.62 0.029 1.14-11.46
Mixto 0.44 0.424 0.06-3.29
Indeterminado 1.02 0.971 0.43-2.40
No determinado 4.94 x e1® 1.0 0-.NA

*Categoria de referencia para el calculo del HR

5.1.4. SUPERVIVENCIA LBRE DE PROGRESION SEGUN GRADO DE
DIFERENCIACION

En el andlisis univariante de Cox no se evidencian diferencias estadisticamente
significativas en la SLP segun el grado de diferenciacion (LR Chi?= 1.56, Prob > Chi?=

0.6684). En la Tabla 19 se muestran los resultados por categorias.

Tabla 19. Analisis de la supervivencia libre de progresién segun el grado de diferenciacion.

Subtipo Laurén " p-valor 1C95%
Bien diferenciado*

Moderadamente diferenciado 1.35 0.568 0.48-3.77
Pobremente diferenciado 1.82 0.258 0.64-5.14
No determinado 1.74 0.449 0.41-7.34

*Categoria de referencia para el calculo del HR
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5.1.5. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION SEGUN LA
LOCALIZACION DEL TUMOR PRIMARIO

La curva de Kaplan-Meier segun la localizaciéon del tumor primario se muestra en el
Gréfico 21. La mediana de SLP estimada para los tumores localizados en la UGE es de
8.90 meses (IC95% 5.36 a 11.04 meses) y para los tumores fuera de dicha localizacion
fue de 11.89 meses (IC95% 7.75 a 26.22 meses). El test de log-rank indica que estas

diferencias son estadisticamente significativas (p=0.0435).

El anélisis de regresién de Cox estima un riesgo de progresion a la primera linea de
tratamiento 2.02 veces mayor para los pacientes con tumores localizados en la UGE o el
cardias, siendo estadisticamente significativa (HR 2.02, IC95% 1.01 a 4.06, p=0.047).

Gréfico 21. Supevivencia libre de progresién segun la localizacion de tumor primario.
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5.1.6. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION SEGUN LA
LOCALIZACION METASTASICA

La mediana de SLP estimada para los pacientes con metastasis hepaticas es de 9.63 meses
(IC95% 4.47-10.61 meses) y para los pacientes sin metastasis hepaticas es de 13.31
(IC95% 7.13-19.91 meses). Sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente

significativas mediante el analisis de log-rank (p=0.1051), y tampoco si aplicamos el test
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de Peto-Peto para detectar diferencias tempranas (p=0.0687) ni el de Tarone-Ware para
detectar diferencias en el medio (p=0.0662). En el Grafico 22 se muestran las curvas de
Kaplan-Meier.

Gréfico 22. Supervivencia libre de progresion segun metastasis hepaticas.
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De igual manera ocurre con la presencia de carcinomatosis peritoneal. En las curvas de
Kaplan-Meier que se muestran en el Gréfico 23 parece existir una diferencia en la SLP
segun la presencia de carcinomatosis peritoneal, sin embargo los tests de log-rank,
Tarone-Ware y Peto-Peto no muestran diferencias estadisticamente significativas
(p=0.1080, p=01267 y p=0-1336, respectivamente). La mediana de SLP estimada para
los pacientes con carcinomatosis peritoneal fue de 7.75 meses (1C95% 2.50-12.74) y para
los pacientes sin carcinomatosis peritoneal fue de 10.61 meses (1C95% 8.11-17.87

meses).

El modelo de regresion de Cox univariante para cada una de las localizaciones
metastasicas estima que no existen diferencias estadisticamente significativas en el riesgo
de progresion a la primera linea de tratamiento para las diferentes localizaciones

metastasicas, tal como se muestra en la Tabla 20.
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Grafico 23. Supervivencia libre de progresion segiin carcinomatosis peritoneal.
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Tabla 20. Anélisis univariante de regresién de Cox segun la localizacion de las metéastasis.

Localizacién de las metastasis | HR 1C95% p-valor

Higado 1.75 0.88-3.47 0.109
Pulmén 1.2 0.54-2.64 0.651
Ganglios toracicos 1.64 0.71-3.79 0.245
Ganglios abdominales 0.67 0.34-1.33 0.249
Hueso 3.53 0.77-16.15 | 0.104
Peritoneo 1.82 0.87-3.84 0.113

186



5.2. ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION

SEGUN ALTERACIONES MOLECULARES

5.2.1. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION SEGUN LA ACTIVACION
DE LA VIA PI3K/IAKT/MTOR

Las curvas de Kaplan-Meier de la SLP segln la activacion de PI3K/Akt/mTOR se
muestran en el Gréafico 24. La mediana de SLP estimada para los pacientes con activacion
de PI3K/AKt/mTOR es de 8.48 meses (IC95% 5.36 a 10.61 meses) y para los pacientes
sin activacion de PI3BKCA de 11.33 meses (IC95% 8.11 a 38.79 meses). Los test de log-

rank evidencia diferencias estadisticamente significativas (p=0.0219).

Gréfico 24. Supervivencia libre de progresién segin activacion de PISK/AKt/mTOR
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El analisis de regresion de Cox estima un riesgo de progresion a la primera linea de
tratamiento 2.22 veces mayor para los pacientes con activacion de PI3K/Akt/mTOR
frente a aquellos en los que no existe activacion, siendo estadisticamente significativa
(HR 2.22, 1C95% 1.10-4.47, p=0.025).
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5.2.2. SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION SEGUN LA
AMPLIFICACION DE GENES CODIFICANTES DE RECEPTORES
TIROSINA QUINASA

Las curvas de Kaplan-Meier de la SLP reflejan que no existe diferencia entre los pacientes
con amplificacion de genes que codifican RTK y los pacientes sin amplificacion (Grafico
25). La mediana de SLP para los pacientes con amplificacion fue de 11.04 meses (1C95%
8.90-17.87 meses) y de 8.48 meses para los pacientes sin amplificacion (IC 95% 5.36-
11.89 meses). El test de log-rank muestra ausencia de diferencias estadisticamente

significativas (p=0.4847).

Gréfico 25. Supervivencia libre de progresion segun la amplificacion de genes codificantes de RTK.
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El modelo de regresion de Cox determina una HR de 0.78 no estadisticamente signifcativa
(HR 0.78, 1C95% 0.38-1.58, p=0.486).

En el Gréfico 26 se muestran las curvas de Kaplan-Meier de la SLP segun la activacion
de la via PI3K/Akt/mTOR estratificando por el estado de amplificacion de los genes
codificantes de RTK. En el subgrupo de pacientes sin amplificacion, la mediana de
supervivencia para los pacientes sin activacion de PI3K/Akt/mTOR es de 11.33 meses
(1IC95% 4.46-38.77) y de 7.75 meses en los pacientes con activacion de la via (IC95%
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4.34-10.61). El test de log rank muestra resultados en el limite de la significacion
estadistica (p=0.0601). La HR estimada por el modelo de Cox es de 2.26 (1C95% 0.95-
5.41, p=0.066). En el subgrupo de pacientes con amplificacion de genes codificantes de
RTK, la mediana de supervivencia es de 12.75 meses para los pacientes sin activacion de
PI3K/Akt/mTOR (I1C95% 8.90-NA) y de 10.35 meses para los pacientes con activacion
(IC95% 2.50-19.0 meses). El test de log-rank muestra que no existen diferencias
estadisticamente significativas (p=0.3288). La HR estimada por el modelo de Cox es de
1.76 (1C95%0.55-5.61, p=0.335).

Gréfico 26. Supervivencia libre de progresidn segun la activacion de PISK/Akt/mTOR. Analisis por
subgrupos seguin amplificacion de genes codificantes de RTK.
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5.2.3. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE
PROGRESION SEGUN LA ACTIVACION DE LA VIA PI3K/AKT/MTOR

Para determinar el impacto de la activacion de la via de PI3BK/Akt/mTOR de forma
independiente, eliminando los sesgos potenciales producidos por el disbalance en la
distribucion de otros factores prondsticos potenciales, y para estimar su importancia
relativa en la supervivencia libre de progresion, hemos realizado un analisis multivariante
segun el método de Cox. Hemos incluido en el modelo maximo inicial aquellas variables
qgue han resultado estadisticamente significativas en el analisis univariante: ECOG,
clasificacion histoldgica de Laurén y localizacion del tumor primario, junto con la
activacion de PI3K/Akt/mTOR (Tabla 21).
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Tabla 21. Andlisis univariante de riesgos proporcionales de Cox para la supervivencia libre de

progresion.

Variable | HR 1C95% p-valor
Activacion de PISK/Akt/mTOR 2.22 1.10-4.47 0.025
Amplificacién de RTK 0.78 0.38-1.58 0.486
ECOG 4.28 1.6-11.46 0.004
Grado de diferenciacién

Bien diferenciado*

Moderadamente diferenciado 1.35 0.48-3.77 0.568

Pobremente diferenciado 1.82 0.64-5.14 0.298

No determinado 1.74 0.41-7.34 0.449
Clasificacion histoldgica de Laurén

Intestinal*

Difuso 3.62 1.14-11.46 0.029

Mixto 0.44 0.06-3.29 0.424

Indeterminado 1.02 0.43-2.40 0.971

No determinado 4.94 x el® 0-. 1.0
Localizacion tumor primario 2.02 1.01-4.06 0.047
Metéstasis hepéticas 1.75 0.88-3.47 0.109
Carcinomatosis peritoneal 1.82 0.87-3.84 0.113

*Categoria de referencia en el célculo de la HR. Activacién de PI3KCA (No versus Si), Amplificacion de RTK (No
versus Si), ECOG (0-1 versus 2), Grado de diferenciacion (segun lo indicado), Clasificacion histoldgica de Laurén
(segun lo indicado) localizacion del tumor primario (UGE y cardias versus otra localizacion), Metastasis hepaticas
(No versus Si), Carcinomatosis peritoneal (No versus Si).

Tras el andlisis por pasos, el modelo finalmente seleccionado que mejor determina el
efecto de la activacién de la via PISBK/Akt/mTOR sobre la supervivencial libre de
progresion es aquel que incluye la localizacion del tumor primario como variable de
confusién. Dicho modelo determina que los pacientes con activacion de PI3K/Akt/mTOR
presentan un riesgo de progresion 2.04 veces mayor que aquellos sin activacién, de forma
estadisticamente significativa (HR 2.04, 1C95% 1.01-4.10, p=0.045) (Tabla 22).

Tabla 22. Modelo multivariante explicativo de la supervivencia global segun la activacién de
PI3K/Akt/mTOR.

Variable HR 1C95% p-valor
Activacion de PISKCA/Akt/mTOR 2.04 1.01-4.11 0.045
Localizacién UGE/cardias 1.81 0.91-3.63 0.091
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6. ANALISIS DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

En la Tabla 23 se muestra la respuesta al tratamiento de primera linea con quimioterapia,
con un porcentaje de beneficio del 88.1%, incluyendo respuestas completas (RC),
respuestas parciales (RP) y estabilizaciones de la enfermedad (EE), con tan s6lo un 21.9%
de progresiones de la enfermedad (PE). Estos porcentajes son similares a los resultados
de la respuesta al tratamiento con Trastuzumab que se muestran a continuacion, dado que

el 95% de los pacientes recibireron Trastuzumab en primera linea.

Tabla 23. Respuesta a la quimioterapia de 12 linea.

RESPUESTA A LA QUIMIOTERAPIA DE 12 LINEA N=42 N( %)

Progresion 5(11.2)
Respuesta parcial 21 (50.0)
Respuesta completa 6 (14.3)
Estabilizacion 10 (23.8)

El 90.5% de los pacientes (n=38) presentaron algun grado de beneficio clinico con el
tratamiento con Trastuzumab: 52.4% (n=22) respuestas parciales, 14.3% (n=6) respuestas
completas y 23.8% (n=10) enfermedad estable (Gréfico 27). La tasa de respuestas
objetivas a Trastuzumab fue del 66.7% (n=28).

Grafico 27. Diagrama de sectores: Respuesta a Trastuzumab.
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6.1. ANALISIS DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y LAS

CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

El analisis mediante el test de Chi? de Pearson o el test exacto de Fisher, segln
corresponda, de la relacion entre la respuesta objetiva a Trastuzumab y las caracteristicas
clinicas y patologicas sélo detecta diferencias estadisticamente significativas en el caso
del ECOG. En el resto de las variables los resultados no son estadisticamente

signficativos, tal como se muestra en la Tabla 24.

En el caso del ECOG el riesgo relativo calculado mediante regresion logistica indica que
presentar un ECOG 2 multiplica el riesgo de presentar progresion de la enfermedad o
enfermedad estable con Trastuzumab por 2.96 (RR 2.96, 1C95% 1.49-5.89, p=0.002).

Tabla 24. Analisis de la relacién entre la respuesta objetiva al tratamiento con Trastuzumab y las
caracteristicas clinico-patoldgicas.

RP/RC EE/PE Total
n (%) n (%) n (%)

Edad p=0.440
<70 afios 22 (68.75) 10 (31.25) 32 (100)

>70 afios 6 (60) 4 (40) 10 (100)

Sexo p=0.543
Mujer 23 (67.65) 11 (32.35) 34 (100)

Varén 5 (62.50) 3(37.50) 8 (100)

ECOG p=0.002
0-1 27 (72.97) 10 (27.03) 37 (100)

2 1 (20) 4 (80) 5 (100)
Clasificacion de Laurén p=0.092
Intestinal 19 (70.37) 8(29.63) 27 (100)

Difuso 1(25) 3(75) 4 (100)

Mixto 1 (50) 1 (50) 2 (100)
Indeterminado 7 (87.50) 1(12.50) 8 (100)

No determinado 0 (0) 1 (100) 1 (100)

Grado de diferenciacion p=0.395
Bien diferenciado 6 (85.71) 1(14.29) 7 (100)
Moderadamente diferenciado 10 (58.82) 7 (41.18) 17 (100)

Pobremente diferenciado 9 (60) 6 (40) 15 (100)

No determinado 3 (100) 0 (0) 3 (100)
Localizaciéon tumor primario p=0.288
Otra localizacion 18 (72) 7 (28) 25 (100)
UGE/cardias 10 (58.82) 7 (41.18) 17 (100)

Metéstasis hepaticas p=0.826
No 15 (65.22) 8 (34.78) 23 (100)

Si 13 (68.42) 6 (31.58) 19 (100)
Carcinomatosis peritoneal p=1.000
No 21 (65.63) 11 (34.38) 32

Si 7 (70) 3(30) 10
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6.2. ANALISIS DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y

ALTERACIONES MOLECULARES

6.2.1. RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y ACTIVACION DE LA VIA
PISK/AKT/MTOR

Analizamos la respuesta al tratamiento con Trastuzumab y la activacion de
PISK/Akt/mTOR, no detectandose diferencias estadisticamente significativas en la

prueba de Chi? de Pearson (p=0.662).

