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RESUMEN (en Espafiol)

Los ITAC tienen una baja incidencia, de 0,003 por cada 100.000 habitantes/afio y un
mal prondstico, con una alta tasa de recidivas locales que condiciona una supervivencia
global del 65% a los 5 afios. Su tratamiento se basa fundamentalmente en la cirugia y la
radioterapia con una mala respuesta, en general, a las quimioterapias actuales.

La necesidad de mejorar el control local, aumentar la supervivencia y preservar la
funcion del érgano nos ha llevado a buscar nuevas opciones terapéuticas. Hasta ahora,
las clasificaciones basadas en la histopatologia se han mostrado poco utiles a la hora de
plantear tratamientos personalizados y los estudios genéticos en ITAC son escasos por
la dificultad para organizar ensayos clinicos y conseguir series amplias.

Hipdtesis. Considerando que el cancer es una enfermedad genética, todos los tumores
podrian tener alteraciones genético-moleculares que sirvieran como dianas de terapias
bioldgicas, es decir, que les hicieran sensibles a inhibidores especificos (anticuerpos
monoclonales y moléculas pequefias).

Objetivo. El objetivo global de este trabajo fue el disefio y analisis de un panel de 119
genes “accionables” para ampliar las alternativas terapéuticas disponibles en ITAC.
Material y método. Se obtuvieron prospectivamente 48 muestras de ITAC y 24
muestras de sangre para el estudio germinal de pacientes intervenidos quirirgicamente
en el Hospital Universitario Central de Asturias entre 1998 y 2014. Se disefié un panel
de 119 genes cuyas mutaciones pudieran predecir la sensibilidad o resistencia a terapias
0 bien ser dianas de farmacos especificos. EI ADN de las muestras fue secuenciado con
el sistema MiSeq (Illumina Inc.). Los resultados fueron filtrados bioinformaticamente y

comparados con la linea germinal en 27 casos. El andlisis estadistico se efectud



usuario
Lápiz


mediante el programa R con un nivel de significacion empleado en todo el andlisis de
0,05.

Resultados. En los 48 ITAC, se obtuvieron un total de 216 mutaciones en 69 de los 119
genes. El estudio de la linea germinal en 27 de los ITAC permitié confirmar como
mutaciones somaticas el 40% (52/131). Los genes mutados fueron agrupados de
acuerdo con las vias de sefializacion més frecuentemente afectadas; 7 casos (26%) con
mutaciones en la via RAS-RAF-MEK-ERK (2 NF1, 3 KRAS, 1 BRAF y 1 NF1-
MAP2K1), 7 casos (26%) con mutaciones en la via de reparacion del ADN por
Recombinacion Homdloga (3 ATM, 3 BRCAl1 y 1 ATM-BRCA2), 6 casos (22%) con
mutaciones en la via PI3BK-AKT-mTOR (1PIK3CA(x2)-PIK3R2, 4 PIK3CA, 1 MTOR)
y 6 casos (22%) con mutaciones en la via Wnt/p-catenina (4 APC y 2 CTNNBL1).
También encontramos mutaciones somaticas potencialmente patogénicas en los genes
que codifican para varios receptores tirosina quinasa como KIT (4%; 1/27), ROS1 (4%;
1/27), DDR2 (4%; 1/27), ERBB2, ERBB3 y ERBB4 (15%; 4/27) sin encontrar
mutaciones en EGFR.

Aquellos ITAC con mutaciones en la ruta Wnt mostraron un menor nimero de recidivas
a lo largo del seguimiento (pvalor=0.03) aungue sin repercusion en la supervivencia.
Las mutaciones en la via RAS-RAF-MEK-ERK, a pesar de estar presentes en los
subtipos papilar y colonico, se relacionaron de forma significativa con un peor
prondstico (SG: HR=1.150; 95%I1C=1.028-1.287; pvalor=0.015) y las mutaciones en la
via de la Recombinacion Homdloga definieron un subgrupo de ITAC con mejor
pronostico (SG: HR=0.207; 95%IC=0.049-0.871; pvalor=0.032).

Quince variantes de las confirmadas como somaéticas y potencialmente patogénicas
estaban asociadas, segin OncoKB, con terapias contra el cancer en el 41% (11/27) de
los ITAC.

Conclusiones. Los resultados del estudio de este panel muestran un potencial beneficio
de terapias alternativas en el 41% de los pacientes con ITAC. Debe considerarse
especialmente el estudio de genes que codifican para proteinas de las vias de
sefializacion ~ RAS-RAF-MEK-ERK, PI3K-AKT-mTOR, Wnt/B-catenina 'y
Recombinacion Homdloga realizando co-analisis con la linea germinal para una buena

interpretacion de los resultados.




RESUMEN (en Inglés)

ITACs have a low incidence of 0,003 per 100.000 population/year and a poor prognosis,
with a high rate of local recurrences that conditions an overall survival of 65% at 5
years. Its treatment is mainly based on surgery and radiotherapy with, usually, a poor
response to current chemotherapies.

