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INTRODUCCION

1. CANCER. GENERALIDADES

1.1. DEFINICION

El cdncer es una disrupcién biolégica y genética de las células.
El genoma se altera y las células pierden el control sobre su
biologia y comportamiento, siendo capaces por ejemplo de
diseminar a distancia y proliferar en tejidos distintos al de
origen (1). Las células normales se dividen y mueren durante un
periodo de tiempo programado. En cambio, la célula cancerosa
“pierde” la capacidad para morir de forma programada y se
divide casi sin limite, hasta formar una masa denominada
tumor o neoplasia. Estos grupos de células cancerosas van
acumulando alteraciones genéticas (en la secuencia de ADN) y
epigenéticas (en la expresion de los genes), con las que
adquieren habilidades extraordinarias que, en ultima instancia,

los capacitan para diseminar a distancia o metastatizar (2).

1.2. EPIDEMIOLOGIA

El cdncer es una de las primeras causas de morbimortalidad a
nivel mundial. La International Agency for Research on Cancer

estimd que en el aio 2020 se diagnosticaron unos 18,1
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millones de casos nuevos de cancer en el mundo (excluyendo
los tumores de piel no-melanoma), y se ha considerado que
esta cifra aumentard en los préximos 20 afios hasta los 27
millones. Lo mismo ocurre con la mortalidad. Esta agencia
calcula 9,9 millones de muertes, aproximadamente, en relacion
con el cancer, en el afio 2020; previendo un aumento a mas de
16 millones en el afio 2040 (Figura 1).

Los canceres que fueron responsables de la mayoria de
fallecimientos, a nivel mundial, en ambos sexos, fueron: el de
pulmdn (18% del total de muertes por cancer), colorrectal
(9,4%), el hepatico (8,3%), el de estémago (7,7%) y el de mama
(6,9%) (3).

Dado que la pandemia de la COVID-19 ha afectado el nimero
de diagndsticos de cdncer en muchos paises, es probable que el

nuimero de canceres estimados varie (3).

INCIDENCIA MUNDIAL

Figura 1:
18.1 mill 27 mill Representacion de la
incidencia y
.
mortalidad, por
2020 2040

cancer, que se obtuvo
MORTALIDAD MUNDIAL ~
en el afio 2020 en el
mundo, y la incidencia

y mortalidad,

calculadas para el afio
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2040 a nivel mundial (figura realizada por la autora).

También en Espafia el cancer es una de las primeras causas de
morbimortalidad. Segun los datos del INE (Instituto Nacional de
Estadistica), en 2020 fue la segunda causa de muerte.

Se considera que el nimero de casos que se diagnosticara en
este pais en el afio 2022 serd de 280.100, segun los calculos de
REDECAN (red espafiola de registros de cancer). Se espera que
la incidencia alcance los 341.000 casos en el afio 2040. En
cuanto a la mortalidad, se calcula que se incrementara de
113.000 casos en 2021 a mas de 160.000 en el afio 2040. Sin
embargo, estos datos pueden variar, ya que esta estimacion no

incluye el posible efecto de la pandemia (3) (Figura 2).

Figura 2:

INCIDENCIA ESPANOLA s
Representacién

de la estimacion

280.000 341.000 de la incidencia
casos casos
de cancer que
‘ o
habra en Espafia,
2022 2040

en el afio 2022 y
MORTALIDAD ESPANOLA 2040, asi como la
mortalidad por
cancer que se

registré en

Espafia en el afio
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2021, y la estimacién para el afio 2040 (figura realizada por la autora).

Los calculos de REDECAN estiman que los canceres que seran
diagnosticados con mas frecuencia en los hombres espafoles,
en 2022 seran: de préstata (30.884 casos), de colon y recto
(26.862 casos), de pulmon (22.316 casos) y de vejiga urinaria
(17.992 casos). Y en mujeres: de mama (34.750 casos) y de

colon y recto (16.508 casos) (Figuras 3y 4).

W PROSTATA M COLORRECTAL PULMON M VEJIGA

32000

24000

16000

8000

l

Figura 3: Representacion de la estimacion del nimero de casos de cancer,

0

que seran diagnosticados en los hombres espafioles en el afio 2022, de los

canceres mas frecuentes (figura realizada por la autora).
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2.CARCINOGENESIS

Figura 4: Representacion
de la estimacion del
ndmero de casos de
cancer, que seran
diagnosticados en las
mujeres espafiolas en el
afno 2022, de los canceres
mas frecuentes (figura

realizada por la autora).

2.1. CARCINOGENESIS A NIVEL MOLECULAR

La génesis del cdncer comienza con una mutacién en una célula

somatica del organismo. La progenie de ésta, para llegar a ser

cancerosa, ird acumulando mutaciones adicionales y cambios

epigenéticos que le proporcionardn ventajas selectivas de

crecimiento, directa o indirectamente, frente a las células

normales. Por ello el cdncer es una enfermedad genética

monoclonal y espordadica, de las células somaticas, en la

mayoria de los casos (4).

Cuando dichas alteraciones se encuentran en células de la linea

germinal, se transmiten a la descendencia. Pero el cancer

hereditario no es objeto de este estudio.
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Para comprender mejor la transformacion maligna que sufre un
tumor, es representativo el modelo de Bert Vogelstein para el
carcinoma colorrectal no hereditario. Se basa en que este
cancer se inicia con un primer evento, que consiste en la
mutacion del gen APC, confiriendo mayor tasa de proliferacion
a la mucosa colorrectal, dando lugar a un clon microscopico. El
segundo evento suele ser en el gen KRAS, y desencadena una
segunda ronda de crecimiento clonal, que ayuda a que en la
mucosa se construya un adenoma. Este proceso continuard con
mutaciones en otros genes que, si siguen confiriendo ventajas a
las células, el tumor terminara teniendo capacidad infiltrante
(adenocarcinoma infiltrante), y posteriormente metastatizante.
Estas mutaciones que confieren ventajas al tumor se

denominan mutaciones conductoras o driver

Algunos autores sugieren que hay 140 genes aproximadamente
cuyas mutaciones conducen a la génesis del tumor. Son los
llamados genes driver o conductores. Estos confieren ventajas
selectivas de crecimiento a las células tumorales

Algunos estudios creen que se esta alcanzando una meseta en
el conocimiento de estos genes, porque con asiduidad se

redescubren los mismos, en diferentes tipos de tumores.
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Por otra parte, todos los genes driver que se conocen, pueden
encasillarse en una o mas vias de seializacién molecular
encargadas de la progresidon del ciclo celular, apoptosis,
crecimiento celular, etc (ver apartado “principales vias

desreguladas en cdncer, y genes implicados en ellas”)

Los estudios epidemioldgicos han sugerido que los canceres
sélidos suelen requerir para su génesis, de 2 a 8 mutaciones
drivery el resto de mutaciones que ha sufrido son las llamadas
passenger. Estas no ofrecen ventajas al tumor, no tienen efecto
en el proceso neoplasico y suelen ser preneoplasicas. Por ello,
si se diagnostica un tumor en un paciente de 87 afios, es
probable que contenga muchas mdas mutaciones passenger que
el mismo tumor diagnosticado en un paciente de 40

Identificar esos drivers moleculares del cancer es fundamental
para la oncologia de precisidon, como veremos mas adelante.
Pero es complejo diferenciar qué mutaciones somaticas son
driver y cudles passenger. Hoy hay muchos algoritmos para
identificar drivers, por ejemplo, el equipo de Bailey hizo un
analisis PanCancer y PanSoftware, empleando mas de 9000
exones tumorales del proyecto PanCancer de The Cancer
Genome Atlas (TCGA) y utilizé mas de 26 de dichos algoritmos o
herramientas computacionales para identificar genes driver y

mutaciones driver (6). Estas herramientas eran variadas, por
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ejemplo, ocho estaban basadas en la frecuencia de mutacion
(ej. MuSiC2), cuatro de ellas en la estructura (ej. HotSpot3D) y
dos estaban basadas en eventos clinicamente accionables (ej.
PHIAL), etc. Finalmente, consiguio identificar casi 300 genes

drivers del cancer.

De manera genérica, dentro de los principales genes implicados
en la larga cascada de mutaciones que sufren las células para
llegar a formar un tumor maligno, estan descritos dos grupos
principales desde 1997, por Kinzler y Bert Vogelstein:

V En primer lugar, los genes vigilantes (gatekeeper) que, a
modo de porteros, regulan la entrada de la célula a la via
tumorigénica, y asi iniciar el crecimiento celular. Estos
genes suponen el 1% del genoma humano, y son los
oncogenes y genes supresores de tumores, que controlan
directamente el crecimiento tumoral funcionando
respectivamente como aceleradores y frenos de la
proliferacién celular.

V En segundo lugar, los genes cuidadores (caretaker), que
no controlan directamente el crecimiento del tumor, sino
la integridad del genoma, corrigiendo dafios que se
produzcan en él. El ADN esta constantemente sometido a

modificaciones por agentes exdgenos y enddgenos, por lo
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que es esencial que las células dispongan de distintos
sistemas de reparacidon que mantengan la integridad del
genoma. Dentro de los mecanismos de reparacion del
ADN, del inglés DDR (DNA damage repair), se involucran
multiples genes, como BRCA1, BRCA2, BLM, FANCA, TP53,
RAD51Cy MSH2. Los principales mecanismos de
reparacion del ADN son

A. Mecanismos de reparacion por escision:

o Escision de bases (base escision repair o BER). Se lleva a
cabo por enzimas glicosilasas que eliminan la base dafiada,
y posteriormente la proteina poli-ADP-ribosa-polimerasa
(PARP) participa en la reparacion.

o Escision de nucleétidos (nucleotide escision repair o NER).
En este caso se precisa de helicasas que abren la doble
hélice del ADN y de enzimas que cortan el fragmento en el
que estan los nucledtidos dafiados y lo eliminan, para que
la ADN polimerasa pueda rehacerlo bien.

B. Sistema mismatch repair (MMR):

También llamado sistema de reparacion del apareamiento
erréneo o reparador de los errores de deslizamiento. Es
esencial para mantener la estabilidad del genoma. Se activa
una vez la ADN-Polimerasa ya ha replicado la hebra molde de
ADN, y ha colocado en sitio erréneo un nucledtido, y no lo ha

podido solucionar. Se activa un complejo de enzimas que
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reconoce el dafo, retira el nucledtido mal posicionado, y de
nuevo la ADN-Polimerasa afiade el nucleétido correcto.

Es relativamente frecuente que haya errores de apareamiento
en unas secuencias repetidas de 1 a 6 nucleétidos llamadas
microsatélites o secuencias cortas en tdndem. Tanto es asi que
la inestabilidad gendmica mas estudiada y mejor caracterizada
es la inestabilidad de microsatélites (microsatellite instability -
MSI). Puede haber un alto grado de inestabilidad (microsatellite
instability-high / MSI-H) o bajo grado de inestabilidad
(microsatellite instability-low / MSI-L). Los principales genes
gue codifican las proteinas de estas secuencias repetitivas son
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2.

La alteracidn del sistema MMR otorga a las células inestabilidad
gendmica intrinseca que les hace aumentar la tasa de error
durante la replicacion. Por lo general son tumores con menor
agresividad y el prondstico del paciente es favorable; con la
excepcion de los carcinomas mamarios y endometriales, donde
se asocia a peor prondstico

C. Mecanismos de reparacion de rotura de la doble

cadena
o Por recombinacién no-homdloga. Participan las proteinas
PARP. En este caso el dafio rompe una hebra, y ésta se
vuelve a “pegar” en esa misma zona, gracias a la proteina

PARP, aunque los extremos sean no-homadlogos.
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o Porrecombinacién homdéloga. Utiliza la informacidn del
cromosoma homologo, para reparar al dafiado. En este
caso, son importantes como proteinas mediadoras las

codificadas por los genes BRCAly 2.

2.3.1. GENES SUPRESORES DE TUMORES

Son genes cuyos productos proteicos mantienen la
homeostasis de las células, evitando el mal funcionamiento de
las mismas. Cuando alguno de estos genes se ve alterado, su
expresion se ve reducida, por lo que su producto proteico no se
fabrica o no funciona correctamente.

Segln el modelo two-hit de Knudson, también llamado doble
hit o doble evento, para que estos genes vean suprimida su

funcidn, se tienen que truncar los dos alelos del gen.

De entre los muchos genes supresores de tumores conocidos,

s6lo seran comentados los mas relevantes segun la literatura:

2.3.1.1. Gen de la proteina tumoral p53 (tumor protein p53 -
TP53)

Es el gen supresor de tumores conocido como “el guardian del
genoma”. Codifica para la proteina supresora de tumores p53,
un factor de transcripcién que se une, en forma de tetramero,
al ADN y activa programas de reparacion, detencion del ciclo

celular, o activacion de la apoptosis, en respuesta a dafios en
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ADN y otras sefiales de estrés; actuando como mecanismo de
seguridad. Por ello, las mutaciones en el gen TP53 se asocian a
una mayor inestabilidad cromosdmica. Los tumores con
mutaciones en TP53 muestran una mayor expresion de genesy
proteinas de progresion del ciclo celular.

En algunos tipos de carcinomas, como el prostatico, el
adenocarcinoma de eséfago o el carcinoma escamoso de
cabeza y cuello se correlaciona con la reduccion de la
supervivencia, por lo que, de estar mutado, se le considera
biomarcador de mal prondstico. Pero éste es un tema
controvertido, ya que el estado de la mutacion del gen TP53 no
siempre es indicativo del estado de la sefializacidon de la via

TP53 en una célula cancerosa

En el momento actual no existe tratamiento dirigido frente a

esta alteracion.

2.3.1.2. Homdlogo de fosfatasa y tensina (phosphatase and
tensin homolog - PTEN)

PTEN es el segundo gen supresor de tumores mas mutado,
después de p53.

Codifica una fosfatasa lipidica que actua como principal
supresora de la via carcinogénica PI3K/AKT/mTOR, al eliminar

un grupo fosfato de la molécula PI3K (fosfatidilinositol 3-
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kinsasa). Por tanto, la pérdida de PTEN funcional conduce a la
activacion constitutiva de la via, y con ello, al crecimiento

tumoral

2.3.1.3. Genes que codifican la proteina de susceptibilidad al
cancer de mama (Breast Cancer susceptibility protein — BRCA)
Familia de genes que participa en el mantenimiento de la
integridad del genoma, reparando la doble hebra de ADN,
mediante recombinacidén homodloga. Cuando alguno de los
genes estd mutado o alterado, su expresion se ve reducida, y su
producto proteico no se fabrica o no funciona correctamente,
por lo que el dafio del ADN puede no repararse
adecuadamente. Como resultado, aumenta el riesgo de
desarrollar cdncer de mama y ovario, entre otros

Son genes de susceptibilidad para el cancer de mamay de
ovario, ya que cuando se encuentran en la linea germinal,

aumenta el riesgo de desarrollar dichos canceres

Ya desde el afio 2018 se dispone de farmacos activos en cancer
de mama con mutacién BRCA: Los inhibidores de PARP (iPARP)
como olaparib, rucaparib, niraparib. Partiendo de la base de
que las proteinas BRCA1 y BRCA2 reparan el ADN mutado por
recombinacién homdloga, se ha visto que, si el paciente ya

tiene una mutacién BRCA, esa funcion reparadora se lleva a
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cabo por otra via, en la que estan implicadas las proteinas
PARP. Por lo que al inhibir a PARP, la célula queda sin

mecanismos de reparacidon y muere

2.3.1.4. Genes que codifican proteinas de remodelacidon de la
cromatina.

Las proteinas de remodelacidn de la cromatina pueden
subdividirse en cinco clases que incluyen SWI/SNF, ISWI, CHD,
INO80 y ATRX.

Estas proteinas utilizan la energia de la hidrélisis del ATP
(adenosina-trifosfato) para alterar el posicionamiento de la

cromatina y estan implicadas en muchos procesos celulares

V El complejo proteico SWI-SNF:

Estd constituido por multiples subunidades. Desempefia un
papel importante en muchas funciones centrales celulares,
como la regulacion de la expresidn génica y la reparacion del
ADN La pérdida de su funcidn se asocia con
inestabilidad gendmica y a menudo resulta en cancer

Esta descrito que mas del 20% de todas las neoplasias
humanas presentan defectos en este complejo

Dos de los genes implicados son ARID1A y PBMR1:
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> Dominio de interaccidn rico en AT de la proteina Al
(AT-rich interactive domain-containing protein 1A —

ARID1A)

ARID1A es uno de los genes del complejo, mas frecuentemente
mutados y codifica la proteina ARID1A

En el cancer, la pérdida de funcidn de este gen se ha asociado
con el descenso de la supervivencia libre de enfermedad en
algunos carcinomas, como el de mama y ovario, pudiendo

actuar en estos tumores como biomarcador de mal prondstico

En cuanto a su uso potencial como biomarcador de
tratamiento, se ha visto el papel de ARID1A en la regulacion de
los puntos de control del dafio del ADN en las roturas de doble
cadena, que sensibilizan a las células tumorales a los
inhibidores de PARP. Ademas, las mutaciones de ARID1A se
asocian comunmente con la fosforilacion de la proteina cinasa
B (codificada por el gen AKT) y, en consecuencia, con la
activacion de la via carcinogénica PI3K-AKT-mTOR. Asi, la
pérdida de expresién de ARID1A aumenta la sensibilidad de las

células cancerosas a los inhibidores de PI3K y AKT (

O Gen de la proteina polibromo 1 (polybromo1 -

PBRM1)
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Codifica la proteina polibromo-1 (PBRM1/BAF180). Las
mutaciones que alteran al gen, resultan en la pérdida de la
proteina, por lo que se pierde su papel como reguladora
negativa de la proliferacidn celular. La pérdida de este gen se
considera un posible biomarcador prondstico en carcinoma

mamario asociado con malos resultados clinicos

V Remodelador de cromatina ATRX (ATRX chromatin
remodeler)

Codifica una proteina remodeladora de cromatina que contiene
un dominio ATPasa/helicasa que, en combinacion con el
cofactor de transcripcion, DAXX (death domain associated
protein), participa en el mantenimiento de la estabilidad

gendmica.

La pérdida de ATRX se ha correlacionado con el alargamiento
alternativo de los telémeros (un mecanismo no dependiente de
la telomerasa), con el dafio al ADN, el estrés replicativo y otras
funciones celulares relacionadas con la regulacidn epigenética.
Esta pérdida de ATRX puede ocurrir por mutaciones puntuales,

deleciones o fusiones de genes.

Los estudios moleculares sobre ATRX apenas estan empezando

a revelar las numerosas funciones criticas de esta proteina en
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el cancer, por lo que se prevé el surgimiento de nuevos
tratamientos y enfoques clinicos para los canceres con este gen

alterado

2.3.1.5. Genes que codifican la cadherina E (cadherin 1- CDH1)
El gen CDH1 codifica la cadherina E, una proteina de adhesion
celular que consta de una parte extracelular, otra

transmembrana y una cola citoplasmatica

Las mutaciones somaticas en este gen estdn relacionadas con el
cancer gastrico, principalmente el difuso, el cancer de mama, el
colorrectal, el de tiroides y el de ovario. Se cree que su pérdida
de funcién contribuye a la progresién del cancer porque
aumentar la proliferacidn, la invasién y la capacidad

metastasica

Por otro lado, las mutaciones en linea germinal de éste
aumentan el riesgo de cancer gastrico difuso hereditario

asi como de carcinoma lobulillar infiltrante de mama

Actualmente no hay tratamiento dirigido, pero hay evidencia

preclinica de la accionabilidad este gen

2.3.1.6. Genes que codifican el receptor de estrogenos 1y 2

(estrogen receptor 1 — ESR1; estrogen receptor 2- ESR2)
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Estos genes codifican el receptor de estrégenos y un factor de
transcripcidn nuclear activado por un ligando. Desempefan un
papel clave en el cancer de mama, el cancer de endometrioy la
osteoporosis

Una de las conclusiones del estudio PEARL sobre el carcinoma
mamario con receptores hormonales positivos es que las
mutaciones en el gen ESR1 podrian etiquetarse de biomarcador
de mal prondstico con supervivencia global significativamente
peor que las pacientes con ESR1-wild type (no-mutado),
independientemente del tratamiento dirigido; y como

biomarcador predictivo de resistencia al tratamiento hormonal

2.3.2. ONCOGENES

Son genes que, al sufrir mutaciones activadoras, sus productos
proteicos aumentan las ventajas bioldgicas de las células
portadoras

De forma habitual estan bajo estricta regulacion. Cuando un
protoncogén sufre una mutacidn, le otorga ganancia de funcién
y pasan a ser oncogénicos. Sus productos proteicos intervienen
en las rutas de sefializacién celular, haciendo las funciones
similares a las de sus homdlogos normales, pero sobre-
expresadas. Pueden dotar a la célula de autosuficiencia, ya sea

funcionando como receptor de un factor de crecimiento
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activado constitutivamente, o como ligando que haga la
funcidén de factor de crecimiento.

Los oncogenes pueden codificar factores de crecimiento,
receptores tirosina-quinasa (RTK), receptores sin actividad
tirosina-quinasa, proteinas que intervienen en las vias de
sefializacion mitdgenas (de proliferacion) y factores de

transcripcion.

De entre los muchos oncogenes conocidos, sdlo serdn

comentados los mas relevantes segun la literatura:

2.3.2.1. FAMILIA RAS (las siglas provienen de “rat sarcoma
virus” — oncogén viral del sarcoma de la rata)

Codifican proteinas GTPasas que, en condiciones normales se
anclan a la parte citoplasmatica de la membrana celular.
Cuando esa célula es estimulada por factores de crecimiento
gue se unen a su receptor transmembrana, la proteina RAS
hace su funcién GTPasa, transformando GDP en GTP. Este
ultimo queda unido a RAS y forman un complejo activo util en
muchas vias de transduccion de seiial, como la via MAP-Kinasa
o la via PI3K/AKT/mTOR; lo cual se comentard posteriormente

en el apartado de las vias de sefalizacién celular
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La mutacion puntual de los genes de la familia RAS (H-RAS, K-
RAS, N-RAS, M-RAS), que conduce a la activacién constitutiva

de la proteina, se observa ampliamente en el cancer

Hay infinidad de publicaciones que describen cuan frecuente es
la mutacién de RAS en el cdncer humano, algunos describen un
30%, pero publicaciones recientes de metaanalisis describen
qgue aproximadamente el 19% de los pacientes con cancer
albergan mutaciones de Ras, lo que equivale a unos 3,4
millones de casos nuevos al afio en todo el mundo.

El 28 de mayo de 2021 la FDA otorgé la aprobacion acelerada
para el uso de sotorasib, el primer inhibidor de KRAS en caso de
mutacién G12C en pacientes con cancer de pulmodn. Prosigue la

investigacion con éste y otros farmacos

2.3.2.2. Oncogén RAF

Codifica proteinas cinasa serina/treonina, A-Raf, B-Raf y C-Raf,
gue forman homodimeros o heterodimeros activos, cuando se
les une el complejo Ras-GTP comentado en el apartado
anterior. Estos dimeros catalizan la fosforilacién y activacién
del siguiente participante de la via MAP-Cinasas, es decir, de
MEK1 y MEK2 (cinasas mitdgeno-activadas) que, a su vez,

catalizan la fosforilacion y activacion de ERK1 y ERK2. Estas
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ultimas catalizan la fosforilacién reguladora de decenas de
proteinas citosdlicas y nucleares.

Los estudios han sido amplios sobre BRAF, y se ha descrito la
existencia de mutaciones BRAF-V600E en aproximadamente el
8% de todos los canceres. Existen tratamientos dirigidos para
esta diana. Los dos primeros inhibidores de BRAF-V600E
aprobados fueron vemurafenib y el dabrafenib, para su uso en
melanomas con dicha mutacién.

Actualmente, los estudios han descubierto que el acoplamiento
de los inhibidores de MEK1/2 a los inhibidores de B-Raf es mas
eficaz en el tratamiento de estos melanomas, por lo que la
terapia dual es el estandar de atencion. Vemurafenib y
cobimetanib, dabrafenib y trametinib, y encorafenib mas
binimetinib son las combinaciones aprobadas por las agencias

reguladoras para el tratamiento de los melanomas BRAF-V600E

2.3.2.3. Oncogén MYC

Este gen se expresa en practicamente todas las células
eucariotas y pertenece a los genes que se inducen rapidamente
cuando las células reciben una sefial para dividirse. La proteina
MYC funciona en el nucleo celular, como factor de
transcripcidn que regula la expresién de cientos de genes
(hasta un tercio del genoma) en una gran variedad de tipos

celulares, para promover la proliferacion y crecimiento celular.
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Participa en la activacion del ciclo celular e inhibicién de la
apoptosis.

La alteracidén de la proteina MYC se encuentra en la mayoria de
tumores humanos (hasta el 70%), esto puede dar lugar a una
transcripcién sostenida de sus genes diana, como son los de la
ornitina descarboxilasa y el de la ciclina D2 (asociados ambos
con la proliferacién celular), o genes relacionados con la
adhesion celular reducida o la movilidad celular aumentada.
Muchas vias de seiializacién celular terminan llegando a la
proteina MYC en el nlcleo celular, y desacoplan su expresion
de sus restricciones normales. Algunas de esas vias son wnt/ B-
catenina, TGF-Beta o PI3K. Las alteraciones en estas vias son
mutuamente excluyentes con las mutaciones en MYC, tal como
se describira posteriormente en el apartado de las vias de

sefalizacion celular

2.3.2.4. Oncogén de la subunidad alfa catalitica de
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic
subunit alpha — PIK3CA)

Es un gen que codifica la subunidad catalitica, p110-alfa, de la
cinasa lipidica PI3K. Esta es el primer eslabdn de la via

carcinogénica PI3K/AKT/mTOR (Ver apartado “1.La via de
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sefializacion PI3K/AKT/mTOR” de las vias de sefializacion
celular)

Cuando PIK3CA estd mutado, la via se activa de forma
constitutiva, y dado que es una de las principales vias de
regulacién del crecimiento y proliferacién celular, esto se
descontrola. Se han descrito puntos recurrentes (hotspot) de
mutacion en este gen, y son E545K, E542K y H1047R

La alteracién del gen PIK3CA es un evento frecuente en el
cancer de vejiga, y promueve la proliferacidn, la invasién y la
metastasis . Ademas, es uno de los genes que muta con
mayor frecuencia en la cohorte de los tumores pan-gyn (cancer
ginecoldgico y de mama) identificados por Berger et al. como
parte del proyecto Pan-Cancer de TCGA . Concretamente
en el carcinoma mamario, la mutacién en PIK3CA es un
biomarcador prondstico, que implica agresividad tumoral con
el consiguiente riesgo de recaida/recurrencia y progresién del
tumor En el cancer de prdstata, la alteracion de PIK3CA se

ha visto asociada con la resistencia a la terapia hormonal

Actualmente disponemos de farmacos como Alpelisib que han

demostrado actividad en caso de mutaciones de PIK3CA

2.3.2.5. Familia de oncogenes de la cinasa serina/treonina

AKT (AKT serine/threonine kinase)
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Codifica la proteina cinasa serina/treonina AKT también
conocida como proteina cinasa B (PKB), es mediadora de
muchas vias de sefializacion, como PI3K/AKT/mTOR. Una vez
activada, la AKT modula la funcién de muchas proteinas aguas
abajo, implicadas en la supervivencia celular, la proliferacion, la
migracion, el metabolismo, la angiogénesis, etc.

En el genoma de los mamiferos se han identificado tres genes
AKT (AKT1, AKT2 y AKT3), y aunque el estado de los
activadores, moduladores y efectores descendentes de AKT
tengan una funcién importante en el desarrollo de los tumores,
la activacidon aberrante de esta familia de genes, en si misma es
altamente oncogénica y considerada como uno de los
iniciadores del proceso carcinogénico en una amplia variedad
de canceres humanos, como los carcinomas de pulmén, mama,
ovario, gastrico y pancreas.

La activacion de AKT se ha visto relacionada con la resistencia
adquirida a la quimioterapia y a las terapias dirigidas como el
trastuzumab, gefitinib y tamoxifeno. Por ello, AKT esta descrita
como una diana atractiva para la terapia del cancer. En
estudios preclinicos ya hay una amplia gama de inhibidores

potenciales de AKT

2.3.2.6. Genes que codifican las enzimas isocitrato

deshidrogenasa (isocitrate dehydrogenase — IDH)
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Los genes IDH1 e IDH2 codifican las enzimas isocitrato
deshidrogenasa 1, localizada en el citoplasma celular y en los
peroxisomas, y la isocitrato deshidrogenasa 2, localizada en las
mitocondrias. Estan involucradas en el metabolismo celulary
en la respuesta al estrés oxidativo.

Se han relacionado frecuentemente con canceres de diversos
origenes, como la leucemia mieloide aguda (20%), el
colangiocarcinoma (20%), el linfoma angioinmunoblastico de
células T (32%), el carcinoma sinonasal indiferenciado (49-
82%), el condrosarcoma (80%) y el glioma (80%) . En estos
ultimos se ha descrito como la primera mutacién que comienza
su carcinogénesis. En estos casos suponen un mejor pronéstico,

mayor supervivencia y mejor respuesta a la quimioterapia.

Las mutaciones de IDH constituyen objetivos terapéuticos
atractivos, debido a su alta prevalencia y su aparicién en una
fase temprana de la tumorigénesis. Por ello esta activo el
desarrollo de inhibidores de la IDH mutante, de inmunoterapia
dirigida a la IDH mutante y de agentes dirigidos a los
metabolitos inducidos por la IDH mutante. Ya se han

desarrollado varios inhibidores especificos, como es el IDH305.
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2.3.2.7. Oncogén de la diana mecanica de la rapamicina cinasa

(mechanistic target of rapamycin kinase - MTOR)

Es uno de los ultimos participantes de la via PI3K/AKT/mTOR,
gue serd comentada posteriormente en las vias de sefalizacion
celular. Forma parte de un complejo que activa el anabolismo
de lipidos, proteinas y acidos nucleicos. La mayoria de las
alteraciones y mutaciones, se encuentra aguas arriba de mTOR.
En general, la propia mutacién del gen es un evento
infrecuente. Por ejemplo, son activadores claves de la via, las
mutaciones activadoras en el gen PIK3CA, la alteracién o

mutacion en AKT y la pérdida de PTEN

2.3.2.8. Oncogén de la transcriptasa inversa de la telomerasa
(telomerase reverse transcriptase - TERT)

TERT codifica para la subunidad catalitica de la telomerasa, una
enzima que mantiene la longitud de los telémeros en cada
division celular.

La actividad de la telomerasa estd incrementada en el 90% de
los tumores, y da lugar a la elongacion aberrante de los
telédmeros, lo que probablemente contribuye a la inmortalidad
de las células cancerosas . Entre los mecanismos que
conducen a la activacion aberrante de la telomerasa, se
encuentran las mutaciones del promotor de TERT, que hacen

gue desarrolle sitios de union ectdpicos para factores de
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transcripcidn especificos y asi induce la sobreexpresidn del gen.
Esto se asocia con un aumento de la agresividad y el potencial

metastasico en varios escenarios tumorales

2.3.2.9. Gen del grupo de histonas 1 H3h (HIST1H3H)

Las histonas son proteinas nucleares sobre las que se engarza
el ADN, para la compactacion de la cromatina. El gen HIST1IH3H
codifica un miembro de la familia de las histonas H3.

Las modificaciones de las histonas tienen un papel importante
en el desarrollo del cdncer de mama, donde se ha asociado con
una pobre supervivencia global y supervivencia libre de
progresion

Con respecto al gen HIST1H3H, un articulo de 2016 lo describe
como un factor de cromatina frecuentemente alterado en
muchos canceres, sin embargo, parece que son escasos los
trabajos publicados sobre ello, siendo dificil reconocer si

pueden servir como biomarcador para los pacientes con cancer

2.3.2.10. Oncogén de la B-catenina 1 (catenin beta 1 -
CTNNB1)

Es un oncogén que proporciona instrucciones para hacer una
proteina llamada B-catenina. Esta proteina desempefia un

papel importante en la adhesion celular y en la comunicacién
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entre las células. También participa en la sefializacién celular
como una parte esencial de la via de sefializacion Wnt, que sera
explicado posteriormente en el apartado “2.5. principales vias
moleculares alteradas en el cancer”.

Los estudios sugieren que las mutaciones de ganancia de
funcién en el gen CTNNB1 impiden la descomposicion de la B-
catenina por un complejo en el que participa la proteina APC,
cuando ya no es necesaria, lo que permite que la B-catenina se
acumule dentro de las células, se traslade al nicleo celulary
promueva la proliferacidon incontrolada de las células

(Figura 5).

Tiene especial importancia en el cancer de endometrio. Por un
lado, se ha asociado de forma significativa la mutacién en el
exon 3 del gen CTNNB1 con la recidiva en los carcinomas
endometrioides de estadio temprano, FIGO I-Il (Federacién
internacional de ginecologia y obstetricia - FIGO) . Por otro
lado, en la clasificacion molecular prondstica realizada por
TCGA, uno de los cuatro subtipos gendmicos es el grupo con

mutacion en CTNNB1.

2.3.2.11. Oncogenes que codifican receptores de tirosina

cinasa

Las mutaciones en estos genes conllevan a alteraciones en su
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producto, que son proteinas transmembrana con actividad
tirosina cinasa (receptores de tironisa cinasa - tyrosine kinase
receptors - RTK). La unién de ligandos cambia la configuracion
del receptor y, mediante una cascada de fosforilacién de sus
socios de union, permite que se activen las vias de sefializacidon
posteriores que desempefian un papel en la diferenciacidn, el
crecimiento, la migracidn y la supervivencia de las células. Las
mutaciones en estos genes alteran los RTK que codifican,
pudiendo activarlos constitutivamente, y con ello, a las vias de
sefializacion celular a las que se hayan asociado, como pueden
ser RAS/MAP-kinasa, o PI3K (Figura 5)

Actualmente existe tratamiento dirigido a dichos RTK, y son los
inhibidores de las tirosina cinasas (ITK), como el imatinib,
gefitinib, erlotinib, afatinib, osimertinib, alectinib, sunitinib y

dasatinib, entre otros muchos.

46



F—PTEN *

b-catenina se libera
de un complejo de
ubiquitinacion
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NUCLEO CELULAR CELULAR

Figura 5: Un factor de crecimiento (FC) activa al receptor de tirosin-cinasa
(RTK) pudiendo activar vias aguas abajo, como la via PI3K o la via RAS/MAP-

Kinasas (figura realizada por la autora).

> Familia EGFR (HER 1 (EGFR), HER2 (c-erbB-2, HER2-
neu), HER3 y HER4)

Los dos miembros de la familia méas conocidos son EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidérmico) y HER2

(receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano).
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- Oncogén del receptor del factor de crecimiento epidérmico

(epidermal growth factor receptor - EGFR)

Suele sufrir mutaciones en hotspots (zonas recurrentes),
conduciendo a la activacién del RTK de forma constitutiva.
También puede sufrir amplificaciones, conduciendo al aumento
de la expresion de la proteina en la membrana celular.

A dia de hoy existen inhibidores de EGFR muy potentes, entre
los que se encuentran anticuerpos monoclonales como
cetuximab y panitumumab, o ITK como gefitinib, erlotinib,
afatinib, osimeritinib, comentados anteriormente.