Tabla 25. Respuesta a Trastuzumab y activacion de PIBKCA/Akt/mTOR.

Activacion de PISK/Akt/mTOR

No Si
RP/RC 14 (70%) 14 (63.6%) 28 (66.7%)
EE/PE 6 (30%) 8 (36.4%) 14 (33.3%)
20 (100%) 22 (100%) 42 (100%)

6.2.2. RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y AMPLIFICACION DE GENES
CODIFICANTES DE RECEPTORES TIROSINA QUINASA

En el andlisis de la respuesta a Trastuzumab segun la amplificacién de los genes
codificantes de receptores tirosina quinasa mediante la prueba Chi? de Pearson no se

evidencian diferencias estadisticamente significativas, con p-valor de 0.369 (Tabla 26).

Tabla 26. Respuesta a Trastuzumab y amplificacion de genes codificantes de RTK.

Amplificacién de RTK

No Si
RP/RC 16 (61.5%) 12 (75%) 28 (66.7%)
EE/PE 10 (38.5%) 4 (25%) 14 (33.3%)
24 (100%) 18 (100%) 42 (100%)




VI. DISCUSION
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1. CARACTERIZACION CLINICA Y
ANATOMOPATOLOGICA DEL CANCER GASTRICO

HER2 POSITIVO

La serie final de adenocarcinomas gastricos que presentamos en este trabajo, es aquella
en la que dispusimos de material histoldgico suficiente para realizar el anélisis molecular
propuesto, tal cual se muestra en el diagrama de flujo correspondiente (Figura 20). Consta
de 42 pacientes con adenocarcinoma gastrico en estadio metastasico, con sobreexpresion
y/o amplificacién de HER2 tratados con Trastuzumab, de los cuales se obtuvo la

informacion clinica, patolégica y molecular en el 100% de los casos.

En nuestra muestra la mediana de edad es de 62.3 afios, existe un predominio de varones
y la mayor parte de los pacientes presentan un buena situacién funcional (ECOG 0 6 1),

datos concordantes con estudios previos (87, 498, 499).

Respecto al tipo histoldgico, la literatura describe que dentro de los adenocarcinomas
gastricos cabe esperar aproximadamente un 54% adenocarcinomas intestinales, un 32%
de adenocarcinomas difusos y un 15% mixtos o indeterminados, segun la clasificacion de
Laurén (87). En nuestro estudio el 64.3% de las muestras de adenocarcinoma géstrico
analizadas son de tipo intestinal, el 9.5% de tipo difuso, el 4.8% mixto y el 19.1%
indeterminado (500). Esto refleja una mayor proporcion de pacientes con
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal frente a una menor proporcion del tipo difuso,
como cabe esperar por las caracteristicas de la muestra, en la que se han seleccionado los
casos con sobreexpresion y/o amplificacién de HER2, asemejandose nuestras frecuencias
relativas a las del estudio ToGA (104, 500). Es de destacar el alto porcentaje de pacientes
en los que no ha sido posible determinar el tipo histoldgico; el 24.9% de las muetras
fueron clasificadas como como subtipo mixto o indeterminado, lo cual podria poner de
manifiesto por un lado, la heterogeneidad y compleja clasificacion histopatoldgica del
CG vy, por otro la necesidad de patologos experimentados en esta patologia en los
laboratorios de Anatomia Patoldgica de los hospitales espafioles. En relacién al grado de
diferenciacion, la mayor parte de los tumores son bien 0 moderadamente diferenciados,

como cabe esperar segun estudios previos.
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En relacion a la localizacion del tumor primario, el 40.5% se localizan a nivel proximal
(unién gastroesofagica-cardias) y el 59.5% a nivel distal (fundus, cuerpo o antro
géstricos). La existencia de una frecuencia relativa de adenocarcinomas proximales
mayor a lo esperado es explicable por la seleccion de los casos HER2 positivos como

muestra del estudio (104).

En el 61.9% de los pacientes la enfermedad debuto en estadio avanzado, mientras que en
el 39.9% se desarrollaron metéstasis en el transcurso evolutivo de la enfermedad. La
localizacion de las metéstasis en los pacientes de nuestra muestra se ajusta a lo descrito
en trabajos previos, con preferencia por las metastasis ganglionares, hepaticas y
peritoneales (501). Aunque existe una menor frecuencia relativa de la afectacion
peritoneal y mayor de las metéstasis hepaticas respecto a lo que cabria esperar en una
muestra de pacientes con CG, esto es explicable por la predominancia de los

adenocarcinomas de tipo intestinal en la muestra de CG HER2 positivo.

El 95.2% de los pacientes recibieron tratamiento con quimioterapia asociada a
Trastuzumab en primera linea. La quimioterapia elegida con mayor frecuncia fue la
combinacion de Cisplatino y fluoropirimidinas en el 52.4% de los casos, siguiendo el
esquema del estudio pivotal en fase 111 TOGA. Otros esquemas de tratamiento basados en
fluoropirimidinas, antraciclinas, taxanos o CPT-11, han sido empleados en combinacién
con Trastuzumab, a pesar de la ausencia de estudios fases 11l que lo avalen. Ello refleja,
por un lado, la practica clinica habitual en la que Trastuzumab se combina con diversos
esquemas de quimioterapia distintos al empleado en el estudio ToGA; y por otro la
ausencia de una primera linea estdndar en CG avanzado. La mediana de ciclos de
Trastuzumab en primera linea es de 11 (rango: 3-79 ciclos), superior a lo esperado segin
el estudio ToGA (104), hecho que probablemente se encuentre en relacion con la

optimizacion en la seleccion de los pacientes, tal como comentaremos mas adelante.

La mediana de supervivencia global estimada en la muestra estudiada es de 15.69 meses
(IC 95% 13-21.5 meses) y la mediana de supervivencia libre de progresion es de 10.35
meses (1C95% 7.75-12.75 meses). Estos resultados parecen superiores a los presentados
en la poblacion inicial del estudio ToGA, en el que la mediana de SG en el brazo
experimental de Trastuzumab y quimioterapia fue de 13.8 meses (IC95% 12-16 meses) y
la mediana de SLP de 6.7 meses (IC95% 6-8 meses). Sin embargo, en el estudio ToOGA
tras el andlisis exploratorio predefinido de acuerdo al estado de HERZ2, se evidencid que
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los pacientes con alta expresion de HER2 (IHQ 2+ y FISH positivo o IHQ 3+) presentaban
una mediana de SG de 16 meses (IC95% 15-19 meses), cifra concordante con los
resultados de nuestra muestra (104). En nuestra muestra el 90.5% de los pacientes
presenta sobreexpresion de HER2 con IHQ 3+, mientras que el 9.5% restante con IHQ
2+ demostro amplificacién por dc-SISH, siguiendo los criterios de Ruschoff et al. (195).
Del total de los pacientes, el 88.1% presentan un ratio HER2/CEP17 mayor o igual a 4
por SISH. Distintos estudios han definido un punto de corte superior a 4 para el ratio de
la amplificacion de HER2 como factor predictivo de respuesta al tratamiento y de
supervivencia global en pacientes tratados con Trastuzumab (105, 502) cuando se
determina por hibridacion in situ no fluorescente, por lo que una 6ptima seleccién de los
pacientes puede determinar mejores resultados en tasa de respuestas y en supervivencia

global con el tratamiento con Trastuzumab en nuestra cohorte de pacientes.

En nuestro estudio el 88.1% de los pacientes presentaron algun grado de beneficio clinico
a la primera linea de tratamiento. EI 90.5% de los pacientes presentaron sensibilidad a la
terapia con Trastuzumab (incluyendo a todos los pacientes tratados con Trastuzumab en
primera o en segunda linea), con una tasa de respuestas objetivas del 66.7%. Estos datos
son superiores a los que cabria esperar segun la rama experimental del estudio ToGA, en
el que se objetivd beneficio clinico en el 79% de los pacientes y una tasa de respuestas
objetivas del 47%. Tal como hemos comentado con anterioridad, la poblacion inicial del
estudio ToGA y de la que se muestran los resultados, incluy6 a pacientes con IHQ 3+ 0
con FISH positivo, por lo que se incluyeron pacientes con IHQ 0 y 1+ con FISH
amplificado. Posteriormente se evidencid que esta subpoblacién presentaba menor

beneficio al tratamiento con trastuzumab que aquellos con alta expresion de HER2.

El anélisis estratificado de la supervivencia global y la supervivencia libre de progresion
segun el ECOG determina que los pacientes con un ECOG 2, respecto a aquellos con
ECOG 0 06 1, mueren antes (HR 3.14, IC 95% 1.19-8.32) y presentan una recaida de la
enfermedad mas precoz con el tratamiento de quimioterapia (HR 4.28, | 1.6-11.94), por
lo que el ECOG se muestra como un factor pronostico en nuestra serie, tal como se ha
mostrado en la literatura (155, 156). El analisis estratificado segun la edad y el sexo no

ha demostrado diferencias estadisticamente significativas.

Por otro lado, la localizacion proximal del tumor primario se identifica como factor

prondstico, existiendo un mayor riesgo de muerte (HR 2.13, 1C95% 1.06-4.28) y menor
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tiempo a la progresion con el tratamiento de primera linea (HR 2.02, 1C 95% 1.01-4.06)
respecto a aquellos pacientes con tumores de localizacion distal, lo cual también se
encuentra en concordancia con lo hallado en series previas (143).

El grado histoldgico, cuyo valor prondstico ha sido identificado en otras publicaciones
(145), no se ha mostrado en nuestra muestra como factor determinante de la supervivencia
global ni de la supervivencia libre de progresion, aunque dado el limitado tamafio

muestral no es posible establecer conclusiones definitivas a este respecto.

El valor prondstico de los diferentes tipos histolégicos es un tema controvertido, no
aclarado en la literatura (138, 139). En nuestra muestra el anélisis estratificado de la
supevivencia libre de progresion segun la clasificacion de Laurén, estima un riesgo de
progresion 3.62 veces mayor en los pacientes con adenocarcinoma gastrico difuso
respecto a los pacientes con histologia intestinal (HR 3.62, 1C95% 1.14-11.46). Sin
embargo, el anélisis de la supervivencia global segun el subtipo histoldgico determina
que no existen diferencias estadisticamente significativas, lo cual podria traducirse en que
los pacientes con CG difusos presentan un menor beneficio con el tratamiento de
quimioterapia y Trastuzumab, considerandose la histologia como factor predictivo

negativo de respuesta al tratamiento, pero no como factor pronostico en nuestra serie.

El indice prondstico validado prospectivamente por el Hospital Royal Marsden (Londres,
Reino Unido) identificé la presencia de metastasis hepéaticas y la carcinomatosis
peritoneal como dos factores prondsticos independientes en el analisis multivariante (155,
156). En nuestra muestra, la presencia de metastasis hepaticas es identificada como un
factor asociado a menor mediana de supervivencia, estimando que el riesgo de muerte
para los pacientes con metastasis hepaticas es 2.16 veces mayor que para aquellos que no
las presentan (HR 2.16, 1C95% 1.08-4.34). Por el contrario, la carcinomatosis peritoneal
no se asocia a mayor riesgo de muerte en nuestra muestra, hecho que podria estar en
relacion con el escaso tamafio muestral y la menor incidencia de carcinomatosis
peritoneal entre los pacientes con sobreexpresion y/o amplificacion de HER2, en su
mayoria de histologia intestinal. El analisis de supervivencia libre de progresién segun la
presencia de metastasis hepaticas o carcinomatosis peritoneal no muestra diferencias

estadisticamente significativas.

Con estos datos consideramos que nuestra muestra es equiparable a la poblacion general

de pacientes con adenocarcinomas gastricos HER2 positivos, constituyendo una serie de
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casos valida para el estudio clinico y molecular de esta neoplasia. Sin embargo, el tamafio
muestral es una limitacion que deberemos considerar en todas nuestras interpretaciones,
y que puede condicionar la falta de potencia estadistica para encontrar diferencias
estadisticamente significativas en algunos casos, aun siendo éstas clinicamente
relevantes.
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2. CARACTERIZACION MOLECULAR DEL CANCER

GASTRICO HER2 POSITIVO

En los ultimos afios diversos estudios relacionados con el perfil molecular del cancer
gastrico han sido publicados, tratando de identificar diferentes alteraciones genémicas
potencialmente tratables con terapias dirigidas, y de relacionar factores clinico-

patoldgicos con dichas alteraciones moleculares.

Destaca entre dichos estudios la clasificacion establecida por el TCGA, en el que se
evallan de forma integrada las mutaciones, cambios en el nimero de copias, expresion
génica y metilacion del ADN de 295 pacientes con adenocarcinoma gastrico (122).
Historicamente, el CG ha sido identificado como una entidad Unica, sin embargo, en los
ultimos afios ha quedado de manifiesto la gran heterogeneidad de la enfermedad a nivel
clinico y molecular (503). De esta forma, el estudio del TCGA redefine el CG en cuatro
subtipos moleculares distintos. En primer lugar, el subtipo VEB se caracteriza por la
presencia de hipermetilacién y una alta prevalencia de mutaciones en PIK3CA. En
segundo lugar, en el subtipo MSI predomina un patron de hipermetilacion diferente al
observado en el VEB positivo y alta tasa de mutaciones somaticas, con mutaciones
recurrentes en PIK3CA y ERBB3. En tercer lugar, los tumores con inestabilidad
cromosOmica muestran aneuploidia y amplificaciones de genes codificantes de RTK,
especialmente HER2. Por dltimo, el subtipo gendmicamente estable, principalmente
representado por la el adenocarcinoma difuso, presenta alteraciones en la via de

sefalizacién de Rho en el 30% de los casos.