The need to improve local control, increase survival and preserve organ function has
led us to seek new therapeutic options. Until now, histopathology-based classifications
have been of little use in proposing personalized treatments and genetic studies in ITAC
are scarce due to the difficulty to organize clinical trials and obtaining big series.
Hypothesis. Considering that cancer is a genetic disease, all tumors could have genetic-
molecular alterations that serve as targets for biological therapies, meaning that they
make them sensitive to specific inhibitors (monoclonal antibodies and small molecules).
Objective. The overall objective of this work was the design and analysis of a panel of
119 actionable genes to expand the therapeutic alternatives available at ITAC.
Material and method. 48 ITAC samples and 24 blood samples for the germline study
were prospectively obtained from patients operated on at the Central University
Hospital of Asturias between 1998 and 2014. A panel of 119 genes was designed whose
mutations could predict sensitivity or resistance to therapies or to be specific drug
targets. The DNA of the samples was sequenced with the MiSeq system (Illumina Inc.).
The results were bioinformatically filtered and compared with the 27 cases germline.
Statistical analysis was carried out using the R program with a significance level of 0.05.
Results. In 48 ITACs, a total of 216 mutations were obtained in 69 of the 119 genes.
The germline study in 27 of ITACs confirmed 40% (52/131) somatic mutations. The
mutated genes were grouped according to the most frequently affected signaling
pathways; 7 cases (26%) with mutations in the RAS-RAF-MEK-ERK pathway (2 NF1,
3KRAS, 1 BRAF and 1 NF1-MAP2K1), 7 cases (26%) with mutations in the DNA repair
pathway due to Homologous Recombination (3 ATM, 3 BRCAL and 1 ATM-BRCA?2), 6
cases (22%) with mutations in the PI3K-AKT-mTOR pathway (1PIK3CA[x2]-PIK3R2,
4 PIK3CA, 1 MTOR) and 6 cases (22 %) with mutations in the Wnt / B-catenin pathway
(4 APC and 2 CTNNB1). We also found potentially pathogenic somatic mutations in the
genes that code for various receptor tyrosine kinase such as KIT (4%; 1/27), ROS1 (4%;
1/27), DDR2 (4%; 1/27), ERBB2, ERBB3 and ERBB4 (15%; 4/27) without finding
EGFR mutations.




Those ITACs with Wnt pathway mutations showed a lower number of recurrences
throughout the follow-up (p-value = 0.03), although with no impact on survival.
Mutations in the RAS-RAF-MEK-ERK pathway, despite being present in the papillary
and colonic subtypes, were significantly associated with a worse prognosis (OS: HR =
1,150; 95% CI = 1,028-1,287; pvalue = 0.015) and mutations in the Homologous
Recombination pathway defined a subgroup of ITAC with better prognosis (OS: HR =
0.207; 95% CI = 0.049-0.871; p-value = 0.032).

According to OncoKB fifteen variants of those confirmed as somatic and potentially
pathogenic were associated with cancer therapies in 41% (11/27) of ITACs.
Conclusions. The results of the study of this panel show a potential benefit of alternative
therapies in 41% of patients with ITACs. The study of genes that code for proteins of
the RAS-RAF-MEK-ERK, PI3K-AKT-mTOR, Wnt / B-catenin and Homologous
Recombination signaling pathways should be especially considered, performing co-

analysis with the germline for a good interpretation of results.
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OncoKB: Precision Oncology Knowledge Base (Base de conocimientos de oncologia
de precision).

PAF: Poliposis Adenomatosa Familiar.

PARPI: PARP1 inhibitors (Inhibidores de PARP1).

PCP: Polaridad Celular Planar.

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa).

PDL1: Programmed Death- Ligand 1 (Ligando 1 de muerte celular programada).
PET: Positron Emission Tomography (Tomografia por emision de positrones).
Pfam: Protein families database (Base de datos de familias de proteinas).
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RefSeq: Reference Sequence database (Base de datos de secuencia de referencia).
RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

RNS: Reactive Nitrogen Species (Especies reactivas de nitrogeno).
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RT: Radioterapia.

RTK: Receptor Tyrosine Kinase (Receptor tirosina quinasa).
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UICC: Union for International Cancer Control (Unién para el control internacional
del cancer).

VMAT: Volumetric-Modulated Arc Therapy (Terapia de arco volumétrico
modulado).

WHO: World Health Organization (Organizacion mundial de la salud).












Introduccion

Los tumores nasosinusales (TNS) difieren en etiologia, epidemiologia,
caracteristicas y perfil genético del resto de tumores de cabeza y cuello (laringe, faringe
y cavidad oral). Por lo tanto, deben considerarse tumores malignos Unicos dentro de las

neoplasias de cabeza y cuello.

En la cavidad nasosinusal se pueden desarrollar una amplia variedad de tumores,
con una de las mayores heterogeneidades del cuerpo humano y con diferentes
comportamientos y caracteristicas bioldgicas®. De todas ellas, las neoplasias epiteliales
son la forma predominante de malignidad representando el 50-90% de todos los TNS?2,
Dentro de estas, el carcinoma epidermoide es el mas frecuente (50-80%), seguido del
adenocarcinoma (10-20%)*’. Otros TNS son el neuroblastoma olfatorio, también
conocido como estesioneuroblastoma, carcinoma adenoide quistico, carcinoma
indiferenciado y carcinoma neuroendocrino®®. Menos frecuentes son el melanoma
primario de la mucosa nasal, diferentes tipos de sarcoma, tumores hematolinfoides,
tumores de células germinales y metéstasis de tumores primarios de otras partes del

cuerpo®.