Esta terapia dirigida supuso una revolucion en la evolucion del
manejo del cancer de pulmon de célula no pequefia
metastdsico ya que el 15-20% alberga mutaciones en los
exones 19 o0 21 del gen EGFR, haciéndoles candidatos a dichos

tratamientos

-Oncogén de la tirosina cinasa 2 del receptor erb-b2 (erb-b2

receptor tyrosine kinase 2 — ERBB2)

ERBB2, también conocido como HER2, c-ERB2 y HER-2/neu
entre otros, estd sobreexpresado y/o amplificado en el 15-20%
de los canceres de mama tempranos, donde se asocia a una
evolucidn clinica agresiva de la enfermedad y en el 20% de

carcinomas esofdagicos
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En el cdncer de mama HER2+, la adicién del anticuerpo
monoclonal anti-HER2, Trastuzumab, a la quimioterapia
neoadyuvante duplica, aproximadamente, la proporcién de
pacientes con cancer de mama HER2-positivo que logran una
respuesta patoldgica completa. Hoy se sabe que afiadir
pertuzumab da lugar a una tasa de RPC de aproximadamente el

50-70% (ensayo KATHERINE)

HER2 se encuentra sobreexpresado en cdncer gastrico y de la
union gastroesofagica, con una frecuencia que oscila entre el 7
y el 34%, lo cual ha permitido la adicion de antiHER2

(Trastuzumab) a la quimioterapia

O Oncogén KIT, receptor de tirosina cinasa (KIT

oncogene, receptor tyrosine kinase)

Tras la unién del ligando al RTK codificado por este gen, se
produce su dimerizacién y autofosforilacién, con la
consiguiente activacion de las vias de sefializacion que
comienzan en él.

El 80% de los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) tiene
mutado este gen, y los exones mas comunmente afectos son el
9, 11,13y 17. Como tratamiento dirigido se pueden emplear
los ITK descritos anteriormente (ej. imatinib, sunitinib,

dasatinib)
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D Oncogén del receptor del factor de crecimiento
derivado de las plaquetas alfa (platelet derived

growth factor receptor alpha - PDGFRA) (90)

Gen que codifica para un RTK cuyas mutaciones se han
asociado con el 5-10% de los GIST, siendo la mas frecuente la

mutacién en D842V del exén 18 (89).

> Oncogén MET (91)

Participa en la supervivencia, la proliferacion y la migracion de
las células (92). Su expresion aberrante juega un papel
fundamental en el origen del cancer, principalmente de
pulmodn, gastrointestinal y hepatocelular.

En los canceres gastricos y esofagicos, la mutacién en MET se
ha descrito como biomarcador de mal prondstico (85,92).

En el cdncer de pulmdn no microcitico, las mutaciones en el
exon 14 de MET han abierto un campo terapéutico con

farmacos como capmatinib o savolitinib (93).

D Oncogén del receptor de factor de crecimiento de
fibroblastos (fibroblast growth factor receptor -

FGFR) (94)
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La mayoria (66 %) de las alteraciones del gen FGFR implican
amplificaciones del gen, seguidas de mutaciones (26 %) y
reordenamientos que producen proteinas de fusion (8 %)
Dichas alteraciones se han descrito en una amplia variedad de
canceres, incluidos los de vejiga urinaria, mama, ovario,

prostata, endometrio, pulmén y estémago.

Dentro de la familia de factores de crecimiento de fibroblastos
(FGFR), los dos mas relevantes son FGFR1 y FGFR3. La
amplificacién de FGFR1 se ha observado en el 15% de los casos
de carcinoma de mama con receptores hormonales positivos,
donde actua como biomarcador prondstico y predictivo .La
mutacion en FGFR3 esta presente en el 70-85% de carcinomas

uroteliales de bajo grado y en el 15-20% de los metastasicos

En 2019 la FDA aprobd el uso del primer antagonista de
molécula pequefa de FGFR, Erdafitinib, para los carcinomas
uroteliales localmente avanzados o metastdsicos, no
respondedores a terapia con platino, y portadores de

alteracion en FGFR3 o FGFR2

Potencialmente, la alteracion de esta familia serviria como

biomarcador prondstico, ya que la desregulacion de este eje de

sefializacion se ha implicado en la progresion tumoral y la
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resistencia a la terapia anticancerosa en muchos tipos de

tumores, por ejemplo, en el GIST con la resistencia a Imatinib

O Receptor tirosina cinasa neurotrofico (neurotrophic

tyrosine receptor kinase - NTRK)

Hay tres genes de RTK neurotréficos, NTRK1, NTRK2 y NTRK3,
gue codifican los receptores tirosina cinasa (RTK o TRK), TRKA,
TRKB y TRKC respectivamente. Cuando la neurotrofina (factor
de crecimiento) se une a uno de ellos, éste se fosforila y activa
la cascada de fosforilacién de los miembros de la via MAPK. La
sefalizacion a través de esta cinasa conduce, de forma
fisioldgica a la diferenciacién celular, sefializacion del dolor,
termorregulacion, regulacién del movimiento, memoria, el

estado de animo, el apetito, el peso corporal y la propiocepcion

Las mutaciones y fusiones en estos genes estan fuertemente
asociadas con los canceres solidos. En la mayoria se encuentran
con una frecuencia baja (<5%) pero hay un pequefio grupo de
tumores en los que la frecuencia es muy alta (>80%), como son
el carcinoma secretor de glandula salival y de mama. Por lo
general, las mutaciones en estos genes son mutuamente

excluyentes de otros drivers oncogénicos comunes
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Las fusiones de NTRK se describieron por primera vez en el
carcinoma colorrectal (fusion LMNA-NTRK1) en el afio 1982. En
1998 se describid que la translocacion t(12;15)(p13; g25) da
lugar a la fusidon ETV6-NTRK3, caracteristica del fibrosarcoma
infantil, y posteriormente se describio en los carcinomas
secretores de mama y de glandula salival. De forma reciente,
también se han identificado fusiones NTRK en una variedad
amplia de neoplasias malignas como el colangiocarcinoma
(fusion PLEKHA6-NTRK1)

Las fusiones oncogénicas de la tirosina cinasa neurotréfica
NTRK1, NTRK2 y NTRK3, con uno de sus multiples socios de
unién, dan lugar a genes de fusidon que actuan como drivers
oncogénicos que causan la activacién constitutiva de la via RTK
o TRK'y conduce a la tumorigénesis.

Los datos de los ensayos clinicos han sido prometedores, por lo
que la FDA ya ha aprobado el uso de dos inhibidores de Trk,
como son Larotrectinib y Entrectinib, siendo el primero
selectivo. Ambos han demostrado una actividad asombrosa y
duradera contra los tumores sdélidos localmente avanzados y
metastdsicos con fusiones NTRK

Dado que hay tres genes NTRK diferentes, una variedad de
posibles socios de fusidn y unos cuantos puntos de rotura
posibles en los que diferentes exones de la tirosina quinasa

NTRK se unirian al socio de fusion, el cribado de las fusiones
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NTRK es algo complejo. Los ensayos utilizados habitualmente
para identificar las fusiones de NTRK incluyen la deteccion de
los genes de fusién NTRK en el ADN o ARN mediante
secuenciacion o la deteccion de las proteinas TRAK, TRKB y

TRKC con inmunohistoquimica pan-Trk

El equipo de J.P.Solomon describié una sensibilidad global del
81,1% vy especificidad global del 99,9% para la secuenciacién
NGS a nivel de ADN en comparacion con ARN, y una
sensibilidad global del 87,9% y especificidad global del 81,1%
con las técnicas de inmunohistoquimica; concretamente siendo
la sensibilidad para en NTRK1 del 96% y del 100% para NTRK2,
asi como la especificidad del 100% para el carcinoma de colon y

de pulmén, entre otros

Ante tales diferencias entre sensibilidad y especificidad en los
distintos genes y distintos tumores dentro de la misma técnica,
parece que elegir la correcta forma de deteccidn de la fusion
dependera del gen problema, y del tipo de tumor, asi como de
la necesidad de realizar la deteccién de forma exhaustiva y

simultanea en distintas muestras

O Receptor de tirosina cinasa ALK (ALK receptor

tyrosine kinase - ALK)
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Este gen codifica un receptor tirosina cinasa, que pertenece a la
familia de receptores de insulina. Esta alterado en tumores
como los linfomas anaplasicos de células grandes, el
neuroblastoma, el cancer de pulmdn de célula no pequefia, y el

carcinoma anaplasico de tiroides

Dicho linfoma anaplasico es la entidad en la que se describio
por primera vez el reordenamiento de ALK, dando lugar a una
nueva entidad en la clasificacion de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) de neoplasias hematopoyéticas y linfoides. En

este caso el gen ALK se fusiona con el gen NPM

Por otro lado, los reordenamientos de ALK se producen en el 3-
8% de la poblacion total de cancer de pulmdn de célula no
pequeia . El mas comun es su fusidn con el gen de la
proteina asociada a los microtubulos 4 (EML4), dando lugar a la
proteina quimérica EML4-ALK. Esto da lugar a la activacién
constitutiva del dominio cinasa, que conduce a la activacion de
las vias de sefializacién descendentes, incluyendo las vias PI3K-
AKT-mTOR y MAP-Kinasas, impulsando la proliferacién celular,
la supervivencia y la migracién incontroladas. Ademas de EML4,
se han descrito socios de fusion menos comunes, como el gen

RANBP2, ATIC, TFG o NPM1, entre otros
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Su importancia pronéstica en el adenocarcinoma de pulmén
sigue siendo contradictoria. Uno de los equipos que apoya la
mejoria en el prondstico es el de Huan Zhang, que hace un

estudio retrospectivo en pacientes con reordenamiento ALK

sometidos a cirugia radical

Los ITK han mejorado rotundamente la supervivencia de los
pacientes con cancer de pulmon de célula no pequefa ALK-
positivo, convirtiéndose en la terapia estdndar actual para este
subgrupo. El primero en aprobarse como tratamiento de
primera linea fue Crizotinib, seguido de Alectinib o Brigatinib. Y

hoy también existen de tercera generacién como Lorlatinib

O Receptor de tirosina cinasa ROS1 (ROS proto-
oncogene 1, receptor tyrosine kinase — ROS1)
Este gen codifica un RTK que, al igual que ALK, pertenece a la

familia de receptores de insulina

En el cdncer de pulmdn de célula no pequena la incidencia de
los reordenamientos ROS1 es aproximadamente del 1% al 2%.
Esta alteracion gendmica es una diana terapéutica para la que

se aprobaron dos ITK, crizotinib y el entrectinib

2.3.2.12. Oncogenes que codifican subunidades cataliticas de

la ADN polimerasa delta 1 (DNA polymerase delta 1, catalytic
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subunit — POLD1) y de la AND polimerasa épsilon (DNA

polymerase epsilon, catalytic subunit — POLE)

POLD1 codifica la subunidad catalitica de la ADN polimerasa
delta y POLE codifica la subunidad catalitica de la ADN
polimerasa épsilon.
Ambas enzimas, estan implicadas en la reparacién y en la
replicacién del ADN cromosdmico. Por tanto, su alteracién
puede conducir a errores en la reparacion del ADN y con ello a
la génesis de tumores con un fenotipo molecular hipermutador
.. Esto supone que tendran una elevada carga mutacional,
haciéndoles productores de gran cantidad de antigenos. Por
ello, se les ha propuesto como potenciales biomarcadores
predictivos de respuesta a los inhibidores de puntos de control

inmunitario

Toripalimab, un anticuerpo anti PD1 en estudio, pretende
demostrar su eficacia en pacientes con cancer sélido y

mutaciones POLE/POLD1 que no son MSI-H (ej. NCT03810339)

POLE y POLD1 se han visto relacionados con multiples canceres
solidos, como el de endometrio, el colorrectal, el
esofagogastrico, el vesical o el de pulmdn, entre otros. Y han

sido reconocidos recientemente como genes hereditarios
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predisponentes al cancer colorrectal, endometrial y otras

neoplasias malignas

2.3.2.13. Oncogenes que codifican la subunidad alfa g de la
proteina G (G protein subunit alpha g — GNAQ) y la subunidad
alfa 11 de la proteina G (G protein subunit alpha 11 - GNA11)

Ambos oncogenes codifican subunidades que forman parte de
la familia de las proteinas G. Estas acttan en varios sistemas de
senalizacion transmembrana, funcionando como moduladores
y transductores de sefiales. Las mutaciones en estos genes
conllevan una activacién de muchas vias de sefalizacion,
incluyendo la via de sefializacion de la proteina cinasa activada
por mitégenos (MAPK). Su trascendencia justifica que sean
genes actualmente en investigacion, pese a que aun no
cuentan con tratamiento dirigido

La mutacion de GNAQ o GNA11 suele ser la iniciadora de los
melanomas uveales . Ademds, GNAQ mutado se ha
encontrado en casos de colangiocarcinoma intrahepatico,
hepatocarcinoma, carcinoma gastrico, cancer de préstatay

cancer de pulmdn de célula no pequefa, entre otros
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En los estudios moleculares de la génesis del cancer se repiten
los mismos genes alterados una y otra vez, pero no siempre lo
hacen en la misma localizacion o residuo molecular, ni con la
misma frecuencia. Por ejemplo, uno de los genes mas mutados
en el cancer es RAS, donde, casi todas las mutaciones
detectadas, que aportan ganancia de funcidn, se han localizado
en tres puntos calientes en los codones 12, 13 y 61.
Concretamente en el adenocarcinoma colorrectal, existe la
mutacién de KRAS, y es predominante en el residuo G12,
mientras que en el cdncer gdastrico, aunque también muta
KRAS, es mds comun en el residuo G13 y Q61.

Otro ejemplo clasico de mutaciones en diferentes
localizaciones lo proporciona el adenocarcinoma de pulmon,
donde la mutacion en EGFR casi siempre ocurre en el dominio
tirosina cinasa del receptor codificado, mientras que en el
glioblastoma las mutaciones de este gen se dan en el dominio

extracelular

Por otro lado, en los canceres sélidos con mutacion
POLE/POLD1 se ha visto que ésta ocurre en el dominio
exonucleasa con mas frecuencia. En este caso, estudios
publicados en el afio 2020 descartan la patogenicidad de las
mutaciones fuera del dominio exonucleasa de la polimerasa,
definiéndolas como passenger . En cambio, hay

estudios anteriores que describe supervivencias globales
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similares para ambos supuestos, proponiendo el estudio de

todos los exones de los genes POLE y POLD1

En cuanto a la regularidad de las mutaciones, los genes de las
vias driver del cdncer, no se alteran con la misma frecuencia.
Unos se modifican de forma recurrente y son bien conocidos en
el cdncer, mientras que otros se alteran ocasionalmente o

nunca

En cancer colorrectal, los genes APC y KRAS son los que mutan
mas frecuentemente mientras que en el melanoma lo es el gen
BRAF, pero también se encuentran mutaciones en APC y KRAS,
pero a una frecuencia menor. Esto podria indicar que, en cada
tipo de tejido, el camino molecular preferente que conduce al
cancer, es distinto. Por tanto, parece que en la mucosa coldnica
es mas ventajosa para el tumor la mutacidn del gen APC que en

otro tejido.

También se sabe que la tasa de mutacidn en diferentes
tumores es muy distinta. Puede ir desde 0,001 mutaciones por
megabase (ej. tumor rabdoide), hasta 1000 mutaciones por
megabase (ej. melanoma y cancer de pulmadn). Si se analizan las
mutaciones que dan lugar a un cambio de aminoacido, se
observa hipomutacion en los tumores pedidtricos y en el cancer

hematoldgico. En cambio, los tumores inducidos por agentes
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carcindgenos, como el melanoma y el cancer de pulmon, tienen

una alta tasa de mutacion.

Un resumen de todo esto lo muestra The Cancer Genome Atlas
(TCGA), trasladandolo a las vias driver del cancer. Tal y como se
describe, algunas de las vias descontroladas en los tumores, se
alteran de forma frecuente, y lo hacen en muchos tipos
diferentes de tumores. En cambio, otras vias se alteran sélo en
grupos tumorales determinados. Se ha observado asociacién
entre la alteracion de la via de respuesta al estrés oxidativo y la
histologia escamosa, ya que es una via frecuentemente

alterada en los carcinomas escamosos

En cualquier caso, la importancia de la localizacion de las
mutaciones y su frecuencia, es objeto de estudio actual
mediante ingenieria genética en ratones gracias al CRISPR pero,
hasta el momento la literatura resalta que, pese a la relevancia
gue puedan tener las distintas alteraciones moleculares en si
mismas, lo verdaderamente importante es conocer las vias
driver a las que pertenecen, porque son las verdaderas
opciones terapéuticas que cambiardn la supervivencia de los

pacientes
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Una via de sefializacién celular o via de transduccion de senales
es una red de flujo de informacion que se inicia cuando las
moléculas de sefalizacion extracelular se unen a los receptores
de la superficie de la célula. Las moléculas de sefalizacion se
modifican, provocando un cambio en su capacidad funcional,
gue afecta a moléculas posteriores de la red. Este proceso en

cascada culmina en una respuesta celular

Una de las necesidades mas urgentes de la investigacidn basica
del cdncer ha sido conocer y comprender, las vias de
sefializacion celular en las que participan los genes driver, ya
sean oncogenes o0 genes supresores de tumores.

Es importante porque dichas vias regulan procesos esenciales
de las células, como el destino de las mismas, su supervivencia
y el mantenimiento del genoma.

En cuanto al destino celular, en el cancer se rompe el equilibrio
entre la division celular y la diferenciacién, favoreciendo la
primeray con ello el crecimiento celular.

En relacién a la supervivencia celular, hay mutaciones que
favorecen la angiogénesis, y con ello el crecimiento; y hay
mutaciones que lo que permiten es el crecimiento en
condiciones de escasos nutrientes, como es el caso de las
mutaciones en EGFR, HER2, FGFR2, PDGFR, TGFbetaR2, MET,
KIT, RAS, RAF, PIK3CA y PTEN; porque algunos de estos genes
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codifican receptores para sus factores de crecimiento, y otros
transmiten las sefiales de los factores de crecimiento por el
interior de la célula.

Por ultimo, en lo que respecta al mantenimiento del genoma,
las células tumorales que sobrevivan al dafio en el ADN y no les
perturbe la complejidad de su genoma, tendran ventaja
selectiva de crecimiento. Algunas mutaciones que favorecen
esto, son las que anulan a TP53, porque anulan puntos de

control

Descifrar todas estas vias esta permitiendo y permitira a los
investigadores desarrollar enfoques de manejo del cdncer mas
eficaces en la reduccion de la morbilidad y mortalidad del

cancer

Existe una base de datos, KEGG PATHWAY (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes), que contiene una coleccion de mapas
de multiples vias, que representa el conocimiento de la
interaccion molecular y las reacciones en los siguientes
campos:

1. Metabolismo: Global, Carbohidratos, Energia, Lipidos,
Nucleétidos, Aminoacidos, Glicano, Cofactores/vitaminas,
Terpenoide/PK, Xenobidticos, Estructura quimica, etc.

2. Procesamiento de la informacién genética
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3. Procesamiento de la informacion ambiental

4. Procesos celulares

5. Sistemas del organismo

6. Enfermedades humanas

Dentro de este ultimo apartado hay un subapartado titulado
“pathways in cancer” (vias en el cancer), constituido por un
mapa con las vias participantes en la carcinogénesis. Estas vias
terminan en “proliferacién celular, evasién de apoptosis,
angiogénesis sostenida, inestabilidad gendmica, bloqueo de la
diferenciacién, inmortalidad, dafio gendmico, insensibilidad a

las sefales anti-crecimiento, resistencia a la quimioterapia”

Segln los expertos sélo hay un nimero limitado de genes que
participan en las vias, y un numero limitado de vias de
sefializacion celular y han visto que algunas son mas
significativas que otras (4). Estas vias explican gran parte de los
mecanismos del cancer, y la investigacion ya ha establecido
conexiones entre muchas de estas vias y el tipo de cancer

correspondiente

Algunas de estas vias de sefializacion mas importantes son:

1. Lavia de sefializacién PI3K/AKT/mTOR

Esta via esta frecuentemente alterada en los tumores

humanos. Controla la mayoria de las caracteristicas del cancer,
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como el ciclo celular, la supervivencia, el metabolismo, la
motilidad celular y la inestabilidad genémica, la angiogénesis y
el reclutamiento de células inflamatorias. La via culmina en el
complejo mTOR, que activa el anabolismo de lipidos, proteinas
y acidos nucleicos.

Algunos tipos de tumores, como el carcinoma de células
escamosas de pulmén, el cancer esofagogastrico positivo al
virus de Epstein-Barr y el cancer de utero no hipermutado,
presentan altas tasas de alteraciones en la via PI13K, alteradas
en el 68%, 80%, 86% y 95% de las muestras estudiadas,
respectivamente

El principal inhibidor de esta via es el producto proteico del gen
PTEN, un gen supresor de tumores (Figura 5). La alteracién de
este gen, asi como la de PIK3CA, son los mecanismos
principales de alteracién de esta via en canceres como el
cancer de cabeza y cuello, el cancer de mama, los tumores
gastrointestinales y los ginecolégicos.

Dada la importancia de la via, la investigacidn sobre los
farmacos dirigidos a PI3K fue muy potente, hasta que
finalmente se aprobd el farmaco Alpelisib en el cancer de
mama, una neoplasia donde el 30% de los casos tiene
alteracion de la via. En cambio, en el carcinoma de endometrio,
el éxito de los agentes inhibidores de PI3K esta limitado por

varios factores como la toxicidad, la seleccidén de pacientes y los
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mecanismos compensatorios, entre otros. Por tanto, se
necesitan estrategias para superar estas limitaciones.
Actualmente hay ensayos clinicos en curso al respecto (e;j.
NCT01536054, NCT01522820)

En otras neoplasias como el carcinoma vesical no se ha
aprobado el uso de farmacos dirigidos a la via PI3K, pero hay
grupos de trabajo que proponen estrategias farmacolégicas
anti-PI3K sin concretar el drgano especifico propietario del

carcinoma

2. Lavia de senalizacion MYC

Las alteraciones de la via Myc existe en la mayoria de tumores
humanos, y es la causa de numerosos rasgos definitorios del
cancer. Pese a su importante papel en esta enfermedad, en la
actualidad no se ha aprobado ningln tratamiento dirigido para
su uso en humanos. Muchos equipos de investigacion estdn en
busca de un inhibidor de MYC, y en el afio 2021 se aprobd,
concretamente, el uso de Omomyc en ensayos clinicos de fase
I/lla. Es un homodlogo de MYC que permite bloquear la
transcripcién de los genes que estan bajo su control, haciendo
que la célula tumoral no se divida con normalidad y muera. Se
ha validado como estrategia terapéutica para el astrocitoma en
modelos de ratdn in vivo y en células progenitoras de estos

tumores in vitro, segun un estudio de Soucek y Whitfield
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3. Lavia de sefalizacion RAS/MAP-cinasa

La cascada de sefalizaciéon RAS/RAF/MEK/ERK (RAS-MAPcinasa)
es esencial para la comunicacion inter e intracelular, que regula
funciones fundamentales como el crecimiento, la supervivencia
y la diferenciacién.

Esta via se ve estimulada por la unién del EGF (factor de
crecimiento epidérmico) al receptor de tirosincinasa EGFR.
Estimula la activacién de RAS, porque aumenta su estado de
union a GTP. RAS hace de transductor de seiales, y asi el Ras
activado puede entonces interactuar fisicamente con RAF y
encender la cascada de sefializacién que continuara activando a
MEK, y éste fosforilard a ERK, que generara la respuesta a la
sefial. Es mas, las células cancerosas necesitan una sefalizacion
Optima de ERK para crecer.

Todas son proteinas cinasas citosodlicas y RAF es la primera
cinasa de la via, por lo que se ha considerado una diana ideal
para el desarrollo de farmacos contra el cancer. Los inhibidores
de RAF de primera generacion, Vemurafenib, Dabrafenib y
Encorafenib, se desarrollaron y aplicaron al tratamiento de
canceres portadores de BRAF (V600E) como agentes Unicos o
junto con inhibidores de MEK. Estos fdrmacos alcanzaron una
eficacia prometedora en la fase terapéutica inicial, aunque esta
eficacia quedo anulada por la rapida aparicion de resistencias al

farmaco. Para superar estas resistencias, se desarrollaron los
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inhibidores de segunda generacidn, pero su indice terapéutico
es menor, ya que inhiben fuertemente esta via de sefializacion
también en las células normales.

Actualmente se estan desarrollando nuevos inhibidores de esta
via, para mejorar la inhibicidon con una mayor especificidad y

eficacia del farmaco

La busqueda de inhibidores especificos de RAS condujo a la
aprobacion acelerada del primer inhibidor de KRAS, Sotorasib,

ya comentado en el punto 2.3.2.1.

4. Lavia de seiializacion TGF-beta (factor de crecimiento

transformante beta)

TGF-beta es un regulador que inhibe o estimula la proliferacion
celular La alteracidn de esta via esta relacionada con el
cancer, principalmente con los canceres de pancreas y los

gastrointestinales

5. Lavia de seiializacion Wnt/B-catenina

Esta via promueve el crecimiento y division de las células,
siendo esencial en la proliferacidn celular. También participa en

la diferenciacidn celular y, en los tejidos adultos, esta via juega
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un papel en el mantenimiento y la renovacién de las células

madre

Las alteraciones en la via Wnt son muy variables entre los
distintos tipos de cancer. El cancer colorrectal tiene una
activacion casi universal de esta via, mientras que otros, como
los carcinomas de células renales y el cdncer de mama,
presentan frecuencias muy bajas de alteracién en la misma.

En ausencia de una sefial Wnt, la B-catenina es degradada por
un complejo de proteinas que incluye a APC. En el nucleo, el
factor de células T permanecera en un estado inactivo como
consecuencia de la union al represor, por lo que no se
producird la transcripcién de determinados genes (Figura 6). En
caso contrario, la union de Wnt a sus receptores (Frizzled)
induce que el complejo de destruccion se deshaga y la B-
catenina se estabilice, pudiendo entrar en el nucleo celular, y
unirse posteriormente al TCF en el para regular la transcripcién
de los genes diana. En el estado activo de Wnt, la participacion
de B-catenina convierte, de forma temporal, al TCF en un

activador transcripcional
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Figura 6: Via de sefializacion Wnt/B-catenina (figura realizada por la autora).

La via ha sido objeto de intervenciones en evaluaciones

preclinicas y ensayos clinicos, porque su desregulacion esta

estrechamente relacionada con

el inicio y la progresién de

varios tipos de cancer. Se han disefiado inhibidores,

antagonistas y agonistas dirigidos a esta cascada y hay infinidad

de ensayos clinicos que se detal

al. Estos elementos dirigidos ya

lan en el articulo de Ya Zhang et

estudiados, han demostrado
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ser candidatos prometedores, por lo que se esperan nuevas
investigaciones que confirmen su seguridad, eficacia, y demas
caracteristicas para que sea posible su administracién como

terapia dirigida

6. Lavia de senalizacion TP53

Actla como mecanismo de seguridad en respuesta a dafios en
el ADN y otras sefiales de estrés, y activa programas de
reparacion, detencién del ciclo celular, o activaciéon de la
apoptosis. Esta via ha sido explicada en el apartado “2.3.1.1.

Gen de la proteina tumoral p53 (tumor protein p53 — TP53)”

3. EVOLUCION EN EL DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO DEL CANCER

En el manejo clasico del cancer, el diagndstico definitivo lo
determinaba la histologia y el tratamiento se basaba en
terapias no dirigidas cuyo mecanismo de accion afecta a
multiples subtipos celulares y era valido para grandes grupos

de pacientes.

El diagndstico tradicional parte de una base anatémica. Se

apoya en la localizacién y en la histologia, que aporta la
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nomenclatura y datos de prondstico, como son el grado de
diferenciacion, la necrosis, la invasion vasculolinfatica, y la
perineural y el indice mitdtico. Desde la invencion del
microscopio 6ptico en el siglo XVIy el descubrimiento de las
tinciones de hematoxilina y eosina hace mds de un siglo, el
proceso ha ido enriqueciéndose con mejoras como el
desarrollo de la inmunohistoquimica, la hibridacién in situy la
patologia digital, permitiendo diagndsticos mas completos.

El diagndstico también debe incorporar un sistema de
clasificacién para el estadiaje patolédgico de tumores, siendo el
mas extendido el TNM (pTNM), que tiene importante valor
prondstico . Es el sistema de clasificacidon del American
Joint Committee on Cancer (AJCC) y la Unidn Internacional
contra el Cancer (UICC), y se basa en el examen macroscépico y
microscopico. Valora el tamafio tumoral (T), numero de
ganglios regionales afectos (N) y la presencia de enfermedad
metastdsica a distancia (M). Finalmente, con todos los datos
anteriores, el diagndéstico se completa asignando el estadio
general del tumor que, para la mayoria de los canceres va del |
al IV, donde la etapa IV es la mas alta y por tanto la mas
avanzada. El estadio tiene un importante valor clinico, porque
el correcto tratamiento depende de una correcta

estadificacion.
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En este enfoque cldsico, el tratamiento, desde la Segunda
Guerra Mundial, se apoyaba en tres pilares: la cirugia, la
radioterapia, y la quimioterapia. Pronto se introdujo en la
clinica diaria el uso de las primeras dianas terapéuticas, como
los receptores de estrégenos y de progesterona, en el
carcinoma de mama. Pero pasé mucho tiempo hasta que
aparecieron otras dianas, por lo que los profesionales clinicos
percibieron un punto de estancamiento terapéutico: la
experiencia clinica mejoraba, pero la mortalidad cambiaba

poco, lo que llevaba a la necesidad de buscar nuevos enfoques.

Las nuevas tecnologias tuvieron mucho que ver en el impulso
hacia el cambio. La secuenciacién del genoma del cancer
empezd a tener consecuencias en la clinica, concretamente
gracias al descubrimiento de mutaciones activadoras en los
genes codificantes de proteinas tirosina cinasas (TK). Estas
fueron ampliamente estudiadas a nivel bioquimico, estructural
y fisioldgico, hasta que se desarrollaron los inhibidores de Ia
tirosina cinasa (ITK), lo cual fue uno de los eslabones mas
estimulantes de la medicina moderna

Un ejemplo primordial nace con la leucemia mieloide crénica.
Desde que se descubrid que en su génesis estaba implicada una

TK constitutivamente activa, producto de un gen de fusién

73



(BCR-ABL), originado de la translocacion t(9;22)(q34;q11), la
comprension de la biologia molecular de esta entidad condujo
al desarrollo de farmacos dirigidos a dicha TK. Estos fadrmacos
se han convertido en el tratamiento inicial de eleccién para la
gran mayoria de pacientes con leucemia mieloide crdnica,
porque aumentan la supervivencia global de estos. El imatinib

fue el primer ITK aprobado con este objetivo

Otros ejemplos representativos de ITK son los dirigidos a EGFR
0 a ALK (cinasa del linfoma anapldsico). Obviamente esto ha
tenido consecuencias en el diagndstico, porque para iniciar el
tratamiento con estos agentes, es imprescindible determinar si
el cdncer en cuestion alberga las mutaciones a las que se dirige
el farmaco, de lo contrario seria perjudicial, ya que estos
pacientes desarrollarian los efectos secundarios toéxicos de los

farmacos mientras sus tumores progresan

Hoy se dispone de tecnologia de alto rendimiento, que permite
caracterizar el material genético deseado. Esto ha conducido a
la concepcion de mejores métodos de diagnodstico y, en
paralelo, al desarrollo de agentes moleculares altamente
selectivos, y por tanto mas efectivos. Se ha conseguido que se

adapten las estrategias de prevencién y tratamiento, en
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funcidn de la variabilidad individual, integrando los datos
clinicos, histolégicos y moleculares. El enfoque actual del
cancer pertenece a la era de la medicina de precision.

Aunque "medicina de precisidon" y "medicina personalizada" se
superponen, el Consejo Nacional de Investigacion (NRC) de

EEUU aprobd y prefirié el término "medicina de precisiéon".

En el momento actual los expertos describen un cambio de
paradigma, en el que el manejo del cdncer ha pasado a ser

molecular e individuo-dependiente

El principal impulsor de esta nueva era de manejo del cancer,
fue The Cancer Genome Atlas (TCGA), un programa que
sistematizd la investigacion del cancer a gran escala basada en
la genémica. Nacié en 2006, y caracterizé molecularmente mas
de 20.000 canceres primarios, que abarcaban hasta 33 tipos de
cancer . De él surgieron muchos otros programas que
proporcionan ideas y recursos para contribuir al desarrollo de
nuevos tratamientos contra el cancer. Por ejemplo, Memorial
Sloan Kettering Cancer Center de Nueva York llevé a cabo un
ensayo con muestras fijadas en formol y embebidas en parafina
(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded - FFPE) de tumores sdlidos,
secuenciando exones e intrones seleccionados, con un panel
genético de elaboracidn propia, llamado Memorial Sloan
Kettering-Integrated Mutation Profiling of Actionable Cancer

Targets (MSK-IMPACT), y obtuvo el perfil mutacional de sus
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dianas accionables. Tras validar dicho panel, lo implementaron
en su laboratorio clinico para hacer secuenciacién dirigida

prospectiva y asi orientar las decisiones terapéuticas

3.3.1. FARMACOS DIRIGIDOS A DIANAS MOLECULARES
Gracias a estos proyectos, y a todos los que han seguido sus
pasos, en la actualidad hay multiples tratamientos dirigidos a
dianas moleculares, es decir, se han descubierto multitud de
dianas accionables. Y recientes ensayos clinicos tienen
resultados tan prometedores que provocan la aprobacion
acelerada por parte de la FDA de los inhibidores selectivos de
las dianas en cuestion. Esto refleja la magnitud de la
terapéutica dirigida a dianas moleculares

Algunos ejemplos de farmacos dirigidos a dianas moleculares
gue ya han sido aprobados, asi como los cdnceres para los que
tienen indicacién, serdn comentados a continuacién sin
profundizar en sus caracteristicas. Se ha recurrido a las fichas
técnicas de cada farmaco accesibles desde la Agencia Europea
del Medicamento (European Medicines Agency - EMA), asi
como a bibliografia basada en las aprobaciones de la FDA. Las
indicaciones exactas para cada tumor pueden consultarse en la
bibliografia.

Imatinib, Dasatinib y Nilotinib, aprobados para su uso en

leucemia mieloide crénica con cromosoma Filadelfia positivo
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(Ph+), que es producto de la translocacidn (9;22). Imatinib y
Dasatinib también estan indicados para la leucemia
linfoblastica aguda Ph+, y ademas el Imatinib fue aprobado
para el sindrome mielodisplasico/mieloproliferativo asociado
con el reordenamiento del gen PDGFR, sindrome
hipereosinofilico y /o leucemia eosinofilica crénica con
reordenamiento de los genes FIP1L1-PDGFRo; asi como en
tumores del estroma gastrointestinal y en el
dermatofibrosarcoma protuberans. Vemurafenib y Dabrafenib
estdn indicados en melanoma con mutacién BRAF V600E, y el
ultimo también en el cancer de pulmén de célula no pequeiia.
Los anticuerpos dirigidos a EGFR, como el Cetuximab, actuan en
el dominio extracelular del receptor transmembrana, y las
pequefias moléculas en el dominio intracelular. El Cetuximab
esta indicado en cancer colorrectal con RAS nativo y en el
carcinoma escamoso de cabeza y cuello. Erlotinib, gefitinib,
afatinib estan aprobados para su uso en cancer de pulmon de
célula no pequefia con EGFR alterado. Para este mismo tumor
existen farmacos dirigidos a ALK que han demostrado

beneficio, como crizotinib, ceritinib, alectinib y lorlatinib

El uso de erdafitinib fue aprobado en 2019 por la FDA para el

carcinoma urotelial con FGFR mutado
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El carcinoma de mama con mutacién en PIK3CA puede ser
candidato a tratamiento con alpelisib. Y aquel carcinoma
mamario HER2 positivo se beneficiara de los anticuerpos
monoclonales trastuzumab y pertuzumab. Este primero
también se emplea en cancer gastrico HER2 positivo.

Existen inhibidores de MEK como trametinib y binimetinib que
estan indicados en melanoma, y el primero también en cancer
de pulmén de célula no pequeiia.

Los carcinomas de mama, los tumores neuroendocrinos de
origen pancreatico, de origen pulmonar o gastrointestinal y los
carcinomas de células renales, con mutacion en mTOR, se
pueden beneficiar de su inhibidor, everolimus.