Otro estudio importante publicado en los Gltimos afios, es el analisis génico y de expresion
proteica de 300 tumores primarios gastricos realizado por The Asian Cancer Research
Group (ACRG) (504), en el que se divide a los pacientes en cuatro subtipos con diferente
prondstico: mesenquimal (MSS/EMT), con inestabilidad de microsatélites (MSI), sin
mutacion de TP53 (MSS/TP53-) y con mutacion de TP53 (MSS/TP53+), de peor a mejor
prondstico respectivamente. La comparacion del estudio del TCGA con el estudio del
ACRG muestra algunas similitudes, como la presencia de un grupo con inestabilidad de
microsatélites y la correspondencia entre los subtipos GS y MSS/EMT, VEB vy
MSS/TP53+, y CIN y MSS/TP53-. Sin embargo, los subtipos CIN y GS del estudio del

TCGA se encuentran representados en todos los subtipos del ACRG vy el porcentaje de
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adenocarcinoma gastrico difuso en cada uno de los estudios difiere de forma significativa
en los subtipos GS y MSS/EMT respectivamente (57% vs. 27%). Ademas, cuando se
aplica la clasificacion molecular empleada por el TCGA sobre las muestras del estudio

asiatico no se evidencia la asociacion pronostica.

Por lo tanto, ambas clasificaciones pueden considerarse complementarias y, a dia de hoy,
no existe una clasificacion molecular con aplicabilidad practica para el CG. No obstante,
los diferentes estudios publicados en los Ultimos afios sobre la caracterizacion molecular
del CG asientan las bases para la estratificacion de los pacientes y el desarrollo racional

de terapias dirigidas en distintos grupos de pacientes.

Hasta la fecha el Unico marcador predictivo de respuesta a una terapia dirigida es la
sobreexpresion y/o amplificacion de HER2. Trastuzumab ha demostrado prolongar la
supervivencia global y el tiempo hasta la progresion de los pacientes con cancer gastrico
y de la union gastroesofagica con sobreexpresion y/o amplificacion de HER2. Sin
embargo, no todos los pacientes HER2 positivos presentan este beneficio, siendo
necesaria la identificacion de aquellos que son refractarios de forma primaria a esta
terapia, y de aquellos otros que desarrollan un beneficio limitado en el tiempo,
desarrollando mecanismos de resistencia adquirida. En cancer de mama diversos estudios
han investigado los mecanismos de resistencia a la terapia con Trastuzumab, sin embargo,
en cancer gastrico los datos son limitados. Este hecho refleja la importancia de dilucidar
el papel que desempefian alteraciones genémicas concomitantes a la sobreexpresién y/o
amplificacion de HER2 en el desarrollo de resistencia primaria o secundaria al tratamiento
con Trastuzumab en cancer gastrico, con dos finalidades principales:

e Realizar una oOptima seleccion de los pacientes, que evite toxicidad y
costes de un tratamiento ineficaz.
e Desarrollar estrategias de combinacién de farmacos que mejoren la

eficacia del tratamiento.

Basandonos en la tesis de que la existencia de eventos oncogenicos asociados a la
sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 podria afectar a la evolucidn que los pacientes
presentan con el tratamiento con Trastuzumab en cancer gastrico, hemos analizado
mediante NGS el perfil molecular de 42 muestras de pacientes con adenocarcinoma

gastrico avanzado tratados con Trastuzumab. De las 42 muestras analizadas, 38 de ellas
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(88.1%) presentan al menos una alteracion gendémica concomitante, incluyendo
mutaciones, amplificaciones y/o delecciones entre los 50 genes analizados. EI nimero
medio de alteraciones gendmicas por paciente es de 3.62 (rango 0-11). Por lo tanto, en
base a estos resultados podemos afirmar que la coexistencia de alteraciones gendémicas
asociadas a la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 es un hecho frecuente en el
adenocarcinoma gastrico o de la union gastroesofagica, tal como han mostrado otros
estudios publicados recientemente (120, 302).

2.1. MUTACIONES

2.1.1. TP53

En nuestro estudio, la alteracion gendmica mas frecuentemente detectada es la mutacion
de TP53, la cual esta presente en el 73.8% de las muestras. La proteina p53 nativa o “wild-
type” estd implicada en la regulacion de diferentes procesos: ciclo celular, reparacion del
ADN, apoptosis, autofagia, angiogénesis, entre otros. (505). TP53 es el gen mutado con
mas frecuencia en las neoplasias humanas, estando alterada la funcién de la proteina p53
en el 50% de los canceres y habiéndose descrito mas de 30.500 mutaciones distintas
(506). Diferentes estudios preclinicos han demostrado que la pérdida de funcion de p53
tiene un papel fundamental en el desarrollo, invasién, proliferacion y capacidad
metastasica del cancer (507). La mayoria de los estudios experimentales se han focalizado
en los codones relacionados con el dominio de union de p53 al ADN, que representan
aproximadamente el 80% de las mutaciones descritas. La mayoria de ellas son mutaciones
puntuales que cambian un codon codificante por otro que especifica un aminoacido
distinto en el ARNm transcrito (505).

En cancer de mama la presencia de mutaciones en TP53 parece asociarse a peor
prondstico y a una peor respuesta a tratamiento con quimioterapia, especialmente a
antraciclinas, hormoterapia y radioterapia, aunque su impacto parece depender del
subtipo molecular y del tipo de mutacion encontrada (508, 509). En cancer gastrico, el
papel de TP53 como factor prondstico y predictivo no esta establecido (163, 166, 167,
510).
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En el estudio publicado por Critescu et al. (504) realizado por el ACRG se establece el
valor pronodstico de la clasificacion molecular, otorgando el mejor prondstico a los
pacientes del subtipo MSI y el peor al subtipo MSS/EMT. Dentro de los tumores con
prondstico intermedio, los que presentan mutaciones en TP53 tienen una supervivencia
mayor que aquellos que no presentan alteracion de TP53. Este estudio pone de manifiesto
la importancia que puede alcanzar TP53 como alteracion molecular clasificatoria de los
subtipos moleculares del cancer gastrico. El hecho de que la la expresion proteica por
inmunohistoquimica se puede emplear como marcador surrogado de la mutacion de
TP53, junto con el mayor conocimiento de sus funciones e importancia en la patogenia
de diferentes neoplasias, convierten a TP53 en una diana atractiva para el desarrollo de
estrategias terapéuticas en cancer (507).

En diferentes estudios en CG se describe una prevalencia aproximada de mutaciones en
TP53 del 36-54% (109, 122, 302, 511). Algunos estudios de pequefio tamafio muestral
focalizados en CG HER2 positivo muestran una prevalencia cercana al 50% (302). En el
estudio del TGCA, la prevalencia global de mutaciones en TP53 es del 46%, siendo de
hasta el 71% en el subtipo cromosémicamente inestable, el cual se asocia con la
localizacion en UGE y con la histologia intestinal (122). Dado que la sobreexpresion y/o
amplificacion de HER2 igualmente se asocia a dichas caracterisitcas clinicas e
histopatoldgicas, cabria pensar que TP53 juega un papel mas importante en la patogenia
del CG HER2 positivo que en el CG HER2 negativo. En nuestro estudio la prevalencia
de mutaciones en TP53 alcanza casi el 74%, siendo éste un porcentaje significativamente
mayor al descrito en otros estudios de CG y similar al descrito en el subgrupo CIN del
TCGA (109, 122). Contrariamente al estudio del TCGA, en el estudio del ACRG la
amplificacion de HER2 estuvo presente tan solo en el 3% de los tumores MSS/TP53+,
siendo del 17.4% en los tumores MSS/TP53-. La baja prevalencia de mutaciones en TP53
del estudio asiatico puede explicarse por el alto porcentaje de pacientes con
adenocarcinoma gastrico difuso (45% vs. 24% en el estudio del TCGA),
predominantemente gendmicamente estables con baja tasa mutacional. Sin embargo, al
igual que en el subtipo CIN del TCGA, el subtipo MSS/TP53- del ACRG muestra con
mayor frecuencia aumento en el nimero de copias de diferentes genes para los que existen
0 estan en estudio terapias dirigidas como Trastuzumab o farmacos anti-EGFR. La falta
de concordancia entre las diferentes clasificaciones moleculares podria explicar, al menos

en parte, estas diferencias.
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Por lo tanto, consideramos gque son necesarios mas estudios que analicen las mutaciones
en TP53 y su valor patogénico en el subtipo de CG HER2 positivo, teniendo en cuenta
como posibles factores de confusion la localizacion tumoral y el subtipo histolégico.

2.1.2. PIK3CA

Las mutaciones en PIK3CA se encontraron en el 11.9% de nuestros pacientes. Las
mutaciones encontradas son en su mayoria mutaciones activadoras localizadas en los
exones 9y 20 del dominio quinasa de la proteina, y que han sido descritas previamente
(512). La presencia de mutaciones en PIK3CA en pacientes con cancer gastrico HER2
positivo contradice lo publicado por Kuboki et al., quienes describen que la amplificacion
de HER2 es mutuamente excluyente con la presencia de mutaciones en PIK3CA (511).
En el estudio del TCGA existe una prevalencia global de mutaciones en PIK3CA del 24%,
siendo maxima en el subtipo VEB positivo (80%) y menor en el resto de grupos
moleculares (del 3 al 42%). Esto hace pensar que los farmacos inhibidores de PI3K
deberian testarse especificamente en este subtipo tumoral de cancer gastrico. La
prevalencia de mutaciones en PIK3CA de nuestro estudio es concordante con los datos en
tumores gastricos globalmente. El estudio publicado por Lee JY et al. en tumores HER2
positivos en poblacion asiatica describe una prevalencia de mutaciones en PIK3CA del
2% (302). Es de destacar que segun un metaanalisis publicado en 2014, la frecuencia de
mutaciones en PIK3CA en cancer gastrico varia segun la etnia, siendo mas frecuente en
pacientes caucasicos que en asiaticos (15% vs. 7%), lo que explica que en nuestra muestra

la prevalencia se asemeje mas a la descrita en el estudio del TCGA (513).

Por lo tanto, podemos considerar que la frecuencia de mutaciones halladas en nuestro
estudio es concordante con lo descrito en la literatura. Abordaremos con mas detalle las

mutaciones de PIK3CA en el analisis conjunto de los datos de la via PI3K/Akt/mTOR.
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2.1.3. OTRAS MUTACIONES

Otras mutaciones que hemos encontrado han sido descritas previamente en la literatura.

Aunque se encuentran presentes en menor frecuencia, no por ello son menos importantes:

En el 7.1% de las muestras hemos encontrado mutaciones en MET. c-MET es un
receptor tirosina quinasa activado por HGF que condiciona la activacion
intracelular de la via PI3BK/Akt/mTOR vy la via de RAS, y se interrelaciona con
VEGFR y la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGFR1,
HER2). Aunque la sobreexpresion y/o la amplificacion de MET son las
alteraciones mas frecuentemente descritas, diversas mutaciones en MET han sido
implicadas en la patogénesis de diversos tumores, incluyendo alteraciones en el
dominio extracelular y en el dominio citoplasméatico yuxtamembranoso de la
proteina en regiones no asociadas a actividad tirosina quinasa (514). Por lo tanto,
la funcion de MET puede alterarse tanto por amplificaciones como por
mutaciones. La amplificacién de MET se ha identificado como factor prondstico
desfavorable en cancer gastrico (209), quedando por determinar si las mutaciones
en MET tienen el mismo valor. Los resultados respecto al valor predictivo de MET
son discordantes en base a los resultados obtenidos con Rilotumumab y Foretinib
(313), dos inhibidores selectivos de MET, aunque otros farmacos continGan su

desarrollo clinico.

CDKNZ2A. En el 7.1% de las muestras existe una mutacion en CDKN2A, gen
supresor tumoral responsable de la expresion de la proteina p16, implicada en la
regulacion del ciclo celular, y que se ha relacionado con la patogénesis del cancer
gastrico asociado a la infeccion del VEB (261). En el estudio del TCGA los
tumores clasificados como VEB positivos mostraron hipermetilacion del ADN,
incluyendo la del promotor de CDKN2A, sin mostrar metilacion de MLH1, que es
caracteristica del subtipo MSI (122). Estos tumores asociados al VEB representan
aproximadamente el 9% de los canceres gastricos, porcentaje similar al obtenido

en nuestra muestra.

SMADA4. En el 7.1% hay mutaciones en SMAD4, gen implicado en la sefializacién

intracelular de la via de TGF-B, y cuya pérdida de expresion se ha asociado a la
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carcinogenesis de diferentes tumores digestivos mediante varios mecanismos,
como la degradacién del proteosoma, la hipermetilacion, la pérdida de
heterocigosidad, entre otros (515). En el estudio publicado por Wang et al. (110)
se describe una prevalencia del 4.3% de mutaciones en SMAD4, presentes

especialmente en tumores con inestabilidad de microsatélites.