El carcinoma epidermoide nasosinusal (CENS) ocurre predominantemente en el
seno maxilar y la cavidad nasal. El adenocarcinoma nasosinusal (ACNS) de tipo intestinal
(ITAC) y el estesioneuroblastoma surgen casi exclusivamente del epitelio respiratorio o
células glandulares que recubren la hendidura olfatoria del seno etmoidal®*°. Los demas
tipos de tumores nasosinusales pueden desarrollarse en cualquier lugar dentro de la
cavidad nasosinusal, aunque los tumores con la localizacion en el seno frontal y

esfenoidal son raros®.

El presente trabajo se basa en el estudio de los ITAC. Su patogenia es desconocida,
pero se relaciona con la exposicion ocupacional al polvo de madera y cuero por lo que es
considerado de gran importancia en salud laboral. El tratamiento estandar actual es la
cirugia y la radioterapia, pero la supervivencia global a los 5 afios, aunque ha aumentado
en los Gltimos afios, se mantiene aln baja (64-69%)*"13 y la quimioterapia convencional
(Cisplatino, 5-Fluorouracilo, Taxanos, etc.) ain no ha aportado resultados concluyentes.
De ahi surge la necesidad de desarrollar y estudiar el uso de nuevos farmacos o moléculas

alternativas en el tratamiento neoadyuvante, concomitante o adyuvante de estos tumores.
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1.1 HISTOPATOLOGIA

La clasificacion més empleada para los ACNS es la de la “World Health
Organization (WHO)”, 4.a edicion,}, que los divide en dos categorias: tipo intestinal
(ITAC, Intestinal-Type-AdenoCarcinoma) y tipo no intestinal (NITAC, Non-Intestinal-
Type-AdenoCarcinoma”). Los ITAC son con mucho los adenocarcinomas mas frecuentes

e histologicamente son casi idénticos al adenocarcinoma intestinal, de ahi su nombre!#15,

En cuanto a los subtipos histologicos, la clasificacion méas frecuentemente
empleada, por su simplicidad, es la propuesta por Barnes!® que los divide en cinco
categorias (Figura 1): papilar (18%), colonico (40%), s6lido (20%), mucinoso (22%) y
mixto (22%). Otra clasificacion es la sugerida por Kleinsasser y Schroeder!’ que los
divide en cuatro categorias: papilar-tubular de células cilindricas tipos I-111 (I: bien
diferenciado, 1I: moderadamente diferenciado y Ill: pobremente diferenciado), alveolar

con células “caliciformes”, con células en anillo de sello y transicional.

Un rasgo caracteristico que pueden tener todos los subtipos histol6gicos es la
diferenciacion o reprogramacion del epitelio nasosinusal hacia un epitelio intestinal, que
incorpora células reabsortivas, caliciformes, neuroendocrinas y de Paneth. El diagnéstico
diferencial incluye una localizacion secundaria de adenocarcinoma colorrectal y NITAC

de bajo grado?®.

La tincion inmunohistoquimica indica que los ITAC son positivos para CK20,
CDX-2, Villina y MUC2, como el adenocarcinoma col6nico, pero son positivos de
manera variable y tipica para CDK7, Cromogranina A y Sinaptofisina®®?,
Recientemente, el factor epigenético SATB-2 fue identificado como un marcador

adicional para ITAC?.

No existe una lesion precursora definida, pero se ha planteado la hipotesis de que
el desarrollo de los ITAC parte de la metaplasia intestinal del epitelio respiratorio y/o
glandular. Se han observado areas de metaplasia escamosa en la vecindad del tumor
asociando, en ocasiones, cambios displasicos, de forma similar a lo que ocurre en el

esofago de Barret o en la displasia gastrica>?.

Tambien se ha observado la expresion de TP53, que estd ausente en el epitelio
respiratorio normal, en la metaplasia escamosa, y parece estar relacionada con la
exposicion al polvo de madera y cuero®?* Ademas, la metaplasia escamosa puede
albergar la misma mutacion del gen TP53 que esta presente en el ITAC adyacente®*.
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Figura 1. Subtipos histélogos ITAC (hematoxilina-eosina 200x).

(A) Subtipo papilar con arquitectura papilar, minima atipia citolégica y escasas mitosis; (B)
Subtipo colénico con arquitectura tbulo-glandular mas pleomorfismo y figuras mitéticas; (C) Subtipo
solido poco diferenciado con crecimiento sélido, trabecular y formaciones tubulares aisladas, marcado
pleomorfismo y figuras mitéticas frecuentes; (D) Subtipo mucinoso con lagos de moco separados por finos

septos fibrosos y células en anillo de sello.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La aparicion de los ITAC se sitta entre los 50-60 afios y son seis veces mas
frecuentes en hombres que en mujeres, reflejando muy probablemente el riesgo

ocupacional®>%,

La incidencia de los TNS epiteliales es de 0,45 casos por cada 100.000
habitantes/afio y la de los ITAC de 0,003 por cada 100.000 habitantes/aiio®®, aunque
existen variaciones geograficas mundiales, siendo mucho més frecuentes en Europa o en
el norte de Espafia*®>?"?®, Esta variacion geografica podria reflejar la existencia de
factores de susceptibilidad genética actualmente no identificados, o exposicion a

diferentes tipos de madera u otros compuestos como el polvo de cuero.
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1.3 FACTORES DE RIESGO