Hay dos inhibidores de Trk aprobados en adultos y pacientes
pedidtricos con tumores sdélidos que presenten una fusién del
gen NTRK; son entrectinib y larotrectinib. Este ultimo es
selectivo, mientras que el primero también inhibe a ROS1y

ALK.

3.3.2. FARMACOGENOMICA

Por otro lado, existe otra forma de emplear la medicina basada
en el genoma y se centra en los polimorfismos genéticos, es
decir, variantes alélicas, de los genes que codifican las
proteinas involucradas en la farmacocinética y
farmacodinamica. Estos polimorfismos pueden condicionar la

respuesta del individuo al farmaco. Conocer el estado de la
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linea germinal de estos genes podria predecir el
comportamiento farmacolégico del individuo. Esto se conoce
como farmacogendmica

Actualmente no se realiza el genotipado de forma sistematica.
Los estudios farmacogendmicos conllevan mucho tiempo, y la
técnica gold standard todavia no se ha establecido

Tres ejemplos ampliamente conocidos de farmacogendmica en
Oncologia Médica son el 5-Fluoracilo, el tamoxifeno o la
ciclofosfamida:

5-Fluoracilo/Capecitabina - DPYD

El 5-Fluoracilo es un agente antitumoral que se puede
administrar intravenoso (5-Fluoracilo) o por via oral en forma
de profdrmaco (capecitabina o tegafur). En su eliminacion
interviene el gen de la dihidropirimidina deshidrogenasa
(DPYD). Si éste estd mutado se altera la detoxificacion del
farmaco, dando lugar a una sobredosificacidn y a efectos
adversos muy graves. Existe una guia del “Consorcio para la
Implementacidn de la Farmacogenética en la Clinica” (CPIC)
sobre como actuar segun el genotipo que se encuentre del gen
DPYD, y la ficha técnica del farmaco explica que las

contraindicaciones se dan cuando hay una deficiencia de DYPD

Tamoxifeno - CYP2D6
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El tamoxifeno es un antiestrégeno que se utiliza en el cancer de
mama. En el organismo se metaboliza a través del CYP2D6 en
endoxifeno, su principal metabolito activo.

El gen CYP2D6 tiene relevancia porque algunos de sus alelos
dan lugar a un fenotipo de metabolizador pobre (140).
Ciclofosfamida - CYPB6 y CYP2C19

La ciclofosfamida es agente alquilante empleado en el
tratamiento de neoplasias y como agente inmunosupresor. Es
un profarmaco que debe metabolizarse en su forma activa para
generar efecto. Este paso inicial de bioactivacién se ve
catalizado por las enzimas codificadas por los genes CYPB6 y
CYP2C19. Dependiendo de los polimorfismos del paciente, éste

serd metabolizador rapido, intermedio o lento (141).

3.4. EJEMPLO DE LA EVOLUCION

Hasta hace no mucho, ante un nuevo diagndstico de carcinoma
pulmonar, la simple diferenciacién patolégica entre carcinoma
de célula pequefia y de célula no pequefia, junto con el estadio,
era adecuada para tomar decisiones de tratamiento.

Desde 2008 se demostrd que, dentro del diagndstico del
carcinoma de célula no pequefia, la separacién entre
adenocarcinoma y carcinoma escamoso, determinaria la

guimioterapia adecuada para el estadio IV.
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Actualmente hay subconjuntos definidos de carcinoma de
pulmdn de célula no pequena, con diferentes prondsticos, en
los que la terapia dirigida se ha convertido en terapia estandar,
dando lugar a respuestas mejores en comparacion con la
guimioterapia habitual

Con las nuevas tecnologias y los mayores conocimientos en la
biologia molecular tumoral, la caracterizacién molecular se ha
convertido en una herramienta obligatoria previa al
tratamiento de este tipo de carcinoma pulmonar. El estudio de
las mutaciones EGFR, BRAF y MET, asi como la deteccién de las
translocaciones ALK, ROS1, RET y NTRK, forman parte de los
estandares de diagndstico del carcinoma pulmonar de célula no
pequeia, ya que los inhibidores de estas cinasas son de uso
clinico rutinario

Ademads del examen genético, estos tumores suelen someterse
al analisis de la expresion de la proteina PD-L1 para orientar el

uso de los inhibidores del punto de control inmunitario

A esto se afaden los biomarcadores emergentes, como la
alteracion de KRAS y las mutaciones activadoras de HER2, que
probablemente entrardn en las pautas del cadncer de pulmén de
célula no pequeiia tras la aprobacién de los farmacos

correspondientes
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4. TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR.
SECUENCIACION

Secuenciar consiste en determinar el orden exacto, o secuencia
exacta, de nucledtidos (Adenina, Timina, Citosina y Guanina) de

un fragmento de acido nucleico.

Hace anos, secuenciar el genoma humano podia parecer
ciencia ficcion, en cambio hoy forma parte de la actividad
asistencial. En algunos escenarios clinicos, la secuenciacién del
ADN tumoral ya es una prueba complementaria para el
diagnéstico del cancer, la valoracion de su pronéstico y la

seleccidn del tratamiento.

Desde el descubrimiento de la estructura del ADN en 1953 y la
toma de conciencia de que el codigo genético es el mapa del
funcionamiento del ser vivo, ha existido la necesidad de
secuenciar el ADN, para reconocer los genes responsables de
rasgos y patologias humanas. No obstante, no fue hasta los
afios 70, cuando se desarrollé la primera generacion de

técnicas de secuenciacion
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La secuenciacién de primera generacion, Sanger o método por
terminacion de cadena, fue desarrollada en 1977 y consiste en
sintetizar copias del fragmento problema de ADN, a partir de
cadenas simples del mismo, combindndolo con ADN-
Polimerasa, cebadores, los cuatro deoxinucleétidos que
componen la secuencia de ADN (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), y
cuatro terminadores de cadena, que son versiones dideoxi de
los cuatro nucleétidos (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP),
marcados cada uno con un fluoréforo distinto dependiendo de
la base que lleve. La adicién de uno de estos por la ADN-
Polimerasa supone la interrupcion de la sintesis de la nueva
hebra. Esto conduce a la obtencion de fragmentos de
diferentes tamafos, que permiten la utilizacién de la
electroforesis capilar en gel, que separa las secuencias en
funcién del tamafio, al mismo tiempo que detecta el color del
dideoxinucledtido que permite asignar el nombre a la base
correspondiente y el orden de las emisiones de la fluorescencia

revela la secuencia de ADN

Iniciado en 1990, el Proyecto Genoma Humano, estaba
destinado a leer el genoma completo de una persona,
mediante la secuenciacion de su ADN con el método Sanger. Se
convirtié en uno de los mayores retos cientificos y tecnolégicos

del momento y proporciond las primeras pistas sobre el
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potencial que podia tener conocer el genoma en el campo de la
medicina. Secuenciar los tres mil millones de pares de bases del
genoma humano llevé mas de una década y costd miles de
millones de délares. A él le han seguido varios proyectos
gendmicos como el Proyecto 1000 Genomas (1000 Genomes
Project) y el Atlas del Genoma del Cancer (The Cancer Genome
Atlas -TCGA)

El Proyecto Genoma Humano catalizo el desarrollo de
numerosas tecnologias gendmicas cruciales y dio lugar a
importantes innovaciones en biologia molecular, quimica,
fisica, robodtica y computacidn, asi como a estrategias para

utilizar las herramientas y los métodos de forma innovadora

Al final del Proyecto Genoma Humano, en 2001-2002, la
secuenciacion Sanger, hoy conocida como “secuenciacién de
primera generacién”, habia alcanzado el maximo de su
eficiencia, un umbral técnico y tedrico. Llevar a cabo la
secuenciacion gendmica de forma rutinaria, rapida y asequible,
no era realista. Se necesitaba un salto en la tecnologia de
secuenciacion. Con este objetivo, los avances tecnoldgicos
condujeron al desarrollo y nacimiento en 2007 de una nueva
era de métodos, conocidos como secuenciacidon de nueva

generacion (next generation sequencing - NGS) . Se puede
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emplear el término Secuenciacién Masiva en Paralelo por su
descripcidn inglesa Massive Parallel sequencing- MPS, pero la
expresion que mas se utiliza es Next Generation Sequencing o

NGS

NGS ha revolucionado la investigacion gendmica de tal modo
gue permite secuenciar un genoma humano completo en tres
dias, a un menor coste. Esto es porque, mientras Sanger es
capaz de sintetizar sélo un gen por reaccion, NGS es una
técnica de secuenciaciéon masiva, capaz de realizar entre
millones y miles de millones de reacciones de secuenciacion
individuales, al mismo tiempo. Por tanto, en comparacién con
Sanger, NGS ha reducido el tiempo y el coste de la
secuenciacion, y ha aumentado la produccién de secuencias, es

decir, es mas eficiente

Es cierto que Sanger aporta secuencias de alta calidad para
segmentos relativamente largos de ADN (900 pb
aproximadamente), pero es lenta y costosa. Por ello se suele
limitar a un numero relativamente reducido de muestrasy a un
pequeio numero de genes candidatos . En cambio, NGS
puede secuenciar regiones mas amplias del genoma y de forma

mas exhaustiva, dando ademas la opcion de multiples enfoques
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(secuenciacion dirigida al genoma, al exoma o a genes

especificos)

Mientras Sanger depende del conocimiento previo del gen o
zona a investigar, NGS no necesariamente tiene que ser
selectiva. Tiene la opcién de interrogar todo el genoma o
exoma completo, y asi descubrir mutaciones nuevas; siendo asi
un recurso util para proyectos de investigacion. Ademas, esta
secuenciacion masiva capta un espectro mdas amplio de
mutaciones, ya que permite valorar variantes de nucleétido
Unico, variaciones en el niumero de copias e inestabilidad de
microsatélites, mientras que Sanger se limita a descubrir
variantes de nucledtido Unico y pequefias inserciones y
deleciones (indels), obligando a la realizacién de otras técnicas,
como FISH (hibridacidn in situ fluorescente /fluorescence in situ
hybridization), para evaluar otro tipo de alteraciones. NGS
permite obviar la realizacidn de esas otras técnicas porque
recoge un amplio espectro de variacién genémica en un solo

experimento

En cualquier caso, la tecnologia de secuenciacién Sanger sigue
siendo muy util para aplicaciones en las que no se requiere un
alto rendimiento Por ejemplo, aunque su enfoque
limitado es costoso e ineficiente para la secuenciacion

gendmica a gran escala, sigue siendo el medio mas aceptado en
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caso de que se requiera validar las variantes identificadas por
las metodologias de NGS, en particular para los hallazgos

clinicamente notificables

Un inconveniente comun a ambas tecnologias es que ninguna
de las dos resuelve de forma fiable la deteccién de

homopolimeros

Por otro lado, en cuanto a los principales inconvenientes de
NGS a tener en cuenta en el &mbito clinico, es la necesidad de
infraestructura, de la capacidad informatica y el
almacenamiento de datos (bigdata), la experiencia del personal
para analizar e interpretar exhaustivamente los datos
obtenidos y la rentabilidad, porque hay que hacer un elevado

nimero de muestras al mismo tiempo

4.5.1. GENERALIDADES

NGS abarca una diversa coleccidén de tecnologias de alto
rendimiento, también Ilamadas “de segunda generacion”,
aplicables a cualquier acido nucleico. En este caso nos
centraremos en el ADN

Esta nueva secuenciacidén permite detectar diferentes tipos de

mutaciones o variantes:
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- Variantes de nucledtido Unico respecto al genoma de
referencia (single nucleotide variants o SNV).

- Pequenias inserciones o deleciones (llamadas indels).
- Variantes estructurales:

V Con ganancia o pérdida de material genético:

O Variacién en el nimero de copias (copy number
variation o CNV), que pueden ser:

- Variaciones cortas: de binucledtidos, de
trinucledtidos... (ej. El triplete CAG se repite
mas de 36 veces en el gen huntingtina, y
ocurre en la Enfermedad de Huntington).

- Variaciones largas: amplificaciones,
ganancias o pérdidas de genes enteros o
cromosomas completos (ej. Amplificacion del
gen FGFR1, ganancia del cromosoma 5...).

D Otras: grandes deleciones, duplicaciones, etc.

V Sin ganancia o pérdida de material genético:

O Translocaciones, inversiones y cualquier tipo de

reordenamiento.

A nivel de ADN, su versatilidad ofrece el estudio del genoma

completo o del exoma o de genes determinados mediante un

88



panel. La eleccion dependera del disefio del estudio que se

vaya a realizar.

Secuenciacion del genoma completo (Whole Genome

Sequencing - WGS):

La secuenciacion WGS abarca el genoma completo de un
individuo, incluyendo las regiones codificantes y no
codificantes. Esto ha permitido secuenciar miles de millones de
pares de bases y ha aportado numerosas asociaciones entre
variantes y patologias, tanto enfermedades de herencia
mendeliana, como enfermedades mitocondriales o neoplasias.
Pero en esta técnica la cobertura de todas las secuencias es
similar, por lo que la profundidad de lectura es escasa, no
permitiendo detectar variantes a baja frecuencia.

En la actualidad, esta estrategia se utiliza principalmente en el
ambito de la investigacidn ya que es poco coste-efectiva.
Resulta en una gran cantidad de informacidn, dificil de analizar
y almacenar, y aporta un elevado nimero de variantes de

significado incierto

Secuenciacidn del exoma (Whole Exome Sequencing - WES):

Es un tipo de secuenciacién dirigida a obtener la informacién

gendmica de los exones, es decir, las regiones codificantes del
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genoma, que corresponden aproximadamente al 1-2% del
mismo.

Cubre la gran mayoria de las variantes que causan
enfermedades hereditarias, principalmente monogénicas. Por
lo que es util cuando se desconoce la causa de la enfermedad
del paciente en estudio o se han descartado los genes clasicos
asociados con la enfermedad. También se puede emplear para
el estudio de desérdenes complejos en los que existe un gran
nimero de genes implicados, o para llevar a cabo un
diagnostico diferencial en enfermedades cuya clinica es
solapante.

Que algunos estudios hayan empleado esta técnica, ha
permitido descubrir mutaciones recurrentes en neoplasias, y ha
contribuido a la deteccidon de mutaciones conductoras (drivers),
asi como al desarrollo de terapias dirigidas y al disefio de
paneles segun patologias.

Segln su aplicacion en la investigacion o en el dmbito clinico, se
puede optar por el estudio del exoma completo
(aproximadamente 20.000 genes) o bien el estudio de un
exoma dirigido (una seleccidn concreta de genes),
respectivamente.

III

Aunque el “exoma clinico” estudia la regidn codificante de unos
5000 genes con relevancia cinica, en el ambito asistencial sigue

siendo una estrategia poco coste-efectiva
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Secuenciacion con paneles de genes:

Es el tipo de secuenciacidn dirigida mas utilizado en el ambito
asistencial en la actualidad. Permite el estudio de un numero
concreto de genes o regiones genéticas importantes, asociados
a la patologia de interés.

En el estudio de enfermedades hereditarias se utiliza cuando
las patologias son relativamente frecuentes y cuyo fenotipo
puede estar explicado por variantes de secuencia en un
numero limitado de regiones gendmicas.

La busqueda de mutaciones somaticas en el estudio de
neoplasias, suele ser mas complejo que la patologia germinal,
porgue en el tejido tumoral coexisten células tumorales y
normales. A su vez, dichas células tumorales pueden contar con
aneuploidias, coexistencia de mutaciones driver y passenger,
distintas subclonas tumorales con alteraciones diferentes, etc.
Uno de los puntos fuertes de esta estrategia en el estudio de
tumores, es que, al ser un estudio acotado, permite una
profundidad de secuenciacidn elevada, pudiendo reconocer
variantes somaticas a baja frecuencia, a la vez que agiliza el
estudio bioinformatico y la posterior interpretacion de
resultados. Ademads, evita detectar genes o variantes no

relacionadas con la patologia de estudio que generen gran
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complejidad de andlisis debido a la dificultad de su
interpretacion.

Para llevar a cabo esta técnica, se emplean cebadores o sondas
dirigidos a las secuencias problema, reduciendo asi la cantidad
de material a evaluar, facilitando el diagnéstico rapidoy
dirigido de la patologia. Sin embargo, no permite descubrir

nuevos genes potencialmente implicados en la enfermedad

Hay dos tipos de paneles, los que se disefian en funcién de las
necesidades del estudio o muestra problema (paneles custom).
Y los paneles comerciales basados en distintas estrategias de
enriquecimiento. Estos ultimos tienen la ventaja de que su
disefo esta muy optimizado por lo que permiten la
secuenciacion de los genes de interés con una gran cobertura 'y
profundidad de lectura; en cambio puede que no incluya las

regiones relevantes para el estudio en cuestion.

4.5.2. FLUJO DE TRABAJO DE NGS

El flujo de trabajo de NGS sigue en gran medida tres pasos
generales empezando por la preparacion de la muestra, la
secuenciacion del acido nucleico y finalmente el andlisis de los
datos

En este estudio nos centramos en la secuenciacion de ADN.
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Extraccion de ADN y cuantificacion del material obtenido:

De la muestra problema se extrae el ADN mediante métodos
manuales o automaticos, y se caracteriza la cantidad, la calidad

y la estabilidad del mismo.

Generacion de librerias y enriguecimiento de las mismas:

V Generar la libreria (traduccion errénea de la palabra en

inglés “library”):

El ADN gendmico extraido de la muestra problema se debe
fragmentar en trozos pequefios apropiados para el
secuenciador.

El tamafo de los fragmentos puede variar en funcion de la
plataforma utilizada, pero habitualmente rondan las 150-400
pares de bases (pb). Y la fragmentacién se puede llevar a cabo
con métodos mecanicos (sonicaciéon), quimicos (temperaturay
pH) o enzimaticos (tagmentacién). Para muestras FFPE el
proceso recomendable es la sonicacién, ya que el ADN de
muestras parafinadas ya estd algo fragmentado o deteriorado
por el proceso de fijacidon en formol y la inclusidn en parafina, y

no suele contar con mas de 200 pb.

Los fragmentos quedan con extremos anfractuosos que hay

gue reparar. Una vez reparados, se aflade adaptadores
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compatibles con la plataforma de secuenciacion que vaya a
emplearse. Su funcion es doble, porque permiten el anclaje de
los fragmentos al soporte sélido del secuenciador, y ademas
cuentan con una zona complementaria al cebador o primer que
se usara para la secuenciacioén del fragmento . También se
afiade indices (index o barcodes) especificos de cada muestra.
Son secuencias nucleotidicas que actuan a modo de “etiqueta”
o “cdodigo de barras”. Cada indice es secuenciado tras cada
fragmento y asociado informaticamente al mismo, de forma
que, al terminar la secuenciacidn, se pueden agrupar las
moléculas que tengan el mismo index. Aumenta la eficiencia de
la secuenciacién porque ayuda a identificar a qué muestra o
paciente pertenecen esos fragmentos. Existe la opcion de
marcar cada fragmento original de ADN, ademas, con un indice
unico (molecular barcode o unique molecular index -UMI-). La
presencia de estos UMIs permite identificar y eliminar durante
el analisis, los duplicados generados en la preparacion de las

librerias, aumentando la sensibilidad del proceso

Finalmente, se consigue una libreria o genoteca, constituida

por una coleccién de fragmentos de ADN gendmico de la

muestra problema

V Enriquecimiento
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En la secuenciacion selectiva, no interesa secuenciar la
totalidad de los fragmentos de ADN, por lo que es esencial
emplear estrategias de enriquecimiento (marcaje o seleccion),
para que la secuenciacidn se enfoque en areas especificas del
genoma de la muestra

Los dos métodos de enriquecimiento mas prevalentes son:

POR CAPTURA:

Partiendo de la biblioteca de secuencias estandar
anteriormente descrita, este método consiste en agregar
sondas especificas que se unen a las regiones de interés. Las
sondas tienen una molécula (biotina) unida con la que capturan
las areas de interés de la muestra problema. Tras hacer
lavados, la libreria quedara con lo que se ha capturado.

POR AMPLIFICACION CON PCR (AMPLICONES):

En este caso no se parte de la libreria sino del ADN gendmico
de la muestra. Se emplean cebadores (primers) que ayudaran a
amplificar Unicamente las regiones de interés, por PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) multiplex. Para terminar
la libreria, se debe afadir los adaptadores, para obtener una

molécula secuenciable con la tecnologia en cuestién

Secuenciacion:

En cuanto a las plataformas de secuenciacién, las mas

empleadas actualmente son lllumina e lon Torrent:
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V ILLUMINA:

La libreria es cargada en una superficie de celdas de flujo. Cada
inserto de la libreria es amplificado clonalmente mediante PCR
en puente, para generar clones o clusters unidos a un soporte
sélido (bead), produciendo de millones a miles de millones de
grupos de fragmentos de ADN que pueden secuenciarse
simultdneamente.

Finalmente se realizan multiples ciclos de secuenciacion por
sintesis. Se van haciendo ciclos de adicidn de nucledtidos
marcados con fluorocromos diferentes. La fluorescencia
representativa se registra mediante imagenes épticas de alta
resolucidn. Cada uno de estos nucledtidos incorpora un grupo
terminador (en el extremo 3’) marcado con fluorescencia; asi la
incorporacion del siguiente nucleétido a la cadena no se
efectua hasta que el terminador haya sido retirado tras la
lectura de la sefial fluorescente. De este modo, la secuencia en
formacién sélo puede anadir un nucleétido por ciclo y se
elimina el error de homopolimero. Este bloqueo es reversible
porgue entre ciclo y ciclo se aflade un reactivo que desbloquea
el extremo 3' para que se pueda seguir con la lectura

La secuenciacion se realiza en ambos sentidos (forward y
reverse), desde sendos adaptadores, es decir, desde 3’2 5’y

5> 3’, obteniendo lecturas de extremos pareados (paired-end
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reads). Este tipo de lecturas facilita el alineamiento contra el
genoma de referencia, porque permite estimar el tamano del
fragmento original y situarlo con mas precisidn en el genoma,

mejorando asi la cobertura de las zonas de interés

V 10N TORRENT:

La libreria se hibrida a unas nanoesferas o perlas, de modo que
a cada perla queda unida una secuencia, sobre la que se
realizara amplificacion en emulsidon hasta cubrir a la perla. Esta
tecnologia se realiza sobre un chip semiconductor a través del
cual fluird cada perla hasta depositarse en uno de sus pocillos,
debajo del cual hay un sensor de pH que transforma a éste en
voltaje.

Para realizar la secuenciacidn, el chip se inunda con uno de los
4 nucledtidos, y si la polimerasa lo incorpora a algun pocillo, un
ion de hidrégeno sera liberado, cambiando el pH del medio. Los
pocillos capturan esa informacién quimica y la traducen en
informacidn digital. Entre cada ciclo se realiza un lavado, para

continuar haciendo ciclos de secuenciacion

La parte negativa de este proceso es que, con la adicién de un
solo nucleétido, si hay 8 iguales seguidos, el secuenciador no
diferencia bien si son 6, 7 u 8. Esto se llama alto error de

homopolimero
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Varios estudios han comparado el rendimiento de ambos
sistemas, y han concluido que ambos secuenciadores, lllumina

e lon Torrent, producen resultados comparables

Analisis bioinformatico:

La generacion de datos tras la secuenciacién con NGS procede
de cuatro fuentes principales

- Llamada de bases: identificacion del nucledtido
especifico presente en cada posicion de una sola lectura
de secuenciacion. Esto suele estar integrado en el
software del secuenciador que, partiendo de las
lecturas crudas, de forma automatica genera un archivo
FASTQ por cada lectura. Este archivo contiene la
secuencia de cada una de ellas, y el valor de calidad
para cada nucleétido (Phred score).

- Alineacion de lecturas: posicionar correctamente las
lecturas que ha realizado el secuenciador, en relacion
con la secuencia de referencia, previa eliminacion de las
lecturas de baja calidad (Figura 7). Este mapeado o
alineamiento da como resultado un archivo SAM
(Sequence Alignment/Map) con informacion de la
posicidn exacta para cada una de las lecturas en el

genoma referencia. Antes de llevar a cabo ningun
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proceso sobre el fichero de mapeo, el archivo SAM se
comprime en forma binaria (BAM, Binary
Alignment/Map). Este archivo BAM contiene la
secuencia y mapeo/alineamiento de cada una de las
lecturas.

Llamada de variantes: identificacion de las diferencias
de secuencia entre la muestra y la secuencia de
referencia. Aporta un archivo VCF (Variant Call Format),
gue contiene todas las diferencias de la muestra
problema con el genoma de referencia, sin que esto
signifique patogenicidad. También incluye informacién
sobre el genoma de referencia, coordenadas
cromosomicas de las variantes, tipo de cambio de
secuencia y valores de calidad de la Ilamada de las
variantes.

Anotacidn de variantes: asocia la variante con
informacién contextual relevante. Utiliza bases de
datos, y puede incluir informacion gendmica,
informacidén funcional, frecuencia poblacional,
predicciones bioinformaticas de patogenicidad,
informacidn fenotipica o clinica vinculada a la variante,
etc. Debe realizarse en funcién de los requerimientos de

cada estudio o proyecto, y teniendo en cuenta la
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cobertura y profundidad con la que se han obtenido las

variantes.

GENOME TGAAAAACTTGATTCGACACCATCAGAATTGAGACTAATCGGCTAGACATACG
REFERENCE T T
(3,000,000,000 bases) — -

G !

G

e i

G! =

o |
SNP INDEL

Figura 7: Las lecturas que ha realizado el secuenciador se posicionan en
relacién con la secuencia de referencia Fuente: Understanding the Basics of
NGS: From Mechanism to Variant - Calling Dale Muzzey, Eric A. Evans,
Caroline Lieber. (Depth: profundidad; SNP: single-nucleotidepolimorfism;

INDEL: pequeia isercion o delecién)

V COBERTURA:

La cobertura es la cantidad de informacién gendmica que
representan las lecturas que se han obtenido en el ensayo, en
funcién de una referencia. Coloquialmente es la superficie de
ADN que se ha valorado (Figura 8). Es un término que suele
expresarse como porcentaje de lecturas mapeadas contra la
referencia. Cuanto mayor es el porcentaje, mejor estd

representado el objetivo del ensayo.
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Hay un porcentaje de lecturas que realiza el secuenciador que
guedan fuera de nuestro objetivo y, por tanto, aunque sea ADN
gue se ha secuenciado, no es informativo para el ensayo o
trabajo. Reciben el nombre de “lecturas fuera de diana” (off-

target).

V PROFUNDIDAD:

La profundidad o cobertura vertical hace referencia al nimero
de veces que una base nitrogenada del ADN de la muestra es
leida durante el proceso de secuenciacidn. Se expresa en X, por
ejemplo, 70x hace referencia a que el nucleétido en cuestién
ha sido leido o encontrad0 70 veces (Figura 8). Determina la
confianza con la que se llama a una base. Esto también
determina si las variantes detectadas pueden considerarse real
o un error. Por ejemplo, una variante de un solo nucledtido
(SNV) en el genoma nuclear debe aparecer en mas de 10
lecturas Unicas, es decir, la profundidad de lectura debe ser
como minimo de 10x para proporcionar la suficiente confianza
de que es una variante gendmica genuina y no un error técnico
del proceso de secuenciacion. Este pardmetro especifico de la
plataforma de secuenciacidn define el tipo de variantes
genéticas que pueden identificarse y la confianza con la que

pueden determinarse

101



Cobertura

[~ Genomadereferencia |

‘- L] 1x
2X
= >
: 4x
5X

T

6X
7X
Fragmentos de ADN
secuenciados

Figura 8: Explicacién grafica de la cobertura y la profundidad de lectura.
Fuente: Secuenciacidn de nueva generacion (NGS) de ADN: presente y
futuro en la practica clinica. Santiago Rubio et al. (155).

4.5.3. INTERPRETACION DE LAS VARIANTES OBTENIDAS CON
NGS

La interpretacion clinica de las variantes de la secuencia de
ADN es un paso clave en la valoracion de los resultados de la
secuenciacion. Las recomendaciones del Colegio Americano de
Genética Médica y Gendmica, y la Asociacidn de Patologia
Molecular (ACMG/AMP) han sido ampliamente adoptadas por
los laboratorios clinicos de todo el mundo para guiar la
interpretacion clinica de las variantes de secuencia de una
manera estandarizada y comun. A pesar de estos esfuerzos por
estandarizar la interpretacidn de variantes en la practica clinica,

los diferentes laboratorios pueden utilizar subjetivamente el
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juicio profesional para determinar qué criterios son aplicables

al clasificar una variante

Dichas recomendaciones o guias del ACMG/AMP definieron un
marco de cinco niveles para clasificar las variantes como

nmnn

"patogenas", "probablemente patégenas"”, "de importancia
incierta", "probablemente benignas" o "benignas" de acuerdo
con los criterios que abordan los niveles de evidencia de

patogenicidad

Desde que el ACMG hizo su publicacion por primera vez en
2013, se ha ido revisando y evolucionando, y es que la
validacién clinica y el uso de la NGS en muchos contextos estdn
establecidos, pero existen desafios continuos a medida que las

tecnologias y la informatica asociada evolucionan.

En 2015 publicaron recomendaciones actualizadas para las
normas y directrices en la interpretacidn de variantes de
secuencia, y en 2021 han publicado otra revision, en la que ha
desarrollado normas técnicas para la validacion de los métodos
y plataformas de NGS, la supervisidn continua de las pruebas
de NGS para garantizar la calidad de los resultados, y la
interpretacion y notificacidn de las variantes encontradas

mediante estas tecnologias

5. APLICACION CLINICA
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El impacto clinico del estudio gendmico del cancer ya ha sido
reconocido gracias a la identificacion y uso de biomarcadores
moleculares de diagndstico, prondstico y aquellos que se
emplean como diana terapéutica.

Los biomarcadores son la piedra angular de la medicina de
precision

La definicion de biomarcador ha evolucionado durante la
ultima década, con una descripcion especialmente amplia de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que sugiere que "un
biomarcador es cualquier sustancia, estructura o proceso que
se puede medir en el cuerpo, o en sus productos, e influyen o
predicen la incidencia de resultados o enfermedades "

Estas sustancias se conocen desde hace décadas, como por
ejemplo el antigeno especifico de la préstata (PSA), y se
emplean para intentar prever el prondstico y orientar las
decisiones terapéuticas. Otro ejemplo estandarizado y
extendido lo encontramos en el carcinoma de mama, donde la
sobreexpresidén de HER2, el estado de los receptores
hormonales y el grado tumoral histolégico, son biomarcadores
imprescindibles para establecer el estadio y tratamiento
adecuados . Hoy, la revolucién de la biologia molecular,
con el auge de la secuenciacion de alto rendimiento, esta
impulsando el descubrimiento y desarrollo de nuevos

biomarcadores, en este caso moleculares. Estos deben
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interrogar a las principales vias aberrantes del cancer,
potencialmente vulnerables o accionables con terapias

moleculares dirigidas (131).

La guia clinica del afio 2021 de la SEOM-GETTHI (Sociedad
Espanola de Oncologia Médica — Grupo Espaiiol de Oncologia
Transversal y Tumores Huérfanos e Infrecuentes) publicé los
biomarcadores mas relevantes y Utiles en la practica clinica,
teniendo en cuenta las recomendaciones que han sido
publicadas por las sociedades cientificas (158). Han tenido en
cuenta la escala ESCAT (ESMO scale for clinical actionability of
molecular target), una escala de accionabilidad clinica de
dianas moleculares en cancer definida por la ESMO en el afio

2018 (Figura 9) (158).

« Improved outcome in clinical trials

SN *READY FOR ROUTINE USE

« Antitumour activity but unknown magnitude of
ESCAT Il benefit

i *INVESTIGATIONAL

« Suspected to improve outcome based on
ESCAT Il clinical trial data in other tumour types
*HYPOTHETICAL TARGET

« Pre-clinical evidence of
ESCAT IV actionability
« HYPOTHETICAL TARGET

« Objective response, but

without clinically meaningful

ESCATY benefit COMBINATION
DEVELOPMENT

«Lack of evidence for
ESCALX actionability

Figura 9: ESMO scale for clinical actionability of molecular target (ESTAT).
Fuente: SEOM-GETTHI clinical guideline for the practical management of
molecular platforms (2021); Juan de la Haba-Rodriguez et al. (158).
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En la tabla 1 se resumen los biomarcadores moleculares mas

relevantes en la practica clinica para las terapias de precision

en el cancer, separados por tipo de tumor. Delante de cada

biomarcador aparece el porcentaje en el que se encuentran en

ese tipo, segun la literatura. En cuanto a la ESCAT, se han

propuesto unos niveles en relacidn con las directrices del tipo

de tumor especifico de la SEOM, ya que no se disponia de la

.
ESCAT especifica.
ESCAT I ESCAT Il ESCAT 111
NSCLC EGFR 15% del 19, L858R 3% MET focal amplifications ~ 1.2% BRCA 172
60% EGFR mutant: acquired 12% KRAS12¢ 1.2-7% PI3K
T790M exon 20 2-5% ERBB2 1.7% NRG1

CRC

BREAST CANCER

PROSTATE CANCER

2-10% uncommon EGFR mutations

(exon 18,20.21)
5% ALK
3% MET ex skipping
2% BRAF'6™E
1-2% ROS1
0.2-3% NTRK fusions
1-2% RET fusions
44% KRAS
4% NRAS
8.5% BRAF"*F
4-5% MSI-H
0.5% NKTRI1

15-20% ERBB2 amplification

ER. PR

30-40% PI3K

1% MSI-H

1% NTRK fusions

4% BRCA 1/2 germline mutation

androgen receptor and

PDL-1 (Triple negative BC)

9% BRCA1/2 somatic mutations/
deletions

1% MSI-H

2% ERBB2

4% ERBB2 hotspot mutation

3% BRCA 1/2 somatic muta-
tion

10% ESR 1(mutation mecha-
nism resistance)

7% PTEN

5% AKT1F/7%

40% PTEN
5% ATM
1% PALB2

17% PI3K hotspot mutations
5% ATM mutations

1.7% MET amplifications
1% AKTI®'7%

1% TMB-High in MSS
0.3% RET fusions

0.2% ALK fusions

6% NF127??

1% MDM2

2% ERBB3

3% PI3K
1% AKTIEI®
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ENDOMETRIAL CANCER*

OVARIAN*

CHOLANGIOCARCINOMA

CENTRAL NERVOUS SYSTEM*

SARCOMAS*

GIST
PANCREATIC CANCER

GASTROESOPHAGEAL ADENO-
CARCINOMA

MELANOMAS

HEPATOCELLULAR CARCI-
NOMA

2-5% MSI-H. PMS2 ESRI

BRCA 172 germline, somatic
20% IDH1 mutations % BRAFY*™F mutations
15% FGFR2 mutations

2% MSI-H

2% NKTR fusions

KIT, PDGFRA

1-4% BRCA1/2 germline mutation
1-3% MSI -H

<1%NTRK

16% ERBB2 amplifications
% MSI-H
2% NTRK fusions

6% EGFR amplifications
3% MET amplifications

50% BRAF*®0E

% NTRK fusions
1% MSI- H

POLE-aberrant
BRAF
KRAS
PIK3CA
PTEN?
ATM. BRIP1, CHEK2, PALB2,
RADSIC, RAD 51B
10% ERBB Amplifications
2% ERBB2 mutations
% PI3CA hotspot mutations
3% BRCA1/2 mutations
2% MET amplifications
1p19q co-deletions
IDH1, IDH2
MGMT
MDM2, CDK4
IDHV/IDH2

3% BRCA 1/2 somatic mutations

90% KRAS mutations

3% PI3CA

3% BRAFY*F

2% MDM2 amplifications

1-2% ERBB2 amplifications/
mutations

1% NRG1 fusions

< 1% ALK fusions

< 1% RET fusions

< 1% ROSI fusions

3% ERBB2 hotspots mutations
1.3% MET Mutations

7% PI3KCA hotspot mutations
4% FGFR2 amplifications

3% ATM mutations

1-5% BRCA 1/2 mutations

< 1% ROS 1 fusions

< 1% RET fusions

3% ERBB3 hotspot mutations
KIT

4% PI3CA hotspot mutations
4% MET amplifications

2% RAS mutations

Tabla 1: Resumen de los biomarcadores moleculares mas relevantes en la

préctica clinica. Fuente: SEOM-GETTHI clinical guideline for the practical

management of molecular platforms (2021); Juan de la Haba-Rodriguez et

al. (158).