Alteraciones en genes relacionados con la via Wnt/B-catenina. En el 7.1%
encontramos mutaciones en CTNNB1, gen de la B-catenina, y en el 2.4% de las
muestras hallamos mutaciones en el gen APC. Whnt sefializa a través de una
familia de receptores de superficie celular Ilamados frizzled, y estimula varias
vias, de las cuales la central implica a B-catenina 'y APC. En ausencia de sefiales
Whnt, APC provoca la degradacion de pB-catenina, evitando su acumulacion en el
citoplasma. Para ello se forma un complejo macromolecular con p-catenina, axina
y GSKa3b, el cual conduce a la fosforilacion y finalmente ubiquitinacién de B-
catenina y su consecuente destruccion por el proteasoma. Las sefiales de Wnt
bloguean el complejo de destruccién APC-axina-GSK3b, permitiendo que se
transloque la B-catenina del citoplasma al nucleo, donde forma un complejo con
un factor de transcripcion, regulando positivamente la proliferacion celular a
través de de c-MYC, ciclina D1 y otros genes. Si se altera el gen APC, se altera el
complejo de destruccidn y la B-catenina sobrevive y se transloca al ntcleo, donde
coopera con dicho factor de transcrpcién. Los tumores en los que B-catenina esta
mutada, ésta ejerce su funcion como factor de transcripcion, dado que el gen APC
no puede unirse a la misma. Por otro lado, la B-catenina se une la E-cadherina,
responsable de la adhesividad intercelular, por lo que su alteracion también se ha
asociado a mayor invasividad, metastasis y un pronostico desalentador para los

pacientes (516).

KRAS. En los estudios publicados en los Gltimos afios empleando tecnologias de
secuenciacion masiva el porcentaje de mutaciones en KRAS descrito para cancer
gastrico oscilaentre el 1.7% al 16% (120, 122, 302, 504, 511). En nuestra muestra
el porcentaje de mutaciones en KRAS es del 2.4%, similar a lo descrito en el
estudio de Lee YJ et al. realizado en CG HER2 positivo (302). No identificamos
mutaciones en otros componentes de la via de RAS como NRAS o BRAF. El

paciente que mostré mutacion en KRAS, no presentaba mutacion de PIK3CA, y si
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presentaba amplificacion de varios receptores tirosina quinasa (EGFR, FGFR1,
FGFR3, asi como HER2), lo cual es concordante con los datos publicados sobre
la ausencia de concurrencia entre la mutacion en KRAS y PIK3CA en céncer
gastrico (517). Dentro de los subtipos de CG del TCGA existe una predominancia
de las mutaciones en KRAS en los subtipos con inestabilidad de microsatélites y
en el cromosdmicamente inestable, en el que también predominan las
amplificaciones en genes codifcantes de RTK (122). El papel patogénico y el
caracter pronostico de las mutaciones en RAS en cancer gastrico es incierto.
Algunos estudios sugieren su caracter pron6stico negativo, aunque son necesarios
datos de series prospectivas mas amplias para concluirlo (518, 519). Asimismo,
desconocemos el valor predictivo negativo de la respuesta a terapias anti-EGFR
en pacientes con mutaciones en RAS, a diferencia de lo que ocurre en cancer
colorrectal, patologia en la que esto se encuentra firmemente establecido (520).
En el apartado de cambios en el nimero de copias discutiremos el posible papel
predominante de las amplificaciones de KRAS sobre las mutaciones en céncer

gastrico.

NOTCH. En una de las muestras (2.4% de los pacientes) evidenciamos la
presencia de mutacion en NOTCHZ1. Son necesarios estudios in vitro e in vivo bien
disefiados y de mayor tamafio muestral para evaluar correctamente el papel de la
via de NOTCH en la carcinogénesis del cancer gastrico, dado que los datos
disponibles hasta la fecha son controvertidos (521). La via IL-6/STAT3/Jagged-
1/NOTCH ha sido implicada en la resistencia adquirida a Trastuzumab y a
inhibidores tirosina quinasa en modelos celulares a través de la regulacion del
fenémeno de transicion epitelio-mesénquima (522, 523), siendo necesarios
estudios exploratorios sobre biomarcadores dentro de ensayos clinicos para
dilucidar su papel predictivo a dichos farmacos. En nuestro estudio el escaso
tamafio muestral y la baja incidencia de dicha mutacion impide extraer

conclusiones.

VHL. Asimismo hemos hallado una mutacion en el gen VHL en una de las
muestras (2.4% de los pacientes). Son practicamente nulos los datos acerca del
papel de los cambios genéticos y/o epigeneticos de este gen en el desarrollo del

cancer gastrico (524).
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2.2. ALTERACION EN EL NUMERO DE COPIAS

En nuestra muestra encontramos alteraciones en el nimero de copias en el 85.7% de los
casos, siendo la media de 2.4 alteraciones por muestra (rango 0-8) (511). El gen
amplificado con mas frecuencia es FGFR (31%), especialmente FGFR3 (21.4%), seguido
de PIK3CA (23.8%), EGFR (21.4%) y CDH1 (16.7%). También hemos hallado
delecciones con una alta prevalencia, siendo las mas frecuentes AKT (31%), FGFR
(16.7%) y CDKN2A (14.3%). A continuacion discutimos la prevalencia de las

alteraciones y posible significacién de las mismas.

2.2.1. AMPLIFICACION DE FGFR

Las amplificaciones de FGFR estan presentes en el 31% de las muestras analizadas. El
subtipo més frecuentemente amplificado es FGFR3, en el 21.4% de los casos, seguido de
FGFR1 con el 11.9%. La amplificacion de FGFR2 esta presente s6lo en un paciente. En
2 de los casos existe co-amplificacion de dos subtipos de receptores FGFR. Nuestro panel
de genes no incluye el anélisis de FGFRA4.

De los 4 subtipos de receptores FGFR, el més estudiado en CG ha sido el FGFR2, que ha
sido propuesto como diana terapéutica. Diversos ensayos clinicos con inhibidores
selectivos y no selectivos de FGFR2 se encuentran en marcha. La prevalencia de
amplificaciones en FGFR2 descrita en la literatura es de aproximadamente el 2-9% (109,
504). Existe controversia sobre su asociacion con el subtipo histolégico difuso (109),
habitualmente relacionandose la amplificaciéon de FGFR2 con un estadio T y N maés

avanzado y con una peor supervivencia (204, 525).

En el estudio del TCGA la frecuencia de alteraciones (incluyendo mutaciones y
alteraciones en el numero de copias) en FGFR2 es del 9%, con un predominio de las
amplificaciones sobre las mutaciones o delecciones, y siendo especiamente frecuente su
alteracion en los subtipos GS y CIN (122). Sin embargo, en nuestra serie la prevalencia
de amplificaciones en FGFR es mucho mayor (31%) y predominan las amplificaciones
en FGFR3 sobre FGFR2. En el estudio de Kuboki et al. predominan, como en nuestro
estudio, las amplificaciones en FGFR3, aunque con una prevalencia menor (7.3%) (511).
El estudio realizado en CG HER2 positivo publicado por Lee JY et al. no se describen
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alteraciones en FGFR (302). En este ultimo estudio la deteccion de las alteraciones en el
namero de copias se realiza a través de una plataforma de 21 genes en el que se incluye
solo FGFR2, y el numero de muestras es igualmente escaso (n=50).

Algunos estudios apuntan que las amplificaciones de FGFR2 y HER2 son practicamente
mutuamente excluyentes en CG, y que aquellos tumores que co-amplifican ambos suelen
hacerlo en células tumorales distintas y con caracter heterogéneo, lo que apunta a un
origen clonal distinto (109, 525). Esto apoyaria el uso combinado de farmacos anti-HER?2
y anti-FGFR2. Por otro lado, de acuerdo a nuestros datos, es posible que la amplificacion
de HER2 se asocie con mayor prevalencia de amplificaciones en FGFR3 y FGFR1,
siendo menor el papel que pueda desempefiar FGFR2. Este punto seria otro de los
aspectos a explorar de cara al disefio de estrategias terapéuticas de combinacién de
farmacos con inhibidores no selectivos de FGFR2.

2.2.2. AMPLIFICACION DE PIK3CA

El porcentaje de amplificaciones en PIK3CA descrita por el metaanalisis realizado por
Chong ML et al. (513) es del 23.2% (1C95%: 2.6-77.3%), porcentaje similar al
encontrado en nuestro estudio (23.8%). En el estudio del TCGA se describe que la
amplificacion de PIK3CA se halla con mas frecuencia en el subtipo MSI (122). Como
hemos comentado previamente abordaremos las alteraciones en la via PI3K/Akt/mTOR

de forma conjunta mas adelante.

2.2.3. AMPLIFICACION DE EGFR

El porcentaje de amplificacion en EGFR descrito en la literatura para CG es
aproximadamente del 2-8% (109, 504). En el estudio de Cristescu et al. (504) la
amplificacion de EGFR predomina en el grupo MSS/TP53- con una prevalencia del 7%.
En este subgrupo existe un aumento estadisticamente significativo de la presencia de
amplificaciones focales en genes como ERBB2 y EGFR, entre otros, y ello se relaciona
con un incremento de los niveles de ARNm y de la expresion proteica. La activacion de
EGFR debida a amplificaciones se describe en el 10% de los pacientes con CG
cromosOomicamente inestable, mientras que la activacion de EGFR debida a mutaciones

predomina en el subtipo con inestabilidad de microsatélites con una prevalencia del 5%
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(122). Nuestro estudio, focalizado en CG HER2 positivo, muestra una prevalencia de
amplificaciones mayor a la descrita en la literatura para CG (21.4%), lo que puede
hacernos pensar por un lado, que existe una asociacion entre la amplificacion de HER2 y
la amplificacion de EGFR 'y, por otro lado, que dado el escaso tamafio muestral existe una

sobreestimacion de la prevalencia en nuestra muestra.

Segun Cristescu et al. (504) en el subtipo MSS/TP53- existe una tendencia a que las
amplificaciones més frecuentes (ERBB2, EGFR, CCNE1, CCND1) sean mutuamente
excluyentes entre si. En el estudio de Deng et al. (109) igualmente se apunta a una
exclusividad de las amplificaciones en los genes codificantes de receptores tirosina
quinasa (FGFR2, ERBB2, EGFR y MET), lo cual, tal como hemos discutido previamente
con FGFR, tampoco observamos con EGFR en nuestra cohorte de pacientes. En nuestra
muestra, la frecuencia de co-amplificacion de ERBB2 (HER2) y EGFR es del 21.4%. A
favor de los resultados de nuestro estudio, se encuentran los datos publicados por Ali SM
et al. (120), donde se describen amplificaciones concomitantes de EGFR con FGFR2,
MET y ERBB2. Los datos publicados por Lee JY et al. (302) en una cohorte de 50
pacientes con CG HER2 positivo determinan la expresion de EGFR mediante
inmunohistoquimica en 37 pacientes, de los cuales 4 de ellos presentan sobreexpresion
(12.1%). Otro estudio asiatico determina la co-expresion mediante IHQ de HER2, EGFR
y MET, encontrando un 9% de pacientes con GC HER2 positivo en el que existe co-
expresion de los tres receptores, un 17% que junto a HER2 co-expresa EGFR y un 22%
co-expresa MET (526). Este ultimo estudio establece que la co-expresion de varios

receptores tirosina quinasa implica un peor prondstico.

Segun nuestros hallazgos y de acuerdo con otras publicaciones, las amplificaciones de
HER2 y EGFR no son mutuamente excluyentes y ademas, se presentan con una
prevalencia mayor que en la poblacién global de céancer gastrico. Dados los datos
discordantes, serian necesarios estudios multicéntricos, de mayor tamafio muestral, y con

estandarizacion de los sistemas de deteccidn para alcanzar conclusiones definitivas.

La deteccion de co-amplificaciones podria conducir al empleo de terapias combinadas
frente a diferentes dianas moleculares, que aumenten la eficacia y rentabilidad de dichos
tratamientos. En cancer de mama la sobreexpresion de EGFR y MET se ha identificado
como biomarcador de resistencia a Trastuzumab (527, 528). El valor prondstico y
predictivo de EGFR ha sido demostrado en el estudio FLEX en cancer de pulmon no
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microcitico (266), en el que un nivel alto de expresion de EGFR es un biomarcador que
puede predecir el beneficio en supervivencia de afiadir Cetuximab a la quimioterapia. En
cancer colorrectal, la amplificacion de EGFR no ha sido identificada como un
biomarcador adecuado con caracter predictivo de beneficio a terapias anti-EGFR (529)
En cancer gastrico algunos estudios sugieren que la expresion de EGFR, el numero de
copias de EGFR y la expresion de ligandos de EGFR como epirregulina y amfiregulina,
asi como un descenso en los componentes de la via de EGFR podrian ser biomarcadores

candidatos para la eficacia de los anticuerpos dirigidos frente a EGFR (264, 265).

La mayoria de ensayos clinicos con farmacos dirigidos frente a dianas moleculares han
excluido a los pacientes con CG HER2 positivo al existir un tratamiento dirigido frente a
este subtipo. Este abordaje ha impedido el desarrollo de posibles alternativas terapéuticas
a estos pacientes que desgraciadamente en la mayoria de los casos desarrollan resistencia
al tratamento con Trastuzumab, y podrian beneficarse de otras terapias dirigidas en la
progresion o de forma primaria, aumentando la eficacia terapéutica. Los resultados
negativos de los estudios con pequefias moléculas como Erlotinib y Gefitinib, asi como
con anticuerpos anti-EGFR como Panitumumab o Cetuximab, se han obtenido sobre
poblacién no seleccionada; por lo que consideramos gque son necesarios ensayos clinicos
realizados en poblacion seleccionada segin biomarcadores potencialmente Utiles (como
la amplificacion de EGFR), incluyendo dentro de la muestra también a los pacientes con
amplificacion de HER2 (267-269).

2.2.4. OTRAS AMPLIFICACIONES Y DELECCIONES

e AMPLIFICACION DE CDH1. A diferencia de lo que cabria esperar, en nuestro
analisis encontramos mayor numero de amplificaciones de CDH1 que de
delecciones (16.1% vs. 2.4%). Entre los 7 pacientes con amplificacién de CDH1,
5 de ellos (71.4%) la histologia es intestinal, 1 de ellos es indeterminada y en otro
caso no disponemos del dato. Es conocida la asociacion entre las alteraciones de
E-cadherina debido a mutacion, deleccion o hipermetilacién en el gen CDH1 y el
cancer gastrico, de histologia difusa predominantemente, aunque también en el
subtipo intestinal, y tanto CG hereditario como esporadico (170, 171, 530). Corso
et al. (170) encuentran una prevalencia de alteraciones en CDH1 del 27.5% en

adenocarcinoma intestinal y del 38.4% en el difuso. Sin embargo, en nuestra
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muestra encontramos una prevalencia de delecciones del 2.4%, sin hallar
mutaciones, no habiendo estudiado la hipermetilacion como mecanismo
silenciador. Por el contrario, hallamos un porcentaje alto de amplificaciones en
CDHL1, en el 16.1% de los pacientes. La via de sefializacion inducida por EGF ha
sido descrita como un regulador negativo de la expresion de E-cadherina (531).
Ello se traduce en que un aumento de la expresion de receptores ERBB produce
un descenso de la expresion de E-cadherina favoreciendo la capacidad de
invasividad tumoral (531, 532). La amplificacion de CDH1 podria explicarse
como un mecanismo genético compensador de la sobreexpresion de ERBB. De
esta forma, la sobreexpresion y/o amplificacion de CDH1 podria estar implicada
como mecanismo de resistencia al bloqueo de EGFR 0 HER2 en CG.