El mecanismo etiopatogénico de los ITAC es aun desconocido, pero en Europa,
se ha relacionado con la exposicion ocupacional a varios carcindgenos en

aproximadamente el 90% de los casos?’2%-3L,

En los ITAC, los principales carcindgenos son el polvo de madera (roble y haya,
principalmente) y cuero, lo que le confiere gran importancia en salud laboral. Otros
factores etiologicos como el formaldehido y compuestos de cromo y niquel han sido
identificados como factores de riesgo en el desarrollo de TNS, pero sin haberse
confirmado un papel en el desarrollo de los ITAC estando principalmente asociados a
CENS y NITAC?72932:34,

Por otro lado, a diferencia de otros canceres de cabeza y cuello, no se ha
demostrado asociacion entre los ITAC y el tabaco o el alcohol®. Las infecciones por
virus Herpes simple, Epstein-Barr, Varicela-zoster, Papiloma humano, Citomegalovirus
o Adenovirus tampoco tienen relacion con los ITAC®,

Aunque existen variaciones geograficas de riesgo y resultados heterogéneos, en
un metaanalisis reciente, la exposicién al polvo de cuero se ha asociado de forma global

con un mayor riesgo relativo que la exposicion al polvo de madera?.

A pesar de esto, se estima que en la Unién Europea hay mas de 3,4 millones de
trabajadores expuestos al polvo madera y otros tantos expuestos al polvo de cuero, por lo
que la susceptibilidad genética también podria explicar la tasa relativamente baja de ITAC

a pesar de los sujetos expuestos a estos carcindgenos™’.

El carcindgeno mas estudiado ha sido el polvo de madera. El desarrollo tumoral
parece estar relacionado con el inicio temprano de la exposicion?, con la duracion (>15
afios) y el nivel de exposicion (>5mg/m®)2, con un intervalo medio entre el final de la
exposicion y el inicio del ITAC de 33 afios*. Aunque el tiempo medio de exposicion al
polvo de la madera es en general prolongado, pueden aparecer desde pocos afios hasta

décadas®.

Varios estudios evaluaron la genotoxicidad del polvo de madera in vivo a través
del estudio de especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas en trabajadores de la

madera a través por un proceso inflamatorio cronico®’-3,
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Tambiéen se descubrio que los extractos del polvo de madera inducen dafio en el
ADN*# | a produccion de 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-0xodG) es una de
las lesiones de ADN mas comunes en respuesta al estrés oxidativo y se considera como
un marcador celular de dafio oxidativo del ADN**#3, OGGL1 es la enzima implicada en la
reparacion por escision de base de esta 8-oxodG y se ha asociado recientemente con el
desarrollo y / o la progresion tumoral®448, Staffolani S et al.*” estudiaron un modelo
celular in vitro de células bronquiales observando que las células formadas después de la
exposicion tenian una menor expresion de OGG1 y una acumulacion de bases oxidadas
de ADN. Estos eventos se relacionaron con la activacion de la via EGFR-PI3K-AKT, que

participd en la activacion de mTOR y en la regulacion descendente OGGL.

1.4 CLINICA

La sintomatologia inicial suele ser anodina o incluir sintomas inespecificos como
obstruccion nasal, epistaxis, anosmia y rinorrea unilateral o bilateral que son comunes a
la mayoria de las enfermedades inflamatorias crénicas y a otros tipos de tumores
nasosinusales (benignos y malignos). La elevada prevalencia de patologias similares
benignas cronicas y la baja incidencia de las neoplasias explican el retraso diagnostico
que suele situarse entre 6 y 8 meses®*®. Debido a ello, con frecuencia, el diagndstico se
realiza en estadios avanzados cuando pueden aparecer sintomas por invasién orbitaria o
craneal (alteraciones oculares como edema palpebral, epifora, diplopia, proptosis o

exoftalmos y neurol6gicas como crisis comiciales o alteraciones de la conducta).

La incidencia de metastasis en los ganglios linfaticos cervicales en el diagndstico
inicial y seguimiento oscila entre un 2,4-8% y 1,8-2,4%, respectivamente, siendo
distintivo de un comportamiento tumoral agresivo'4°%. |as metastasis a distancia en el
momento del diagndstico son excepcionales, pudiendo desarrollarse durante el
seguimiento entre un 5-12% de los casos, pero rara vez en ausencia de recidiva

locorregional®351,
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1.5 DIAGNOSTICO Y ESTADIFICACION

La exploracion nasal con endoscopio flexible o rigido, ante una clinica
sospechosa, nos puede permitir visualizar la lesion nasal e incluso tomar una biopsia para
su estudio. La tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética nuclear (RMN)
aportan informacion precisa sobre la localizacion y extension tumoral, imprescindibles

para valorar la mejor opcion terapéutica.

El TC axial y coronal juega un papel importante en el estudio de estos tumores y
tiene como ventaja sobre la RMN la visualizacion de la afectacion 6sea de la drbita,
cavidad nasal y base del craneo (Figura 2). La RNM coronal, axial y sagital es superior
al TC para valorar la afectacion de tejidos blandos, diferenciando entre el tumor, el edema
peri tumoral y la retencidn de secreciones, por lo que suele requerirse junto con el TC
para delimitar el tumor (Figura 2). En la RMN, el contenido de mucina, la densidad
celular y la presencia de areas hemorragicas-necroticas afectan significativamente a la
sefial mostrada por los ITAC; los tumores ricos en mucina son hiperintensos en T2,
mientras que los ITAC sin produccion de mucina muestran isointensidad o hipointensidad
en T2%2. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las caracteristicas radiolégicas de los

ITAC son a menudo similares a las exhibidas por otros tumores malignos nasosinusales.