Los biomarcadores pueden ser divididos, teniendo en cuenta su

utilidad clinica:

¢ Biomarcador diagnostico:
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Identifica si un paciente tiene un cancer especifico. Por
ejemplo, la translocacion cromosémica EWS/FLI1 confirma el

diagnodstico de sarcoma de Ewing.

e Biomarcador prondstico:

Es una caracteristica clinica o bioldgica asociada a un resultado
probable a largo plazo o el curso de la enfermedad,

independientemente del tratamiento

En el cdncer de mama, los marcadores de prondstico de uso
comun son el tamafio del tumor, el estado ganglionar, el grado
y la presencia o ausencia de invasion linfovascular . Pero
también se utilizan diversas firmas basadas en genes, para
obtener informacién prondstica, en los estadios tempranos,
como es la firma MammaPrint® con 70 genes. Esta adaptada a
muestras FFPE, para predecir la recurrencia del cancer de
mama después de la quimioterapia. Su utilidad clinica para
identificar pacientes con cdncer de mama temprano a las que
se les podria evitar la administracidon de quimioterapia, fue
confirmada por el MINDACT-trial . Existen otros test
similares, como el Oncotype Dx® Breast Cancer Assay. Este
evalta 21 genes que predicen la recurrencia del cancer de
mama en mujeres con enfermedad invasiva con ganglios

negativos, que tienen RE positivos y son negativos para HER2; y
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se puede emplear también en pacientes postmenopausicas con
afectacion ganglionar (131,158).

Otro ejemplo del desarrollo creciente de biomarcadores
prondstico se encuentra en la patologia digestiva. Para el
cancer colorrectal (CCR) en estadio Il el uso de la quimioterapia
adyuvante es controvertido, por lo que también se han
desarrollado firmas multigénicas para identificar a los pacientes
con mayor riesgo de recurrencia, y que por tanto pueden
beneficiarse de la quimioterapia adyuvante. Actualmente el
test de cancer de colon Oncotype Dx® Colon Recurrence Score 'y
GeneFx® Colon han sido validados en el CCR en estos casos.
También Immunoscore® ha sido validado en pacientes con CCR
en estadio I-1ll y podria considerarse para establecer el
prondstico de los pacientes junto con la puntuacidon TNM vy asi
apoyar el proceso de toma de decisiones de quimioterapia en
el estadio Il e incluso en pacientes de bajo riesgo en el estadio

e Biomarcador predictivo:

Aporta informacion sobre la probabilidad de respuesta a una
terapia concreta. Por ello, estos biomarcadores guian la toma
de decisiones terapéuticas. . Por ejemplo, la
sobreexpresidon o amplificacion de HER2, predice la respuesta al

tratamiento con anticuerpos monoclonales como Trastuzumab,

109



en el cancer de mama y en el esofagogastrico En el cancer
colorrectal, la mutacidn activadora de KRAS, predice la
resistencia al tratamiento con inhibidores de EGFR, como el
Cetuximab Otro ejemplo es el cancer de pulmon de
célula no-pequefia, donde las mutaciones en los exones 19 o0 21
de EGFR permiten ofrecer terapia dirigida contra EGFR; asi
como la fusidon EML4-ALK permite el uso de terapia anti-ALK;
ambas, terapias mas eficaces que la quimioterapia citotdxica.
Estos biomarcadores se emplean de forma rutinaria, por el
beneficio que conllevan, ya que, por ejemplo, el 15-20% de
cancer de pulmoén de célula no pequefia presenta mutaciones

en EGFR, y el 3-5% la translocacion de ALK

Por otro lado, existen plataformas moleculares aprobadas para
predecir la respuesta a la terapia dirigida. Una de las
plataformas es Test Oncomine Dx Target, util en el cancer de
pulmdn de célula no pequefia no-escamoso. Detecta 46
variantes de genes driver de este cdncer como EGFR, BRAF, ALK
y ROS1, entre otros que ya han sido detallados en el apartado
“2.3.2. ONCOGENES”.

Otro ejemplo actual lo aporta el cancer colorrectal con Praxis
Extended RAS Panel, que emplea NGS en estadios IV para

evaluar 56 mutaciones KRAS/NRAS y asi determinar la
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elegibilidad del paciente para el tratamiento con anticuerpos
monoclonales anti-EGFR.

La evaluacion del sistema MMR y la inestabilidad de
microsatélites (MSI) esta aprobada para todos los estadios. Por
ejemplo, los pacientes en estadio Il con MSI-H podrian tener un
buen prondstico y no se benefician del tratamiento adyuvante
con 5-FU. Asi mismo, se benefician del tratamiento anti PD-L1
en estadios avanzados

Por otro lado, existen plataformas para la evaluaciéon del estado
de BRCA para predecir la respuesta a los inhibidores de PARP.
Asi, BRACAnalysis CDx® es una plataforma que detecta, en
sangre periférica, el estado de la linea germinal de BRCAly
BRCA2 en pacientes con tumores de ovario, prdstata, pancreas
y mama. Ayuda a identificar a los pacientes que son o pueden
llegar a ser elegibles para el tratamiento con iPARP.

Otras plataformas son Foundation-FocusTM CDxBRCA® y
Myriad myChoice CDx®. Mediante NGS realizan la deteccién
cualitativa de alteraciones en BRCA1 y BRCA2 en tejido tumoral
ovarico FFPE. Myriad myChoice CDx® ademas estudia otros
genes que intervienen en la reparacién del ADN por
recombinacién homdloga, en los carcinomas serosos de ovario,
de trompas de Falopio y peritoneales de alto grado,
etiquetando las muestras como “deficientes” o “competentes”

en reparacion por recombinacién homdloga
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Resulta de gran ayuda porque la deficiencia esta asociada a la
sensibilidad al tratamiento con inhibidores de PARP. Esta
plataforma también determina la puntuacién de inestabilidad
gendmica

En otro orden de cosas, hay plataformas validadas para todo
tipo de tumores sélidos. FoundationOne CDx® fue el primer
complemento diagndstico de base tisular aprobado por la FDA
que esta validado clinica y analiticamente para pacientes con
carcinoma solido . En el centro Memorial de Nueva York
utilizan el Memorial Sloan Kettering-Integrated Mutation
Profiling of Actionable Cancer Targets (MSK-IMPACT), una
plataforma NGS basada en la captura por hibridacion para la
secuenciacion profunda dirigida de todos los exones e intrones

seleccionados de 341 genes clave en tumores FFPE

Por tanto, como se evidencia en la literatura, la reciente
aparicion de farmacos altamente selectivos que se dirigen a
dianas moleculares y tecnologias de secuenciacidn gendmica
de alto rendimiento, pone en relieve la necesidad de tener mas
biomarcadores de canceres sélidos bien validados. No sélo para
el uso clinico, también para los ensayos. En 2020, ESMO
establecid unas recomendaciones del uso de NGS en ambito
asistencial e investigador . Por otro lado, la FDA ha

reconocido que el adecuado uso de los biomarcadores
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desempefia un papel importante para minimizar el riesgo de
fracaso de los ensayos clinicos, porque ayudan a enriquecer las
poblaciones de los mismos con subtipos moleculares
especificos que responden mejor a las terapias que se estdn

probando
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBIJETIVOS
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En la practica clinica habitual, se observa que algunos pacientes
adultos desarrollan tumores sélidos cuya evolucién no se
adecua al estadio tumoral o las caracteristicas histoldgicas,
siendo mas agresiva de lo esperada a priori. Sin existir sospecha
previa, recaen o progresan y ven su supervivencia libre de
progresion y/o supervivencia global disminuidas.

Estos casos que a priori, no deberian haber tenido una térpida
evolucidn, son dificiles de comprender, sus caracteristicas
moleculares siguen siendo, en gran parte, desconocidas, por lo
gue su manejo resulta complejo, con limitadas opciones

terapéuticas.

El panorama actual de efervescencia de la caracterizacién

molecular de los tumores empleando la secuenciacién masiva
(NGS), se refleja en proyectos como TCGA, estudios como los
del Centro Memorial de Nueva York, ensayos clinicos basados
en biomarcadores y aprobaciones de tratamientos dirigidos a

dianas moleculares muy concretas

La hipétesis del presente estudio es que los tumores con un

comportamiento mas agresivo del esperado por sus

caracteristicas morfoldgicas poseen determinadas
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caracteristicas moleculares responsables de dicha evolucion. El
uso de la NGS permite la caracterizacion molecular de las

mismas.

El objetivo principal de este estudio es demostrar, en un grupo

de pacientes con carcinomas que han presentado una
evolucidn clinica y supervivencia peor de las esperadas por sus
caracteristicas clinico-patoldgicas, las alteraciones genéticas
driver que explican dicha evolucion, mediante su

caracterizacion molecular con secuenciacion masiva (NGS).

Los objetivos secundarios son:

- Comprobar si dichos drivers se corresponden con
biomarcadores prondstico y/o predictivos ya descritos
en la literatura.

- Evaluar si los drivers hallados son dianas moleculares
sobre las que se pueda emplear farmacos existentes
actualmente o que estén siendo estudiados en ensayos
clinicos.

- Analizar si el conocimiento de dichas alteraciones driver
podria haber ofrecido alternativas individuales en el
manejo de cada paciente, con la influencia que ello

suponga sobre el curso de la enfermedad.
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Observar si los casos seleccionados tienen drivers
comunes que marquen una peor evolucion, aunque la
localizacién del origen tumoral sea diferente,
permitiendo hacer de este tipo de pacientes un

subgrupo prondstico y/o predictivo.
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MATERIALY METODOS

118



MATERIAL Y METODOS

1. SELECCION DE PACIENTES Y MUESTRAS

Este es un estudio retrospectivo, descriptivo y multicéntrico, en
el que fueron incluidos, de forma retrospectiva, los pacientes
diagnosticados de carcinoma que habian mostrado, segun
criterio clinico y anatomopatolégico, un comportamiento no
esperado por su progresion temprana o recaida precoz, debido
a resistencia o refractariedad al tratamiento, entre febrero de

2016 y agosto de 2019.

Tras contactar con los respectivos Servicios de Oncologia que
proporcionaron los datos de los casos incluibles, se realizé la
busqueda del material archivado en los Servicios de Anatomia
Patoldgica, mediante el programa PAT-Win. Se identificd una
serie de 24 casos, cinco de los cuales habian sido identificados
con anterioridad por los clinicos como casos de evolucion
extremadamente térpida, sin embargo, fueron excluidos
finalmente por no cumplir los criterios de inclusién del estudio
retrospectivo. De los 19 casos seleccionados de forma
retrospectiva, once procedian del Hospital Universitario Doctor
Peset (n = 11), siete del Hospital General de Castellén (n=7)y
uno del Hospital de Sagunto (n = 1); todos de la Comunidad

Valenciana.
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De todos los casos se obtuvieron las muestras parafinadas, las
laminillas con los cortes histoldgicos y los informes patolégicos
completos, en los que estaba consignado el tipo de tumor, el
grado histologico, y la clasificacidn del estadio patolégico
(pPTNM) de la 82 edicion de la AJCC. Los oncdélogos nos
facilitaron las historias clinicas oncoldgicas del programa Orion,
con los tratamientos recibidos, los estadios clinicos (cTNM) y

las evoluciones de los pacientes.

En los tres centros se siguieron los mismos criterios de
seleccidn de pacientes y las mismas directrices clinicas.
Finalmente, todos los casos se enviaron a la investigadora
principal antes de incluirlos en el estudio. Se confirmaron los
tipos histologicos, grados y estadiajes diagnosticados en origen,

y se revisaron las historias clinicas oncoldgicas.

Para hacer la secuenciacion genética, una vez confirmado que
no se iba a comprometer posibles estudios futuros para el
paciente, se obtuvo el consentimiento informado (Cl) por
escrito (ver anexo, pdagina 290), de los pacientes. El Cl se
elabord de acuerdo con las directrices recogidas en la
Declaracion de Derechos Humanos y Conferencia de Helsinkiy
los requisitos establecidos por la legislacidn valenciana y

espafola en el ambito de investigacion biomédica, segun la Ley
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Organica 15/1999 de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos
de Caracter Personal (LOPD), hasta 2018, y posteriormente la
Ley Organica 3/2018 de Proteccidn de Datos Personales y
garantia de los derechos digitales. Ademas, el proyecto de
investigacion fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion

Clinica del Hospital Universitario Doctor Peset de Valencia.

Finalmente, el seguimiento se realizd hasta el fallecimiento de

todos los pacientes.

- Pacientes mayores de 18 afios, de cualquier sexo, sin
tener en cuenta si habian fallecido o no.
Diagndstico histologico de carcinoma.
Progresion temprana o recaida precoz de la
enfermedad, post-cirugia o debido a resistencia o
refractariedad al tratamiento sistémico.
La precocidad se establecio clinicamente por los
oncologos responsables de los casos. Se apoyaron en
gue los pacientes tenian supervivencias libres de
progresion menores a las publicadas en revisiones y
articulos actuales, asi como las guias clinicas de
Oncologia Médica y las guias de supervivencia de la

American Joint Committee on Cancer (AJCC)
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La supervivencia libre de progresion se midié desde el
inicio del tratamiento, ya fuese médico y/o quirurgico,
hasta la fecha de progresion, recaida, refractariedad o
resistencia, en su caso.

Existencia de cantidad suficiente de tejido util para
realizar la secuenciacidn genética en los bloques de
parafina de las muestras. Se determind como suficiente
> 6 mm? de muestra tumoral y lo mismo de no-tumoral.
Pacientes con buen estado funcional, es decir, ECOG 0-1
al diagnéstico (La escala Eastern Cooperative Oncology
Group Performance Status (ECOG-PS) es utilizada en
oncologia dada su correlacién con la morbilidad del
cancer, la mortalidad y las complicaciones del
tratamiento quimioterapico (ver tabla 2))

Ausencia de proceso comérbido asociado que hubiera
condicionado alguna modificacion en el tratamiento

comprometiendo la supervivencia.

GRADO ESTADO FUNCIONAL ECOG

0 Totalmente activo; capaz de realizar todas las actividades anteriores
a la enfermedad sin restricciones

1 Restringido en la actividad fisicamente extenuante pero

ambulatorio y capaz de realizar trabajos de naturaleza ligera o
sedentaria, por ejemplo, trabajos domésticos ligeros, trabajos de

oficina
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2 Ambulatorio y capaz de realizar todos los cuidados personales, pero
incapaz de llevar a cabo cualquier actividad laboral; se levanta mas

del 50% de las horas de vigilia

3 Capaz de un autocuidado limitado; confinado en la cama o en una

silla mas del 50% de las horas de vigilia

4 Completamente discapacitado; no puede realizar ningun

autocuidado; totalmente confinado a la cama o a la silla

5 Muerte

Tabla 2: Definicién de las puntuaciones del estado funcional del Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG). Fuente: Comparing Physician and
Nurse Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status (ECOG-PS)
Ratings as Predictors of Clinical Outcomes in Patients with Cancer; Elad

Neeman et al.

- Personas menores de 18 afios.

- Diagndstico histoldgico distinto de carcinoma.

- Variantes histoldgicas de carcinoma que supusieran mal
prondstico en si mismas, como por ejemplo la variante
sarcomatoide o anillo de sello.

- Pacientes que presentaban inmunodeficiencias o
comorbilidades graves que pudieran provocar una gran
aceleracién de la historia natural del curso de su cancer.

- Pacientes que no acudieron a su tratamiento

programado.
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- Cantidad de muestra insuficiente ( < 6 mm? tanto
tumoral como no-tumoral) o no util (tejido necrosado o

autolisado).

Dado que el estudio tenia como objetivo la descripcidon de las
alteraciones moleculares detectadas mediante NGS en
pacientes con evoluciones no esperadas por criterios clinicos o
morfoldgicos, se considerd que el objeto era el instrumento y
no la poblacidon. Por dicho motivo no pudo establecerse a priori
un calculo del tamafo muestral de pacientes.

Tras la busqueda de casos archivados mediante el programa
PAT-Win, se identific una serie de 19 casos que cumplia los
criterios de inclusion y no de exclusidn. Once procedian del
Hospital Universitario Doctor Peset (n = 11), siete del Hospital
General de Castellén (n=7) y uno del Hospital de Sagunto (n =

1); todos de la Comunidad Valenciana.

Variables principales:
e Supervivencia libre de progresidon y supervivencia global
Variables secundarias:

e Los genes driver en los que se ha encontrado mutacion.
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e El panel de NGS con todo el listado de genes.

e El estadio tumoral: localizado (I-11), locorregional y/o

metastdsico (lI-1V).
e Localizacién anatdmica del tumor.
e Tipo histolégico de tumor.
e Caracteristicas morfoldgicas
e Edad

e Administracion de tratamiento neoadyuvante o

adyuvante.

2. SELECCION DEL PANEL DE GENES

De los casos que cumplieron los criterios de inclusion, se
remitio un bloque de parafina con tejido tumoral y otro con
tejido no-tumoral, al Instituto de Medicina Gendmica de
Valencia, donde procedieron a la extraccién del ADN,
preparacion de librerias, secuenciacién, y andlisis
bioinformatico.

Previamente se realiz6 una busqueda de laboratorios de
gendmica que tuviesen un panel de genes con el que realizasen
secuenciacion NGS, y capacidad bioinformatica para el

posterior analisis de las variantes. El panel debia incluir genes
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driver de los carcinomas de adulto cuyo valor pronéstico,
predictivo y/o en el tratamiento, estuviese reconocido en la
literatura. Ademas, debia tener una profundidad de lectura,
cobertura, uniformidad (como de estable es la cobertura en
todo el genoma), especificidad, sensibilidad y reproducibilidad,

altas.

El instituto de medicina gendmica de Valencia (IMEGEN) cuenta
con Action OncoKitDX, un panel NGS que estudia los genes mas
relevantes en tumores sélidos de adultos, en base a las guias
clinicas y la literatura cientifica del periodo de tiempo en que se
realizo la recogida de casos. Muchos de los genes eran
considerados accionables segtin la NCCN y la SEOM, o estaban
relacionados con tratamientos aprobados por la FDA o EMA, asi
como genes relacionados con la génesis tumoral y posibles
dianas terapéuticas que se estaban probando en ensayos

clinicos.

El panel secuencio las regiones codificantes completas de los
genes siguientes: AKT1, AKT2, AKT3, ALK, ARID1A, ATRX, BRAF,
BRCA1, BRCA2, CDH1, CTNNB1, EGFR, ERBB2/HER2, ESR1,
ESR2, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, GNA11, GNAQ, HIST1H3H,
HRAS, IDH1, IDH2, KIT, KRAS, MET, MTOR, MYC, NRAS, NTRK1,
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NTRK2, NTRK3, PDGFRA, PIK3CA, PBRM1, PTEN, POLD1, POLE,
ROS1, TERT, TP53.

También comprobd la existencia de fusiones de los genes ALK,
EGFR, NTRK1, ROS1, BRAF, RET, ETV6, NTRK2 y BCR con
cualquier otro gen.

Ademads, comparado con otros paneles, éste aportaba el
estudio de microsatélites y, empleando un software comercial
propio, hacia una aproximacion del nimero de copias a lo largo
de todo el genoma, pudiendo sugerir CNVs en la muestra
problema.

Otra ventaja era que Unicamente empleaba ADN, evitando la
meticulosidad que requiere la inestabilidad del ARN.

Asi mismo, incluia UMIs (identificadores de molécula Unica),
gue aumentaban la sensibilidad del panel porque permitian
aumentar la profundidad de secuenciacidn y eliminar los
duplicados (dos lecturas que tengan el mismo UMI), para evitar

VAF alteradas por la presencia de los mismos.

Sus parametros técnicos fueron los siguientes:
- Profundidad de lectura media: 1900X.
- Profundidad de lectura media tras analisis de UMIs:

430X.
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- Cobertura: el 96.2% de las bases se cubre a una
profundidad de lectura minima de 100X.

- Uniformidad: el 95.72% de las bases se cubre a
>20% de la media de cobertura.

- Especificidad: > 99 %

- Sensibilidad: >99 %

- Repetibilidad: >99 %

- Reproducibilidad: >98%

Los limites de deteccion, descritos a continuacion, se
establecieron a partir de muestras con los siguientes
pardmetros de calidad:

- Celularidad tumoral > 50%

- Concentracién de ADN: 200 ng/ul

Los limites de deteccion fueron:

- Limites de deteccidn para variantes en la secuencia

de ADN: VAF > 5%

- Limites de deteccidn para variantes en el nimero de

copias (CNVs). La estimacién del nimero de copias

se establecid en funcion del porcentaje de
celularidad tumoral:

- Ganancias > 3 copias
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- Deleciones <1 copia

- Limites de deteccion para variantes estructurales
(fusiones y reordenamientos). La fiabilidad de las
variantes estructurales detectadas se determind
teniendo en cuenta parametros relacionados con el
mapeo de lecturas y se clasificd estas variantes en:
- Alta calidad (=5 lecturas)

- Calidad media (entre 1y 5 lecturas)
- Baja calidad (O lecturas).

- Limites de deteccidn para la inestabilidad de
microsatélites (MSI). Se analizaron 110
microsatélites, siendo necesarios, al menos 100
informativos. El nivel de inestabilidad de acuerdo al
porcentaje de marcadores analizados fue:

o Paraun alto grado de inestabilidad (MSI-
ALTO/MSI-High): 31-100%
o Paraun bajo grado de inestabilidad (MSI-
BAJO/MSI-Low): 21-30%
o Para los microsatélites estables (MSS:
Stable): 0-20%
Es decir, en funcién de la frecuencia de la MSI se pudo
distinguir entre los tres tipos descritos. Aunque, en la
actualidad, la investigacidn clinica tiende a clasificar MSI-L y

MSS como un solo tipo
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El panel ya estaba validado en muestras FFPE para detectar
variantes a partir de una frecuencia alélica del 5%, en caso de
que la muestra cumpla los parametros de cantidad celulary
concentracion de ADN.

El analisis bioinformatico que se nos aporté estaba validado, ya
gue todo el proceso lo estaba, cumplia las condiciones estandar
y 6ptimas de calidad, las normas ISO (International
Organization for Standardization), y el Marcado CE-IVD
(certificado otorgado por la Unién Europea que garantiza la
calidad de un producto sanitario para diagndstico in vitro y su

correcto funcionamiento).

3. METODOLOGIA

Los bloques de parafina seleccionados de los Servicios de
Anatomia Patoldgica de los tres hospitales, se habian realizado
siguiendo los estandares nacionales de preanalitica y analitica

. En primer lugar, las muestras de los pacientes habian
sido fijadas en formol a una concentracién de 10% v/v en una
solucién tamponada a pH 7, durante 6-48 horas (tiempo
Optimo de fijacion). Se habian tallado para obtener fragmentos
de 0,2-0,3 cm de grosor que pudiesen ser incluidos en casetes

de plastico. Estos se habian introducido en los procesadores
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automaticos que deshidratan el tejido con alcoholes de
graduacién ascendente (etanol), que posteriormente disuelven
las grasas (con xileno) y finalmente realizan bafos de parafina a

60 grados centigrados para obtener bloques parafinados.

La investigadora principal realizé una revision exhaustiva de

todo el material parafinado de cada paciente, para seleccionar
el bloque de parafina mdas adecuado en términos de superficie
de tejido a estudio (se determind como suficiente > 6 mm? de

muestra tumoral y lo mismo de no-tumoral).

3.2.1. Extraccién del ADN y control de calidad.

El ADN gendmico (ADNg), del tumor y del tejido control, se
extrajo utilizando los kits de extraccion comerciales RecoverAll
™ Total Nucleic Acid Isolation Kit para FFPE (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EEUU) y QlJAamp DNA Investigator Kit

(Qiagen).

3.2.2. Preparacion de la libreria y secuenciacidn.

El panel NGS utilizado se basé en la tecnologia SureSelect XT HS
de Agilent. Fué disefiado para detectar variantes a frecuencias
alélicas del 5%, partiendo de pequefias cantidades de ADN

procedente de tejido FFPE.
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La preparacion de la libreria siguid la guia del usuario de Action

OncoKitDx (Imegen-Health in Code Group).

Las librerias se validaron y se cargaron en el secuenciador
NextSeq 550 (lllumina) para hacer 2 x 75 lecturas paired-end
(lectura de extremos pareados gracias a que se realizé en
ambos sentidos: forward y reverse), siguiendo las instrucciones

del fabricante.

3.2.3. Analisis bioinformatico

Todo el andlisis bioinformatico se realizé a través de la
plataforma DataGenomics (Imegen — Health in Code Group),
incluyendo:

- la alineacion de las lecturas con la secuencia de
referencia, donde, en este estudio, se utilizd la version
GRCh37 (Genome Reference Consortium Human Build
37)

- lallamada de variantes

- la anotacion de variantes

La plataforma DataGenomics es una herramienta informatica
gue selecciond y priorizé los resultados de la secuenciacién, en
base a criterios de utilidad clinica, accionabilidad y evidencia
clinica, apoyandose sobre todo en FDA, ESMO, ASCO, SEOM,

PharmaGKB, entre otros.
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3.2.4. Variantes:

e Variantes de un nucleétido en la secuencia de ADN (SNVs).
Las variantes somaticas se clasificaron teniendo en cuenta su
relevancia, tomando como referencia los datos disponibles en

diferentes bases de datos fiables.

Se descartaron del andlisis las variantes consideradas
polimorfismos, cambios sin relevancia clinica o posibles falsos
positivos: variantes con una profundidad de lectura <20x,
frecuencia alélica (VAF) inferior al 5%, variantes en regiones no
codificantes (excepto regiones intréonicas hasta a 10
nucledtidos del exdn), sindnimas (excepto en los 4 primeros o
ultimos nucleétidos del exdn), con frecuencia poblacional
elevada, y aquellos cambios clasificados como benignos o
probablemente benignos por fuentes fiables. Para nombrar las
variantes se empled la nomenclatura estandar de la Human
Genomic Variation Society- HGVS . La relevancia de una
variante, se consideré teniendo en cuenta su frecuencia alélica
(VAF) y el porcentaje de celularidad de la muestra tumoral

analizada

e Variantes del nimero de copias (CNVs).
El andlisis de variantes de niumero de copias se calculd

utilizando un método propio desarrollado por el Instituto de

133



Medicina Gendmica (IMEGEN) basado en la estimacién de
diferencias en la profundidad de lecturas, de secuenciacién
de alta calidad y de mapeo uUnico. Presenta alta fiabilidad en
las CNVs que abarcan varios exones o mas, siempre que
exista menos de un 40% de contaminacién germinal o que la
inestabilidad cromosémica sea menor del 30% de los genes

estudiados.

La deteccidon de CNVs mediante NGS tiene una sensibilidad y
especificidad inferior a cualquier método de cuantificacion
directa, por lo que no se considera de validez diagndstica. Dicha
variante debe ser confirmada mediante un método cuantitativo
especifico para CNVs como son FISH o MLPA (Multiplex
ligation-dependent probe amplification - Amplificacién de la

sonda dependiente de la ligadura multiple).

e Variantes estructurales.

Para alinear y caracterizar los posibles eventos de translocacién
o reordenamientos se utilizé un programa bioinformatico
especifico (LUMPY software version 0.2.13).

Es un programa que permite identificar cualquier variante
estructural que implique a los genes ALK, BCR, BRAF, EGFR,
NTRK1, NTRK2, ETV6, ROS1 y RET.

134



¢ Inestabilidad de Microsatélites (MSl).
Se analizaron 110 microsatélites, de los cuales al menos 100
debian ser informativos para categorizar el grado de

inestabilidad.

3.2.5. Clasificacion funcional de las variantes

Se clasificaron como patdgenas, probablemente patégenas, de
significado desconocido, probablemente benignas o benignas,
siguiendo las guias del American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) . La evidencia de patogenicidad se
apoyo en las bases de datos COSMIC (Catalogue Of Somatic
Mutations In Cancer), ClinVar, GenomeAD y Varsome, guias
clinicas como NCCN y ESMO, ensayos clinicos y literatura

cientifica.

4. VALIDACION FINAL DE LA CLASIFICACION
FUNCIONAL DE LAS VARIANTES

Finalmente, pese a que los informes bioinformaticos emitidos
por el Instituto de Medicina Gendmica estaban validados, se
decidio realizar una ultima comprobacidn, en un centro
distinto, ajeno a este estudio, porque corroborar la
reproducibilidad de dichos analisis bioinformaticos es un
determinante critico de la traduccién clinica exitosa de los

biomarcadores encontrados
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Se empled el visualizador gendmico Alamunt Visual Plus,

version 1.4. (Figura 10).

{ Alamut Visusl Plus -181%]

Appication  Fle  View Web Variant PrivateAnnotations Tools  Help

WEBINAR

JUNE 22 11:00 AM EST
Consolidated abproach

e
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= fo -
hellm e [Corar |
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I~ change shortcuts.
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Getting Started on Private Data Management
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Stan

Private Data Management
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* % GENETICS™

Figura 10: Pantalla inicial del visor Alamunt. Fuente: Alamunt.

Se siguieron los siguientes pasos: En la pantalla de inicio se
inserté el gen problema en la pestafia Gene Selection. A
continuacion, de una lista, se selecciond el transcrito de ese
gen sobre el que el secuenciador habia identificado la variante
(Figura 11). Seguidamente, en la pestafia Variant Properties se
incluyd la variacion encontrada, y el programa aportd todos los
datos de los que disponia, como el cromosoma al que
pertenece el gen, el exdn, el cambio que provoca sobre el ADN

y sobre la proteina, y también, la clasificacidon funcional.
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Transcript list Show extended list of transcript v

Build Transcripts Exons AAs MANE Class

GRCh37 NM_181042.4 30 1582
GRCh37 NM_018313.5 30 1582
GRCh37 NM_018313.4 30 1582
GRCh37 NM_0013948751 29 1582
Description:
[ N e 1 I m
Chromosome 3: GRCh37 v Preterred Transcript

Figura 11: Seleccién del transcrito. Fuente: Alamunt.

A continuacidn, se describen dos ejemplos:

En la paciente 5, con una variante de significado clinico incierto

en el gen mTOR, se corroboraron los datos aportados.

- Se selecciond el transcrito NM_004958.4

- Se aportaron las caracteristicas de la variante. En este

caso, una sustitucion de la Timina por Adenina, en la

posicién 7643 del ADN celular (Figura 12)
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(DIANETENE | Esiafdue_om ]

# Home # MIORNM 0049584 (GRCN37 chr 1) @ |

) Variant Properties

Positions must be expressed as:

Overview of Transcript NM_004958.4 (MTOR) MTOR - M¢
" gDNA coordinates (forward strand)
MANE Seléct 2 2 o f [ © CONA coordinates based on MTOR(NM_004958.4)
e oo e
DIECORORCHERGUCK) (225
Position: 7643
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© T L Genome -chri:11,288.775-11,288,926 (GRCh37) - 151 bps
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GGTACCACCGGGACTACGCCTAGAAGGCTCTGC
GTCCATGGTGGCCCTGATGCGGATCTTCCGAGAC

oA Deletion

© 1 L Nucleotide Conservation £1

||.||.I|.||||||IIIII.||-||I|||I|A|I.III|I.IIIIIIII_IIII - vt

© 1 L Gene Homo sapiens mechanistic target of rapamycin kinase (MTOR), transcr|

MY © Duplication = Fr

RveRGTTETGe CCATGGTCRECCTOATGLCRATETTCCOABAC
[oTetelirlalv sty lale Tl lile Tl o IR 2 T
© 1 4 st =

oorvare

s o
—

GATGAGT TCTACCCAGCTGTGTCCATGGTGGCCCTGATGCGGAT CTTCCGAGACCAGT CACTCTCTCATCATCACIKC CATGGT TGTCCAGGECATCACCTTCATCT TCAAGT CCCTGGGACTCAAATGTGTGCAGTTCCTGCCCCAGGTCA
[oletelvletalvistutviaTe tutat i telatolalstilstulaln dlulvivialalilrlelitelalsTutatitalclvialelileTalv]

© T L Alele Froquency Databases %
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\GGGACCCTGAGT TTACACACGT CAAGGACGGGGTCCAGT
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1T CATCTTCAAGT CCCTGGOACT CAMATGTGTGCAGTTCCTGLCCCAGGTCA
el TrlclsTid lelviolelilrlalv]]

1T To LTkl

Cancel

Figura 12: Datos de la variante. Fuente: Alamunt.

Finalmente se obtuvieron los cambios que generaban a nivel de

la proteina, asi como la clasificacién funcional, que en este caso

coincidié con los datos que ya se tenian: Significado clinico

incierto (Figura 13)

# Home ] # MTOR NM_004958.4 (GRCh37 chr 1)

Transcript: | (MTOR) NM_004958.4 v

Local Variant Database:

# MTORc7631ADD |

alamut v

# Annotation | # spliiing | # Occurrences | # Variant History | # Report |

Variant Features

Genomic Level

Assembly:  GRCh37
Chromosome: Chr1 (p36.22)
gDNA: g.11167549A>T
Type: Substitution

Transcript Level
cDNA:  NM_004958.4(MTOR):c.7643T>A
Location: Exon 58

Protein Level

Coding Effect: Missense
pNomen: p.(Phe2548Tyr)
Compare AA: x
Possible effect at nearest splice site
h rediction: he Splicing T
External Tools
Variantvalidator Mutalyzer

Pathogenicity class
ACMG standards and guidelines
®PM1 mPM2 PP3 1BP4

ACMG ¢

Uncertain Sic

Show Details

User defined pathogenicity class
Classification: | 0-undassified v
Pathogenicity class is NOT automatically suggested

Figura 13: Datos de la variante. Fuente: Alamunt.

El siguiente ejemplo es la paciente nimero 2, con una variante

en PIK3CA de significado clinico patogénico.
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Se realizaron los mismos pasos (figura 14y, figura 15) y de
nuevo, se corroboraron los resultados que ya se habian
aportado por el Instituto de Medicina Gendmica.

' Variant Properties x|

— Positions must be expressed as:

" gDNA coordinates (forward strand)

® ¢DNA coordinates based on PIK3CA(NM_006218.2)

Position: 3140
(¢ Substitution
Nucleotide change: | A v |[>|G v

(" Deletion From: To:

After;
(" Insertion
Nucleotides:

(" Duplication | From: To:

Deletion From: To:
" Delins

Inserted Nucleotides:

OK Cancel

Figura 14: Datos de la variante. Se sustituye la Adenina por Guanina, en la

posicion 3140 del ADN celular. Fuente: Alamunt.
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# MTORNM_004958.4 (GRCh37 che 1) # MTORCT643TA # PBRMI NM_O18313.4 (GRCh37 chr 3) # PBRMI1:C3985 3985001 # PIK3CANM.0062182 (LRG 310 chr 3) * Pracaconc @ |4

LRG_310 Missense EPM1 BPM2 5PP3 5PPS Haneven
Chromosome: Chr3 pHis1047Arg) ACMG y
gONA 990775AG %
Type: Substitution Check predictions in the Splicing Tab
e
CDNA:  NM_0062182(PIK3CA):c.3140A>G Mutaly N‘

Location: Exon 21

Figura 15: Datos finales con los cambios proteicos y la clasificacién

funcional. Fuente: Alamunt.