AMPLIFICACION DE AKT. La amplificacionde Akt es otro de los mecanismos
de activacion de la via PI3K/Akt/mTOR en cancer gastrico. Akt es una proteina
serina/treonina con actividad quinasa, responsable de gran parte de las acciones
intracelulares de la via. Su forma activada se produce tras la forforilacion de los
residuos serina y treonina. La mayoria de los estudios determinan la activacion de
Akt por la deteccion inmunohistoquimica de Akt forforilada (p-Akt). Estos
describen una prevalencia del 40-82% de sobreexpresion de Akt (533). En nuestro
analisis mediante NGS la prevalencia de amplificacion de Akt es del 14.3%. En el
estudio de Kuboki et al. se describen 4 amplificaciones de Akt en el andlisis de
CNV de las 121 muestras (3.3%) (511). No es posible comparar las frecuencias

encontradas, dados los diferentes métodos de determinacion empleados.

AMPLIFICACION DE EZH2. Es un gen implicado en la remodelacion de la
cromatina mediante la metilacion del ADN (534). Actda como regulador de la
proliferacion celular, la migracion, invasion y diferenciacion de las células stem y
de la tumorogénesis. La proteina EZH2 se encuentra sobreexpresada en maltiples
tumores, entre ellos el CG, en el que se ha asociado a un peor prondstico (535).
Matsukawa et al. detectan sobreexpresion de EZH2 en el 56.6% de las muestras
de CG analizadas mediante inmunohistoquimica. En nuestro estudio detectamos
la amplificacion de EZH2 mediante NGS en el 11.9% de las muestras. EZH2

podria convertirse en una nueva diana terapéutica en cancer gastrico, que aun se
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encuentra en fases tempranas de desarrollo en diversas neoplasias solidas y

hematologicas.

AMPLIFICACION DE KRAS. Tal como hemos comentado en apartados
anteriores, la prevalencia de amplificaciones en KRAS en nuestra muestra (9.5%)
es mayor gue la prevalencia de mutaciones en este gen (2.4%). La prevalencia de
amplificaciones de KRAS es concordante con la descrita en la literatura (2-9%)
(109, 504, 511). Es de destacar que al igual que en nuestro analisis, otros estudios
muestran la predominancia de la amplificacion de KRAS sobre la presencia de
mutaciones en pacientes con CG (122, 511). Algunos estudios refieren una falta
de eficacia de las terapias anti-EGFR en cancer de colon en pacientes con
amplificaciones de KRAS (536), por lo que este aspecto también deberia
explorarse en cancer gastrico. Con los datos disponibles, es plausible que a
diferencia del cancer colorrectal, la amplificacion de KRAS represente el
mecanismo predominante de sobreactivacion de la via RAS en cancer gastrico. El
estudio de Deng et al. (109) determina que el subgrupo de pacientes con CG con
amplificacion de KRAS presenta peor pronostico que aquellos que no muestran
amplificaciones de genes codificantes de receptores tirosina quinasa 0 KRAS, con
un riesgo de muerte 2 veces mayor (HR 2.12, p=0.002). Ademas determinan en
lineas celulares que la inhibicion de KRAS produce una reduccion del tamafio
tumoral en las lineas celulares con mutacion o amplificacion de KRAS y no en las
lineas celulares wild-type. Tras los resultados negativos de los estudios con
terapias anti-EGFR en CG metastasico en poblacion no seleccionada (268, 269,
420), se hace necesaria la adecuada seleccion de los pacientes por la presencia de
alteraciones moleculares concretas para determinar la eficacia de estos

tratamientos dirigidos.

AMPLIFICACION DE HNF1A. Hemos encontrado amplificacion de HNF1A
(Hepatocyte nuclear factor 1 alpha) con una baja prevalencia (7.1% de las
muestras). HFN1A es un factor de transcripcion que puede estar implicado en la
carcinogenesis de diversos tumores, y que en la actualidad esta siendo estudiado
en cancer de pancreas y esofagogastrico, entre otros (537-539). Su papel esta aln

por determinar.
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e AMPLIFICACION DE NOTCH. En nuestra muestra hemos encontado un 4.8%
de pacientes con aumento del nimero de copias de este gen (2 pacientes) y un
4.8% de muestras con deleccion. Tal como comentamos en el apartado de perfil
mutacional, queda por aclarar el papel de NOTCH en la carcinogénesis gastrica,
no obstante, los datos iniciales de los que disponemos parecen apuntar a su papel
como oncogén Yy la posible implicacion de su amplificacion en la resistencia a
Trastuzumab (521, 522). De esta forma se sefiala la inhibicion de NOTCH como

potencial nueva diana terapéutica en cancer gastrico

e AMPIFICACION DE MET. La prevalencia de amplificaciones de MET halladas
en nuestro estudio (4.8%) se asemejan a las encontradas en la literatura: 2-7%
(120, 504, 511). La amplificacion de MET se asociado a peor pronostico en CG
(209). Su valor prondstico en nuestra muestra lo analizaremos en conjunto con

otros receptores tirosina quinasa, dado el escaso tamafio de nuestra muestra.

e DELECCIONES DE CDKN2A Y SMAD4. Tal como comentamos en el
apartado de perfil mutacional, ambos son genes supresores tumorales, cuya
pérdida de expresion se ha relacionado con la patogénesis del cancer gastrico.
Hemos encontrado deleccién en el nimero de copias de CDKN2A en el 14.3% de
las muestras (6 pacientes) y en el 7.1% en el caso de SMADA4. En el estudio del
TCGA se describe la presencia de delecciones focales en ambos genes, sin que se

especifique su frecuencia relativa (122).

A pesar de su prevalencia no comentamos algunas de las delecciones halladas, tales como
la deleccién de Akt o la deleccion de FGFR, por considerar que carecen de significado
patogénico segun los conocimientos cientificos de los que disponemos en la actualidad.
Su alta prevalencia pudiera tener que ver con mecanismos de homeostasis celular ante la

alteracion de otras vias moleculares.
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2.3. PERDIDA DE EXPRESION DE PTEN

Diversos estudios sugieren una alta prevalencia de alteraciones en PTEN en CG,
describiendo perdidas de expresion de PTEN determinada por IHQ del 18-77%, rango en
el que se encuentra la prevalencia del 33.3% encontrada en nuestra muestra (540).
Estudios mas recientes empleando FISH, secuenciacion directa 0 NGS detectan una tasa
de mutaciones y/o alteraciones en numero de copias en torno al 2-10% (122, 504, 541).
En nuestra muestra no hemos encontrado mutaciones o cambios en el nimero de copias
de PTEN.

En los estudios con inmunohistoquimica, a pesar de la variabilidad de anticuerpos
empleados, criterios de clasificacion y variabilidad en la prevalencia encontrada, son
varios de ellos los que han relacionado la pérdida de expresion de PTEN con un fenotipo
desfavorable de CG, asociandose a la profundidad de la invasion, el grado de
diferenciacion, la presencia de metastasis ganglionares y el estadio clinico-patoldgico
(216), asi como a la resistencia a la terapia con Trastuzumab (303). Este caracter
pronostico y predictivo de PTEN no queda tan claramente establecido cuando se ha
analizado segun las mutaciones o cambio en el nimero de copias, como lo esta con la
expresion proteica. Se postula que las modificaciones post-transcripcionales que sufre
PTEN pueden tener un fuerte impacto en los niveles de expresion proteica celulares, de
mayor importancia que el nimero de copias génicas, por lo que la inmunohistoquimica
seria la mejor forma de determinarlo. En la literatura se han descrito distintos mecanismos
de regulacién post-transcripcional de PTEN, tales como la regulacion negativa que
NEDD4-1 (neural precursor cell expressed developmentally down-regulated-4-1) ejerce
sobre PTEN a través de poliubiquitinacion (542) o el efecto supresor de la via NF-xB
(543).
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2.4. VIA PI3K/Akt/mTOR

La cascada PI3K/Akt/mTOR es una de las vias principales de sefializacion intracelular
asociadas a la activacion de HER2 y otros receptores tirosina quinasa (544). PTEN actla
como regulador negativo de la via inhibiendo la activacion de PI3K mediante la

defosforilacion de PIP3 a PIP2 (545) (Figura 22).

Figura 22. Principales vias de sefializacion intracelular de receptores tirosina quinasa.

B N

Prollferacuon supervivencia, invasion, anglogenesis

Nuestro trabajo determina que el 52.38% de los pacientes con CG HER2 positivo
presentan activacion de esta via, lo que pone de manifiesto la alta prevalencia de la
alteracion de la via de PISK/Akt/mTOR en CG HER2 positivo y su potencial papel
predominante en la resistencia a Trastuzumab u otros inhibidores de HER2 en esta
patologia. La alteracién mas frecuentemente detectada es la pérdida de expresion de
PTEN con una prevalencia del 33.3%. El 23.8% presenta amplificacion de PIK3CA y el

11.9% mutacion de PIK3CA. No hemos encontrado mutaciones o delecciones de PTEN.

En nuestra muestra la mayoria de los pacientes (72.7%) presentan una unica alteracion en
la via PISBK/Akt/mTOR, definida como la mutacion y/o amplificacion de PIK3CA y/o
pérdida de expresion de PTEN. Se dan dos alteraciones en la via en 6 de los 22 casos con
activacion de la via, lo que representa el 27.3%: 3 casos pérdida de expresién de PTEN y
amplificacion de PIK3CA, 1 caso pérdida de expresion de PTEN y mutacion de PIK3CA,
2 casos amplificacion y mutacion de PIK3CA. En concordancia con nuestro resultados,
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el metaanalisis de 2014 muestra que la mayoria de las alteraciones de la via
PI3K/Akt/mTOR son mutuamente excluyentes, existiendo alteracion en un unico punto
de la via en el 52% de los casos del total de pacientes (513). La co-ocurrencia se da mas
frecuentemente entre la pérdida de expresion de PTEN y la amplificacion de PIK3CA, en
el 20% de los casos. Sin embargo, en nuestro estudio hemos observado que todos los
pacientes con mutacién y/o amplificacion de Akt, a excepcion de un caso, presentan
mutacion y/o amplificacion de PIK3CA, por lo que podemos considerar que son
alteraciones que con frecuencia ocurren conjuntamente. La fosforilacion de Akt es un
paso secundario en la activacion de la via PISBK/Akt/mTOR, existiendo mecanismos Akt-
dependientes y Akt-independientes de activacion, regulados primariamente por PI3K y
PTEN (546).

La prevalencia de las alteraciones descritas varia ampliamente entre unos estudios y otros,
procediendo la mayor parte de los datos de estudios realizados en poblaciones no
seleccionadas de cancer gastrico. Segun el metaanalisis publicado en 2014, que incluye
estudios de cancer gastrico tanto en poblacion asidtica como caucasica, hasta el 86% de
los pacientes presentan alteraciones en la via PI3K/Akt/mTOR (513). Al igual que en
nuestro estudio, la alteracién mas frecuentemente detectada la pérdida de expresion de
PTEN, con una prevalencia entre el 30 y 81% segln los estudios (513). La siguiente
alteracion mas frecuente es la deteccion inmunohistoquimica de pAkt con una frecuencia
del 18-86%. La frecuencia de mutacion o amplificacion de PIK3CA es del 12-23%, siendo
las amplificaciones doblemente frecuentes (513), en concordancia con los datos en
nuestra muestra y tal como ocurren en otra patologias como el cancer de ovario o
endometrio (547, 548). Hemos de tener en cuenta las diferencias en las caracteristicas de
nuestra muestra con la poblacion incluida en este metaanalisis. En primer lugar, nuestra
muestra sélo consta de poblacion caucasica, en la que se describe una frecuencia mayor
de mutaciones en PIK3CA respecto a la poblacion asiatica (15% vs. 7%), asi como de
pérdida de expresién de PTEN (78% vs. 47%), siendo menos frecuente la deleccion de
PTEN (4% vs. 21%) (513). En segundo lugar, no determinamos mediante
inmunohistoquimica la sobreexpresion de pAkt ni de PI3K. Esto puede condicionar
diferencias en las frecuencias observadas en la activacion de la via, dado que el
metananalisis incluye cualquier tipo de alteracion independientemente del método
empleado o de la definicion de “activacion de la via” establecida, lo que difiere segun los

estudios. Y en tercer lugar, nos centramos en CG HER2 positivo, lo que puede
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condicionar un perfil gendmico diferente, tal como ocurren en los diferentes subtipos de

cancer de mama.