El 18F-fluorodesoxiglucosa-PET-TAC no suele usarse de rutina para el
diagnostico o seguimiento de estos pacientes, aungue se puede considerar en pacientes

con un estadio tumoral avanzado o sospecha de metéstasis®.

La estadificacion clinica de los TNS de origen epitelial se basa en su localizacion
y extension, de acuerdo con la 82 edicion de la clasificacion Tumor-Nodes-Metastases
(TNM) de la UICC (Union for International Cancer Control) y la AJCC (American Joint

Committee on Cancer) (Anexo 1)°,

12



Introduccion

Figura 2. Cortes coronales (A: RMN T2y B: TC) y cortes axiales (C: RMN T2y D: TC)
de un paciente con ITAC T3NOMO.

ITAC implantado en area olfatoria derecha, en estadio avanzado. El tumor ocupa la totalidad de
la fosa nasal derecha y parte de la izquierda, con erosion del septum y de la ldmina cribosa, pero sin

afectacion orbitaria o intracraneal. Ademas, obstruccion secundaria del complejo osteomeatal bilateral. La

RMN nos permite valorar la ocupacion hiperintensa de los senos maxilares compatible con secreciones.

1.6 TRATAMIENTO

La estrategia terapéutica Optima debe centrarse en el control local de la
enfermedad y en reducir la tasa de metéstasis a distancia, con una morbilidad aceptable.
La reseccion quirdrgica completa seguida o no de radioterapia (RT) postoperatoria es la
base del tratamiento de la mayoria de los TNS, y en concreto de los ITAC, tanto

inicialmente como en las recidivas®®®,

No obstante, es importante plantear un tratamiento integral (cirugia, RT,
quimioterapia [QT], terapias bioldgicas) e individualizado en funcién de la histologia y

el estadio tumoral, la edad y las comorbilidades del paciente, y el tratamiento previo®~’,
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1.6.1 Cirugia

La cirugia radical de base de craneo es el pilar principal en el tratamiento en estos
tumores. Dada la escasa incidencia de metastasis que mencionamos previamente, el

tratamiento cervical profilactico no ha demostrado beneficio®®.

A pesar de esto, en ocasiones, la reseccion subtotal junto con la RT adyuvante es
la mejor opcion cuando el tumor infiltra estructuras neurovasculares criticas (fosa craneal
anterior, quiasma optico, seno cavernoso, etc.). La cirugia también puede ser usada como
tratamiento paliativo para disminuir los sintomas locales (obstruccién nasal, sangrado,
proptosis, etc.) con un impacto en la supervivencia probablemente mayor que otras

modalidades de tratamiento paliativo®®.

Sabiendo esto, debe seleccionarse la técnica quirargica de base de craneo (abierta,
endoscopica o combinada) que permita la mayor radicalidad en la exéresis y margenes
oncologicos libres con la menor morbilidad posible. En comparacion con los abordajes
tradicionales, la cirugia endoscépica permite abordar lesiones profundas centrofaciales,
con una exposicion directa de la linea media, una menor manipulacion del parénquima
cerebral y de estructuras neurovasculares y una desvascularizaciéon tumoral precoz. Los
resultados oncoldgicos son similares a los obtenidos con los métodos abiertos!!:12:5559-61
y la reseccion tumoral fragmentada no parece comprometer los resultados oncolégicos,

siempre que los margenes de reseccion sean negativos®?.

Desde la perspectiva del paciente, las ventajas de la cirugia endoscépica son la
disminucion del tiempo quirdrgico y de hospitalizacion, la menor tasa de complicaciones

y la ausencia de incisiones faciales®.

Los abordajes externos o0 combinados (reseccion craneofacial 'y
craneoendoscopica, respectivamente) estan indicados en casos seleccionados que no se
controlan adecuadamente via transnasal, es decir, cuando existe infiltracion intracraneal
importante, extension dural supraorbitaria, invasion facial e invasion masiva del sistema

lagrimal y / o contenido orbitario®?,

Cuando existe un defecto quirtrgico dural es necesaria la reconstruccion para
separar el area cerebral aséptica de la cavidad nasal séptica y también para prevenir la
fuga de liquido cefalorraquideo, existiendo en la actualidad numerosas técnicas. Los
colgajos locales mucoperidsticos rara vez estan disponibles ya que suele ser necesaria la

reseccion de sus componentes por infiltracion tumoral directa o por la necesidad de
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sacrificar su pediculo vascular. Sin embargo, en resecciones unilaterales se puede utilizar
la mucosa septal contralateral pediculada en las arterias etmoidales®°® o en la rama septal
de la arteria esfenopalatina (colgajo naso-septal)®*%’. Cuando esto no es posible, la
reconstruccion de la duramadre puede realizarse con colocacion de injertos de tejido
(fascia lata, matriz de coladgeno o grasa abdominal) en dos o tres capas (intradural,
epidural y extracraneal). En casos de reseccion craneoendoscoépica / craneofacial con
defectos extensos, debe considerarse la utilizacion de colgajos de pericraneo, de fascia

temporoparietal, o incluso el uso de colgajos libres microvascularizados®®-2,

1.6.2 Radioterapia

La literatura actualmente disponible sugiere que los ITAC papilar y col6nico en
estadios precoces (T1-T2) pueden ser tratados con cirugia radical exclusivamente” "4, En
todos los demas casos (T3-T4, subtipo sélido, mucinoso y / 0 margenes involucrados), la
RT complementaria debe ser considerada. Sin embargo, debido a la alta tasa de recidiva
local (39-51%)*13 y la dificultad frecuente para obtener margenes oncoldgicos 6ptimos,
la mayoria de los autores recomiendan el uso de RT adyuvante, la cual no deberia

administrarse mas alla de 6 semanas tras la cirugial**2.