Se realizé la comprobacién, de forma manual, con todos los
pacientes y todas las variantes halladas, siguiendo los pasos
arriba descritos. Los resultados obtenidos coincidieron con los

aportados por el Instituto de Medicina Gendmica.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

En el periodo de tiempo considerado, se identificaron 24 casos,
pero los que cumplieron todos los requisitos fueron 19 (ver
figura 16). Doce mujeres con carcinoma ductal infiltrante de
mama, dos hombres con carcinoma escamoso de cabeza y
cuello, un hombre con adenocarcinoma de eséfago distal, otro
con carcinoma folicular de tiroides, una mujer con
adenocarcinoma endometrioide de endometrio, un vardn con
carcinoma acinar prostatico y otro con carcinoma urotelial

infiltrante.

28 a, carcinoma neuroendocrino de célula
pequena de cérvix.

=53

24 identificados

23 a, carcinoma de células en anillo de sello, de
sigma.

=3

47 a, carcinoma de células en anillo de sello, de

5 excluidos recto.

=mje

30 a, tumor maligno de la vaina de nervio
periférico con diferenciacion heterdloga.

=mje

v

@
19 incluidos w 71 a, adenocarcinoma de pancreas.

Figura 16: Cinco pacientes fueron excluidos por no cumplir los criterios de
inclusién y/o cumplir los de exclusion (figura realizada por la autora) (a:

afios). El caso del carcinoma de cérvix presentaba datos clinicos e
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histolégicos de mal pronéstico y cumplia la supervivencia libre de
progresion descrita en la literatura , la histologia de carcinoma en
anillo de sello supone en si misma un prondstico pobre , por lo que
entra dentro de los criterios de exclusion, asi como el caso de pancreas y el

sarcoma.

Durante el seguimiento realizado en el estudio todos los

pacientes han fallecido.

2. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS DE CARCINOMAS
MAMARIOS

Grado histolégico de Nottingam, el cual asigna puntuacién (1,
2 6 3) a tres caracteristicas morfoldgicas (la diferenciacién
glandular, el grado nuclear y el recuento mitético) para obtener
una puntuacion total (de 3 a 9) que permita clasificar al cancer

en uno de tres grados (1,2,3).

Subtipo intrinseco subrogado inmunohistoquimicamente,
siguiendo los criterios del Consenso de St Gallen 2013:
o Luminal A: receptor estrogénico (RE) positivo (+),
receptor de progesterona (RP) >20%, HER2 (human
epidermal growth factor receptor) negativo (-) e

indice proliferativo Ki67 <20%
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o Luminal B: RE+, HER2 negativo, RP <20% ¢ KI67>20%
o Enrigquecido con HER2

o Triple negativo: ER-, PR-, HER2-

Clasificacion del estadio TNM segun la 82 edicion de la AJCC
: T valora el tamafio del tumor primario, N el nimero de
ganglios afectos y M la existencia de metastasis. Si se precede
de la letra “c” significa que la clasificacion es clinica. Si se
precede de la letra “p” significa que la clasificacién es
patoldgica y ha sido aportado con el examen
anatomopatoldgico. Y si ademas se precede con la letra “y”
significa que la clasificacidon patoldgica se realiza tras
tratamiento neoadyuvante (ver la clasificacién del estadio

patoldgico en la tabla 3).

CATEGORIA pT
pT no asignado No puede ser determinado con la informacion
patoldgica disponible

pTO No hay evidencia de tumor primario
pTis (CDIS) Carcinoma ductal in situ
pTis (Paget) Enfermedad de Paget del pezén NO asociada a

carcinoma invasivo y/o carcinoma in situ (CDIS) en el
parénguima mamario subyacente

pT1 Tumor menor o igual a 20 mm en su mayor dimensién

pT1mi Tumor menor o igual a 1 mm en su mayor dimension

pTla pT1la: Tumor mayor de 1 mm pero menor o iguala 5
mm en su mayor dimensién

pTlb Tumor mayor de 5 mm pero menor o igual a 10 mm
en su mayor dimension

pTlc Tumor mayor de 10 mm pero menor o igual a 20 mm

en su mayor dimension

144



pT2 Tumor mayor de 20 mm pero menor o igual a 50 mm
en su mayor dimension

pT3 Tumor de mas de 50 mm en su mayor dimensién

pT4 Tumor de cualquier tamafio con extension directa a la
pared tordcica y/o a la piel (ulceracién o nédulos
cutaneos)

pT4a Extension a la pared toracica; la invasion o adherencia
al musculo pectoral en ausencia de invasidn de las
estructuras de la pared toracica no se califica como T4

pT4b Ulceracidén y/o nddulos satélites ipsilaterales y/o
edema (incluyendo piel de naranja) de la piel que no
cumplen los criterios de carcinoma inflamatorio

pTac Tanto T4a como T4b estan presentes

pT4d Carcinoma inflamatorio

CATEGORIA pN

pNO No se han identificado metastasis en los ganglios
linfaticos regionales o sélo hay aisladas células
tumorales

pNO (i+) Grupos de células malignas no mayores de 0,2 mm en
los ganglios linfaticos regionales

pNO (mol+) Resultados moleculares positivos por reaccion en
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR)

pN1mi Micrometdstasis (aproximadamente 200 células,
mayores de 0,2 mm, pero ninguna mayor de 2,0 mm

pN1la Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares, al menos
una metdastasis mayor de 2,0 mm

pN1b Metastasis en los ganglios centinela mamarios
internos ipsilaterales, excluyendo las células aisladas

pN1ic pNlay pN1lb combinados

pN2a Metastasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares (al menos
un depdsito tumoral mayor de 2,0 mm

pN2b Metastasis en ganglios linfaticos mamarios internos
detectados clinicamente con o sin confirmaciéon
microscopica; con ganglios axilares patolégicamente
negativos

pN3a Metastasis en 10 o mas ganglios linfaticos axilares (al
menos un depdsito tumoral mayor de 2,0 mm); o
metastasis en los ganglios infraclaviculares (nivel
linfatico axilar Ill)

pN3b pN1la o pN2a en presencia de cN2b (ganglios

mamarios internos positivos por imagen); o pN2a en
presencia de pN1b
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pN3c Metastasis en los ganglios linfaticos supraclaviculares
ipsilaterales

CATEGORIA pM

No aplicable no se puede determinar la categoria pM

pM1 Metastasis histolégicamente probadas mayores de 0,2
mm

Tabla 3: Clasificacién del estadio patoldgico (P TNM, AJCC 82 edicidn).
Fuente: College of American Pathologists; Protocol for the Examination of

Resection Specimens from Patients with Invasive Carcinoma of the Breast

Paciente 1:

Mujer de 45 aios que en abril de 2014 fue diagnosticada,
mediante biopsia con aguja gruesa (BAG), de carcinoma ductal
infiltrante, grado 2 de Nottingam. El subtipo intrinseco
subrogado fue luminal A, con RE 95%, RP 90%, HER2 negativo y
ki67 del 10%. Se estadificé como pT2NOMO.

Se le realizo estudio gendmico con MammaPrint®, con
resultado de bajo riesgo/luminal A.

Ese mismo mes se le practicé mastectomia con biopsia
selectiva de ganglio centinela (BSGC). El estudio histoldgico
mostré la misma histologia que en la BAG y con los mismos
marcadores hormonales y en los mismos porcentajes. El
estadio TNM en este caso fue pT2 pN1mic, con
micrometdstasis en el ganglio centinela. En mayo de 2014 inicio

tratamiento con hormonoterapia adyuvante (Tamoxifeno). En
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agosto de 2016, en el curso de la hormonoterapia, se confirmoé
mediante biopsia, recidiva ganglionar mediastinica con
metadstasis pulmonares. Se afadid goserelina al tratamiento,
pero en diciembre de 2016 se objetivé progresiéon metastasica
en ovario. Siguidé una evolucién térpida con repetidas

progresiones. Fallecié en junio de 2021.

Su supervivencia libre de progresion fue de 27 meses y su

supervivencia global de 58 meses.

El motivo de su inclusién en el estudio fue la recaida precoz en

paciente con cdncer de mama luminal A.

Paciente 2:

Mujer de 76 afos que en junio de 2018 fue diagnosticada,
mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante grado 2 de
Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue luminal A, con
RE 90%, RP 40%, ki67 17% y HER2 negativo. Presentaba
afectacion ganglionar y metastasis 6seas en vértebras y
hemisacro izquierdo (metdstasis no-viscerales). Se estadificd
como pT2N1M1.

En julio de 2018 inici6 tratamiento de primera linea con
palbociclib-letrozol, pero se observd progresion de la

enfermedad en septiembre de 2018. Inicié tratamiento de
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segunda linea con paclitaxel, pero la evolucion no fue buena y

fallecidé en abril de 2019.

Su supervivencia libre de progresion fue de 2 meses y su

supervivencia global de 9 meses.

El motivo de inclusion fue la refractariedad al tratamiento

hormonal en paciente luminal A.

Paciente 3:

Mujer de 37 aifos que en julio de 2015 fue diagnosticada,
mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante grado 1 de
Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue luminal A, con
RE 95%, RP 85%, ki67 5% y HER2 negativo. Presentaba

afectacion ganglionar. Se estadificé como pT2N1MO.

En noviembre de 2015 inicié quimioterapia neoadyuvante con
adriamicina/ciclofosfamida (4 ciclos), seguido de paclitaxel (12
infusiones). En abril de 2016 se le realizé6 mastectomia radical
modificada con linfadenectomia, donde el estudio histoldgico
mostré la misma histologia que en la biopsia, de nuevo subtipo
intrinseco subrogado luminal A con RE 99%, RP 70%, HER2
negativo, ki67 17%. Se objetivaron 3 ganglios linfaticos con

metastasis, de 18 aislados. El estadio fue ypT2 ypN1la. En mayo
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de 2016 inici6 tratamiento con tamoxifeno y goserelina. Dada
la afectacidn ganglionar, tras confirmar la castracién con la
goserelina se sustituyo el tamoxifeno por exemestano. La
paciente permanecio libre de enfermedad durante tres afios
hasta que en mayo de 2019 fue diagnosticada de recaida dsea
multinivel. Inicié tratamiento con fulvestrant y palbociclib, pero
en agosto de 2019 de nuevo hizo progresion dsea.

Fallecié por otra causa distinta a la enfermedad.

El motivo de la inclusidn fue la refractariedad a tratamiento

hormonal en paciente luminal A.

Paciente 4:

Mujer de 44 aios que en enero de 2018 fue diagnosticada,
mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante grado 3 de
Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue luminal B, con
RE 20%, RP 25% y HER2 negativo, con ki67 del 80%.

La biopsia selectiva de ganglio centinela resultd negativa con el

método OSNA. Se estadific6 como pT2NOMO.

En febrero de 2018 inicié quimioterapia neoadyuvante con
adriamicina/ciclofosfamida hasta completar 4 ciclos.
Posteriormente inicié quimioterapia con taxol semanal. En el

curso de la misma, en julio de 2018, fue diagnosticada de
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progresion de enfermedad. En agosto de 2018 se le realizd
mastectomia, con diagndstico patoldgico de carcinoma ductal
infiltrante grado 3, triple negativo, con indice proliferativo ki67
del 80%. El estadio fue ypT2 ypNO. Recibid tratamiento
adyuvante con radioterapia y posterior quimioterapia con

capecitabina. La evolucién posterior fue térpida.

Fallecid por otra causa distinta a la enfermedad.

Su supervivencia libre de progresion fue de 5 meses.

El motivo de inclusidon fue la resistencia al tratamiento
guimioterdpico neoadyuvante con refractariedad al

tratamiento con taxanos.

Paciente 5:

Mujer de 44 aifos que en marzo de 2018 fue diagnosticada,
mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante grado 3 de
Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue luminal B, con
RE 30%, RP 40%, HER2 negativo y Ki67 del 70%. Presentaba
metdstasis en una adenopatia confirmada mediante BAG. Se
estadificdé como pT2N1MO.

El mismo mes comenzé tratamiento con quimioterapia

neoadyuvante con adriamicina/ciclofosfamida hasta completar
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4 ciclos. Posteriormente debia recibir 12 dosis de Paclitaxel,
pero en la octava infusidn se detectd, en pruebas de imagen,
progresion locorregional. Se observé un nuevo nédulo en la
misma mama, y se etiqueto por tanto de refractaria al
tratamiento. Se interrumpid la quimioterapia y se realizé
mastectomia radical modificada izquierda con linfadenectomia
axilar, con el mismo resultado histolégico que en la biopsia
previa, con invasidn vascular y linfatica. En este caso con
clasificacién ypT2 ypN3. La paciente fue seguida hasta su

fallecimiento en febrero de 2019.

Su supervivencia libre de progresion fue de 5 meses y su

supervivencia global 11 meses.

El motivo de inclusidn fue la resistencia a la quimioterapia

neoadyuvante con refractariedad al tratamiento con taxanos.

Paciente 6:

Mujer de 38 aifos que en enero de 2016 fue diagnosticada,
mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante grado 2 de
Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue luminal B, con
RE 100%, RP 60%, HER2 negativo, y ki67 del 25%. Se estadificd
como pT2NOMO.
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En marzo de 2016 se le practicd mastectomia con
linfadenectomia, cuyo diagndstico patoldgico fue de carcinoma
ductal infiltrante grado 3 de Nottingam, Luminal B, con RE 90%,
RP 60%, HER2 negativo, y ki67 del 50%. Se objetivd metdstasis
en 12 ganglios linfaticos de 20 aislados. Se estadificé como
pT2N3MO. Recibid quimioterapia adyuvante con 6 ciclos de
esquema TAC (docetaxel + adriamicina + ciclofosfamida)
(ultimo ciclo el 14 de agosto de 2016), seguido de radioterapia
locorregional (50 Gy) y hormonoterapia con tamoxifeno
(iniciada en julio 2017). En febrero de 2018 se objetivé recaida
de la enfermedad en forma de metastasis Unica en la vértebra
T11. Fue confirmada histolégicamente, y en este caso los
marcadores hormonales fueron RE 100%, RP 3%, HER2
negativo. Comenzd hormonoterapia de primera linea con
inhibidor de la aromatasa y se le practico reseccion de la T11.
Posteriormente, en abril 2019 se objetivd otra progresién ésea
de la enfermedad, por lo que inicié quimioterapia de primera
linea con capecitabina (14 ciclos). En febrero 2020 ante una
nueva progresion, esta vez hepatica y dsea, inicidé
hormonoterapia de segunda linea con fulvestrant y palbociclib
(3 ciclos) pero en mayo del mismo afio volvié a objetivarse

progresion hepatica y dsea.
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Se le fueron administrando las siguientes lineas de
guimioterapia segun la enfermedad iba progresando, hasta que

la paciente fue éxitus en marzo de 2021.

Su supervivencia libre de progresion fue de 2 meses y

supervivencia global de 60 meses.

El motivo de la inclusidn, a razén del criterio clinico, es la rdpida
progresion, en 2 meses, de un grado histolégico G2 con un
estadio sin ganglios, a un grado G3 con metastasis en 12
ganglios linfaticos. A lo que se afade la recaida de la
enfermedad a los 19 meses del inicio de la hormonoterapia,
pese a ser un carcinoma con receptores hormonales a

porcentajes muy altos.

Paciente 7:

Mujer de 42 aios que en diciembre de 2017 fue diagnosticada,
mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante grado 3 de
Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue luminal B con
RE 10%, RP 5%, HER2 negativo y ki67 del 80%. No presentaba
afectacion ganglionar, dato que se comprobé mediante BAG de
adenopatia. Se estadific6 como pT2NOMO.

Previo al comienzo con la quimioterapia neoadyuvante a

principios de enero de 2018, se realizo biopsia selectiva de
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ganglio centinela, resultando negativa para metastasis. Inicio el
tratamiento con adriamicina/ciclofosfamida hasta completar 4
ciclos y posteriormente 12 dosis de Paclitaxel. En el curso de los
taxanos se observo escasa respuesta, con un ganglio
sospechoso de metastasis. Este se biopsié a finales de enero de
2018, resultando negativo para metastasis.

Al término del tratamiento con taxanos, en julio de 2018, se
observé rdpida progresion de la enfermedad con crecimiento
tumoral y ulceracién. El 3 de septiembre 2018 se le practicé
mastectomia sin linfadenectomia axilar. El diagndstico
histoldgico fue de carcinoma grado 3 histoldgico, triple
negativo, con Ki67 del 80%. Ese mismo mes, ante el rapido
crecimiento del tumor y la resistencia al tratamiento con
guimioterapia, se decidid radioterapia y posteriormente
guimioterapia con capecitabina. Durante el curso de esta
ultima, se detectd recidiva ganglionar de la enfermedad,
confirmada histolégicamente mediante una BAG de adenopatia
axilar izquierda en enero de 2019. La paciente hizo una rapida
progresion sistémica con adenopatias e implantes musculares y
viscerales multiples. Fue evaluada de forma exhaustiva y se
descarté toda posibilidad de curacion, por lo que se inicid
guimioterapia con intencién paliativa. Se notificd éxitus en

septiembre de 2019.
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Su supervivencia libre de progresion fue de 6 meses y

supervivencia global 21 meses.

El motivo de inclusion fue la escasa respuesta durante el
tratamiento con taxanos y la rapida progresion al terminar los

mismos.

Paciente 8:

Mujer de 44 aios que en septiembre de 2016 fue
diagnosticada, mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante
grado 3 de Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue
Triple Negativo con RE, RP y HER2 negativos, y ki67 del 30%. El
ganglio centinela no evidencié tumor. Se estadifico como
pT2NOMO.

En octubre inicié quimioterapia neoadyuvante con
adriamicina/ciclofosfamida hasta completar 4 ciclos y
posteriormente paclitaxel (12 infusiones). En abril de 2017, en
curso de los taxanos, en pruebas de imagen, se objetivd
progresion locorregional con aparicion de un nuevo nddulo en
la misma mama. Se interrumpid la quimioterapia y se realizé
mastectomia conservadora, con el mismo resultado histoldgico
gue en la biopsia previa, salvo un aumento del indice
proliferativo (ki67 70%). El grado de respuesta a la

neoadyuvancia fue grado 1, con sdélo un leve cambio celular, sin
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cambio en el tamafio ni en otros aspectos. Se estadificé como
ypT2. En TC postquirdrgico no se objetivé enfermedad residual.
Recibio radioterapia adyuvante, y se mantuvo sin evidencia de
enfermedad hasta enero de 2018, cuando tuvo recaida
metastasica a nivel de mediastino, pulmdn e higado. Se incluyd
en un ensayo clinico, pero progresoé de forma negativa en

reiteradas ocasiones, hasta que fallecié el 6 de agosto de 2018.

Su supervivencia libre de progresion fue de 6 meses y su

supervivencia global de 22 meses.

El motivo de la inclusion en el estudio fue la progresion durante
el tratamiento con quimioterapia neoadyuvante con

refractariedad a los taxanos.

Paciente 9:

Mujer de 43 aifos que en marzo de 2017 fue diagnosticada,
mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante grado 1 de
Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue Triple Negativo
con RE, RP y HER2 negativos, y ki67 del 20%. Presentd
positividad para metastasis en la biopsia selectiva del ganglio
centinela. Se estadific6 como pT3N1micMO

A finales de marzo inicié neoadyuvancia con quimioterapia

basada en 4 ciclos de adriamicina/ciclofosfamida y posterior
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paclitaxel (12 infusiones). En octubre de 2017, en curso de
taxanos, se objetivd progresion local de la enfermedad, por lo
gue en noviembre se le practicé mastectomia radical
modificada cuyo diagndstico patologico aumentd el grado
(grado 2 Nottingam) y el indice proliferativo (ki67 50%), sin
modificar nada mas. Se siguié estadificando como ypT3 ypN1la.
Recibid radioterapia adyuvante y posterior capecitabina
complementaria. En julio de 2018 hizo progresion cerebral
metastdsica y posteriormente pulmonar. Fue éxitus en

noviembre de 2018.

Su supervivencia libre de progresion fue de 7 meses y

supervivencia global de 20 meses.

El motivo de inclusion en el estudio fue la refractariedad al

tratamiento en curso de taxanos.

Paciente 10:

Mujer de 36 aifos que en noviembre de 2015 fue diagnosticada,
mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante grado 3 de
Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue Triple Negativo,
con RE, RP y HER2 negativos, y ki67 del 80%. No se realizd
ganglio centinela, pero en pruebas de imagen se diagnostico de

N1. Se estadifico como cT2N1MO.
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A principio de diciembre inicié quimioterapia neoadyuvante
con dosis densas de antraciclinas (4 ciclos), seguidos de
docetaxel (4 ciclos), pero en el curso de estos, en febrero de
2016, se constatd progresion de la enfermedad. En marzo se le
practicé mastectomia con linfadenectomia, cuyo diagndstico
fue el mismo que en la BAG. El grado de respuesta a la
neoadyuvancia fue G1 (minimos cambios celulares sin
reduccidn significativa de la celularidad invasiva), y respuesta
regional B con ganglios linfaticos positivos sin cambios post-
guimioterapia. Se estadificé como ypT3 ypN1la. Recibio
radioterapia adyuvante.

En abril de 2017 se confirmd histoldégicamente recaida con
metdstasis pulmonares multiples, por lo que recibid
qguimioterapia con capecitabina y bevacizumab. En enero de
2018 de nuevo, la enfermedad progresd con metastasis dseas,
ganglionares, pleurales y suprarrenales, resultando en
deterioro clinico llamativo y terminando en éxitus el 9 de

septiembre de 2018.

Su supervivencia libre de progresion fue de 2,5 meses y su

supervivencia global de 32 meses.

El motivo de inclusion en el estudio fue la refractariedad al

tratamiento en curso de taxanos.
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Paciente 11:

Mujer de 69 afos que en marzo de 2018 fue diagnosticada,
mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante grado 3 de
Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue triple negativo,
con RE, RP y HER2 negativos, y ki67 del 80%. Presentaba un
ganglio axilar con metastasis. Se estadific6 como pT2N1MO.

En abril inicié quimioterapia neoadyuvante con dosis densas de
adriamicina/ciclofosfamida (4 ciclos), seguido de paclitaxel y
carboplatino (12 infusiones). Durante el tratamiento, el juicio
clinico del oncélogo fue de ausencia de respuesta a las
antraciclinas y respuesta parcial a paclitaxel/carboplatino,
objetivando progresion de la enfermedad en septiembre del
mismo afio. Se le practicé mastectomia radical con vaciamiento
axilar, cuyo diagndstico fue el mismo que en la biopsia, salvo
por el indice proliferativo (ki67 30%). Se estadificé como ypT2
ypN2a yMO. Recibio radioterapia adyuvante y posteriormente
permanecid libre de enfermedad 7 meses, hasta que presenté
progresion metastasica de enfermedad pulmonar y hepatica,
confirmada con histologia. El empeoramiento clinico fue

llamativo hasta su fallecimiento en junio de 2020.

Su supervivencia libre de progresion fue de 5 meses y

supervivencia global de 26 meses.
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El motivo de inclusidn en el estudio fue la ausencia de
respuesta a las antraciclinas segun juicio clinico, y la
refractariedad al tratamiento en curso de paclitaxel y

carboplatino.

Paciente 12:

Mujer de 51 aifos que en septiembre de 2016 fue
diagnosticada, mediante BAG, de carcinoma ductal infiltrante
grado 2 de Nottingam. El subtipo intrinseco subrogado fue
Triple Negativo, con RE, RP y HER2 negativos, y ki67 del 70%.
Presentaba afectacion ganglionar confirmada histolégicamente
mediante BAG. En el TC téraco-abddmino-pélvico se
identificaron metdastasis dseas en vértebras, asi como un
pequeio ndédulo satélite ipsilateral. Se estadifico clinicamente
como cT4bN3M1.

El mismo mes recibio quimioterapia de primera linea con
paclitaxel (sin bevacizumab por trombosis reciente), pero se
suspendio en diciembre del mismo afio por progresidn precoz.
Recibio quimioterapia de segunda linea con el esquema FEC-
100 (5-fluorouracilo + epirrubicina + ciclofosfamida) (8 ciclos),
pero se objetivd progresion locorregional, por lo que se
comenzé tercera linea de quimioterapia. De nuevo se identifico

progresion locorregional y se procedid a realizar mastectomia
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paliativa sin linfadenectomia. El diagndstico fue el mismo que
en la biopsia inicial, con grado de respuesta a la neoadyuvancia
G1 (minimos cambios celulares sin reduccién significativa de la
celularidad invasiva). Se estadificd como ypT4b ypNx.
Posteriormente el deterioro clinico y las progresiones
recurrentes, condujeron a la paciente al éxitus el 18 de

noviembre de 2018.

Su supervivencia libre de progresion fue de 3 meses y su

supervivencia global 23 meses.

El motivo de inclusion en el estudio fue la progresion precoz de

la enfermedad durante el tratamiento con taxanos.

En la tabla 4 se resumen las caracteristicas de los casos

mamarios para una mejor visualizacion.

A ST GHN | TNM ME MS T-RR

45 | LA 2 T2NOMO Progresion Pre-TTO | Tamoxifeno
en curso de

TH

76 | LA 2 T2N1M1 Progresion Pre-TTO | Palbociclib-
en curso de Letrozol

TH

37 | LA 1 T2N1MO Progresion Post-TTO | Palbociclib-
en curso de Letrozol

TH
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44 | LB T2NOMO Refractario a | Post-QT
QT-NEO
44 | LB T2N1MO Refractario a | Post-QT
QT-NEO
38 | LB T2NOMO Progresion Pre-TTO | Palbociclib-
en curso de Letrozol
TE
42 | LB T2NOMO Refractario a | Post-QT
QT-NEO
44 | TN T2NOMO Refractario a | Post-QT
QT-NEO
43 | TN T3N1micM | Refractarioa | Post-QT
0 QT-NEO
36 | TN T2N1MO Refractario a | Post-QT
QT-NEO
69 | TN T2N1MO Refractario a | Post-QT
QT-NEO
51 | TN TAbN3M1 | Refractarioa | Post-QT

QT-NEO

Tabla 4: Caracteristicas de los carcinomas mamarios. P: paciente, A: afios,

ST: subtipo, LA: luminal A, LB: luminal B, TN: triple negativo, GHN: grado

histolégico de Nottingham, ME: motivo principal por el que se estudid la

inclusion de este paciente en este trabajo, TH: terapia hormonal, QT-NEO:

quimioterapia neoadyuvante, MS: momento en que el material fue

secuenciado en relacion al tratamiento sistémico de primera linea o

neoadyuvante, TTO: tratamiento, T-RR: terapia durante la que se produjo la

recaida o resistencia.
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e IMAGENES HISTOLOGICAS

Pacientes 1-3 (luminales A): A (caso 1) receptores estrogénicos

95% (100x) B (caso 2) H&E (100x) C (caso 3) H&E (200x).

Pacientes 4-7 (luminales B): A (caso 4) H&E (100x); B (caso 5)

H&E (200x); C (caso 6) receptores estrogénicos 100% (200x); D
(caso 7) indice proliferativo ki67 del 80% (100x).
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Pacientes 9-12 (triples negativas): A (caso 9) H&E (100x); B

(caso 10) H&E (100x); C (caso 11) indice proliferativo ki67 del
80% (200x); D (caso 12), receptores estrogénicos negativos

(200x).
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e DATOS MOLECULARES OBTENIDOS MEDIANTE NGS

Tras la secuenciacion del ADN, los resultados observados

fueron variaciones de nucleétido Unico (SNV) y variaciones en

el numero de copias (CNV), todas de origen somatico. Las SNV

se definieron por el cromosoma en el que se localizaban, la

posicidn de la base nitrogenada en el mismo, la frecuencia

alélica, la variante en el transcrito y las posiciones en el ADN

complementario y en la proteina, asi como por la clasificacidon

funcional acorde con la ACMG (Tabla 5).

GEN POSICION VARIANTE VAF CF

CON

SNV

PIK3CA | 3:178936091 | NM_006218.2 42% Patogénica
c.1633G>A (136X)
p.Glu545Lys

PIK3CA | 3:178952085 | NM_006218.2 36% Patogénica
c.3140A>G (129X)
p.His1047Arg

PIK3CA | 3:178952085 | NM_006218.2 47.3% | Patogénica
c.3140A>G (205X)
p.His1047Arg

BRCA1 | 17:41228617 | NM_007294.3 69.9% | Patogénica
c.4372C>T (522X)
p.GIn1458Ter

TP53 17:7577109 NM_000546.5 64.4% | Patogénica

165




€.829T>G (153X)
p.Cys277Gly

mTOR | 1:11167549 NM_004958.4 28.3% | Significado
c.7643T>A (106X) | incierto
p.Phe2548Tyr

TP53 17:7576853 NM_000546.5 67.4% | Patogénica
€.993G>C (175X)
p.GIn331His

ARID1A | 1: 27101195 NM_006015.4 9% Patogénica
c.4477C>T (204X)
p.GIn1493Ter

PIK3CA | 3:178952085 | NM_006218.2 47.3% | Patogénica
€.3140A>G (205X)
p.His1047Arg

TP53 17:7578190 NM_000546.5 64.55% | Patogénica
€.659A>G (110x%)
p.Tyr220Cys

TP53 17:7577099 NM_000546.5 71,1% | Patogénica
€.839G>C (246X)
p.Arg280Thr

TP53 17: 7574021 NM_000546.5 16.56% | Patogénica
€.1004_1006delinsT | (163x)
p.Arg335LeufsTerll

TP53 17:7577121 NM_000546.5 48,35% | Patogénica
c.817C>T (393X)
p.Arg273Cys

TP53 17: 7578394 NM_000546.5 76.61% | Patogénica
c.536A>G (124X)
p.His179Arg
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HRAS 11: 534286 NM_005343.2 48.28% | Patogénica
€.37G>C p.Gly13Arg | (203X)

PTEN 10: 89685287 | NM_000314.4 29.33% | Patogénica
c.182A>T (75%)
p.His6llLeu

TP53 17:7577121 NM_000546.5 48,35% | Patogénica
c.817C>T (393X)
p.Arg273Cys

Tabla 5: Descripcién de SNVs. P: paciente; VAF: Variant allele frequency
(frecuencia alélila de la variante); CF: clasificacion funcional; SNV: single-

nucleotide variants.

A continuacidn, en la figura 17, se muestra un ejemplo de
variante de nucleétido uUnico (SNV). En la parte superior de la
imagen, en posicidn horizontal, puede verse el cromosoma 3.
En la posicion 3g26.32 es donde se encuentra el gen PIK3CA,
representado en la parte inferior. La primera seccion de
lecturas (reads) en color gris, pertenece a la muestra normal, y
la seccion inferior, a la muestra tumoral, en la que se observa
como, en lugar de la A (adenina), las lecturas han visualizado G
(guanina). En la figura 18 puede verse a mayor aumento la
localizacién de la alteracion, y en la figura 19 se muestra a

mayor aumento la SNV.
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178.952.060 bp 178.952.070 bp 178.952.110 bp.
| 1 I | ! | | I | 1 | 1

AGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGCACATCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATT

e e i e

PIK3CA

Figura 17: SNV en PIK3CA.
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| FIGURA I8 | FIGURA 19 -

25.2 q26.1 q26.31 q27.1 129

:

2.100 bp 178.952.110 bp
| | |

Figura 18: Imagen a mayor aumento de
la localizacién de la SNV sobre el gen.
Figura 19: Imagen a mayor aumento de

la SNV en PIK3CA.

Por otro lado, el analisis de
variaciones en el nimero de
copias (CNVs) se ha calculado
utilizando un método propio
desarrollado por el Instituto de

Medicina Gendmica (IMEGEN).

AATGATGCACATCAT
En siete pacientes se detectaron 1 D A H H

PIK3CA

ganancias y pérdidas
cromosdmicas con diferente nimero de copias, tanto focales,

como de brazos cromosdmicos y de cromosomas completos.
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Las CNV mas relevantes, sugeridas por el analisis

bioinformatico, se muestran en la tabla 6.

PACIENTE GENES Y TIPO DE CNV

PBMR1: Pérdida completa del gen.

MYC, FGFR1, BRAF, MET: Ganancia parcial
HIST1H3H: Ganancia completa
ATRX: Pérdida completa

TP53: Pérdida completa

FGFR1: Amplificacion

EGFR (HER1): Amplificacién

TP53: Pérdida

Tabla 6: CNVs sugeridas por el analisis bioinformatico basado en los

resultados de la secuenciacion.

A continuacioén, en la figura 20 se muestra un ejemplo de CNV,
concretamente la amplificacidn del gen EGFR. Se representa a

mayor aumento en la figura 21.
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, la amplificaciéon del gen EGFR

Figura 20: Se observa, en el cromosoma 7

(redondeado en verde).
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Como resumen de los resultados, se identificaron alteraciones
en genes driver en el 100% de las muestras, viéndose alteracidn
del gen TP53 en el 75% de las pacientes. Las alteraciones
accionables mas destacables se describieron en el gen PIK3CA
en el 33,3%, tres pacientes luminal Ay una B; en el gen mTOR
en el 8,3%, comprendido por un caso luminal B; y la disfuncién
de PTEN en el 8,3%, un caso triple negativo.

En ninguno de los casos se identificé genes de fusidn,
inestabilidad de microsatélites, o alteraciones en la linea
germinal.

En el 50% de las pacientes se identifico dianas terapéuticas.

3. RESULTADOS DE LAS MUESTRAS DE CARCINOMAS
NO-MAMARIOS

CARACTERISTICAS DE LOS CARCINOMAS DE LARINGE

- Tipo histolégico: Los dos casos de carcinoma de laringe
que incluye este estudio son carcinomas escamosos.

- Grado histoldgico, en funcion del grado de
diferenciacion: 3 grados, desde bien diferenciado (G1)
hasta pobremente diferenciado (G3).

- Escala ECOG-PS. Valora el estado funcional del paciente
(ya comentada en los “criterios de inclusidn”, pagina

121-123).
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Clasificacion del estadio tumoral (TNM) de la 82
edicion de la AJCC: T en funcion de los tejidos que van
siendo invadidos, desde T1 hasta T4. N en funcién de la
afectacion ganglionar, desde NO a N3. M si hay
metdstasis a distancia (M1). Si se precede de la letra “c”
significa que la clasificacion es clinica (cTNM). Si se
precede de la letra “p” significa que la clasificacidn es
patoldgica (pTNM) y ha sido aportado con el examen
anatomopatoldgico. Y si ademas se precede con la letra
“y” significa que la clasificacidn patoldgica se realiza tras

tratamiento neoadyuvante (ver clasificacion del estadio

patoldgico en tabla 7)

CATEGORIA pT

pTx El tumor primario no puede ser evaluado

pTis Carcinoma in situ

pT1 Tumor limitado a un sitio de la supraglotis con movilidad
normal de las cuerdas vocales

pT2 El tumor invade la mucosa de mas de un sitio adyacente de la
supraglotis o la glotis o la regién fuera de la supraglotis (por
ejemplo, la mucosa de la base de la lengua, la vallécula, la
pared medial del seno piriforme) sin fijacion de la laringe

pT3 Tumor limitado a la laringe con fijacién a las cuerdas vocales
y/o invade alguno de los siguientes: area postcricoidea,
espacio preepigldtico, espacio paraglético y/o corteza interna
del cartilago tiroides

pT4 Moderadamente avanzado o muy avanzado

pT4a Enfermedad local moderadamente avanzada. El tumor invade
a través de la corteza externa del cartilago tiroides y/o invade
los tejidos mas alla de la laringe

pT4b Enfermedad local muy avanzada. El tumor invade el espacio
prevertebral, envuelve la arteria cardtida o invade estructuras
mediastinicas.
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CATEGORIA pN

pNx

Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados

pNO

No hay metdastasis en los ganglios linfaticos regionales

pN1

Metastasis en un solo ganglio linfatico ipsilateral, de 3 cm o
menos en su mayor dimensién y extensidn extraganglionar
negativa

pN2a

Metastasis en un solo ganglio ipsilateral, de 3 cm o menos en
su dimensién mayor y extension extraganglionar positiva; o
metastasis en un solo ganglio ipsilateral, mayor de 3 cm pero
no mayor de 6 cm en su dimensién mayor y extension
extraganglionar negativa.

pN2b

Metastasis en multiples ganglios ipsilaterales, ninguno mayor
de 6 cm en su mayor dimensidn y extension extraganglionar
negativa

pN2c

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) bilateral(es) o
contralateral(es), ninguno mayor de 6 cm en su mayor
dimensidn y extension extraganglionar negativa

pN3a

Metastasis en un ganglio linfatico de mas de 6 cm de
dimensién mayor y extensidn extraganglionar negativa

pN3b

Metastasis en un solo ganglio ipsilateral, mayor de 3 cm en su
mayor dimension y extension extraganglionar positiva; o
multiples ganglios linfaticos ipsilaterales, contralaterales o
bilaterales y cualquiera con extensidn extraganglionar
positiva; o un Unico ganglio contralateral de cualquier tamafio
y extensidn extraganglionar positiva (Los ganglios de la linea
media se consideran ganglios ipsilaterales).