Los datos publicados en cancer de mama HER2 positivo, indican que el 20-25% de los
casos presentan pérdida de expresion de PTEN, el 25-30% muestran mutaciones de
PIK3CA, el 10% amplificaciones de PI3KCA vy el 1.4-8% mutaciones en Akt (549, 550).
Son escasos los datos publicados en cancer gastrico HER2 positivo. El articulo publicado
por KimJ et al. (551), en el que se agrupan los resultados del TCGA (122) y otros estudios
(109, 552), incluye 742 muestras, de las cuales 62 pertenecen a tumores con amplificacion
de HER2. De éstas se seleccionan 42 muestras en las que es posible la secuenciacién
completa del exoma, hallando una frecuencia de activacion de la via PI3K/Akt/mTOR
del 11.9%. Las limitaciomes de este estudio son principalmente dos: 1- La definicion del
estado de HER2, puesto que se basa en el analisis del nimero de copias, en desacuerdo
con lo establecido a nivel del diagndstico clinico y el uso de Trastuzumab, que se basa en
la sobrexpresion y/o amplificacion de HER2 (195). 2- La ausencia de determinacion de
la pérdida de expresién de PTEN mediante inmunohistoquimica, alteracién mas frecuente
en la activacion de la via. Esto hace dificilmente comparables sus resultados con los
obtenidos en nuestra muestra, asi como los esperables en la poblacion global con cancer
gastrico HER2 positivo. En el estudio de Lee JY et al., que incluye 50 pacientes con
cancer gastrico HER2 positivo, se describe pérdida de expresién de PTEN en el 20% de
los casos, amplificacion de PIK3CA en el 8% y la mutacion de PIK3CA en el 2%,
frecuencias inferiores a las encontradas en nuestro estudio (302). En el estudio de Zhang
X et al. se analiza la expresion de PTEN mediante inmunohistoquimica y el estado
mutacional de PIK3CA mediante pirosecuenciacion en 48 muestras de CG HER2
positivo, encontrando un 47.9% de pérdida de expresién de PTEN y ninguna mutacion en
PIK3CA (303).

En base a lo anterior podemos concluir que las alteraciones en la via PISBK/Akt/mTOR
son comunes en cancer gastrico HER2 positivo, presentandandose en aproximadamente
el 50% de los casos, y representan una potencial diana terapéutica en estos pacientes. La
pérdida de expresion de PTEN es el principal mecanismo de activacion de la via en este
subtipo de pacientes, no existiendo correlacion entre la presencia de mutaciones o
cambios en el nimero de copias génicas de PTEN y la expresion proteica, tal como ocurre
en cancer de mama. Esto se explica por la existencia de mecanismos de regulacién post-

transcripcionales, que condicionan que las técnicas de IHQ sean el método mas robusto
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en la determinacion del estado funcional de PTEN, confirmando la necesidad de combinar
tecnologias de Gltima generacién como las plataformas de secuenciacion masiva con
técnicas clasicas como la IHQ para una mejor caracterizacion de los tumores. En cancer
gastrico parece existir una menor prevalencia de mutaciones en PIK3CA y una mayor
prevalencia de amplificaciones de PIK3CA respecto a los datos disponibles en cancer de
mama. Las discrepancias encontradas entre los diferentes estudios en cancer gastrico se
explican por el escaso tamafio muestral, las diferentes tecnologias empleadas en cada uno
de ellos y las distintas poblaciones analizadas. De esta forma, es necesario el desarrollo
de estudios de mayor tamafio muestral y la estandarizacion de procedimientos para

determinar la verdadera prevalencia de cada alteracion y su verdadero papel patogenico.

2.5. AMPLIFICACION DE GENES CODIFICANTES DE

RECEPTORES TIROSINA QUINASA

La amplificacion de genes que codifican receptores de membrana celular con actividad
tirosina quinasa es una de las alteraciones mas frecuentemente detectadas en céncer
gastrico. Sin embargo, no existen series amplias de CG HER2 positivo que determinen la
prevalencia de las amplificaciones de RTK en este subgrupo de pacientes. En nuestra
serie el 38.1% de los pacientes presentan amplificacion de genes codificantes de RTK,
con prevalencias de 21.4% para EGFR, 31% para FGFR y 4.8% para MET, existiendo
casos en los que existe amplificacidon de varios de los receptores, no siendo, por tanto,
alteraciones mutuamente excluyentes. En base a los resultados previos publicados,
nuestros hallazgos ponen de manifiesto una mayor prevalencia de las amplificaciones de
los genes que codifican RTK en CG HER2 positivo. En el estudio de Deng et al. el 37%
de las muestras de CG muestran amplificacion de RAS o genes codificantes de RTK,
siendo la amplificacién mas frecuente la de FGFR2 con el 9.3%, seguido de KRAS (8.8%)
y EGFR (7.7%) (109). Este estudio incluye una cohorte de CG con amplificacion de
HER2, que representa el 7.2% del total de pacientes, sin embargo, no se presentan los
datos de CG HER?2 positivo de forma aislada. En el estudio del TCGA no se muestran de
forma conjunta las amplificaciones en genes codificantes en RTK, y las frecuencias de
amplificacion de EGFR y FGFR2 reportadas, del 11% y 9% respectivamente, son

menores a las halladas en nuestro estudio (122).
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Dada la alta prevalencia de la co-amplificacion de genes codificantes de RTK asociada a
la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2, es necesario investigar su papel predictivo
y/o pronostico, asi como su posible implicacion en la resistencia a la terapia anti-HER2,
en una serie amplia de pacientes con CG HER2 positivo tratada con Trastuzumab. El uso
de diferentes agentes frente a RTK en combinacion segun la presencia de co-
amplificacion de otros RTK diferentes a HER2 podria mejorar los resultados en el

tratamiento del CG HER?2 positivo.
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3. RELACION ENTRE LAS CARACTERISTICAS

CLINICO-PATOLOGICAS Y MOLECULARES

El anélisis de la relacion entre las alteraciones moleculares y las caracteristicas clinicas y
patoldgicas en nuestra serie de pacientes ha sido negativo. No hemos hallado ninguna
relacion estadisticamente significativa entre la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR y las
caracteristicas clinicas (edad, sexo, ECOG, localizacién del tumor primario, metastasis
hepaticas, carcinomatosis peritoneal) ni patoldgicas (clasificacion histologica de Laurén,
grado de diferenciacion). Tampoco hemos evidenciado ninguna relacién significativa con
la amplificacion de RTK.

En los ultimos afos se han publicado diversos estudios con intento de realizar una
clasificacion molecular del cancer gastrico (109, 122, 504). El estudio de mayor
relevancia es el realizado por el TCGA, publicado en 2014 (122). Dentro de los subtipos
del TCGA se han identificado algunas alteraciones gendmicas mas caracteristicas, aunque
no exclusivas, de cada uno de ellos. Ademas se han relacionado algunas caracteristicas

clinico-patoldgicas con algunos de los subtipos tumorales:

e Lostumores asociados al virus de Epstein-Barr se presentaron con mas frecuencia
en el fundus o el cuerpo gastricos y fueron mas frecuentes en varones. Presentaban
con mas frecuencia mutaciones PI3KCA, amplificaciones de JAK2 y ERBB2,
alteraciones en vias de sefializacion imnume como la sobreexpresiéon de PD-L1/2,
y silenciamiento de CDKN2A.

e Los tumores con inestabilidad de microsatélites (MSI) se presentaron con mas
frecuencia a edades mas avanzadas y en el sexo femenino. Se caracterizaron por
una alta tasa de mutaciones en proteinas potenciales dianas terapéuticas,
especialmente PI3KCA, ERBB3, ERBB2 y EGFR, destacando la ausencia de la
mutacion V600E en BRAF, frecuentemente observada en cancer colorrectal con
MSI.

e Los tumores gendmicamente estables (GS) se diagnosticaron a edades mas
tempranas y con mas frecuencia presentaron histologia de carcinoma gastrico

difuso, mostando alteraciones en RHOA y CDLN18.
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e Los tumores con inestabilidad cromosémica (CIN) se localizaron con mas
frecuencia en la unién gastroesofagica o el cardias, y en ellos se identifico con

mas frecuencia la amplificacion de receptores tirosina quinasa.

En nuestro estudio, el escaso tamafio muestral y la baja frecuencia de cada una de las
alteraciones por separado puede condicionar una baja potencia estadistica para detectar
diferencias estadisticamente significativas. Clasicamente los tumores han sido
clasificados segun la localizacion del tumor primario y el subtipo histolégico. Sin
embargo, actualmente conocemos que los tumores agrupados segun el 6rgano de origen
e la histologia, son en realidad diversas entidades que difieren enormemente en sus
caracteristicas molecules, evolucion clinica y sensibilidad al tratamiento. De esta forma,
dada la gran heterogeneidad tumoral del cancer gastrico, consideramos que debemos
continuar profundizando en el conocimiento de su perfil molecular, y no insistir en
relacionar las caracteristicas clasicas histologicas y topogréficas con las alteraciones

moleculares.

La aplicacion de las tecnologias de secuenciacion masiva en cancer en proyectos como
TCGA, ha permitido ampliar el conocimiento acerca de las bases gendmicas de los
diferentes tipos tumorales. Esto unido al desarrollo de agentes dirigidos contra dianas
moleculares, ha conducido al desarrollo de la medicina de precision y el tratamiento
personalizado del cancer en base a su perfil gendmico. A dia de hoy se encuentra
establecido que la mayoria de las alteraciones moleculares deletéreas son compartidas por
varios subtipos tumorales, lo que ha esta conduciendo a un intento de clasificacion del
cancer tejido-independiente, basada en las alteraciones genéticas y epigenéticas del tumor
(553). Existen varios ejemplos de terapias dirigidas frente a una diana molecular eficaces
en diferentes tipos tumorales que albergan la misma alteracion molecular. Uno de ellos
es el tratamiento con Trastuzumab en cancer de mama y cancer gastrico con
sobreexpresion y/o amplificacion de HER2. En general las alteraciones moleculares en
cada tipo tumoral ocurren en una pequefia proporcion de pacientes, motivo por el que esta
cambiando el disefio de los ensayos clinicos con farmacos dirigidos contra dianas
moleculares (554). Las tecnologias de secuenciacion masiva permiten la identificacion de
multiples alteraciones moleculares potencialmente tratables en un Unico prodecimiento
con un coste razonable y en un tiempo compatible con la practica clinica. La tendencia

actual en el disefio de ensayos clinicos es evaluar en el mismo protocolo diversos
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farmacos, asignando a los pacientes a un agente especifico segun la alteracion molecular
hallada en el tumor, o incluir en un mismo estudio diferentes patologias tumorales que
comparten una misma alteracion genética y exponer a los pacientes al mismo agente
terapéutico independientemente de la histologia. Son los denominados ensayos clinicos
“umbrella trial” y “basket trial” (555-557). Esto refleja la tendencia cada vez mas
establecida de clasificar los tumores segun su perfil molecular, independientemente de su
localizacion o subtipo histolégico.
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4. ALTERACIONES MOLECULARES COMO FACTORES
PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS EN CANCER

GASTRICO HER2 POSITIVO

Desde los resultados del estudio ToGA, que mostro un beneficio en supervivencia libre
de progresion y supervivencia global, la adicion de Trastuzumab a quimioterapia basada
en doblete de platino y fluoropirimidina se ha convertido en el estdndar de tratamiento en
cancer gastrico o de la union gastroesofagica avanzado HER2 positivo (104). Sin
embargo, estudios posteriores con otros farmacos frente a HER2 como Lapatinib, han
sido negativos (276, 558). Globalmente la eficacia de las terapias anti-HER2 en céncer
gastrico ha resultado méas limitada e insatisfactoria de lo inicialmente esperado, dado que
la mayoria de los pacientes con cancer gastrico desarrollan resistencia adquirida al
tratamiento. Segun los resultados del estudio ToGA, el 12% de los pacientes presentan
resistencia primaria a Trastuzumab, y la mayoria de ellos desarrollan resistencia adquirida
después de un periodo de tiempo relativamente corto, con una supervivencia libre de
progresion de 6.7 meses (104). La identificacion de los mecanismos moleculares que
subyacen la resistencia al tratamiento puede aumentar el beneficio derivado del empleo

de terapias anti-HER2 los pacientes con cancer gastrico HER2 positivo.

Diversos estudios han investigado la resistencia a Trastuzumab en cancer de mama,
implicando alteraciones en los receptores tirosina quinasa, en las vias de sefializacion
intracelulares asociadas éstos y en la activacion de vias alternativas para compensar la
inhibicién de HER2 (284, 285). En cancer gastrico los datos proceden en su mayoria de
estudios preclinicos, estando por establecer cuales son las alteraciones concurrentes a la
sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 que pueden condicionar el beneficio a la
terapia con Trastuzumab u otros inhibidores de HER2 (300, 559). En los ultimos afios son
varios los estudios publicados acerca de la clasificacion molecular del cancer gastrico, tal
como hemos revisado en la introduccion de este proyecto de tesis doctoral (109, 120, 122,
511). Sin embargo, no existen series amplias de adenocarcinoma gastrico HER2 positivo
tratadas con Trastuzumab en las que se caracterice el perfil molecular de este subgrupo
de tumores, que representa entre el 7 y el 34% de los pacientes con cancer gastrico (187,
188).
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Este proyecto de tesis doctoral es el primer trabajo realizado especificamente en pacientes
con cancer gastrico avanzado HER?2 positivo tratados con Trastuzumab que identica
alteraciones moleculares concomitantes a la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2

como factores pronosticos y predictivos de beneficio a la terapia con Trastuzumab.