La radioterapia de intensidad modulada (IMRT, Intensity-Modulated Radiation
Therapy), la radioterapia guiada por la imagen (IGRT, Image-Guided Radiation
Therapy), la tomoterapia, la arcoterapia modulada volumétricamente (VMAT,
Volumetric-Modulated Arc Therapy) y la terapia con particulas son las técnicas de
eleccion en el tratamiento de los TNS ya que son capaces de delimitar con precision la
zona a tratar y graduar la dosis en diferentes areas segun la localizacién y la extension del
tumor. Con ello se consigue aplicar la maxima dosis en la zona de implantacién tumoral
y areas colindantes, minimizando la toxicidad en estructuras adyacentes criticas (globo

ocular, nervio 6ptico, glandula lagrimal, I6bulo frontal, médula espinal, etc.)’.

1.6.3 Quimioterapia

La indicacion clasica para el uso de QT en TNS es el tratamiento paliativo de
pacientes con tumores localmente avanzados o metastasicos cuando la cirugia y la RT
estd contraindicada o ya no controla la enfermedad con eficacia. Sin embargo, la

necesidad de mejorar el control local, aumentar la supervivencia y preservar la funcion

15



Introduccion

del organo, junto con el desarrollo de nuevas técnicas de radioterapia, ha llevado a

explorar la adicion de QT al tratamiento estandar.

La secuencia apropiada de las diferentes modalidades de tratamiento es
importante a la hora de valorar los resultados ya que la QT neoadyuvante esta destinada
al control de las metéastasis a distancia y posiblemente a mejorar el control local, y la QT
adyuvante a aumentar el control locorregional. Ademas, debe tenerse en cuenta la
toxicidad del tratamiento y si pudiera suponer un retraso quirdrgico que condicione el

prondstico.

Se ha descrito que los ITAC con TP53 tipo salvaje presentan una mejor respuesta
alaQT, mayor probabilidad de respuesta completa y mejor prondstico pudiendo justificar
su uso en ITAC avanzado con gen TP53 salvaje” "’

Debido a la baja incidencia de estos tumores, se han realizado pocos ensayos
clinicos especificos en TNS, por lo que la QT o los protocolos de quimio-radioterapia
generalmente se basan en enfoques previos de otros tumores de cabeza y cuello mas
comunes, como la preservacion de 6rgano en el cancer de laringe. Ademas, la mayoria de
las series publicadas mezclan diferentes tipos histoldgicos y son pocos los estudios
realizados en ITAC exclusivamente; principalmente series pequefias retrospectivas y
escasos estudios en fase Il. Por lo tanto, no hay grandes estudios controlados que evallen
las diferentes opciones de tratamiento y la secuencia de este.

Con respecto a la QT de induccién (QTI), existe una cantidad limitada pero
creciente de estudios basados en platino (en combinaciéon con 5-Fluorouracilo [5-FU],
Taxano, Ifosfamida o Vincristina) previo a la terapia local definitiva en TNS’®, A pesar
de la falta de ensayos aleatorios, los datos de multiples estudios de TNS, sugieren que la
QTI puede jugar un papel importante en la mejora de la supervivencia’-® con un posible
papel en la preservacion de 6rganos o estructuras®®®’. Un ensayo clinico de fase Il en
varios TNS basado en QTI con esquema PFL (Cisplatino, 5-FU y Leucovorin) mostré un
16% de respuesta completa y una mejor supervivencia en los respondedores
(supervivencia global a los 3 afios: 100% vs 65%, pvalor=0,09; supervivencia libre de

enfermedad a los 3 afios: 100% vs 43%, pvalor=0,03)%,

El uso de QRTc ha sido ain menos estudiado en TNS y fundamentalmente se ha
estudiado en CENS con una experiencia limitada basada en estudios retrospectivos’’#°.

La evidencia sugiere que la QRTc aumenta la supervivencia y permite el control
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locorregional en TNS® pero no se han realizado estudios comparativos en ITAC que
demuestren un beneficio de supervivencia estadisticamente significativo para la quimio-

radioterapia concomitante versus los protocolos de quimioterapia neoadyuvante.

Un estudio reciente realizado en el Anderson Cancer Center en 95 pacientes con
SNUC, demostré que los pacientes que logran una respuesta favorable a la QTI, la QRT
definitiva mejora la supervivencia en comparacion con los que se someten a cirugia
definitiva. En pacientes que no logran una respuesta favorable a la QTI, la cirugia, cuando
sea factible, parece proporcionar un mejor de control de la enfermedad y una mejor

supervivencia®l. No existen estudios similares en ITAC.

Se han explorado otras modalidades de QT en ITAC como la QT intraarterial, que
no esta recomendada’’, y la QT tdpica. La tendencia a la recurrencia local sin metastasis
a distancia ha llevado a algunos autores a recomendar la reseccién quirdrgica seguida de
QT adyuvante topica (5-FU) transnasal semanal con resultados similares de

supervivencia a 5 aflos comparado con cirugia y RT adyuvante5292-9,

En conclusion, se necesitan més estudios para definir mejor el papel y la secuencia
apropiada de la QT en TNS'y, en concreto, en ITAC. El uso de marcadores moleculares
predictivos de respuesta al tratamiento adyuvante en pacientes con tumores nasosinusales

representaria un importante avance terapéutico, como se sugiere con TP53.