CATEGORIA pM

pM1

Metastasis a distancia

Tabla 7: Clasificacién del estadio patoldgico (P TNM, AJCC 82 edicién).

Fuente: College of American Pathologists; Protocol for the Examination of

Resection Specimens from Patients with Cancers of the Larynx

Paciente 13:

Hombre de 62 afios, exfumador desde hacia 20 meses que, en

junio de 2017, mediante biopsia, se diagnosticé de carcinoma
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escamoso de epiglotis bien diferenciado (Grado 1). Presentaba
buen estado funcional (ECOG-PS: 0). Se estadific6 como
cT1aNOMO.

En julio del mismo afio recibié radioterapia radical hasta
alcanzar 66 Gy en 33 fracciones que finalizaron en agosto de
2017. En diciembre 2017 (5 meses después) se diagnosticé de
recaida local y regional, por lo que se le practicé laringuectomia
con linfadenectomia izquierda, en febrero de 2018. En esta
pieza quirurgica el diagndstico fue de carcinoma escamoso
moderadamente diferenciado (G2), supraglético, con extension
bilateral, afectaciéon de ambas cuerdas vocales, con invasién
linfovascular y perineural. La expresidon inmunohistoquimica
para pl6 resultd negativa. Se estadifico como pT3N3bMO.
Comenzo tratamiento con cisplatino y radioterapia concurrente
(60 Gy). En abril de 2018, ante empeoramiento clinico, se
realizd un PET-CT y se objetivd un nédulo pulmonar cuya
biopsia se diagnosticé de carcinoma escamoso. La
inoperabilidad hizo que la lesién se asumiera como metastasis,
y se le administraron hasta 4 lineas de tratamiento, pero el
paciente recayd de forma reiterada, con empeoramiento
clinico. Su evolucién fue tdrpida, hasta el fallecimiento el 9 de

abril de 2020.
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Su supervivencia libre de progresion fue de 5 meses y

supervivencia global de 33 meses.

El motivo de inclusion fue la recaida precoz.

Paciente 14:

Hombre de 62 afios, exfumador desde hacia 24 meses que, en
agosto de 2017, mediante biopsia, se diagnosticd de carcinoma
escamoso de banda ventricular de laringe, bien diferenciado
(Grado 1). Presentaba buen estado funcional (ECOG-PS: 1). Se
estadific6 como cT3N2aMO.

En octubre del mismo afio recibid el esquema TPF (docetaxel,
cisplatino y 5-FU) como neoadyuvancia. Tres semanas después
del ultimo TPF inici6 tratamiento con cetuximab-radioterapia.
En febrero de 2018 durante el curso del mismo, se objetivd
progresion locorregional y sistémica (pulmonar y hepatica)
mediante TC. En marzo, en comité de tumores se decidid la
administracion de nivolumab. En noviembre del mismo afio se
registrd, mediante TC, progresion durante el tratamiento en
forma de metdstasis pulmonares, hepaticas y ganglionares. En
ese momento se le planted la opcidn quirurgica pero el
paciente decidid esperar, pero un mes después, el 4 de enero

de 2019, el paciente fallecid.
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Su supervivencia libre de progresion fue 4 meses y

supervivencia global 14 meses.

El motivo de inclusion fue la refractariedad al tratamiento en

curso de cetuximab-radioterapia.

CARACTERISTICAS DE LOS CARCINOMAS DE ESOFAGO DISTAL

Tipo histolégico: El Unico caso con carcinoma
gastrointestinal reclutado se trataba de un
adenocarcinoma de eséfago distal.

Grado histologico en funcidn del grado de
diferenciacion: 3 grados, desde bien diferenciado (G1)
hasta pobremente diferenciado (G3).

Clasificacion del estadio tumoral (TNM) de la 82
edicion de la AJCC: T en funcion de los tejidos que van
siendo invadidos, desde T1 hasta T4. N en funcién de la
afectacion ganglionar, desde NO a N3. M si hay
metdstasis a distancia (M1). Si se precede de la letra “c”
significa que la clasificacidon es clinica (cTNM). Si se
precede de la letra “p” significa que la clasificacién es
patoldgica (pTNM) y ha sido aportado con el examen
anatomopatoldgico. Y si ademas se precede con la letra

oo .n

y” significa que la clasificacion patologica se realiza tras
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tratamiento neoadyuvante (ver estadio patoldgico en

tabla 8)

CATEGORIA pT

pT no asignado

No se puede determinar en base a la informacién patoldgica
disponible

pTO Sin evidencia de tumor primario

pTis Displasia de alto grado, definida como células malignas
confinadas al epitelio por la membrana basal

pT1 El tumor invade la [dmina propia, la mucosa muscular o la
submucosa

pTla El tumor invade la ldmina propia o la mucosa muscular

pT1lb El tumor invade la submucosa

pT2 El tumor invade la muscularis propria

pT3 El tumor invade la adventicia

pT4 El tumor invade las estructuras adyacentes

pT4a El tumor invade la pleura, el pericardio, la vena acigos, el
diafragma o el peritoneo

pT4b El tumor invade otras estructuras adyacentes, como la aorta,
el cuerpo vertebral o las vias respiratorias

CATEGORIA pN

pN no asignado

No se ha encontrado ganglios o no se puede determinar en
base a la informacidn patoldgica disponible

pNO No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales
pN1 Metdstasis en uno o dos ganglios linfaticos regionales
pN2 Metdstasis en tres a seis ganglios linfaticos regionales
pN3 Metdstasis en siete o mas ganglios linfaticos regionales
CATEGORIA pM

pM1 Metastasis a distancia
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Tabla 8: Clasificacién del estadio patoldgico (P TNM, AJCC 82 edicidn).
Fuente: College of American Pathologists; Protocol for the Examination of
Resection Specimens from Patients with Carcinoma of the Esophagus

Paciente 15:

Paciente de 55 afos que en julio de 2018 fue diagnosticado,
mediante biopsia endoscdpica de adenocarcinoma de eséfago
distal, de tipo intestinal, grado 2. Se estadific6 como cT3N2MO
mediante PET-CT y confirmacién ganglionar con EUS
(endoscopic ultrasound - ecoendoscopia).

En agosto inicié quimioterapia neoadyuvante con esquema EOX
(epirubicina, oxaliplatino, capecitabina) y tras tres ciclos fue
sometido, en noviembre del mismo afio, a esofaguectomia
subtotal con linfadenectomia y gastroplastia de Akiyama (técnica
de McKeown), sin incidencias inmediatas. El examen de la pieza
quirurgica fue de adenocarcinoma ypT3N2MO con grado de
regresion tumoral de Mandard de 1 (ver tabla 9), sobre
esofaguectomia con bordes quirurgicos libres de neoplasia (RO),
con complicaciones quirargicas (fistula cervical y estenosis
esofdgica). Recibié dos ciclos de quimioterapia adyuvante segin
esquema XELOX (oxaliplatino y capecitabina). Seis meses
después de la cirugia, en mayo de 2019, se objetivd progresion
pulmonar, pleural, hepatica y dsea, terminando en éxitus al mes

siguiente.
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Su supervivencia libre de progresion fue de 6 meses y

supervivencia global de 7 meses.

El motivo de inclusidn fue la recaida precoz pese a la radicalidad
del tratamiento local (RO quirurgico) con posterior adyuvancia, y
la persistencia de enfermedad segun el grado de regresién

tumoral de Mandard (Mandard tumour regression grading-TRG)

(ver tabla 9)

GRADO DE REGRESION CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

TUMORAL

1 Regresion completa: Histolégicamente
no hay células cancerosas, sélo fibrosis

2 Aisladas células cancerosas residuales
dispersas por la fibrosis

3 Mads células cancerosas, pero sigue
predominando la fibrosis

4 El cancer residual supera la fibrosis

5 Ausencia de cambios regresivos

Tabla 9: Clasificacion de la regresién tumoral tras el tratamiento
neoadyuvante segin Mandard. Fuente: Histomorphological tumor
regression grading of esophageal carcinoma after neoadjuvant
radiochemotherapy: which score to use?; R.M.Hermann

CARACERISTICAS DE LOS CARCINOMAS DE TIROIDES

- Tipo histolégico: en este estudio Unicamente se pudo
reclutar un caso de carcinoma de tiroides, y su
diagnostico fue de carcinoma folicular.

- Clasificacidn de riesgo establecida por la “American

Thyroid Association (ATA)” : Establece el riesgo de
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recurrencia de la enfermedad en pacientes que han sido
tiroidectomizados y receptores de radioyodo. Los
clasifica como riesgo bajo, intermedio o alto. En el caso

del carcinoma folicular la clasificacién es la siguiente:

Riesgo bajo

Carcinoma folicular bien diferenciado, intratiroideo, con invasion

capsular, sin invasion vascular o minima (menso de 4 focos).

Riesgo intermedio

- Invasién microscépica a tejidos blandos peritiroideos.

- Focos metastasicos captantes de yodo radiactivo en el cuello en el
primer RTC postratamiento con radioyodo.

- Histologia agresiva.

- N1 clinico o N1 patoldgico >5, con todos los ganglios afectos (de menos

de 3 cm)

Riesgo alto

- Invasidn macroscopica a tejidos blandos peritiroideos (extension
extratiroidea llamativa).

- Reseccion incompleta del tumor.

- Metastasis a distancia.

- Tiroglobulina sérica postoperatoria sugestiva de metdstasis a distancia.
- N1 patoldgico con algln ganglio metastdsico de mas de 3 cm.

- Cancer folicular de tiroides con invasion vascular extensa (mas de 4

focos).

Tabla 10: Sistema modificado (afio 2015) de estratificacion de riesgo de la

ATA.
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Estratificacion dinamica de riesgo (EDR) : Tiene en
cuenta la respuesta al tratamiento, y hace la siguiente
clasificacion:

* Respuesta excelente: no hay evidencia clinica,
bioquimica o estructural de enfermedad.

* Respuesta bioquimica incompleta: niveles
anormales de tiroglobulina o anticuerpos anti-
tiroglobulina que se elevan en ausencia de
enfermedad localizable.

* Respuesta estructural incompleta: metastasis
persistentes o nuevamente identificadas, locales o a
distancia.

* Respuesta indeterminada: cambios estructurales o
bioquimicos no especificos que no pueden
clasificarse con certeza como benignos o malignos.
Incluye pacientes con niveles de anticuerpos anti-
tiroglobulina estables o que disminuyen sin
evidencia de enfermedad estructural.

Clasificacion del estadio tumoral (TNM) de la 82

edicion de la AJCC: T en funcion del tamaio de la lesidn

y la localizacién de la invasidn, desde T1 hasta T4. N en

funcidn de la afectacion ganglionar, desde NO a N3. M si

hay metastasis a distancia (M1). Si se precede de la letra

“c” significa que la clasificacidn es clinica (cTNM). Si se
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aw_n

precede de la letra “p” significa que la clasificacidn es

patoldgica (pTNM) y ha sido aportado con el examen

anatomopatoldgico. Y si ademas se precede con la letra

oo .n

y

significa que la clasificacion patoldgica se realiza tras

tratamiento neoadyuvante (ver clasificacion del estadio

patoldgico en tabla 11)

CATEGORIA pT

pT no asignado

No se puede determinar en base a la informacién patoldgica
disponible

pTO Sin evidencia de tumor primario

pT1 Tamafio del tumor menor o igual a 2 cm en su mayor
dimensidn, limitado a la tiroides

pTla Tumor menor o igual a 1 cm en su mayor dimensién, limitado a
la tiroides

pTlb Tumor mayor de 1 cm pero menor o igual a 2 cm en su mayor
dimensidn, limitado a la tiroides

pT2 Tumor mayor de 2 cm pero menor o igual a 4 cm en su mayor
dimensidn, limitado a la tiroides

pT3a Tumor de mas de 4 cm limitado a la tiroides

pT3b Extension extratiroidea bruta que invade sélo los musculos de
la cintura (esternohioideo, esternotiroideo tirohioideo o
omohioideo) de un tumor de cualquier tamafio

pT4 Incluye la extensién extratiroidea macroscépica mas alla de los
musculos de la correa (STRAP MUSCLES)

pT4a Extension extratiroidea macroscopica que invade los tejidos
blandos subcutédneos, la laringe, la traquea, el eséfago o nervio
laringeo recurrente de un tumor de cualquier tamafio

pT4b Extension extratiroidea macroscépica que invade la fascia
prevertebral o envuelve la arteria carétida o los vasos
mediastinicos de un tumor de cualquier tamafio

CATEGORIA pN

pN no asignado

No se ha encontrado ganglios o no se puede determinar en
base a la informacién patoldgica disponible

pNO

No hay metdastasis en los ganglios linfaticos regionales

pN1

Metastasis en los ganglios linfaticos regionales
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pN1la Metastasis a los ganglios linfaticos de nivel VI o VII

(pretraqueal, paratraqueal o prelaringeo / delfiano, o
mediastinico superior). Puede ser una enfermedad unilateral o

bilateral.

pN1b Metastasis a los ganglios linfaticos laterales del cuello
unilateral, bilateral o contralateral (niveles I, 11, lll, IV, 0 V) 0 a
los ganglios linfaticos retrofaringeos

CATEGORIA pM

pM1 Metastasis a distancia

Tabla 11: Clasificacion del estadio patolégico (pTNM, AJCC 82 edicidn).
Fuente: College of American Pathologists; Protocol for the Examination of
Specimens From Patients With Carcinomas of the Thyroid Gland

Paciente 16:

Hombre de 47 afios que fue sometido, en agosto de 2016, a
tiroidectomia total por nédulo tiroideo con PAAF (puncidn-
aspiracion con aguja fina) sospechosa de malignidad. El
diagnéstico en la pieza quirurgica fue de carcinoma folicular
minimamente invasor, de 3 x 2,6 cm, que afectaba focalmente
la glandula paratiroides. Ademas, se objetivo un foco de
invasion vascular. Se estadific6 como pT3bNOMO. Segun la
agrupacion de la AJCC por estadios, se trataba de un estadio Il
(ver tabla 12) . En noviembre de 2016 se realizd
tratamiento posterior con Yodo 131, a dosis ablativa (100mCi)
por restos en lecho tiroideo segln PET-CT. Tras el mismo, la
cifra de Tiroglobulina en sangre era menor de 0,2 ng/mLy no
existia evidencia de enfermedad.

En febrero de 2017, mediante PET-CT, se diagnosticd recaida de

la enfermedad. Se objetivaron metastasis hepaticas, dseas
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(vértebra C2) y ganglionares (laterocervical bilateral). Se inicié

radioterapia paliativa sobre la vértebra C2. Durante la misma,

se constato progresion dsea en pelvis y calota con afectacion

epidural e infiltrando el seno longitudinal superior. De nuevo,

se administré radioterapia paliativa.

El caso fue etiquetado como “progresidn extraordinariamente

rapida y sintomatica tras el tratamiento con radioyodo”

haciendo sospechar resistencia al mismo. Aiadiendo que las

lesiones metastasicas eran altamente metabdlicas en el PET, se

decidié iniciar tratamiento con lenvatinib. Por otro lado, la

realizacion de TC con contraste yodado no dejé opcién para

nuevo tratamiento con radioyodo.

El paciente fallecié por progresidn de la enfermedad tras 23

meses desde el diagndstico, en enero de 2019.

< 55 afos
Estadio | Cualquier T, N, M1
Estadio Il Cualquier T, N, M1

> 55 ANOS
Estadio | T1-2 NO MO
Estadio Il T3 NO MO
Estadio Ill T4a, cualquier N, MO
Estadio IVa | T4b, cualquier N, MO
Estadio IVb | Cualquier T/N, M1

Tabla 12: AJCC 82 edicion, TNM. Sistema de estadificacion del cancer de

tiroides.
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Su supervivencia libre de progresion fue de 6 meses y

supervivencia global 23 meses.

El motivo de inclusion fue la recaida precoz y agresiva con

resistencia al tratamiento con radioyodo.

CARACTERISTICAS DE LOS CARCINOMAS DE ENDOMETRIO

- Tipo histolégico: en este estudio Unicamente hubo un
caso de carcinoma de endometrio, y fue diagnosticado
como carcinoma endometrioide.

- Grado histoldgico en funcion de la arquitectura
glandular, siguiendo el sistema de clasificacion de la
Federacidn Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO) para los carcinomas del cuerpo uterino que sélo
se designa oficialmente para los carcinomas
endometrioides y se basa en las caracteristicas
arquitectonicas siguientes

= Grado 1: <£5% de crecimiento sdélido no
glandular y no escamoso

= Grado 2: patrdén de crecimiento sélido no
escamoso del 6% al 50%

= Grado 3: >50% de patrén de crecimiento sélido
no escamoso

- Estadio FIGO actualizado del afio 2018 (tabla 13)
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| Tumor confinado al cuerpo uterino

1A No invade miometrio, o menos del 50%

1B Invade mds o igual al 50% del miometrio

Il Invade estroma del cérvix, pero no se extiende mas alla del utero

] Diseminacién local y/o regional

1A Invade serosa uterina y/o anejos
111B Invade vagina y/o parametrios
lic Metastasis en ganglios pélvicos y/o paradrticos

lnc1 Ganglios pélvicos positivos

ez Ganglios paradrticos positivos con o sin 1IC1

1\ Invade vejiga y/o mucosa intestinal, y/o metastasis a distancia
IVA Invade vejiga y/o mucosa intestinal
IVB Metdstasis a distancia, incluyendo metdastasis intraabdominal

y/o ganglios inguinales

Tabla 13: Estadio FIGO actualizado del afio 2018.

- Clasificacidon del estadio tumoral (TNM) de la 82
edicion de la AJCC: T en funcion de la profundidad de la
infiltracion, desde T1 hasta T4. N en funcién de la
afectacién ganglionar, desde NO a N2. M si hay
metdstasis a distancia (M1). Si se precede de la letra “c”
significa que la clasificacidon es clinica (cTNM). Si se
precede de la letra “p” significa que la clasificacidn es
patoldgica (pTNM) y ha sido aportado con el examen
anatomopatoldgico. Y si ademas se precede con la letra

oo .n

y” significa que la clasificacion patologica se realiza tras
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tratamiento neoadyuvante (ver clasificacion del estadio

patoldgico en tabla 14)

CATEGORIA pT

pT no asignado

No se puede determinar en base a la informacién patoldgica
disponible

pTO Sin evidencia de tumor primario

pT1 Tumor limitado al cuerpo uterino, incluida la afectacion
glandular endocervical

pTla Tumor limitado al endometrio o que invade menos de la mitad
del miometrio

pTlb Tumor que invade la mitad o mas del miometrio

pT2 Tumor que invade el tejido conectivo estromal del cuello
uterino, pero no se extiende mas alla del Utero

pT3 Tumor que afecta a la serosa, los anexos, la vagina o el
parametrio

pT3a Tumor que afecta a la serosa y/o al anexo (extension directa o
metastasis)

pT3b Afectacién de la vagina (extensién directa o metastasis) o
afectacion del parametrio

pT4 Tumor invade mucosa vesical y/o mucosa intestinal

CATEGORIA pN

pN no asignado

No se ha encontrado ganglios o no se puede determinar en
base a la informacidn patoldgica disponible

pNO No hay metdastasis en los ganglios linfaticos regionales

pNO (i+) Células tumorales aisladas en ganglios linfaticos regionales no
mayores de 0,2 mm

pN1mi Metastasis en los ganglios linfaticos regionales (mayor de 0,2
mm, pero no mayor de 2,0 mm de didmetro) a los ganglios
linfaticos de la pelvis

pN1la Metastasis en los ganglios linfaticos regionales (mayor de 2,0
mm de didmetro) a los ganglios linfaticos pélvicos

pN2 Metastasis ganglionar regional a los ganglios linfaticos
paraadrticos, con o sin ganglios linfaticos pélvicos positivos

pN2mi Metastasis de los ganglios linfaticos regionales (mayor de 0,2
mm, pero no mayor de 2,0 mm de
diametro) a los ganglios linfaticos paraadrticos, con o sin
ganglios linfaticos pélvicos positivos

pN2a Metastasis en los ganglios linfaticos regionales (mayor de 2,0

mm de didmetro) en los ganglios linfaticos paraadrticos, con o
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sin ganglios linfaticos pélvicos positivos paradrtica, con o sin
ganglios linfaticos pélvicos positivos

CATEGORIA pM

pM1 Metastasis a distancia

Tabla 14: Clasificacion del estadio patolégico (pTNM, AJCC 82 edicion).
Fuente: College of American Pathologists; Protocol for the Examination of
Specimens From Patients With Carcinoma and Carcinosarcoma of the
Endometrium

Paciente 17:

Mujer de 81 afos que fue diagnosticada mediante biopsia, en
julio de 2015, de adenocarcinoma endometrioide de
endometrio bien diferenciado grado 1. En agosto se le practicd
histerectomia total con doble anexectomia sin linfadenectomia
y resulté confirmativa para adenocarcinoma endometrioide de
endometrio, G1, sobre pdlipo endometrial, sin invasién
linfovascular. Infiltraba focal y minimamente el miometrio.
Estadio FIGO IA. Se trataba de un carcinoma de endometrio de
bajo riesgo . No recibié tratamiento adyuvante.

En mayo de 2016 se identificé carcinomatosis peritoneal. Se
realizo biopsia e informd de adenocarcinoma pobremente
diferenciado con inmunofenotipo concordante con origen
ginecologico. Recibid quimioterapia de primera linea con
carboplatino-paclitaxel, observandose respuesta parcial
(normalizé los marcadores) tras 6 ciclos. Se le pautd letrozol de

mantenimiento, pero en abril de 2017 se observé recaida
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pélvica de la enfermedad (masa pélvica y adenopatias
inguinales) e hidronefrosis grado IV. Un mes después inicid
guimioterapia de segunda linea con carboplatino-paclitaxel.
Respondiod parcialmente tras 3 ciclos y de nuevo en febrero de
2018 progreso con enfermedad peritoneal y ascitis, por lo que
recibié quimioterapia de tercera linea con adriamicina
liposomal y bevacizumab. De nuevo se constatd progresion de
la enfermedad pélvica, asi como comorbilidades renales
principalmente (insuficiencia renal). La paciente entrd en

situacién terminal y fallecié en marzo de 2018.

Su supervivencia libre de progresion fue de 9 meses y

supervivencia global 31 meses.
El motivo de inclusion fue precocidad de la recaida ante
ausencia de infiltracién profunda de miometrio e invasion

linfovascular.

CARACTERISTICAS DE LOS CARCINOMAS DE PROSTATA

- Tipo histolégico: en este estudio Unicamente hay un
caso de carcinoma de prostata y fue diagnosticado de
adenocarcinoma acinar.

- Grado histologico combinado de Gleason: se basa en el

grado de diferenciacion glandular, en el cual se tienen
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en cuenta 5 patrones, en el que el 1 es el mejor
diferenciado y 5 es el peor. El patréon o grado
combinado de Gleason se obtiene sumando los dos
patrones predominantes en el tumor

Clasificacion del estadio tumoral (TNM) de la 82
edicién de la AJCC: T en funcidn de si el tumor esta
confinado a préstata o los drganos que invade, desde T2
hasta T4. N en funcién de la afectacion ganglionar,
desde NO a N1. M si hay metastasis a distancia (M1). Si
se precede de la letra “c” significa que la clasificacién es

clinica (cTNM). Si se precede de la letra “p” significa que

la clasificacion es patolégica (pTNM) y ha sido aportado

con el examen anatomopatoldgico. Y si ademas se

o, "

precede con la letra “y” significa que la clasificacion

patoldgica se realiza tras tratamiento neoadyuvante

(tabla 15 clasificacion del estadio patoldgico)

CATEGORIA pT

pT2 Tumor confinado al érgano

pT3a Extension extraprostatica o invasidon microscopica
del cuello vesical

pT3b Tumor invade vesicula seminal

pT4 Tumor invade estructuras adyacentes distintas de
las vesiculas seminales, como el esfinter externo, el
recto, la vejiga, los musculos elevadores y/o la pared
pélvica

CATEGORIA pN
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pN no asignado No se ha encontrado ganglios o no se puede
determinar en base a la informacién patolégica
disponible

pNO No hay metastasis en los ganglios linfaticos
regionales

pN1 Metastasis en los ganglios linfaticos regionales

CATEGORIA pM

pM1la Metastasis en ganglios linfaticos no-regionales

pM1b Metdastasis dsea/s

pMic Metastasis en otras localizaciones con o sin
enfermedad 6sea

Tabla 15: Clasificacion del estadio patolégico (pTNM, AJCC 82 edicion).
Fuente: College of American Pathologists; Protocol for the Examination of
Radical Prostatectomy Specimens From Patients With Carcinoma of the
Prostate Gland

Paciente 18:

Hombre de 82 afios que en abril de 2018 fue diagnosticado de
cancer de préstata hormonosensible (CPHS) con metastasis
Oseas multiples en gammagrafia 6sea desde inicio (estadio
M1b). En el estudio de extension se realizé TC toraco-
abdomino-pélvico sin hallazgos relevantes. Mediante 12
biopsias cilindricas de prostata se constatd adenocarcinoma
acinar en 11 de ellas. El grado combinado de Gleason en la
mayoria fue de 7 (3+4). No presentaba invasion
vasculolinfatica, pero si perineural. Se estadificé como
CcT2NOM1b.

El 28 de mayo de 2018 inicié tratamiento con terapia
combinada (terapia deprivacidon androgénica y abiraterona) por

decisién tomada en el comité de tumores, pese a que solo
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cumplia el criterio de metdstasis dseas multiples y el estudio de
registro . Por tanto, no cumplia criterios de peor
prondstico, como un grado Gleason igual o mayor de 8, ni
tampoco existia afectacidn visceral. En octubre del mismo afio
se observd deterioro clinico general, con metastasis hepaticas
cuya biopsia fue diagnosticada de carcinoma con indice
proliferativo ki67 cercano al 100%, sin objetivar diferenciacion
sarcomatoide ni neuroendocrina. Las técnicas
inmunohistoquimicas descartaron otros origenes distintos al
prostatico. En el estudio de imagen realizado (TC con contraste
intravenoso) se descartd cualquier origen primario a otro nivel.
Con todos los datos obtenidos, se asumid el origen prostatico
de la metastasis. Se decidié actitud paliativa ante el estado
funcional y el rdpido deterioro generalizado. Fallecié en

noviembre de 2018.

Su supervivencia libre de progresion fue de 5 meses y su

supervivencia global 6 meses.

El motivo de inclusidn fue la progresion precoz de enfermedad

con resistencia temprana a la castracion.

CARACTERISTICAS DE LOS CARCINOMAS DE VEJIGA
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Tipo histoldgico: en este estudio el Unico caso de
carcinoma urotelial de vejiga que cumplio los criterios
fue un carcinoma urotelial infiltrante.

Grado histoldgico: bajo o alto, en funcion de la atipia
citoldgica, el desorden arquitectural y las mitosis.
Clasificacion del estadio tumoral (TNM) de la 82
edicion de la AJCC: T en funcion del nivel de infiltracién
del tumor, desde T1 hasta T4. N en funcién de la
afectacién ganglionar, desde NO a N3. M si hay
metdstasis a distancia (M1). Si se precede de la letra “c”
significa que la clasificacidon es clinica (cTNM). Si se
precede de la letra “p” significa que la clasificacion es
patoldgica (pTNM) y ha sido aportado con el examen
anatomopatoldgico. Y si ademas se precede con la letra
“y” significa que la clasificacidn patoldgica se realiza tras

tratamiento neoadyuvante (tabla 16 clasificacion del

estadio patoldgico)

CATEGORIA pT

pT no asignado | No se puede determinar en base a la informacién patoldgica
disponible

pTO Sin evidencia de tumor primario

pTa Carcinoma papilar no-invasor

pTis Carcinoma urotelial in situ

pT1 Tumor invade ldmina propia

pT2a Tumor invade muscular propia superficial

pT2b Tumor invade muscular propia profunda

pT3a Tumor invade tejidos blandos perivesicales,

microscopicamente
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pT3b

Tumor invade tejidos blandos perivesicales,
macroscopicamente

pT4a Tumor extravesical invade prdstata, GUtero o vagina.
pT4b Tumor extravesical invade pared pélvica o abdominal..
CATEGORIA pN

pN no asignado

No se ha encontrado ganglios o no se puede determinar en
base a la informacién patoldgica disponible

pNO No hay metastasis en los ganglios linfaticos

pN1 Metastasis de un solo ganglio linfatico regional en la pelvis
verdadera (ganglio perivesical, obturador, interno e iliaca
externa o sacra)

pN2 Metastasis en multiples ganglios linfaticos regionaesl en la
pelvis verdadera (ganglio perivesical, obturador, interno e
iliaca externa o sacra)

pN3 Metastasis en los ganglios linfaticos iliacos comunes

CATEGORIA pM

pM1la Metastasis distantes limitadas a los ganglios linfaticos mas alla
de las iliacas comunes

pM1b Metastasis a distancia (no ganglionares)

Tabla 16: Clasificacion del estadio patolégico (pTNM, AJCC 82 edicion).
Fuente: College of American Pathologists; Protocol for the Examination of
Cystectomy Specimens From Patients With Carcinoma of the Urinary Bladder

Paciente 19:

Varén de 67 afios diagnosticado en septiembre de 2018, tras

reseccion transuretral vesical, de carcinoma urotelial de alto

grado, con infiltracion de la capa muscular propia. En las

pruebas de imagen (TC) no se identificaron otros hallazgos

relevantes. Se estadificé como pT2NOMO.

En octubre del mismo afio se le practico cistoprostatectomia

radical con linfadenectomia iliaca y obturatriz bilateral. El
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resultado del estudio de las piezas quirurgicas fue de carcinoma
urotelial de alto grado con infiltracién microscépica de la grasa
perivesical, sin infiltracion de ninguno de los 44 ganglios
linfaticos aislados (28 izquierdos y 16 derechos). En este caso se
estadificdé como pT3aNOMO. El 25 de noviembre del mismo afio
se realizé TC por empeoramiento clinico, identificando
carcinomatosis peritoneal. Se decidio actitud paliativa por el
estado funcional deteriorado. El paciente fallecio el 28 de

noviembre de 2018.

Su supervivencia libre de progresion fue de 1 mesy

supervivencia global 1 mes y 3 dias.

El motivo de inclusidon fue la recaida precoz y comportamiento
agresivo del tumor, no esperable ante los hallazgos clinico-

patologicos.

En la tabla 17 se resumen las caracteristicas de todos los
pacientes con carcinomas no-mamarios para una mejor

visualizacion.

P | EDAD | DIAGNOSTICO | GRADO | ESTADIO | ME MsS
13 62 C.Escamosode | 1 T1aNOMO | Recaida Pre-
epiglotis temprana tto
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post-RT

curativa
62 C.Escamosode | 1 T3N2aMO | Progresién Pre-
banda durante RT, tto
ventricular tras
cetuximab
55 ADCde 2 T3N2MO | Recaida Post-
eséfago distal temprana Qx
tras Qx
curativa
47 C. Folicular T3bNOMO | Recaida Pre-
(tiroides) temprana tto
post-
tiroidectomia
y radioyodo
81 ADC 1 No se Recaida Pre-
endometrioide puede temprana tto
(endometrio) obtener tras Qx
82 ADC Gleason | T2NOM1b | Recaidaalos | Pre-
prostatico 7 5m del inicio | tto
ABI+TDA
67 C. Urotelial Alto T2NOMO | Recaidatras | Pre-
infiltrante grado cistectomia tto
(vejiga)

Tabla 17: Caracteristicas de los carcinomas no-mamarios. P: paciente, ME:

motivo principal por el que se estudio la inclusion de este paciente en este

trabajo, MS: momento en que el material fue secuenciado en relacion al

tratamiento, TTO: tratamiento, C: carcinoma, ADC: adenocarcinoma, RT:
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radioterapia, Qx: cirugia, ABI: abiraterona, TDA: terapia deprivacion

androgénica.

e IMAGENES HISTOLOGICAS

Pacientes 13 y 14 (carcinoma escamoso de laringe): Imagen con

H&E a 100x (A; paciente 13, epiglotis. B; paciente 14, banda

ventricular laringea).
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Paciente 15 (adenocarcinoma de eséfago distal): Imagen con

H&E a 200x

Paciente 16 (carcinoma folicular de tiroides): Imagen con H&E a

100x
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Paciente 17 (adenocarcinoma endometrioide de endometrio):

Imagen con H&E a 100x

AR AT

.2 % g i

Paciente 18 (adenocarcinoma acinar de préstata): Imagen con

H&E a 100x
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Paciente 19 (carcinoma urotelial papilar de vejiga): Imagen con

H&E (A: invasién de capa muscular propia a 200x) (B: parte

superficial del tumor a 100x)

e DATOS MOLECULARES OBTENIDOS MEDIANTE NGS

Tras la secuenciacion del ADN, los resultados observados
fueron variaciones de nucledtido Unico (SNV) y variaciones en
el numero de copias (CNV), todas de origen somatico. Las SNV
se definieron por el cromosoma en el que se localizaban, la
posicidn de la base nitrogenada en el mismo, la frecuencia
alélica, la variante en el transcrito y las posiciones en el ADN
complementario y en la proteina, asi como por la clasificacion

funcional acorde con la ACMG (Tabla 18).
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GEN POSICION VARIANTE VAF CF

CON

SNV

TP53 17:7578370 | NM_000546.5 42% Patogénica
¢.559+1G>T (332X%)
No se traduce a
proteina

PBMR1 | 3:52595925 | NM_018313.4 26% Patogénica
€.3985_3989del (186x)
p.lle1329HisfsTer10

TP53 17:7578271 NM_000314.4 47.22% | Patogénica
c.578A>G (36X)
p.His193Arg

BRAF 7:140508706 | NM_004333.4 18.18% | Patogénica
€.594C>G (44X)
p.Tyr198Ter

ARID1A | 1:27105517 | NM_006015.4 48.12% | Patogénica
¢.5130_5164del (133X)
p.Glyl711MetfsTer4

TP53 17:7578527 NM_000546.5 41.49% | Patogénica
c.403T>G (388X)
p.Cys135Gly

PTEN 10:89717672 | NM_000314.4 69.6% Patogénica
c.697C>T (79x)
p.Arg233Ter
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TP53 17:7577559 | NM_000546.5 53.8% | Patogénica
€.722C>T (104x)
p.Ser241Phe

PIK3CA | 3:178927457 | NM_006218.2 5.67% | Patogénica
€.1220G>T (247X)
p.Cys407Phe

CTNNB1 | 3:41266125 | NM_001904.3 21.15% | Patogénica
€.122C>T p.Thr4llle | (279X)

PIK3CA | 3:178936082 | NM_006218.2 10.6% | Patogénica
€.1624G>A (151x)
p.Glu542Lys

TP53 17: 7577094 | NM_000546.5 10.41% | Patogénica
c.844C>T (269x)
p.Arg282Trp

PIK3CA | 3:178936091 | NM_006218.2 24,41% | Patogénica
c.1633G>A 299X
p.Glu545Lys

FGFR3 4:1803568 NM_000142.4 36,81% | Patogénica
c.746C>G 864X

p.Ser249Cys

Tabla 18: Descripcidn de SNVs. P: paciente; VAF: Variant allele frequency

(frecuencia alélila de la variante); CF: clasificacidn funcional; SNV: single-

nucleotide variants.