4.1. VIA PI3K/AKT/MTOR COMO FACTOR PRONOSTICO Y

PREDICTIVO EN CANCER GASTRICO HER2 POSITIVO

En cancer de mama diversos estudios preclinicos en cancer de mama han identificado la
hiperactivacion de la via PI3K/Akt/mTOR como marcador de resistencia a Trastuzumab
en modelos celulares (297). Los estudios clinicos han mostrado resultados discordantes
respecto al valor predictivo y pronostico de la activacion de PI3K/Akt/mTOR en cancer
de mama HER2 positivo (299, 560). Mientras que el estudio de Esteva et al. muestra que
la activacion de la via PI3K, definida como pérdida de expresion de PTEN y/o mutacién
de PIK3CA, se asocia a peor respuesta a Trastuzumab y a menor supervivencia (561),
otros estudios han resultado negativos (289). Un metaanalisis publicado en 2013
agrupando los resultados de diversos estudios realizados entre los afios 1996 y 2012, con
un total de 1889 casos, analiza el papel predictivo de la activacion de PI3K en cancer de
mama HER2 positivo tratado con Trastuzumab (295). Los resultados varian segun el
contexto de la enfermedad al que nos refiramos. No encuentra diferencias
estadisticamente significativas segin el estado de activacion de PI3K ni en tasa de
respuesta patolégica completa, como marcador surrogado de beneficio a Trastuzumab en
el contexto neoadyuvante, ni en supervivencia libre de enfermedad en el contexto
adyuvante. Ello puede ser debido, al menos en parte, a la existencia de una importante
heterogeneidad entre los diferentes estudios respecto a los metodos de evaluacion
empleados para valorar la relacion entre los biomarcadores y los beneficios al tratamiento.
De acuerdo con lo anterior, es preciso el empleo de criterios uniformes en los diferentes
estudios para extraer conclusiones firmes. En el ambito de la enfermedad metastasica este
metananalisis establece que la pérdida de expresion de PTEN es un marcador de menor
sensibilidad a la terapia con Trastuzumab, y sefiala que no es posible extraer conclusiones
acerca del valor de las mutaciones en PIK3CA por considerar que los datos son
insuficientes (295). Posteriormente el andlisis de biomarcadores de diversos ensayos

clinicos con inhibidores de HER2 han identificado la activacion de PI3K como marcador
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prondstico desfavorable en pacientes con cancer de mama HER2 positivo con resultados
consistentes (298, 562), y ello ha justificado el desarrollo de diversos ensayos clinicos
con inhibidores de la via PI3K/Akt/mTOR en cancer de mama refractario a Trastuzumab
(563, 564).

En cancer gastrico, los datos sobre los mecanismos de resistencia a Trastuzumab se
encuentran menos establecidos que en cancer de mama. Como hemos descrito en este
trabajo, la via PI3BK/Akt/mTOR se encuentra activada en mas del 50% de casos de cancer
gastrico HER2 positivo, lo cual establece la importancia patogénica de la misma y la
convierte en un potencial mecanismo de resistencia. Estudios preclinicos sugieren la
activacion de la via PI3BK/Akt/mTOR como factor determinante de la sensibilidad a
Trastuzumab en cancer gastrico, tal como ocurre en cancer de mama (300, 551, 559, 565,
566). Sin embargo, hasta la fecha, no existen datos procedentes de series amplias de
pacientes con cancer gastrico avanzado HER2 positivo tratadas con Trastuzumab que
establezcan el papel predictivo de la activacion de la via de PI3K/Akt/mTOR a nivel

clinico.

Segun nuestro conocimiento, este proyecto de tesis doctoral es el primer trabajo que
identifica la activacion de la via PISBK/Akt/mTOR como marcador de beneficio del
tratamiento con Trastuzumab en una serie de pacientes con adenocarcinoma gastrico o de
la unién gastroesofagica HER2 positivo. La activacion de la via PI3BK/Akt/mTOR la
hemos definido segun los criterios empleados en estudios preclinicos y clinicos
previamente publicados, estableciendo que se encuentra hiperactivada cuando existe
amplificacion y/o mutacién de PIK3CA y/o pérdida de expresién de PTEN. Nuestro
trabajo establece que los pacientes con activacién de la via PI3K/Akt/mTOR presentan
menor supervivencia global que aquellos sin activacion, multiplicandose el riesgo de
muerte en 2.35 veces en el andlisis univariante. Estos resultados se confirman en el
analisis multivariante, en el que el riesgo de muerte se multiplica por 3.28 veces para los
pacientes con activacion de PIBK/AKT/mTOR, de forma estadisticamente significativa.
De la misma manera, encontramos una relacion estadisticamente significativa para la
supervivencia libre de progresion, mostrando que los pacientes con activacion de la via
PI3K/Akt/mTOR muestran un riesgo de progresion a la terapia con Trastuzumab 2.22 y
2.02 veces mayor, en los analisis univariante y multivariante respectivamente. Estos

hallazgos sefialan la importancia de la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR como
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marcador predictor de la evolucion de los pacientes con adenocarcinoma gastrico HER2

positivo tratados con Trastuzumab.

Se considera factor prondstico en oncologia a aquella variable que influye en la evolucién
de la enfermedad neoplasica, determinando la historia natural de la misma en ausencia de
cualquier tratamiento, y factor predictivo a aquella variable que ayuda a predeterminar la
posibilidad de obtener una respuesta a un tratamiento determinado. En muchos casos un
mismo factor predictivo tiene también valor pronéstico en la enfermedad al correlacionar
su presencia 0 ausencia con la respuesta terapéutica. Los hallazgos de nuestro trabajo
demuestran el papel de la activacién de la via PI3K/Akt/mTOR como factor predictivo
negativo de beneficio a la terapia con Trastuzumab en pacientes con adenocarcinoma
gastrico avanzado HER2 positivo, determinado por una menor supervivencia libre de
progresion. Y ademas, establecen que la activacion de la via PI3BK/Akt/mTOR actlia como
factor pronostico adverso, evidenciando menor supervivencia global en los pacientes con

mutacion y/o amplificacion de PIK3CA y/o pérdida de expresion de PTEN.

En la misma linea que nuestro trabajo se encuentra el estudio publicado por Zang et al.
(490) en el que se relaciona la pérdida de expresion de PTEN con una menor
supervivencia libre de progresién y duracién de la respuesta al tratamiento con
Trastuzumab o Lapatinib en una serie de 48 pacientes con adenocarcinoma gastrico. Este
estudio muestra una tendencia a menor supervivencia global de los pacientes con pérdida
de expresion de PTEN, pero no alcanza la significacion estadistica. En este trabajo no se
encuentran mutaciones en el analisis mediante pirosecuenciacion de los exones 9y 20 de
PIK3CA, y no se analiza la existencia o no de amplificacién de PIK3CA, por lo que no
permite evaluar el papel de la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR de forma global. En
el estudio publicado por Lee JY et al., de pequefio tamafio muestral, no se observo
correlacion entre la respuesta a Trastuzumab y la pérdida de expresion de PTEN o las
mutaciones en PIK3CA. Estas ultimas tan solo se detectaron en un 2% de los pacientes y
los autores consideran que no se pueden establecer conclusiones. De igual forma, no se

analiza el papel de las amplificaciones de PIK3CA (302, 490).

En base a nuestros resultados y los estudios previos sobre los mecanismos de resistencia
a Trastuzumab, consideramos que la combinacién de farmacos inhibidores de la via
PI3K/Akt/mTOR e inhibidores de HER2 podria mejorar la evolucion de los pacientes con

cancer gastrico HER2 positivo, diminuyendo la resistencia primaria y adquirida al
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tratamiento. Por ello, consideramos que se encuentra justificado el desarrollo de ensayos
clinicos que confirmen esta hipotesis, e incorporen estudio de biomarcadores con caracter
prospectivo. Esto permitiria seguir avanzando en la personalizacion de la terapia

oncologica en base al perfil molecular en el cancer gastrico.

4.2. AMPLIFICACION DE GENES CODIFICANTES DE
RECEPTORES TIROSINA QUINASA COMO FACTOR

PRONOSTICO Y PREDICTIVO EN CANCER GASTRICO HER2
POSITIVO

Es conocido que la activacion de HER2 conduce a la activacion de dos vias de
sefializacion intracelular: la via de PI3K/Akt/mTOR vy la via de proteinas quinasas
activadas por mitdgenos o MAPK conformada por la cascada RAS/RAF/MEK/ERK. De
la misma forma que HERZ2, la activacion de otros receptores tirosina quinasa como EGFR,
FGFR, MET/HGF e IGF-1R produce la activacion de ambas vias de sefializacion
intracelular (544, 569, 570) (Figura 21). Uno de los posibles mecanismos de resistencia
a inhibidores de HER2 es la sobreexpresion de RTK alternativos que restauren las vias
de sefalizacion intracelular (571). Algunos estudios in vitro sugieren que el aumento de
la sefializacion a través de MET o IGF-1R se trata de uno de los mecanismos de resistencia
a Trastuzumab y Lapatinib en cancer de mama y en cancer gastrico (291, 528, 572, 573).
La sobreexpresion de otros receptores de la familia del EGFR que interaccionan con
HER2, como HER3 y EGFR/HER1, también ha sido identificada como mecanismo de
resistencia a Trastuzumab en estudios preclinicos, aunque los resultados en el &mbito
clinico han sido dispares (284, 527, 565).

Los datos clinicos acerca de biomarcadores relacionados con RTK diferentes a HER2 en
pacientes con CG HER2 positivo son escasos. Segin nuesto conocimiento este proyecto
de tesis doctoral parece ser el primer estudio que evalua el valor prondstico y predictivo
de la co-amplificacion de otros RTK asociada a la sobreexpresion y/o amplificacion de
HER2 en CG avanzado HER2 positivo.

Disponemos de algunos datos en cancer gastrico no seleccionado por criterios

moleculares. Los resultados de un metaandlisis publicado en 2014 establece el valor
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prondstico desfavorable de la sobreexpresion y/o amplificacion de MET (209). De igual
forma, existen datos que apoyan el caréacter prondstico de la amplificacion de FGFR2
como predictor de peor supervivencia en pacientes con CG (204). Sin embargo, respecto
al papel pronostico de la amplificacion y/o sobreexpresion de EGFR en CG los resultados
son discordantes (181-186). Desde nuestro punto de vista, esta disparidad de resultados
podria ser debida en gran medida a la falta de homogenidad en la metodologia empleada,
la ausencia de correlacién entre los niveles de expresion proteica y el nimero de copias
génicas de EGFR, asi como la heterogeneidad intratumoral que caracteriza al cancer
gastrico. El estudio publicado por Deng et al. analiza el impacto global de la presencia de
amplificaciones en genes codificantes de RTK sobre la supervivencia de los pacientes,
estableciendo que los pacientes con amplificacion en alguno de los genes que codifican
los RTK (FGFR2, HER2, EGFR y/o MET), presentan peor supervivencia que aquellos
sin amplificacién (109). Estos resultados se confirman también en el analisis
multivariante de forma independiente a otros factores pronosticos. Otro estudio que
analiza la sobreexpresion proteica de los RTK también muestra los resultados
desfavorables respecto al valor pronéstico de la expresion de HER2, EGFR y MET de
foma conjunta en cancer gastrico (526).

En lo concerniente a los posibles factores predictivos, a dia de hoy el Gnico marcador
molecular predictivo de respuesta en pacientes con cancer gastrico tratados con
Trastuzumab es HER2 (104). Algunos datos procedentes de ensayos clinicos fase | y 11
mostraron el caracter predictivo de respuesta de la expresion de MET en pacientes con
cancer géastrico avanzado tratados con Rilotumumab que sobreexpresan MET (313-315).
Sin embargo, el estudio fase Il RILOMET-1, que incluyd pacientes con CG avanzado
con sobreexpresion de MET, y cuyos resultados se encuentran pendientes de publicar,
finalizo precozmente por aumento del nimero de muertes en el brazo de Rilotumumab.
Otros estudios con inhibidores de MET han resultado negativos (316, 317). Por lo tanto,
hasta la fecha no se ha podido establecer de manera inequivoca el papel de MET como
factor predictivo. Una de las limitaciones méas importantes en el desarrollo de
biomarcadores en cancer gastrico es la heterogeneidad intratumoral, que dificulta el
empleo de la inmunohistoquimica como marcador robusto y reproducible, tal como ha
quedado demostrado con HER2. Ademas estudios preclinicos han evidenciado que la
sobreexpresion proteica de MET se encuentra regulada tanto por factores dependientes
de ligando (HGF) como por factores independientes de €l. Por lo tanto, el analisis de la

expresion génica o amplificacion de MET podria permitir una seleccion mas precisa de la
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subpoblacion de pacientes con cancer gastrico MET positivo, siendo potencialmente un
biomarcador mas adecuado para la terapia anti-HGF/MET (567, 568). Los inhibidores
tirosina quinasa, que acttan sobre la porcion intracelular bloqueando la fosforilacion y la
cascada de sefiales intracelularesm permiten inhibir ambas formas de regulacion de MET,
a diferencia de los anticuerpos monoclonales que bloquean solo la sefial dependiente de
ligando (567). Son necesarios ensayos clinicos bien disefiados con farmacos anti-
HFG/MET que incluyan estudio de biomarcadores para definir el papel predictor de la
amplificacion de MET. Respecto a la terapia anti-EGFR algunos estudios han sugerido el
posible papel predictor de la expresion proteica o la amplificacion génica de EGFR, asi
como de la expresion de ligandos como epirregulina o amfiregulina (264, 265). Sin
embargo, los ensayos clinicos fase Ill desarrollados en CG avanzado que evaltan
Cetuximab y Panitumumab asociado a quimioterapia, no han identificado un biomarcador
predictivo de respuesta (211, 268, 269). Sus resultados se encuentran limitados por la
ausencia de muestra para el estudio de biomarcadores en un alto porcentaje de pacientes
y por la falta de homogeniedad entre los diferentes estudios. No existen resultados acerca
de biomarcadores para las terapias anti-FGFR que actualmente se encuentran en
desarrollo (164).

Los resultados del andlisis de la supervivencia global y la supervivencia libre de
progresion en nuestra serie de pacientes con CG HER2 positivo tratados con Trastuzumab
no muestra diferencias estadisticamente significativas segun el estado de amplificacion
de los RTK. Sin embargo, cuando evaluamos el papel pronostico y predictivo de la
activacion de la via PI3BK/Akt/mTOR estratificando en 2 grupos segun el estado de
amplificacion de los RTK observamos que en el grupo sin amplificacion de RTK la
activacion de la via PISK/Akt/mTOR mantiene su caracter prondéstico y predictivo,
existiendo diferencias estadisticamente significativas en supervivencia global vy
supervivencia libre de progresion con Trastuzumab. Al contrario, en el grupo de pacientes
con amplificacion de RTK no encontramos diferencias estadisticamente significativas en
supervivencia global ni en supervivencia libre de progresion segun el estado de activacion
de la via PI3K/Akt/mTOR. Estos datos hemos de tomarlos como datos exploratorios dado
el escaso tamafio muestral, que puede influir en la escasa potencia estadistica para detectar
diferencias. No obstante, consideramos que la posible interaccion entre la via de
PI3K/Akt/mTOR y la amplificacion de RTK como posibles mecanismos de resistencia a
Trastuzumab debe ser estudiada en una serie de mayor tamafio muestral para poder

establecer conclusiones definitivas.
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5. IMPLICACIONES PRACTICAS

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, segun nuestros resultados el 69.05% de los
pacientes con CG avanzado HER?2 positivo podrian beneficarse de terapias dirigidas
frente a la via PI3BK/Akt/mTOR y/o receptores tirosina quinasa distintos a HER2 en

monoterapia 0 en combinacion con farmacos anti-HER2 (Figura 23).