1.6.4 Bioterapia e Inmunoterapia

Las caracteristicas genéticas y moleculares se utilizan cada vez mas como dianas
para el tratamiento con inhibidores de pequefia molécula o de anticuerpos monoclonales
en muchos tipos de tumores. Hasta la fecha, la mayoria de los estudios genéticos sobre
ITAC se han centrado en un namero limitado de genes y proteinas conocidos por estar
involucrados en otros adenocarcinomas, particularmente colorrectales y pulmonares u
otros tumores de cabeza y cuello. A pesar de las similitudes histologicas con el CCR, no
hay evidencia de la eficacia de agentes sistémicos, utilizados en CCR, en el ITAC

avanzado’>77:9%,

Ademas, contrario al CCR, donde los estudios de biopsia liquida han mostrado

resultados muy prometedores, no hay evidencia de su papel potencial en ITAC®7-1%°,
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En virtud de su perfil mutacional, que se caracteriza por una baja incidencia de
mutaciones en EGFR, HER2, KRAS y BRAF y una alta tasa de ganancia del nimero de
copias EGFR, se ha propuesto que los ITAC pudieran ser tumores adecuados para drogas
anti-EGFR101-103,

No obstante, solo consta una publicacion en la literatura sobre un paciente con
ITAC tratado con Cetuximab y los autores informaron una respuesta deficiente a la
bioterapia, que explicaron podria atribuirse a una mutacion en KRAS revelada por el
analisis de células tumorales circulantes, pero previamente no detectada en el muestreo

primario del tumor®,

También se ha propuesto que el subgrupo de pacientes con mutacion en HRAS
(16%) puede beneficiarse de la administracion de inhibidores de la via MAPK (Mitogen-

Activated Protein Kinases)*.

La alta tasa de mutacion de MET (64%) hace que los inhibidores de MET sean

otra alternativa interesante para varios autores*:10°,

Finalmente, la expresion de PD-L1 (Pogramed Death-Ligand 1) en el ITAC Yy las
células inmunes se ha observado en el 17% y 33% de los casos respectivamente, sin
mostrar valor pron6stico’®. Estos datos sugieren que la inmunoterapia podria ser

razonable en el tratamiento multimodal de ITACs seleccionados.

A pesar de todo esto, la mayoria de los potenciales farmacos bioterapéuticos e
inmunoterapéuticos en los ITAC siguen siendo tedricos, y actualmente no hay datos
clinicos disponibles. El desarrollo de enfoques novedosos con quimioterapia sistémica, y
terapia molecular dirigida (guiada por el perfil gendmico de tumores) exclusiva o en
combinacion con otras modalidades terapéuticas (neoadyuvante, concomitante o

adyuvante), podria contribuir a mejorar el control de la enfermedad.

1.7 SEGUIMIENTO

En consecuencia con la tasa de recurrencia local, la vigilancia postoperatoria debe
centrarse en la cavidad nasosinusal. El seguimiento incluye una combinacién de
evaluaciones clinicas y de imagen cuyo objetivo es detectar de forma temprana las
recurrencias, complicaciones y secuelas derivadas del tratamiento. En la evaluacion

endoscopica, se pueden identificar y biopsiar pequefas lesiones superficiales de la
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mucosa, sugestivas de recurrencia. La endoscopia también puede facilitar el diagnostico
de secuelas post-tratamiento, tales como sinequias, estenosis o cierre del ostium sinusal
que puede derivar en una sinusitis sintomatica. La RMN es crucial para detectar recidivas
submucosas, como las surgidas en el hueso, pero también puede ser util en la
diferenciacion del tejido inflamatorio, especialmente en los pacientes radiados, de la
recidiva local. Ademas, se pueden identificar algunas complicaciones tardias, como
mucoceles asintomaticos. El papel del PET-TC en el seguimiento de los pacientes con
neoplasias malignas nasosinusales sigue siendo poco claro. La deteccion precoz de
metastasis a distancia no esta generalmente asociada con alteraciones significativas en el
curso clinico pero la mayor disponibilidad para su realizacion lo convierte en un estudio

aconsejable en el preoperatorio, en la planificacion terapéutica y en el seguimiento.

El seguimiento ideal consiste en una evaluacion endoscopica cada 2—-3 meses, con
RMN cada 3-4 meses durante el primer afio, una evaluacion endoscépica con RMN dos
veces al afio desde el segundo al quinto afio, y evaluacion endoscopica anual con RMN a
partir de entonces’.

Aunque no estd basado en evidencia solida, generalmente se recomienda un
seguimiento de por vida para los pacientes con ITAC, ya que se ha observado la aparicion

de recurrencias hasta 19 afios tras el tratamiento®?.