*En el paciente 13, la alteracion identificada no se traduce en una proteina,

sino que altera el splicing o ayuste.
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Por otro lado, tal y como se realizé en los carcinomas
mamarios, el analisis de variaciones en el nimero de copias
detecté ganancias y amplificaciones (mds de 3 copias) en tres
pacientes.

Las CNV mas relevantes, sugeridas por el analisis
bioinformatico realizado en el Instituto de Medicina Gendmica,

se muestran en la tabla 19.

PACIENTE GENES Y TIPO DE CNV

MET: Amplificacién
EGFR: Ganancia

Cromosoma 5y 7: Ganancia

TERT: Amplificacién

1q: Ganancia

Tabla 19: CNVs sugeridas por el andlisis bioinformatico basado en los

resultados de la secuenciacion.

Como resumen de los resultados, se identificaron alteraciones
en genes driver en el 100% de las muestras de carcinomas no-
mamarios, viéndose alteracion del gen TP53 en mas del 65% de
los pacientes.

En ninguno de los casos se identificé genes de fusidn,
inestabilidad de microsatélites, o alteraciones en la linea

germinal.
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4. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

El analisis de la supervivencia de los pacientes con carcinomas
no-mamarios no fue aplicable dada la casuistica insuficiente. El
grupo de pacientes mas numeroso fue el conformado por los
casos con carcinoma mamario, por lo que es del que se puede

realizar el analisis.

Entre los carcinomas mamarios, dos pacientes murieron por
causas distintas al cancer y sus datos fueron censurados en el
analisis de supervivencia. Ademas, dos de las pacientes fueron
diagnosticadas de enfermedad en estadio IV, y su supervivencia

se presenta por separado.

Los analisis de la supervivencia global por causas especificas
para los pacientes sin metdstasis mostraron una mediana de
supervivencia global de 58 meses para los casos con cancer
luminal, y de 16 meses para los casos con enfermedad triple
negativa. Por otro lado, de los dos pacientes con metastasis, el
paciente numero dos (luminal A) tuvo una supervivencia de
nueve meses, y el paciente nimero 12 (triple negativo) tuvo

una supervivencia de 23 meses.
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DISCUSION
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DISCUSION

El presente estudio describe las mutaciones somaticas
detectadas mediante secuenciaciéon NGS, empleando un panel
customizado, en una serie de 19 casos de carcinoma que han
recaido o sido resistentes o refractarios, precozmente, a la

terapia aplicada segun la practica clinica habitual.

Ante los resultados obtenidos, y con el fin y con el fin de
facilitar la discusién y la comprension de la misma, se
distinguira en su desarrollo segun el diagndstico del tumor
primario entre casos con diagndstico de carcinoma mamario y

casos con diagnéstico diferente al mismo.

1. DISCUSION DE LOS CASOS CON DIAGNOSTICO DE
CARCINOMA MAMARIO

La inclusion de las pacientes 1, 2 y 3 fue inducida porque las
pacientes con tumores del tipo luminal A tienen el prondstico
mas favorable de todos los subtipos de carcinoma mamario con
tasas de recaida local y regional de s6lo 8% y 3% a los 10 afios,
respectivamente

Ademas, a la paciente 1 se le deberia afadir la reduccion en la
recurrencia debida a la adicién de tamoxifeno adyuvante tal y
como se refleja en la literatura ya que, tras su estudio durante

mas de 10 afios, se ha visto una reduccion en la recurrencia de
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0,53 durante los primeros 4 afios y de 0,68 entre el quinto y
noveno ano; siendo estadisticamente significativa en ambos
casos. Asi, el promedio de la tasa de reduccion durante todos
los periodos de tiempo ha sido del 39% (reduccién en la
recurrencia de 0,61 estadisticamente significativa) para
cualquier tipo de recurrencia. Estos mismos datos justifican la
inclusién de la paciente 6, con carcinoma luminal B con
receptores estrogénicos del 100% que recayd durante dicha
adyuvancia. Hay que tener en cuenta para estas pacientes con
tumores positivos para receptores estrogénicos, que la
reduccidn en la recurrencia se ha visto independiente de otros
factores como el receptor de progesterona, edad o situacién

ganglionar

De forma general, las micrometdstasis ganglionares presentan
una supervivencia libre de recaida a los dos afios cercana al
95%. Este dato mejora en caso de positividad hormonal y
tratamiento adyuvante, como es el caso de la paciente 1

La precoz recurrencia de la enfermedad alejaba la evolucién de
este caso de las cifras publicadas en la literatura, lo cual,

justificé su inclusion

La paciente 2 habia iniciado tratamiento con palbociclib-
letrozol, tratamiento que, en el brazo experimental del estudio

en fase lll que demostré el beneficio de la combinacién, habia
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permitido una supervivencia libre de progresion, segln
intencidn de tratamiento y con revision independiente, de 30,5
meses (I.C. 95% , 24.7 - no alcanzado) entre las 444 pacientes
tratadas (196). Por tanto, la refractariedad al tratamiento tras 2
meses con dicha combinacidn, sin caracteristicas clinicas
adversas, se alejaba, de nuevo, de lo esperado segun los

resultados de la literatura.

Por otro lado, en los carcinomas de mama con receptores
estrogénicos positivos, recidivados o metastasicos de novo, el
metaandlisis de J.L.Caswell-Jin et al estima una mediana de
supervivencia no ajustada de 57 meses (IC 95% 37-87). La
supervivencia global de 9 meses de la paciente 2 reforzaba su

inclusion. (197).

La consideracion del caso 3 quedaba justificada gracias al
estudio aleatorizado en pacientes con cancer de mama
avanzado con receptores hormonales positivos y HER2
negativo, sin tratamiento previo, en situacién metastasica y con
criterios de sensibilidad a endocrinoterapia (198). El grupo de
pacientes que recibio fulvestrant-palbociclib mostrd una
supervivencia libre de progresion de 27,9 meses (IC 95%, 24,2-
33,1). El haber recibido tratamiento hormonal adyuvante, de
acuerdo con los criterios de hormonosensibilidad para la

inclusion, no mostro resultados diferentes al realizar el analisis
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por subgrupos. Por tanto, a tenor de lo referido, una
supervivencia libre de progresion de 3 meses quedaba fuera de

toda expectativa.

En un estudio retrospectivo publicado en 2010 sobre factores
predictores de progresion tumoral durante el tratamiento
neoadyuvante del cancer de mama, se constatd estabilizacion
de enfermedad en el 6% de las pacientes y progresion de
enfermedad durante el tratamiento en sélo el 3% . Se
identificaron como factores independientes, es decir,
predictores de progresidn mds importantes en el andlisis
multivariante, la raza diferente a la blanca (OR 2,07; IC 95%
1,12-3,84; p=0,02), estadio T3 pretratamiento (OR 6,31; IC 95%
1,81-21,97; p =0,004) y la negatividad para RE (RE positivo con
OR 0,24; 1C 95% 0,13-0,44; p < 0,001). Asi, aunque la
negatividad de los receptores de progesterona, el elevado Ki67
y el tratamiento con taxanos se identificaron como factores
predictores en el andlisis univariante, no demostraron valor
independiente en el analisis multivariante.

En las pacientes 4 y 5, cuya supervivencia libre de progresién
fue de 5 meses, y en la paciente 7 que fue de 6 meses, no se
dio ninguna de las tres circunstancias mencionadas, lo cual
motivo su inclusion en el estudio. Ademas, la literatura
describe que la supervivencia libre de progresidon a 12 meses en

carcinomas mamarios luminales no-metastdsicos es del 90% y
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la supervivencia global a 10 afios es del 62% en la enfermedad
locorregional y del 89% en la enfermedad localizada ,

reforzando la inclusidn de las pacientes.

Las pacientes 8 y 9 se encontraban en tratamiento
neoadyuvante con taxanos en el momento de la progresion. El
corto tiempo a dicha progresion resulté llamativo, dado que en
la literatura se han descrito, en pacientes con cancer de mama
triple negativo no-metastdsico y sometidas a neoadyuvancia
con antraciclinas y taxanos, supervivencias libres de progresion
cercanas a los 12 meses en mas del 90 % de los pacientes que
recibieron este esquema

Por otro lado, sus supervivencias globales se han visto
acortadas, mostrandose en trabajos publicados supervivencias
globales a 10 afios del 89% en el cancer de mama localizado y

del 62% en la enfermedad locorregional

Los tumores de las pacientes 10 y 11 contaban con indices de
proliferacién (ki67) del 80%, y la paciente 12 del 70%, pero
mostraron refractariedad al tratamiento con progresién precoz
de la enfermedad durante el tratamiento con taxanos, asi como
unas supervivencias libres de progresién de 2, 5y 3 meses
respectivamente. Qi-Xin Tan y su equipo demostraron en un
analisis multivariante que los tumores con alta expresién de

Ki67 tienen una importante tendencia hacia una mayor tasa de
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respuesta patoldgica completa (OR 2,58; IC 95% 1,24-9,18; P =
0,006) . Por ello resulté sorprende la evolucion de las
pacientes. A esto se aflade la relacidn, estadisticamente
significativa, entre el indice ki67 previo a la quimioterapiay la
respuesta patoldgica en grados de Miller y Payne (MP) (ver
tabla 20), establecida por Ruo-Xi Wang y su equipo. Los valores
medios de Ki67 de los carcinomas mamarios triple negativos
que estudiaron fueron del 52,8% para el MP 5, del 47,4% para
el MP 4, del 30,9% para el MP 3, del 29,5% para el MP 2 y del
13,5% para el MP 1. Hubo una diferencia significativa entre una
respuesta completa y una respuesta parcial (MP 5 frente a MP
3, P <0,001) y entre una respuesta parcial y ninguna respuesta
(MP 3 frente a MP 1, P = 0,002) . Por tanto, hubiera sido

esperable una mayor respuesta a la quimioterapia en nuestros

Casos.
1 sin cambios en la celularidad infiltrante
2 reduccion del 30% de la celularidad infiltrante
3 reduccidon del 30-90% de la celularidad infiltrante
4 reduccidon >90% de la celularidad infiltrante
5 no se objetiva celularidad infiltrante

Tabla 20: Grados de Miller y Payne: respuesta patoldgica local a la

quimioterapia.
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En las pacientes 10 y 11 se afiade que las supervivencias libres
de progresion, en los carcinomas triple negativos no-
metastasicos, descritas en la literatura estan proximas a los 12
meses en mas del 90 % de los pacientes que recibieron este

esquema de tratamiento

Por otro lado, el metaanalisis de J.L.Caswell-Jin et al estima una
mediana de supervivencia no ajustada en los carcinomas de
mama metastdsicos de novo negativos para receptores
estrogénicos, de 33 meses (IC95% 21-51). La paciente 12, que
cumplia con estas caracteristicas tuvo una supervivencia de 23

meses

En cuanto a la discusidn global del carcinoma mamario cabe
destacar que fue la neoplasia diagnosticada con mas frecuencia
en el mundo, en el afio 2020, con un total de 2.261.419 casos.
En Espafia se estima que este carcinoma sera el mas
diagnosticado en el aifio 2022, entre las mujeres, con mas de
34.000 casos. Ademas de su alta incidencia, el 20-30% de las
pacientes recae, a pesar de las terapias adecuadas, debido a
complejos mecanismos moleculares implicados en su

progresion y resistencia

Estas altas frecuencias descritas en la literatura quedan

reflejadas en este estudio en el que, de una muestra de 19
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pacientes, 12 de los casos con criterios de inclusion en el
periodo de tiempo estudiado fueron carcinomas mamarios en

mujeres.

Las mutaciones obtenidas en nuestra serie, tras la
secuenciacion masiva, se localizaron en los genes TP53, PIK3CA,
PTEN y ARID1A, entre otros (Figura 21). Se correlacionan con
los genes que mutan con mayor frecuencia en los tumores pan-
gyn (cancer ginecolégico y de mama) identificados por Berger

et al. como parte del proyecto TCGA Pan-Cancer Atlas.
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Figura 22: Genes en los que se observaron alteraciones en nuestra serie de

carcinomas de mama.

En ocho de los casos, se identificaron variantes del gen TP53, lo
gue supuso el 66,7% del total de la serie de carcinomas
mamarios. Estos pacientes recayeron precozmente, después -o
durante- el tratamiento, por tanto, constituyeron un grupo de
mal prondstico. EI TP53 es un gen supresor de tumores,
conocido como "el guardian del genoma", y las mutaciones en

este gen son una de las mas frecuentes en el carcinoma de
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mama, identificAndose en casi el 30% de los casos . La
literatura muestra resultados contradictorios en cuanto a la
relevancia clinica de su estado mutado, ya que se ha asociado a
resultados negativos, positivos y neutros, por lo que sigue
siendo objeto de debate . Por tanto, no parece que el
curso agresivo observado en nuestras pacientes pueda

explicarse Unicamente por la alteracién de este gen.

Un alto porcentaje de estas pacientes (50%) tenia una
alteracion en la via PTEN-PI3K-AKT-mTOR. Esta via tiene un
papel fundamental en la proliferacion, crecimiento y
supervivencia celular, siendo un biomarcador de mal
prondstico que puede haber participado en el comportamiento
de los casos que la presentaron . En concreto, se
detectaron variantes activadoras de los oncogenes PIK3CA y
mTOR en el 33,3% (tres luminales A, y un luminal B que resultd
triple negativo en la muestra quirdrgica post-tratamiento) y en
el 8,3% (un luminal B), respectivamente, y variantes inhibidoras
de la funcién del gen supresor tumoral PTEN en el 8,3% (un
triple negativo). Es especialmente relevante que PIK3CA 'y
mMTOR sean biomarcadores predictivos de resistencia a diversos
tratamientos: PIK3CA a la terapia hormonal en cancer de mama
con receptores hormonales positivos, a los quimioterapicos en
general, y a las terapias anti-HER2 en los carcinomas HER2-

positivos, y mTOR a multiples farmacos, particularmente al
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tamoxifeno (modulador selectivo de receptores de estrogenos).
Son tan relevantes que la FDA y la EMA aprobaron el uso del
inhibidor de PI3K, alpelisib, en combinacién con fulvestrant en
mujeres posmenopausicas y hombres, con cancer de mama
positivo para receptores estrogénicos, HER2 negativos,
metastasicos o avanzados, que son refractarios a
hormonoterapia y tienen una alteracion en el gen PIK3CA
(estudio SOLAR-1); asi como el uso de everolimus, un inhibidor
de mTOR, en combinacién con exemestano (un inhibidor de la
aromatasa) en pacientes posmenopausicas con cancer de
mama luminal o metastasico refractario al tratamiento con
inhibidores de la aromatasa (ensayo BOLERO-2)

Siguiendo estos criterios, la paciente 2, una mujer de 76 afios
con carcinoma luminal refractario a terapia hormonal y
metastdsico, habria sido candidata a recibir terapia dirigida con
alpelisib, lo que justificaria haber estudiado previamente el
estado del gen PIK3CA.

Del mismo modo, dado que PTEN es el principal inhibidor de la
via PI3K, se podria pensar que la paciente 11, con disfuncién
del mismo, podria beneficiarse también de los inhibidores de la
via. Sin embargo, hay equipos que ya han evaluado a los
inhibidores de mTOR y de AKT para este propdsito y no se ha
encontrado evidencia suficiente para recomendar un farmaco

especifico en presencia de mutacién de PTEN
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Por otro lado, el 16,7% de estas pacientes con enfermedad
mamaria presentod alteracidon en genes que codifican proteinas
del complejo SWI-SNF remodelador de la cromatina. La
paciente 1 sufrié pérdida completa del gen PBMR1y la
paciente 6 una SNV en el gen ARID1A.

Esta descrito que, aproximadamente el 20% de todos los
tumores humanos, contiene alteraciones en este complejo, y el
gue muta mas frecuentemente en el cancer de mama positivo
para receptores estrogénicos es el gen ARID1A (32,36).

La paciente 6, que tenia el subtipo luminal B, presentaba una
mutacion inactivadora de ARID1A. La pérdida de funcion de
este gen se ha asociado con la resistencia a la hormonoterapia
y a una mala supervivencia libre de enfermedad (32). Esta
paciente tuvo una evolucidn extremadamente rapida, progreso
al tratamiento con quimio-radioterapia y volvid a progresar con
la combinacién de palbociclib-fulvestrant, lo que podria
explicarse por los hallazgos descritos anteriormente, y estaria
en linea con lo descrito en un estudio del afio 2020 sobre la
pérdida de funcion de ARID1A y la resistencia al degradador
selectivo de receptores estrogénicos, fulvestrant (32). Por otro
lado, la inestabilidad gendmica asociada a defectos en algunas
subunidades de SWI-SNF, como ARID1A o PBMR1, sugiere una

mayor generacién de neoantigenos por parte de las células
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portadoras, lo que indica que estos tumores son mejores
dianas para la inmunoterapia. Por tanto, el conocimiento
previo de esta alteracion podria permitir un plan terapéutico
diferente, orientando dicho plan especificamente a esa
mutacion.

Siguiendo con las alteraciones del complejo SWI-SNF, la

pérdida de PBMR1 podria haber participado en el mal resultado
del paciente 1, ya que se considera un posible biomarcador
prondstico en carcinoma mamario asociado a malos resultados

clinicos

Continuando con los genes que codifican proteinas de
remodelacién de cromatina, ademas del complejo SWI-SNF, en
esta serie de casos de mama se ha identificado la pérdida
completa del gen ATRX en la paciente 2. La pérdida de ATRX se
ha correlacionado con el alargamiento alternativo de los
telémeros (un mecanismo no dependiente de la telomerasa),
con el dafio al ADN, con el estrés replicativo y con otras
funciones celulares relacionadas con la regulacidn epigenética.
No obstante sus funciones criticas en el cancer y por tanto su

relevancia clinica en este caso, estan por descubrir

También en la paciente 2 se identifico la ganancia completa del

gen HIST1H3H. Como gen codificante de histonas, su alteracidn

219



tiene un papel importante en el desarrollo y prondstico del
cancer. Sin embargo, sigue siendo dificil saber la relevancia
clinica que tiene. Se sospecha que la alteracion de los genes de
la familia de las histonas puede ser util como biomarcador de
mal prondstico, pero se han hecho muy pocos analisis para

comprobarlo

Mas del 16% de esta serie de carcinomas de mama ha
presentado alteraciones en los genes de la via de las proteinas
cinasas activadas por mitégenos (MAPK): Via RAS-RAF-MEK-
ERK. La paciente 2 presentaba una ganancia parcial de BRAF, y
el paciente 11 tenia una SNV en HRAS.
Esta via desempefa un papel importante en la fisiopatologia
del cancer de mama, y su activacién persistente se ha asociado
con el crecimiento y la actividad metastdsica de este cancer

. A'suvez, se ha reportado que las mutaciones en los
miembros de la familia RAS y RAF son eventos muy raros en el
carcinoma mamario Segln COSMIC, la frecuencia de
mutaciones en RAS es inferior al 1%
Por otro lado, se ha descrito que la mutacién de un miembro
de la familia RAS conduce a la activacion constitutiva de
algunas de las vias que modula, como la via PI3K, ya alterada en
el paciente 11 debido a la disfuncién de PTEN, lo que sugiere

gue ambas alteraciones podrian haber participado en la
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evolucién irregular del caso. Su potencial terapéutico sigue
siendo objeto de investigacion

En el caso de los genes RAF en el carcinoma mamario, las
mutaciones BRAF no V600E no se han estudiado ampliamente
en la literatura. Hay un estudio del afio 2020 que examind la
asociacion de la via BRAF/MEK con el riesgo de recidiva del
cancer de mama. Propuso que esta via podria ser un
biomarcador de recurrencia basado en el estado de los
receptores estrogénicos, lo que sugeriria su implicacidn en la

recaida de la paciente 2

La paciente 2 también tenia una ganancia parcial de MYCy
MET, genes cuyas mutaciones estan descritas como
biomarcadores de mal prondstico, y apoyarian la mala
evolucién de la paciente . La amplificacién de MYC podria
explicar la resistencia de la paciente a la terapia hormonal que
recibid, en este caso al letrozol (un inhibidor de la aromatasa),
qgue se administré en combinacion con palbociclib . Aunque
un tratamiento dirigido a MYC existe y pareceria la estrategia
l6gica, diferentes estudios destacan su ineficacia en estos casos

. En su lugar, se podria reflexionar sobre el papel que
podria tener el receptor tirosina cinasa (RTK) codificado por el
gen MET, propuesto en trabajos recientes como potencial

diana terapéutica en el cdncer de mama avanzado
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También existen otras alteraciones genéticas que, aunque no
hayan llegado aun a la practica clinica, son relativamente
frecuentes en el cancer de mama. Por ejemplo, la
sobreexpresidon del EGFR, que se asocia a un mal resultado
clinico, esta descrita en el 15-30% de los casos de cancer de
mama pero en nuestro estudio, que incluyd a pacientes
con mal resultado, sélo se observd en un caso luminal B en
biopsia diagndstica, que en la pieza quirurgica fue
diagnosticada como triple negativa (la paciente 7). A pesar de
la existencia de la terapia anti-EGFR, no se habria utilizado en
esta paciente, porque los ensayos clinicos han mostrado
resultados decepcionantes en el cancer de mama triple
negativo. Pese a ello, para futuros casos seria conveniente
tener en cuenta que algunos equipos han informado de que la
eficacia de dicha terapia aumentaria si los anticuerpos
monoclonales anti-RTK se combinaran con inhibidores del

punto de control inmunitario, como PD1 o CTLA-4

Las aberraciones genéticas en el FGFR también son frecuentes
en el cancer de mama. La literatura muestra que la
amplificacién de FGFR1 se ha observado en el 15% de los casos
de carcinoma con receptores hormonales positivos .La
paciente 6 tenia la amplificacion de este gen, lo que podria

explicar la rapida evolucion y desarrollo de la enfermedad
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metastdsica, causada por la falta de respuesta a la
hormonoterapia, ya que actia como biomarcador prondstico y
predictivo . La paciente 2 presentaba una ganancia parcial
del gen, sin llegar a la amplificacidn, por lo que no tendria, en
principio, relevancia clinica, por lo que requeriria la
confirmacién con MLPA (multiplex ligation-dependent probe
amplification), la técnica estandar para CNVs .Enun
futuro préximo, las pruebas del FGFR abriran la posibilidad de

una terapia dirigida

Por ultimo, cabe destacar la deteccidon de una mutacién en
genes de susceptibilidad para el cancer de mama, como el
BRCA, ya que constituyen un factor prondstico, un factor
predictivo para el tratamiento con terapias dirigidas y, cuando
se encuentran en la linea germinal, un factor de riesgo para el
desarrollo de diferentes neoplasias . En nuestra muestra,
sélo se encontrd un caso con una alteracién en el gen BRCA1,
una paciente luminal B cuyo espécimen quirurgico fue
diagnosticado como triple negativo; la paciente 4. No cumplia
los criterios para recibir la terapia dirigida aprobada, pero si

para la mastectomia profilactica de la mama contralateral

Por otra parte, la mediana de la supervivencia global causa-
especifica de las pacientes con enfermedad local y regional fue

inferior a la descrita en las publicaciones: en nuestras pacientes
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con carcinoma de mama luminal localizado la mediana de la
supervivencia global fue inferior a 5 afios; sin embargo, las
directrices europeas informan de que la supervivencia global a
10 afios es aproximadamente del 70% en estos tumores

En cuanto a la enfermedad triple negativa, la supervivencia
global a 3 afios es de alrededor del 74%; sin embargo, la
mediana de la supervivencia global en nuestro estudio no
supera los 16 meses . Aunque la supervivencia de las
pacientes con enfermedad avanzada también es inferior en
nuestra investigacion, no se pueden extraer conclusiones
porque solo se pudieron analizar dos pacientes con dos
subtipos bioldgicos diferentes de cancer de mama. Sin
embargo, globalmente estos resultados evidencian un peor
prondstico de las pacientes de nuestro estudio en comparacion

con estudios anteriores.

2. DISCUSION DE LOS CASOS CON DIAGNOSTICO DE
CARCINOMA NO-MAMARIO

En este grupo de pacientes con adecuada estadificacion previa
y dosificacién de radioterapia (dosis de RT mayores de 65 Gy),
el control local esperado a 5 afios es del 95% . Enlos casos

en que se produce la recaida, ésta ocurre en los dos primeros
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afios, sin que dispongamos de claros factores clinicos de riesgo,
como es el caso del paciente 13, en el cual, fue llamativa la
recidiva tan precoz (a los 5 meses). Ademads su supervivencia
global de 2 afios y 9 meses no coincide con la literatura actual,
que describe una tasa de curacion del 80-90% y supervivencia
global a cinco afios del 70-90%; en pacientes con enfermedad

localizada

En el caso de pacientes con carcinoma de laringe que reciben
tratamiento de induccion seguido de radioterapia concurrente
con cetuximab, la supervivencia esperable a 3 afios esta
alrededor del 70% , nho siendo habitual que se produzcan
las recaidas antes de los 9 meses , lo cual confiere la
excepcionalidad al paciente 14, que se mostré refractario al
tratamiento con cetuximab-radioterapia a los 4 meses y motivo
su estudio. A esto se afiade que en la literatura se describe una
tasa de supervivencia global de aproximadamente el 44% y una
supervivencia media en torno a los 40-50 meses en los
pacientes con carcinoma laringeo localmente avanzado (T3 o

T4), con o sin metastasis

En cuanto a la discusién global de los carcinomas de cabeza 'y

cuello cabe destacar que presentan una mortalidad a nivel

mundial del 5,7%. Representan la sexta neoplasia mas
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frecuente en todo el mundo, siendo su incidencia del 5% entre
los adultos espafioles.

Concretamente, de cancer de laringe se producen mas de
180.000 nuevos casos y unas 100.000 muertes al afio, en todo
el mundo.

En cuanto a la histologia, de todas las lesiones de la cavidad
oral y la laringe, el 90-95% son carcinomas de células

escamosas

Resulta alarmante que, a pesar de los avances terapéuticos, la
tasa de recaida de los carcinomas de cabeza y cuello es del 10-
20% en los estadios tempranos y del 50% en los localmente

avanzados

En los dos pacientes incluidos en este estudio se cumple la
premisa de que aproximadamente el 80 - 90% de las recidivas
se producen en los primeros dos a cuatro afos tras el

diagnéstico

A pesar de los avances recientes en terapias antitumorales para
este tipo de pacientes, sélo se han observado ligeras mejoras
en el prondstico, con la persistencia del contexto de

enfermedad recurrente con tasas de supervivencia acortadas.
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Esto resalta la necesidad del estudio de biomarcadores en este

campo

Una de las mejoras terapéuticas fue el esquema EXTREME, que
supuso la mejora de la supervivencia, en este tipo de pacientes.
Fue autorizado en 2004 por la EMA y en 2006 por la FDA.
Consiste en afiadir cetuximab (un anticuerpo monoclonal
dirigido al receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) para inhibirlo) al tratamiento en primera linea. Se apoya
en que mas del 80% de los casos de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello tiene sobreexpresién de EGFR, un gen cuya
activacion facilita el crecimiento del tumor al promover la
angiogénesis y la proliferacidn, asi como la metastasis al

aumentar la motilidad y la adhesion de las células tumorales

Los pacientes de nuestro estudio no formaban parte de ese
80%, ya que no tenian alterado EGFR. Esto plantea que tal vez
seria conveniente valorar la existencia de alteraciones en este
gen antes de comenzar el tratamiento con cetuximab, pero
equipos como el de Olivia Leblanc, describen que la expresion

elevada de EGFR no predice la sensibilidad al cetuximab

Por otro lado, el paciente 14, que recibié cetuximab en

combinacidn con radioterapia, tenia mutado el gen BRAF, un
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gen perteneciente a la via MAPK. La activacion constitutiva de
esta via, por mutaciones como la del paciente, esta relacionada
con la resistencia a los fadrmacos anti-EGFR (ej. Cetuximab)
dando una explicacion factible a la temprana progresion
locorregional y sistémica del paciente (227). De nuevo, esto
plantea que tal vez, buscar alteraciones en la via MAPK antes
de comenzar el tratamiento con cetuximab seria oportuno. Sin
embargo, la ficha técnica del farmaco aprobada por la FDAy las
directrices de la NCCN, no recomiendan el estudio del gen RAS
antes de iniciar el tratamiento (227). Esto probablemente seria
extrapolable a otros genes de la via MAPK, como RAF, pero se
tendria que estudiar en profundidad para poder sacar

conclusiones relevantes.

Una mejora reciente en el tratamiento fue proporcionada por
el ensayo Keynote 048, que demostro la superioridad de
pembrolizumab (un anticuerpo monoclonal dirigido a PD1)
sobre el esquema EXTREME, consiguiendo mayor supervivencia
global.

Hace dos afios la FDA (228) y la EMA aprobaron su uso como
tratamiento de primera linea junto a quimioterapia, en
carcinoma escamoso de cabeza y cuello metastdsico o
recurrente (229). Dado que BRAF se ha visto envuelto en

aspectos de la regulacién inmune, ésta parece que podria
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haber sido una posible opcidn terapéutica para nuestros

pacientes

Siguiendo con las alteraciones encontradas, en el paciente 13
se describié una SNV en el gen supresor de tumores PBMR1.
Este forma parte de un complejo proteico con funciones
centrales celulares, como la regulacion de la expresién génica 'y
la reparacion del ADN. Su pérdida se asocia a inestabilidad
gendmica y a menudo resulta en cancer, pero no se ha descrito
en carcinoma escamoso de cabeza y cuello, aunque si en el
carcinoma escamoso de esofago

Basandonos en los estudios realizados sobre este gen en el
carcinoma de mama y en su asociacion con el aumento de
neoantigenos que favorece el uso de la inmunoterapia,
consideramos que la investigacién sobre PBMR1 debe ir
ganando interés, para que en un futuro se pueda tomar

decisiones clinicas en base a él

Por otro lado, estos dos pacientes tenian variantes del gen
TP53, un gen mutado en el 75-85% de los carcinomas
escamosos de cabeza y cuello no asociados con HPV . Esta
alteracion se ha asociado a altas tasas de recurrencia
locorregional, resistencia al tratamiento y reduccién de la

supervivencia, haciendo de él un posible biomarcador de mal
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prondstico, asi como un importante actor en la evolucién de los
dos pacientes. En el momento actual no existe un tratamiento
dirigido al mismo, por lo que el estudio de este gen sélo podria
ser de utilidad con valor pronéstico, lo que probablemente
modificase el seguimiento de los pacientes, o facilitase su

inclusion en determinados ensayos clinicos

2.2.1. CARCINOMA DE PROSTATA

El adenocarcinoma del paciente aqui presentado, formaba
parte del grado 2 de la ISUP (International Society of Urological
Pathology), también llamados grados de grupos prondstico.
Este sistema de clasificacion establece cinco categorias de
riesgo basadas en la recidiva bioquimica, y en el patrén
Gleason, con incremento del riesgo de mortalidad conforme
aumenta el grado . Los grados varian del 1 al 5, siendo el
grado 1 el de mejor prondéstico. Ello implicaba una HR de 2,8
respecto al grupo 1 para el evento fallecimiento Por otro
lado, el paciente habia iniciado un tratamiento optimizado, que
habia demostrado una mediana de supervivencia libre de
progresion de 33 meses, con una HR de 0.47 (IC 95% 0,39-0,55;
p < 0.001) frente al bloqueo hormonal convencional en
pacientes con dos de tres factores de peor pronéstico (Gleason

igual o mayor de 8, mas de tres metastasis dseas o afectacion
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visceral). Ademas, le mediana de supervivencia de los pacientes
que recibieron dicho tratamiento fue de 53,2 meses (IC 95%
48,2-no alcanzada) . Contradiciendo estos datos, el
paciente 18 mostro resistencia a la castracion a los 5 meses y

una supervivencia global de 6 meses.

La diferenciacién neuroendocrina también puede surgir en
tumores de pacientes que han recibido previamente terapia
deprivacion de andrégenos para el adenocarcinoma de
prostata avanzado sensible a la castracién . Estos tumores
a veces llamados cdnceres de préstata neuroendocrinos
relacionados con el tratamiento o canceres de prostata con
variantes agresivas, se detectan cada vez mas en las fases
resistentes a la castracién de la progresién de la enfermedad.

Transformacidn que no se objetivé en el paciente.

Por tanto, el inesperado y agresivo comportamiento de la
enfermedad, sin que mediara transformacion, motivé su

inclusion en el estudio.

En cuanto a la discusidn global del cancer de préstata cabe
destacar que es el tumor mas frecuente entre los hombres de
todo el mundo y sigue siendo la segunda causa de muerte
relacionada con el cancer. A pesar de las mejoras en el

tratamiento, el cancer de prdéstata resistente a la castracién y
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metastasico sigue siendo una enfermedad letal, siendo
responsable de mas de 350.000 muertes anuales en todo el

mundo

En la mala evolucidn del paciente presentado han podido
participar las dos alteraciones genéticas encontradas mediante
NGS, ya que ellas y las vias de sefalizacidn a las que
pertenecen, se asocian a carcinomas prostaticos mas agresivos
y con menor supervivencia, y que por tanto podrian tenerse en
cuenta como biomarcadores prondstico . Se trata de
una SNV en el gen PIK3CA y otra en el gen TP53. La primera se
ha visto asociada con la resistencia a la terapia hormonal y la
segunda se ha relacionado con escasa sensibilidad a dicha
terapia . Por tanto, parece importante plantear
terapias alternativas. Con respecto a TP53, algunos equipos
describen que la combinacién de iPARP con inhibidores de una
proteina reparadora llamada ATR produciria respuestas
significativas en pacientes con pérdida de TP53 .Con
respecto a PIK3CA, hay que destacar la frecuencia (50%) con la
gue los canceres de prdstata resistentes a la castracién
metastasicos tienen alterada la via PI3K-AKT-mTOR, pero el 40-
60% de los casos se debe a la disfuncion de PTEN. La
prevalencia de la alteracion de PIK3CA como motor de la

alteracion de la via no esta clara, pero se cree que ocurre entre
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el 2-6% En la actualidad no hay farmacos dirigidos a
la alteracién de PIK3CA en cdncer prostatico, pero haber sido
conocedores de que este gen estaba alterado habria convertido
a nuestro paciente en un potencial candidato para ensayos
clinicos (ej. NCT02465060). Por otro lado, como la via PI3K
tiene un valor prondstico muy importante en el carcinoma de
prostata, se estd investigando diversas terapias dirigidas, como
el ipatasertib, un potente inhibidor de la cinasa AKT, estudiado
en ensayos clinicos en pacientes con cancer de préstata
metastasico resistente a la castracidon que presentan alteraciéon
de la via por disfuncién de PTEN Los resultados han sido
prometedores, pero a fecha de septiembre de 2022 aun no

estaba aprobado por la FDA, y tampoco por la EMA

2.2.2. CARCINOMA DE VEJIGA URINARIA
De forma general y en ausencia de neoadyuvancia, en el
carcinoma urotelial de vejiga, los resultados tras la cistectomia
radical se correlacionan con el grado de invasion local y con la
presencia o ausencia de afectacion de los ganglios linfaticos
Respecto a lo primero, el caso incluido presentaba
como unico factor a considerar, la infiltracién microscépica de
la grasa perivesical, no obstante, incluso en los casos
intervenidos T3 y T4 con NO, se estiman medianas de tiempo

hasta la recurrencia de 8,77 meses (IC 95% 6,04- 11,50).
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En relacidén a los ganglios linfaticos, la extirpacidon de mas de 10
ganglios linfaticos se asocio en la literatura con un aumento de
la supervivencia general (HR 0,52; IC 95% 0,43-0,64) . Por
otro lado, incluso en el caso de afectacidn ganglionar, las cifras
son mas favorables que las presentadas en el caso, con
medianas de tiempo hasta la recurrencia de 11,9 meses (IC 95%
10,46-13,53) Conviene tener en cuenta también la
ausencia de margenes afectos, la cual se ha relacionado con
medianas de 13.37 meses (IC 95% 11.96- 14.79) hasta la
recurrencia, produciéndose el fallecimiento tras la recurrencia
en 5.78 meses de mediana (IC 95% 4.81- 6.76). Asi, un
metaanalisis de 2017 de 36 estudios asocié un margen
quirurgico positivo con una supervivencia mas pobre después

de la cistectomia radical para el cancer de vejiga

Dadas las expectativas mencionadas, la precoz recurrencia y
rapida evolucién, hicieron que se tuviera en consideracién este

caso en el estudio.