Figura 23. Alteraciones moleculares potenciales dianas terapéuticas en CG HER2 positivo.

Cancer gastrico
HER2+

21.43%

En la Tabla 27 exponemos los farmacos en desarrollo clinico y preclinico dirigidos contra
dianas moleculares en cancer gastrico avanzado y la prevalencia detectada de las
alteraciones moleculares en cancer gastrico HER2 positivo en nuestro estudio (164, 205,
423, 574, 575).
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Tabla 27. Biomarcadores y farmacos dirigidos contra dianas moleculares en CG avanzado.

Diana molecular Prevalencia | Farmaco

PI3K/Akt/mTOR 52.38% MK-2206

BYL719
Everolimus en combinacién
GSK2636771
AZD5363
GDC0068

EGFR 21.4% Cetuximab
Panitumumab
Matuzumab
Gefinitib

Erlotinib

FGFR 31.4% Dovitinib (TK1258)
TAS-120
AZDA4547

MET 4.8% Rilotumumab (AMG102)
Onartuzumab
AMG337
LY2875358
Foretinib
Crizotinib
Cabozantinib
Golvatinib

ERBB3 ND Pertuzumab
Trastuzumab-emtansina (T-DM1)
VEGF/VEGFR ND Bevacizumab
Ramucirumab
Sunitinib

Sorafenib
Pazopanib
Vandetanib
Telatinib
PD-1/PD-L1/PD-L2 ND Pembrolizumab
Nivolumab
MPDL3280A
MEDI 4736
JAK/STAT ND AZD1480
INCB018424
TG101348

PARP ND Olaparib

Veliparib

Otras vias de | ND R0O4929097*
sefalizacion PF3084014!
Sonidegib?
Buparlisib?
Vismodegib?
Verteprofina®
AUY9224

1 Via NOTCH. Inhibidor de gamma-secretasa. 2 Via Hedgehog. 3 Via Hippo. Inhibidor de YAP. 4 Inhibidor de
HSP90. ND: no determinado. PARP: poli-ADP-ribosa polimerasa
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6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Nuestro trabajo consiste en un estudio observacional o no experimental con una finalidad
tanto descriptiva como analitica. Se trata de un estudio de series de casos longitudinales
0 de seguimiento de una cohorte formada por pacientes diagnosticados de cancer gastrico
avanzado HER2 positivo y que han sido tratados con Trastuzumab. La recogida de
informacién se realiza de forma ambispectiva, dado que los efectos del tratamiento
(progresion de la enfermedad y muerte) se recogen tanto de forma retrospectiva como
prospectiva desde el momento de seleccién de la cohorte. Los factores de riesgo,
consistentes en la presencia 0 ausencia de una determinada alteraciéon molecular o
variable clinica, se miden con caracter retrospectivo. De forma inherente al tipo de disefio

el estudio tiene una serie de fortalezas y limitaciones.

Respecto a la seleccion de la poblacion de estudio, la definicion clara de los criterios de
inclusion y exclusion empleados en la seleccion de la muestra, el caracter multicéntrico
del estudio y la seleccion de pacientes tratados segun la practica clinica estandar,
aumentan la validez interna y externa de los resultados. Sin embargo, la seleccion de una
serie de pacientes candidatos a tratamiento oncologico puede suponer un sesgo de
seleccion de una muestra con prondstico més favorable al de la poblacion general de
cancer gastrico. Ademds, no existe una cohorte no expuesta al tratamiento con
Trastuzumab, lo cual limita las conclusiones sobre el caracter pronéstico de las
alteraciones moleculares en ausencia de tratamiento. No obstante, no seria aceptable
éticamente en el &mbito clinico el disefio de un ensayo clinico con una rama de placebo

en primera linea de cancer géastrico avanzado HER2 positivo.

Como principal factor limitante hemos de considerar el tamafio muestral pequefio. Un
escaso tamafio de la muestra puede condicionar no encontrar diferencias estadisticamente
significativas cuando si existen diferencias clinicamente relevantes. De esta forma, dada
la baja prevalencia de la mayoria de las alteraciones moleculares, un tamafio muestral
pequenio dificulta su deteccidn, asi como encontrar posibles relaciones con los efectos del
tratamiento. Sin embargo, hemos de destacar que el largo seguimiento medio de los
pacientes y la ausencia de pérdidas de seguimiento como causa de censura de los datos,
ha permitido el andlisis de los datos incluyendo a todos los pacientes que conformaban la

muestra al inicio del estudio.
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Otro punto importante a tener en cuenta en la interpretacion de los resultados es la
heterogeneidad intra e intertumoral. La heterogeneidad tumoral interpersonal,
determinada por factores del huésped que condicionan el microambiente tumoral,
variaciones germinales o mutaciones somaticas que ocurren de manera exclusiva en cada
paciente, explica que pacientes con el mismo subtipo tumoral no presenten la misma
evolucion clinica. Ademas, en los Ultimos afios diferentes estudios han evidenciado la
gran heterogeneidad intratumoral, evidenciando la existencia de diversas poblaciones
celulares con caracteristicas genéticas, epigenéticas y fenotipicas distintas dentro del
mismo tumor (503). Mediante técnicas de secuenciacion masiva diversos estudios han
demostrando que los tumores estan constituidos por alteraciones somaticas que ocurren
en estadios precoces de la carcinogénesis, y por otras alteraciones somaticas en algunas
de sus células que ocurren en etapas mas avanzadas del tumor, dando lugar a clones y
subclones dentro del mismo tumor. Incluso lesiones metastasicas en diferentes
localizaciones pueden proceder de clones celulares distintos, dando lugar a
heterogeneidad intermetastasica. Ademas una lesion metastésica puede adquirir nuevas
mutaciones dando lugar a diferentes clones dentro de la misma lesion, lo que es conocido
como heterogeneidad intrametastasica. Esta gran heterogeneidad de los tumores en
estadios avanzados va a limitar la eficacia de las terapias contra dianas moleculares y
explica la implicacion de multiples mecanismos de resistencia adquirida al tratamiento en
el mismo paciente (576, 577). La presion selectiva que ejercen los tratamientos sobre
determinados clones celulares, determina que las subpoblaciones celulares con resistencia
intrinseca o adquirida predominen en la masa tumoral y sean éstas las que gobiernen la
progresion tumoral. En la practica clinica diaria nos encontramos con la dificultad de
caracterizar qué clones y alteraciones genéticas son los predominantes en un determinado
paciente. Para ello en primer lugar, va a ser primordial disponer de una muestra tisular
amplia conformada por multiple biopsias, a ser posible de diferentes areas tumorales. Sin
embargo, en cancer gastrico es frecuente disponer de muestras tumorales escasas,
obtenidas via endoscépica. En segundo lugar, dado que la enfermedad es dindmica va a
ser de suma importancia la realizacion de biospias longitudinales para poder determinar
los cambios moleculares que el tumor sufre en su evolucion natural y al someterlo a la
presion de determinadas terapias. Sin embargo, hoy en dia es habitual emplear biopsias
del tumor primario para decidir la terapia oncologica de la enfermedad metastasica, que
ha podido debutar de forma sincronica o metacrénica. La seleccion de una terapia dirigida

frente a una diana molecular en base a biopsias de pequefio tamafio 0 metacrénicas en el
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tiempo puede condicionar la resistencia primaria al tratamiento por identificacion
inadecuada de la via molecular presente en el clon tumoral predominante, condicionando
la progresion de la enfermedad. Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, podemos
comprender la complejidad que presenta la validacion de un biomarcador molecular como
predictivo de respuesta a una determinada terapia. En relacion a ello, en cancer gastrico
diferentes estudios han demostrado el beneficio de realizar biopsias mdultiples en la
seleccion de terapias dirigidas debido a la heterogeneidad intratumoral detectada en
diversos biomarcadores como HER2, FGFR2, cMET o EGFR, entre otros (578-581). Una
estrategia para afrontar la heterogeneidad tumoral es emplear terapias dirigidas frente a
varias vias de sefializacion intracelular de forma simultanea (582, 583). La hipotesis de
nuestro trabajo apoya que el conocimiento de las alteraciones moleculares concurrentes a
la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 en pacientes con adenocarcinoma gastrico
avanzado tratados con Trastuzumab, puede ayudar en la seleccion de terapias dirigidas

que mejoren la evolucién de los pacientes.

Otra limitacion que reconocemos en nuestro estudio es la ausencia de estudio
inmunohistoquimico o analisis de expresion proteica de ciertos biomarcadores, entre
otros posibles estudios moleculares, como consecuencia de la escasez de muestra tumoral
disponible en muchos de los pacientes. En la ultima década los avances en el
conocimiento de las bases moleculares del cancer ha puesto de manifiesto la importancia
de la integracion de las distintas ciencias “omicas” en el estudio de la biologia tumoral.
A pesar de ello, en la mayoria de los casos el diagndstico histoldgico se realiza a partir de
biopsias endoscépicas, dado que en paises occidentales mas del 50% de los pacientes
debuta en estadio metastasico o irresecable. De esta forma, la disponibilidad de material
histologico para la realizacion de estudios moleculares no siempre es posible. Ello ha
podido ser una de las causas de los resultados negativos de los estudios de biomarcadores
de ciertos ensayos clinicos con terapias dirigidas, y es una limitacién para el avance en el
tratamiento personalizado de los pacientes con céancer gastrico. La coordinacién
interdisciplinar en el proceso diagndstico y terapéutico del paciente con cancer, y la
integracion de los patélogos moleculares en los equipos de trabajo, puede ayudar a una
mayor concienciacion sobre la importancia de la biopsia y re-biopsia en el manejo de los

pacientes con cancer en la era de la biologia molecular y las terapias dirigidas.
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VII. CONCLUSIONES
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Se ha realizado una caracterizacion molecular del adenocarcinoma géastrico HER2
positivo, demostrando la frecuente coexistencia de mdultiples alteraciones
genomicas concurrentes con la sobreexpresion y/o amplificacion del oncogén
HER2.

La alteracién gendomica mas frecuentemente detectada es la mutaciéon en TP53,
encontrandose activacion de la via PI3K/Akt/mTOR en un 52% de los casos y
coamplificacion de genes que codifican otros receptores con actividad tirosina
quinasa (EGFR, FGFR, MET) en un 38%.

La activacion de la via PI3K/Akt/mTOR se demuestra como un biomarcador
prondstico y predictivo negativo en términos de supervivencia global y libre de
progresion en adenocarcinoma gastrico con sobreexpresion y/o amplificacion de

HER2 tratados con Trastuzumab.

La amplificacidn de genes codificantes de receptores de membrana con actividad
tirosina quinasa (EGFR, FGFR, MET) no posee valor prondstico ni predictivo de
beneficio en términos de supervivencia global o libre de progresion en
adenocarcinoma gastrico con sobreexpresion y/o amplificacién del oncogén

HER?2 tratados con Trastuzumab.

La interaccion entre la via de PI3K/Akt/mTOR vy la activacion por amplificacion
de genes codificantes de receptores tirosina quinasa parece demostrarse como un
posible mecanismo de resistencia a Trastuzumab, mereciendo ser explorada en

estudios futuros.

El 69% de los pacientes diagnosticados de adenocarcinoma gastrico con
sobreexpresion y/o amplificacion del oncogén HER2 pueden ser subclasificados
de acuerdo a otras alteraciones moleculares concomitantes, siendo subsidiarios de
diferentes terapias personalizadas en combinacion o tras la administraciéon de

Trastuzumab.
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Por todo lo anterior consideramos demostrado que el conocimiento de las alteraciones
moleculares concurrentes con la sobreexpresion y/o amplificacion de HER2, en pacientes
con adenocarcinoma gastrico avanzado tratados con Trastuzumab, permite identificar
factores predictivos y pronosticos asi como facilitar el hallazgo de terapias personalizadas

para estos pacientes.
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ANEXO |

EVALUACION DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Response Evaluation Criteria In Solid Tumors (RECIST) Version 1.0

Therasse P. et al (584).

Criterios RECIST version 1.0

Evaluacion de la respuesta
Lesiones diana (2 lesiones por 6rgano y 5 lesiones en total)

Respuesta completa (RC)

Desaparicion de todas las lesions diana

Respuesta parcial (RP)

Disminucién de al menos el 30% en la suma de los
didmetros mayores de las lesiones diana con
respecto a la obtenida en el estudio basal

Progresion de la enfermedad (PE)

Aumento de al menos el 20% en la suma de los
diametros mayores de las lesiones diana tomando
como referencia la menor suma obtenida durante el
seguimiento (incluido el estudio basal)

Aparicion de una o mas lesiones nuevas

Enfermedad estable (EE)

No cumple ninguno de los criterios anteriores

Lesiones

no diana

Respuesta completa (RC)

Desaparicion de todas las lesiones no diana y
normalizacion de los marcadores tumorales

Respuesta incompleta/Enfermedad estable (IR/EE)

Persistencia de una o mas lesiones no diana y/o
mantenimiento de los marcadores tumorales por
encima del limite alto de la normalidad

Progresion de la enfermedad (PE)

Aparicion de una o més lesiones nuevas y/o
progresién inequivoca de las lesiones no diana
existentes

Lesiones diana Lesiones no diana

Nuevas lesiones

Categorizacion final de la respuesta

RC RC No RC
RC IR/EE No RP
RP IR/EE No RP
EE IR/EE No EE
PE Cualquiera Cualquiera PE
Cualquiera PE Cualquiera PE
Cualquiera Cualquiera Si PE
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