En cuanto a la discusidn global del carcinoma urotelial cabe
destacar que se ha convertido en la novena neoplasia mas
frecuente del mundo y, segun la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), se espera que el nimero de casos y muertes

por cancer de vejiga aumente en el futuro

234



En cuanto a sus mutaciones, los esfuerzos independientes de
multiples grupos han identificado mutaciones comunes en los
carcinomas de vejiga no-musculo-invasivos de bajo grado
(FGFR3, PIK3CA, STAG2 y genes de la via RAS/RAF) y en los
carcinomas de vejiga musculo-invasivos de alto grado y/o
enfermedad avanzada (HER2, TP53, RB1, MDM2, CDKN2A,
KDMG6A y ARID1A), no coincidiendo con la paciente 19 que
presentaba el gen PIK3CA mutado y una SNV en FGFR3

La alteracién del gen PIK3CA es un evento frecuente en el
cancer de vejiga, y promueve la proliferacidn, la invasién y la
metastasis . Ante esta implicacion clinica, parece que
PIK3CA puede servir como un objetivo potencial para el
diagnostico y el tratamiento del cancer de vejiga. Aln no se ha
aprobado el uso de farmacos dirigidos a la via PI3K en este
cancer, pero hay grupos de trabajo que proponen nuevas
estrategias farmacoldgicas anti-PI3K sin concretar el 6rgano
especifico propietario del carcinoma para facilitar su uso

Ser conocedores de esta mutacién en nuestro paciente tal vez
habria ayudado en el seguimiento del paciente, ya que la
vigilancia activa de estos pacientes es esencial para el
diagnéstico precoz de la progresién, la metdstasis y para

optimizar el tratamiento
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Por otro lado, el paciente tenia una SNV en el gen FGFR3, que
forma parte de la familia de receptores del factor de
crecimiento de fibroblastos. Se estima que alrededor del 15-
20% de los pacientes con cancer de vejiga albergan
alteraciones del FGFR3, que se enriquecen aln mas en los
tumores uroteliales del tracto superior
Ademds, se ha descrito que se encuentran en el 70-85% de los
carcinomas uroteliales de bajo grado y concretamente FGFR2 y
FGFR3 en el 15-20% de los metastasicos
La activacion del receptor FGFR inicia una cascada de eventos
intracelulares que activan las principales vias de sefalizacion de
supervivencia y proliferacidn, como la via RAS, la via PI3K, la
familia de las proteina cinasas Cy la via JAK-STAT entre otras

. Actualmente existe tratamiento dirigido con erdafitinib,
un inhibidor de FGFR aprobado para el tratamiento del
carcinoma urotelial localmente avanzado o metastasico, no
respondedor a terapia con platino, que presente alteracion en
FGFR3 o FGFR2 . Es el primer antagonista de molécula
pequefia de FGFR aprobado por la FDA (2019). Se une a los
receptores FGFR2 y FGFR3 e inhibe la actividad del FGF (factor
de crecimiento fibroblastico), lo que provoca la muerte celular

. En el trabajo de Alhalabi et al. se evidencia el

beneficio clinico del erdafitinib, apoyando el abordaje de las
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alteraciones gendmicas en el carcinoma urotelial metastasico
Es un farmaco que fue aprobado de forma acelerada, por
la FDA, en 2019, y esta pendiente de un ensayo de fase lll que

lo confirme . La EMA aun no lo ha aprobado.

2.3.1. ADENOCARCINOMA DE ESOFAGO DISTAL

Al tomar como referencia lo acontecido en el estudio UK MRC
OEO05 como base para valorar la evolucién del paciente numero
15, pudimos observar que su evolucion distaba mucho de lo
publicado en dicho estudio. Asi, al utilizar un tratamiento
neoadyuvante con epirubicina, platino y capecitabina, la
mediana de supervivencia alcanzada era de 26,1 meses (IC 95%
22,5-29,7 meses), pese a que se observé regresion tumoral
segun el Mandard tumour regression grading (TRG) en sélo el
29% de los especimenes Sin embargo, un 66% de los
pacientes habia alcanzado reseccion RO. La supervivencia libre
de progresion descrita, era de 21,4 meses (IC 95% 19,4-24
meses). Por tanto, la evolucién del paciente incluido, pese a la
edad y al buen estado general al diagndstico, se alejaba mucho

de lo esperado

En cuanto a la discusidn global del cancer de eséfago cabe

destacar que es el octavo tumor maligno mas frecuente en

237



todo el mundo y es una de las neoplasias mas mortiferas del
mundo occidental . Su tasa de supervivencia a 5 afios, en
EEUU, es del 20% y ha permanecido practicamente
inalterada en los ultimos afios , siendo la mediana de
supervivencia global de 9-11 meses . Esto se debe a las
limitadas opciones de tratamiento eficaces en caso de
enfermedad avanzada.

Sin embargo, el futuro parece prometedor, gracias al uso de
nuevos farmacos. Entre ellos el pembrolizumab, un inhibidor
de PD1 que se aprobd en el afo 2017 para el tratamiento de
tercera linea en los adenocarcinomas esofdgicos PDL1 positivos
y en el aino 2019 para el tratamiento de segunda linea en los
carcinomas escamosos avanzados o metastasicos, PDL1
positivos. Por otro lado, el ramucirumab, un anticuerpo dirigido
al VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) para el
tratamiento del adenocarcinoma avanzado de eséfago y de la
union gastroesofagica que han progresado con la quimioterapia
con fluoropirimidina/platino (ensayo clinico REGARD y ensayo
RAINBOW). Y finalmente el trastuzumab, un anticuerpo
monoclonal anti-HER2, aprobado como primera linea junto a la
guimioterapia, para los casos HER2 positivos (suponen el 20%
de los carcinomas de esdfago, aproximadamente)

Con estas terapias dirigidas se han descrito mejoras

significativas en las poblaciones especificas de pacientes
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positivos para estos biomarcadores, apoyando la utilidad de los

mismos, que pueden contribuir a personalizar el tratamiento.

Histoldgicamente, el cancer de eséfago se divide entre
carcinoma escamoso y adenocarcinoma. El primero es mas
comun en todo el mundo, y el segundo en el mundo occidental,
donde se esta viendo aumentar su incidencia de forma
alarmante El paciente numero 15 presentaba un
adenocarcinoma de eséfago distal con algunas alteraciones
moleculares que, potencialmente, habrian cambiado el manejo
del tratamiento de haberlas tenido en consideracion. Por
ejemplo, contaba con una SNV en ARID1A, un gen supresor
tumoral codificante para una proteina que forma parte del
complejo SWI/SNF remodelador de cromatina. Este complejo
desempefia un papel importante en muchos procesos
celulares, como la transcripcion, el control del ciclo celular, la
proliferacidn, la diferenciacién y la reparacion de las lesiones
del ADN . Los equipos que lo han estudiado, coinciden en
gue los adenocarcinomas de eséfago con pérdida de funcién
del complejo SWI/SNF, pueden representar un subgrupo
tumoral relevante clinicamente, debido a su uso potencial
como biomarcadores prondstico y de terapia. Schallenberg et

al, estudiaron mediante IHQ |a pérdida de funcién de cuatro
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subunidades del complejo (ARID1A, BRM, BRG1 e INI1) en mas
de 600 pacientes con adenocarcinoma de eséfago y hallé la
pérdida homogénea de estas proteinas en muchos de ellos,
siendo la de ARID1A la mas frecuente (10,4% de sus casos).
Ellos no encontraron correlacion entre dichas pérdidas de
funcidén y una menor supervivencia global , ¥y tampoco lo
hicieron Drage et al, quienes vieron una tendencia hacia un
mayor riesgo de metdstasis ganglionar en los adenocarcinomas
de eséfago con pérdida de ARID1A, sin observar ningun efecto
sobre la supervivencia global No ocurre lo mismo en
otros érganos, como el ovario, donde el equipo de Katagiri si
correlaciond la pérdida de expresién de ARID1A con una menor
supervivencia global

En cuanto a su uso potencial como biomarcador de
tratamiento, se ha visto el papel de ARID1A en la regulacion de
los puntos de control del dafio del ADN en las roturas de doble
cadena, que sensibilizan a las células tumorales a los
inhibidores de PARP.

Por otro lado, las mutaciones de ARID1A se asocian
comunmente con la fosforilacidn de la proteina cinasa B
(codificada por el gen AKT) y, en consecuencia, con la
activacion de la via PI3K-AKT-mTOR. Asi, la pérdida de
expresion de ARID1A aumenta significativamente la respuesta

de las células cancerosas a los inhibidores de PI3K y AKT
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De todos modos, seran necesarios estudios futuros para
demostrar si los adenocarcinomas esofagicos que muestran
una pérdida de funcién del complejo SWI/SNF pueden
beneficiarse de terapias personalizadas.

Actualmente, pacientes con tumores solidos con mutaciones en
ARID1A podrian tener acceso a ensayos clinicos en fase 2 (e;j.

NCT03297424).

Este paciente también contaba con una mutacién en el gen
TP53. Este se ha descrito alterado en el 70% de los
adenocarcinomas esofdgicos, donde se ha etiquetado como
biomarcador de mal pronéstico, ya que supone una reduccién
en la supervivencia global al compararlo con tumores TP53
wild-type (no-mutado) . Parece por tanto que, aunque la
alteracion de este gen no habria servido actualmente como
diana terapéutica, si es Util como biomarcador prondstico, de
hecho, parece que podria relacionarse con el mal prondstico de
nuestro paciente, que hizo una recaida a los 6 meses del inicio

del tratamiento, y tuvo una supervivencia de 7 meses

Por otro lado, en esta muestra tumoral se describid la
amplificacién de MET un oncogén que codifica para el receptor
tirosina cinasa de transicion mesenquimal-epitelial (MET), que

regula la supervivencia, la proliferacién y la migracién de las
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células . Esta amplificacidn se ha notificado en el 2-10% de
los pacientes con cdnceres gastricos y esofdagicos, y se ha
descrito como biomarcador de mal prondstico en este mismo
grupo . Asi, la inhibicién de MET representa una
estrategia terapéutica ldgica para nuestro paciente.
Desgraciadamente, los ensayos con anticuerpos anti-MET,
como METGastric y RILOMET-1, que trabajan con onartuzumab
y rilotumumab, no han logrado demostrar ningun beneficio en

la supervivencia (ej. NCT02016534).

Por ultimo, la alteracion de EGFR de nuestro paciente es muy
frecuente. El 30-90% de carcinomas esofagicos demuestran
EGFR regulado al alza. Esto justificaria el estudio de terapia
dirigida, pero de momento no se ha demostrado que la terapia

anti-EGFR mejore la supervivencia

2.3.2. CARCINOMA FOLICULAR DE TIROIDES

Pese a que el paciente presentaba un tumor T3b y estadio ll,
segun los sistemas TNM y AJCC respectivamente, se
considerd la precoz recurrencia y la rapida progresion del
tumor como inesperada. Ambos sistemas se utilizan para
establecer el riesgo de mortalidad, pero no predicen el riesgo
de recurrencia . Por otro lado, la clasificacidn de riesgo

establecida por la “American Thyroid Association (ATA)”,
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permite establecer el riesgo de recurrencia a la hora de tomar
decisiones terapéuticas, pero al igual que la anterior, no tiene
en cuenta la respuesta a tratamiento y, por tanto, no tiene en
cuenta el mismo en la evaluacién del riesgo de recidiva o
muerte . Auln asi, si se consideraba esta clasificacion, el
paciente se encontraba en el grupo de riesgo intermedio
(invasion microscopica de tejidos blandos peritiroideos y focos
cervicales captantes de yodo), no siendo esperable la recidiva
precoz, dado que, en este grupo sin persistencia de
enfermedad tras cirugia y radioyodo (entre un 57 %y un 63 %
de pacientes) el riesgo de recaida esperada en este paciente
seria menor del 10% a los 5 afios.

Es por ello, que para establecer la precocidad en la recidiva,
nos apoyamos en la estratificacion dindmica de riesgo (EDR), la
cual integra el riesgo inicial con datos clinicos, radiolégicos y de
laboratorio durante el seguimiento . Al conjuntar el riesgo
establecido por la clasificacion ATA con la respuesta al
tratamiento, se identificé enfermedad estructural persistente o
recurrencia en el 3% de los de bajo riesgo, el 21% del riesgo
intermedio, y el 68% de los pacientes de alto riesgo ( p<0,001).
Se realiz6 seguimiento cada 6 meses y re-estratificacion
durante dos afos para establecer el riesgo de recidiva. La
probabilidad de encontrar enfermedad estructural persistente

o recurrencia fue del 2% en riesgo bajo, 2% en riesgo
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intermedio, y 14% en pacientes de alto riesgo, demostrando
una excelente respuesta al tratamiento (Tiroglobulina
estimulada <1 ng/mL sin evidencia estructural de enfermedad).
Por el contrario, una respuesta incompleta al tratamiento
inicial (Tiroglobulina suprimida > 1 ng/ml, Tiroglobulina
estimulada > 10 ng/mL, aumento de los valores de
Tiroglobulina o identificacién de enfermedades estructurales
dentro de los primeros 2 afios de seguimiento) aumento la
probabilidad de enfermedad estructural persistente o
recurrencia al 13% en casos de bajo riesgo, 41% en riesgo
intermedio, y 79% en pacientes de alto riesgo . Alavista
de estos plazos temporales, quedaba claro el comportamiento

excepcional del tumor en este paciente.

En cuanto a la discusidn global de los carcinomas de tiroides
cabe destacar que son la neoplasia endocrina mas frecuente.
Menos del 10% presenta comportamiento agresivo y/o
metastasico. El tratamiento clinico estos pacientes va desde la
vigilancia hasta la tiroidectomia total con linfadenectomia
cervical y/o la ablaciéon con radioyodo Sin embargo, del 5%
al 15% de los carcinomas tiroides diferenciados y el 50% de los
diferenciados metastasicos, son refractarios al tratamiento con
radioyodo, con tasas de supervivencia especifica de la

enfermedad a 5 afios del 60-70% en los primeros y con una tasa
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de supervivencia a 10 afios del 10% en los segundos
Estas cifras reflejan la falta de marcadores fiables para predecir
el comportamiento agresivo de estos tumores y asi hacer una

estratificacién precisa basada en el riesgo de esta enfermedad

En este paciente, seis meses después de la cirugia, se
diagnostico una recaida temprana con multiples metastasis en
varios organos, haciendo sospechar resistencia al radioyodo y
anunciando un mal prondstico . Mediante NGS se le
identificaron 3 alteraciones genéticas, una SNV en el gen PTEN
y otra en TP53, y una amplificacion de TERT.

De las tres alteraciones, parece que la que podria estar mas
implicada en la mala evolucidon de este paciente es la alteracion
de TERT (transcriptasa inversa de la telomerasa). Es cierto que
la mayoria de publicaciones ponen en valor la mutacién del
promotor de TERT, y lo describen como uno de los marcadores
prondsticos de agresividad mds acreditados en los carcinomas
de tiroides, porque se asocia a una baja supervivencia global de
los pacientes; pero estas mismas publicaciones describen que,
generalmente, el resultado final de la alteracion del promotor
es un aumento en la expresion de TERT y la actividad de la
telomerasa, por eso hay equipos que también asocian la
agresividad de estos carcinomas con la amplificacién de TERT. Y

es que en ultima instancia se describe a la proteina TERT como
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participante de procesos como la regulacion de la respuesta al
daiio del ADN, la represidn de la apoptosis, la regulacién del
estado de la cromatina y el aumento de la proliferacion celular.
Ademas, hay pruebas que sefialan el papel de TERT en la
agresividad temprana de los carcinomas diferenciados
tiroideos, en su caracter invasor, y en su propagacion
metastasica mediante la activacidon de la transicidn epitelio-
mesénquima (TEM), desencadenada entre otras vias por la
activacion de la via MAPK y PI3K; y llevada a cabo entre otros
factores por el TGF-B (factor de crecimiento transformante
beta) . Hay equipos que otorgan a la alteracidn de este
gen la etiqueta de “perfil génico agresivo”, y proponen que se
incluya entre los criterios para la estratificacion del riesgo de
los pacientes a hacerse resistentes al yodo radiactivo, siendo
por tanto un potencial biomarcador prondstico Estos
datos animan a investigar las vias de regulacion de la
telomerasa para fomentar la identificacidon de nuevas dianas
terapéuticas. Ya hay ensayos clinicos trabajando con péptidos
derivados de TERT, tanto in vivo como ex vivo, con respuestas

alentadoras

Por otro lado, la inactivacion de PTEN en casos como éste es un

evento poco frecuente (5%) , por lo que a priori, su

estudio no seria muy eficiente en este tipo de tumor, pero es
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conveniente incluirlo en los paneles de NGS porque se ha
descrito que, contrarrestar su inactivacion, podria recapacitar a
las células para la captacidn de yodo. No hay que olvidar que
PTEN es el principal inhibidor fisiologico de la via PI3K-AKT-
mTOR, una via que, junto con la de las MAPK, es un motor
importante para la tumorigénesis del carcinoma de tiroides, asi
como para su agresividad y resistencia a tratamientos. Hay
ensayos clinicos que han estudiado farmacos dirigidos a esta
via, y han comprobado que la inhibicion de mTOR promueve la
rediferenciacion de las células del carcinoma tiroideo, pero aun
no se conoce su papel en la induccién de la avidez por el
radioyodo, por lo que son necesarios mas estudios
Actualmente, pacientes con tumores solidos con mutaciones en
PTEN, como este caso, podrian tener acceso a ensayos clinicos

en fase 2 (ej. NCT02465060, NCT03297606).

Al contrario que las otras dos, la mutacién de TP53 no parece
haber sido clave en la evolucién del paciente, ya que es
infrecuente en el carcinoma diferenciado de tiroides siendo

uno de los sellos genéticos del carcinoma anaplasico

Entre las CNV de este caso, se describid la ganancia de los
cromosomas 7 y 5. La literatura no las relaciona con los
carcinomas sino con los adenomas tiroideos; siendo en los

primeros mas frecuentes las pérdidas . En cualquier caso,

247



no hay equipos de trabajo que actualmente estén estudiando la

relevancia clinica de estas alteraciones.

2.3.3. CARCINOMA DE ENDOMETRIO

La paciente incluida no presentaba ninguno de los dos factores
gue han mostrado, en la literatura, una fuerte influencia
prondstica, como son la profunda invasién miometrial y la
invasion linfovascular. Guntupalli et al, en un estudio con 628
pacientes intervenidas de carcinoma endometrial, demostrd,
mediante un analisis multivariante el valor predictivo de ambos
factores para el desarrollo de afectacion ganglionar y evolucion
desfavorable . Por otro lado, no sélo la invasién vascular
en si misma, sino mas bien si ésta es focal o es difusa, es lo que
ha demostrado interés prondstico, tanto para la supervivencia
libre de progresién (HR 1,61, p = 0.01) como para la
supervivencia global (HR 1,71, p = 0.03). En pacientes sin
invasion linfovascular, la tasa de recurrencia local o a distancia
gira en torno al 6,9%, siendo esperable menor del 5% antes de

los dos arios

El dnico factor adverso que podria tener la paciente era la
edad, aunque el valor referido en la literatura puede ser
controvertido, puesto que puede estar relacionado con otros
factores. Asi, las pacientes mayores de 65 afios suelen tener

mayor y mas frecuente invasion miometrial, un alto grado
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tumoral y un estadio tumoral mas avanzado
Ademas, una terapia menos agresiva también podria explicar
algunos de los malos resultados observados en pacientes

mayores

Como se sefialé anteriormente, la edad se utiliza para clasificar
a las pacientes con enfermedad de riesgo intermedio en un
grupo de riesgo intermedio alto o bajo, lo que puede influir en
las decisiones de tratamiento. No obstante, a igualdad de
tratamiento, parece haberse observado una mayor tendencia a
la recaida. Sin embargo, sigue siendo muy llamativa la
precocidad de la recaida, lo cual, justifico la inclusion en el

estudio.

En cuanto a la discusién global del cancer de endometrio cabe
destacar que es el sexto cancer femenino mas frecuente en
todo el mundo, con aproximadamente 417.000 nuevos casos y
97.000 muertes en 2020 . El carcinoma endometrioide es
el tipo histolégico mas comun, y suelen tener un prondstico
favorable

La paciente 17, con adenocarcinoma endometrioide de
endometrio mostraba una SNV en el exdn 3 del gen CTNNB1,
un evento driver que provoca la translocacion de la proteina -
catenina al nucleo de la célula, donde induce la actividad

transcripcional aguas abajo de la via de sefalizacion Wnt/ B-
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catenina . Algunos equipos de trabajo, como el de
Travaglino, ya han etiquetado esta alteracion como
biomarcador de mal prondstico, describiendo asociacién
significativa entre la mutacién en el exén 3 de CTNNB1 con la
recidiva en los carcinomas endometrioides de endometrio de
estadio temprano (FIGO I-1l), especialmente en los casos sin
perfil molecular especifico . Por tanto, este hallazgo
explicaria el curso de nuestra paciente. Parece que habria sido
util identificar el alto riesgo de recurrencia de esta paciente, ya
gue probablemente se habria beneficiado de un tratamiento
adyuvante o una estadificacidon quirurgica mas extensa, es decir
se habria optimizado la atencidn individualizada

Hay evidencia sustancial de que las pruebas moleculares
podrian mejorar significativamente la estratificacion del riesgo
y el pronéstico del cancer de endometrio, basdndose en la
clasificacién molecular realizada por TCGA, en la que se divide
al cancer de endometrio en cuatro subtipos con diferente
pronodstico. Los marcadores moleculares que definieron estos
subtipos gendmicos incluyeron inestabilidad de microsatélites,
la mutacién en CTNNB1, la mutacién en TP53 y mutaciones de
puntos criticos de POLE Algunos autores proponen
realizar un cribado inicial de la mutacion del exén 3 de CTNNB1,

utilizando la inmunohistoquimica como marcador subrogado
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de dicha alteracion, ya que tiene una sensibilidad del 91% Y una
especificidad del 89%

El tratamiento inhibidor de la via Wnt/B-catenina, esta en
estudio, para comprobar su seguridad, eficacia, y demas
caracteristicas, como ya se ha comentado en el apartado
“principales vias alteradas en el cancer”.

Por otro lado, le fue descrita una alteraciéon somatica en
PIK3CA, uno de los genes que muta con mayor frecuencia en la
cohorte de los tumores pan-gyn (cancer ginecoldgico y de
mama) identificados por Berger et al. como parte del proyecto
TCGA Pan-Cancer Atlas . PIK3CA esta frecuentemente
alterado en los adenocarcinomas endometrioides de
endometrio (40-56%) y es participante de la via PI3K-AKT-
mTOR, cominmente turbada en este tipo de tumor (80-95%)

. Como ocurre en otros tumores, esta alteraciéon de la
via PI3K también podria haber actuado como biomarcador
prondstico y predictivo, en nuestra paciente. Hay que afiadir
que estas elevadas frecuencias hacen de ella un objetivo
terapéutico atractivo, pero el éxito de los agentes inhibidores
de PI3K actualmente esta limitado por varios factores como la
toxicidad, la seleccién de pacientes y los mecanismos
compensatorios, entre otros. Por tanto, se necesitan

estrategias para superar estas limitaciones. Ahora hay ensayos

251



clinicos en curso (ej. NCT01536054, NCT01522820), que tal vez

en un futuro hagan de esta alteracién una diana

Esta paciente también tiene una ganancia en 1q como CNV,
relativamente frecuente en el adenocarcinoma endometrioide

de endometrio, pero sin relevancia clinica por el momento.

En esta paciente resulta extrafio no haber identificado
mutaciones en PTEN. Por un lado, la literatura ha demostrado
gue la mutacion de PTEN es la mutacién somatica mas
frecuente entre los adenocarcinomas endometrioides de
endometrio, que resulta ser un evento temprano si bien
insuficiente para el inicio de la tumorigénesis. Por otro lado, las
mutaciones de PTEN comUnmente concurren con mutaciones

de PIK3CA, alteracién que la paciente si tiene

3. LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

En cuanto a las limitaciones del presente estudio, en primer
lugar hay que tener en cuenta que el disefio del mismo puede
ser la principal fuente de sesgo, debido a que los estudios
prospectivos a gran escala son considerados el estandar de oro
de la investigacidn observacional . Como alternativa,
en este estudio se presenta un analisis retrospectivo de

muestras archivadas, por lo que se hablard de causalidad
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potencial. Este tipo de estudio evita el encarecimiento y la

prolongacion en el tiempo

Por otro lado, la secuenciacidn de nueve de los casos se realizé
sobre muestras de pacientes que habian recibido tratamiento
sistémico, y esto ha podido suponer otro sesgo, ya que existe la
posibilidad de que sea una fuente de enriquecimiento con
mutaciones clonales, o que los clones supervivientes hayan
podido ejecutar un mecanismo adaptativo que impulse su
resistencia y heterogeneidad tumoral . Sin embargo, no
hay estudios relevantes que hayan analizado a fondo los
resultados de la secuenciacion antes y después del tratamiento
sistémico. Un grupo japonés, que también realizé
caracterizacién molecular de muestras tumorales, informé de
gue todos los pacientes de su estudio habian recibido
tratamiento, pero era quirudrgico. Por otro lado, un grupo de
trabajo del MD-ANDERSON llevé a cabo un ensayo similar, pero
en él todos los pacientes habian fracasado en el tratamiento
sistémico convencional, y lo comparaban con los resultados

tras administrar una terapia dirigida a una diana molecular

La heterogeneidad tumoral también podria haber sido un sesgo

a la hora de elegir zonas de la pieza quirurgica para su
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secuenciacion, pero ya hay equipos que han evaluado la
viabilidad de los estudios moleculares en biopsias pequefas
(<1,5 mm) y han concluido que existe una correlacién con los

resultados en piezas quirurgicas grandes

La propia secuenciacién NGS podria haber participado como
sesgo, especialmente con las CNVs sugeridas, ya que no es el
método estandar para analizarlas. Por lo tanto, para tomar
decisiones clinicas basadas en la identificacion de CNVs, se
recomienda su confirmacion con técnicas como MLPA

Por otro lado, el panel elegido incluia menos de 50 genes, pese
a que la literatura apoya la idea de que se identifican mas
variantes procesables cuanto mayor es el panel

Cabe la posibilidad de que alguna variante de interés clinico no
sea detectada, aunque si pueda estar presente en la muestra
tumoral. Esto puede ocurrir porque la variante se encuentre
por debajo de los limites de deteccidn de la técnica, por
cuestiones propias de la muestra tumoral (su calidad, su
celularidad o porcentaje de tejido tumoral frente a tejido
normal, el proceso de parafinado, etc.) o por causas intrinsecas
a la tecnologia NGS (que se trate de regiones con alta
homologia de secuencia con otras zonas del genoma,

homopolimeros, regiones repetitivas, etc)
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Continuando con la parte de metodologia, como se ha descrito
anteriormente en la discusién, hay equipos que han empleado
la inmunohistoquimica para evaluar las alteraciones sobre el
tejido e incluso han propuesto que pueda ser método
subrogado de cribado. Otros grupos de trabajo pese a
valorarlo, se mantienen imparciales, como es el equipo de
J.P.Solomon que, estudiando las fusiones de NTRK, describe
sensibilidades y especificidades muy altas para la
inmunohistoquimica como marcador proteico de las proteinas
TRK, siendo algo que abogaria por su uso como cribado, pero
las asocia con variaciones dependientes del tipo de tumor

. Teniendo en cuenta la disponibilidad de esta técnica en
los laboratorios de Anatomia Patoldgica, cabe pensar que en
este estudio también se podria haber realizado. En nuestro
caso, durante el periodo de tiempo que duré el estudio, no
dispusimos de recursos para poder conseguir los marcadores
inmunohistoquimicos correspondientes a todos los genes del
panel elegido.
En cualquier caso, tampoco podemos olvidar que, aunque
habria sido interesante comprobar si se obtenian los mismos
resultados con la secuenciacién que con la
inmunohistoquimica, en algunos estudios ya se propone el uso
de plataformas moleculares (paneles de genes validados o test

genéticos validados) para reemplazar el uso de
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inmunohistoquimica, FISH y PCR en los casos en que sea
posible, para aumentar la rentabilidad y ahorrar tejido; a lo que
se aflade que multiples estudios como el “Consenso canadiense
para las pruebas de biomarcadores y el tratamiento del cancer
con fusién TRK en adultos” afirman que los resultados
inmunohistoquimicos positivos o no concluyentes, deben

seguirse del estudio con NGS

En otro orden de cosas, en la inclusién de pacientes se ha
seguido en todo momento los protocolos y guias clinicas
nacionales e internacionales, tanto para la clasificacion y
tratamiento, como para la evaluacion de la enfermedad de los
pacientes incluidos. Por tanto, el estudio utiliza una muestra
gue representa un rango reproducible de casos que pueden
encontrarse en la prdctica clinica de otros centros. Sin

embargo, este hecho condujo a un tamafio muestral bajo.

En cuanto a los puntos fuertes de este proyecto, cabe destacar
el hallazgo de alteraciones genéticas en todas las muestras.
Hemos identificado mas de 40 alteraciones con relevancia
clinica, siendo todas somaticas. Muchas de ellas se pueden
emplear como biomarcadores pronéstico y/o predictivos, por
lo que podrian haber repercutido en el curso clinico de los

pacientes. También hemos identificado dianas terapéuticas
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para tratamientos dirigidos, tanto aprobados como en ensayos
clinicos, aportando alternativas terapéuticas para este tipo de

pacientes.

La inestabilidad gendmica mas estudiada en la actualidad y
mejor caracterizada, es la inestabilidad de microsatélites (MSl),
en cambio no se ha demostrado en ninguno de los pacientes de
este estudio. La literatura expone que la mayoria de canceres
con MSI-H tienen un pronéstico favorable, como son el cancer
de vejiga y préstata, asi como el carcinoma folicular de tiroides,
donde se ha relacionado con una prolongada supervivencia.
Esto da sentido a nuestros hallazgos. En cambio, también se ha
descrito su relacidn con el mal prondstico en los carcinomas de

mama y en los de endometrio

En este estudio garantizamos la reproducibilidad del analisis
bioinformatico, que es un determinante critico de la traduccién
clinica exitosa de los biomarcadores genéticos . El proceso
de secuenciacion con el panel esta validado y cumple las
condiciones estandar y dptimas de calidad, las normas ISO
(International Organization for Standardization) y el Marcado
CE-IVD (certificado otorgado por la Unién Europea que
garantiza la calidad de un producto sanitario para diagnodstico
in vitro y su correcto funcionamiento). Ademas, hemos

realizado una comprobacién de la clasificacién funcional
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mediante el visualizador genémico Alamunt Visual Plus, de

forma manual.

Actualmente, los resultados de los agentes dirigidos
demuestran mejores resultados que los tratamientos clasicos,
debido a que aumentan las tasas de supervivencia. En este
estudio aportamos una firme justificacién para mejorar la
atencion de los pacientes con cancer sélido que recae o
progresa de forma injustificada a priori, a través de estrategias

de tratamiento personalizadas

Estas observaciones deben entenderse como pistas que han de

ser validadas en estudios prospectivos de gran envergadura.
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CONCLUSIONES

1. En 15 de los 19 pacientes se ha identificado alteraciones
genéticas driver que explican su mala evolucidn. Las mas
relevantes han sido localizadas por orden de frecuencia en la
via PTEN/PI3K, el gen FGFR, los genes codificantes del complejo
SWI-SNF remodelador de cromatina y la via RAS/MAPK.

La excepcidn han sido las pacientes 8,9, 10y 12, en las que
unicamente se hallaba mutado el gen TP53, cuya relevancia

clinica en carcinoma mamario sigue siendo confusa.

2. Todos los pacientes con carcinoma no-mamario, y la mitad
de los mamarios, han mostrado mutaciones driver etiquetadas
por la literatura como biomarcadores prondstico, y en el 42%
del total de los pacientes se ha demostrado biomarcadores

predictivos de resistencia al tratamiento.

3. En el 50% de los carcinomas mamarios y el 43% de los no-
mamarios, se ha identificado dianas moleculares para

farmacos aprobados o en ensayo clinico.

4. El estudio molecular con NGS de los carcinomas
seleccionados nos habria hecho conocedores de mutaciones
driver que habrian permitido el manejo individual de cada

paciente. Habria proporcionado una mejor estratificacion del
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riesgo y prondstico de los pacientes, y el plan terapéutico y/o
de seguimiento podria haber sido modificado a dia de hoy, ya
sea administrando farmacos dirigidos o con la inclusién a

ensayos clinicos.
5. No se han identificado variantes génicas comunes a todos los

pacientes de la serie estudiada que permitan clasificarlos en un

subgrupo de mala evolucién.
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ANEXO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE
PARA LA UTILIZACION DE EXCEDENTE DE MUESTRA TUMORAL Y TEJIDO
SANO PARA DETERMINACION DE MUTACIONES GENETICAS

Propdsito del estudio:

Esta institucion esta participando en un proyecto ambicioso realizado en el
Instituto Valenciano de Patologia y Unidad Mixta de Investigacion
Oncolégica del Centro de Investigacion Principe Felipe (IVP-CIPF). El
proyecto se centra en el estudio de la complejidad genética de los canceres
con el objetivo de estudiar mutaciones que permitan emplear una terapia
dirigida y personalizada en pacientes con céncer.

Riesgos vy molestias relacionadas con la participacion

Si usted esta de acuerdo en participar en este estudio debe de saber que NO
va a ser sometido a ninguna prueba adicional. Sélo necesitamos que nos
permita utilizar parte del excedente de su tejido tumoral y sano, procedente
de la intervencién quirdrgica de su cancer, que ya le han realizado.

Participacion en el proyecto

Su participacion en el proyecto es completamente voluntaria. Tanto si
acepta como si rechaza la participacion, no existira ningin cambio en el
diagndstico de su enfermedad ni plan de tratamiento que esta recibiendo.

Confidencialidad en la manipulacién de las muestras

La muestra de tejido serd enviada a un laboratorio externo (IVP-CIPF). Su
muestra sera identificada por un cédigo que asegurara su anonimato en el
laboratorio donde se analicen.

Los datos obtenidos en este estudio quedaran controlados por el equipo
investigador quien se encargara de publicarlos si asi se considera. Por

supuesto, nunca apareceran sus datos personales.
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Obtencidn del Consentimiento

Para su participacién en el estudio usted, o su representante legal, debera

firmar y fechar la pagina que se le proporcionara a continuacion. Mediante

dicha firma se autoriza la recogida y analisis de las muestras de tejido. La

informacion médica recogida podria ser divulgada en medios de

comunicacion cientifica.

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA UTILIZACION DE

EXCEDENTE DE MUESTRA TUMORAL Y TEJIDO SANO PARA DETERMINACION

DE MUTACIONES GENETICAS

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el proyecto propuesto.

He hablado con @l Dr.......coovveiviieieeiiiiiiienees

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo negarme:

o Cuando quiera
. Sin tener que justificarme
. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para la utilizacién de excedente de

muestra tumoral/sana.

Nombre del paciente Firma Fecha
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“Lo imposible cuesta un poco mas”

P. Muijica
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