1.8 PRONOSTICO

El prondstico de los tumores malignos nasosinusales es malo pero los pacientes
con ITAC son los (nicos que han mejorado su supervivencia a lo largo de los afios®. La
Supervivencia Libre de Enfermedad (SLE) a los 5 afios se sitta entre el 62 y el 74%, la
Supervivencia Global (SG) entre el 64 y 69% y la Supervivencia Especifica para
Enfermedad (SEE) entre el 64% y el 82% en diferentes series*113,

La principal causa de su alta mortalidad son las recidivas locales11132528.107 5
pesar de su adecuada extirpacion quirdrgica, y ocurren mas frecuentemente en los

primeros dos afios de seguimiento®10810°,

No obstante, los resultados oncoldgicos estan influenciados por varios factores

que incluyen caracteristicas del paciente y caracteristicas biologicas del tumor. La edad
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superior a 75 afios, el sexo masculino y la raza negra se han identificado como factores

pronosticos adversost?e,

Los factores tumorales que influyen en el desarrollo de recidivas y en la
supervivencia son la clasificacion T#362° el subtipo histologico>!™, la extension
intracraneal y orbitaria y la aparicion de metastasis!t1273110.112113 'Sa ha demostrado que
los subtipos bien diferenciados (papilar y col6nico) tienen un mejor pronosticol! y que
la supervivencia a 5 afios disminuye del 80% al 30% al pasar de un tumor T1 a un T4235,

En cuanto a los factores dependientes de los estudios moleculares, el estado del
gen TP53 y la expresion de la proteina B-catenina son considerados marcadores de mal

pronostico’®114,

1.9 TUMORIGENESIS

La tumorigénesis de los ITAC sigue siendo desconocida. Varios autores han
trabajado en estos tumores con diferentes enfoques clinicos y de investigacion
(principalmente sobre muestras tumorales), pero no se dispone aun de un conocimiento
suficiente para explicar los pasos genéticos de la carcinogénesis y las vias moleculares de

progresion.
1.9.1 Inflamacion crénicae ITAC

Los polvos organicos asociados con el desarrollo de tumores no se consideran
directamente mutagenos, pero estos materiales se asocian con inflamacion crénica, que

es un mecanismo reconocido de tumorigénesis en varios tipos de cancer.

Se ha descrito expresion aberrante de proteinas involucradas en la inflamacion
cronica como NF kB, COX-2, INOS y TNF-a en pacientes con ITAC expuestos al polvo
de madera. Tras la estimulacion con polvo de madera, los macréofagos alveolares liberan
especies reactivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas del nitrogeno (RNS), tales
como la COX-211>117 Mediante andlisis inmunohistoquimico se demostré positividad
para COX2 en el 52% de los casos de ITAC siendo mayor que en CENS!S,

La mayor expresion de NF kB y COX2 se describié en el subtipo solido de ITAC y la

positividad méas baja en el subtipo mucinoso*8,

Las transiciones G>A estdn tipicamente relacionadas con la exposicion a

carcindgenos. Estas mutaciones en TP53 fueron demostradas de forma casi exclusiva en
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trabajadores expuestos al polvo de madera no fumadores. Ademas, la transicion G>A en
KRAS fue la mutacién més frecuente encontrada en pacientes con ITAC que tenian una

historia de exposicion a la madera y al polvo de cuero®’-101:119-124,

A pesar de lo mencionado, se necesitan mas estudios para confirmar esta relacion,
y también para explicar por qué ninguna de las patologias inflamatorias conocidas de la
cavidad nasosinusal, tales como rinitis y polipos, parecen estar asociadas con un mayor

riesgo de cancer. Tales estudios pueden abrir perspectivas de prevencion y tratamiento.

1.9.2 Células madree ITAC

El estesioneuroblastoma es el Gnico tipo de tumor nasosinusal que ha demostrado
derivarse del epitelio olfatorio. La evidencia clinica y radioldgica sugiere que los ITAC
también se originan del epitelio olfatorio que recubre la hendidura, Por lo tanto, estos tipos
de tumores podrian ser resultado de la expansion de células madre (CSCs, Cancer Stem
Cells) localizadas en estas regiones particulares capaces de experimentar diferenciacion
en varios tipos de células. Apoyando esta sugerencia, se han descrito ITAC que muestran
mas de una apariencia histoldgica en el mismo tumor o variaciones histoldgicas entre el

tumor primario y su recidiva.

Por lo tanto, el estudio de las CSCs y del microambiente tumoral puede tener
implicaciones clinicas en el cancer nasosinusal, en particular porque estas células han
sido relacionadas con las recidivas y la resistencia a la quimioterapia, que son
caracteristicas tipicas de los ITAC. Sin embargo, no hay estudios actualmente en ITAC

que hayan demostrado esta teoria.

1.9.3 Estudios gendmicos de los ITAC en muestras tumorales

Se ha mapeado el perfil de cambios gendémicos en series de tumores primarios con
técnicas como FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), CGH (Comparative Genomic
Hybridization) y array de CGH (CGH-array) y MLPA (Multiplex Ligation-dependent

Probe Amplification)?512°,

En general, estos estudios han demostrado que los ITAC tienen genomas
aneuploides complejos que portan una gran variedad y un gran numero de aberraciones

cromosdmicas, como ocurre con los tumores sélidos*?®27, Una excepcion podria ser el
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ITAC subtipo papilar, que parece ser predominantemente diploide y con pocas

aberraciones genéticas!!8126.127,

Las ganancias mas frecuentes ocurren en los brazos cromosémicos 5p, 7q, 8q, 12p
y 20q y las pérdidas en 4q, 5q, 8p, 17p y 18g. Las ganancias en 5p, 12p y las pérdidas en

4q son tipicas de ITAC y no han sido descritas en otros adenocarcinomas'?>12,

Por otro lado, las variaciones en el nimero de copias (CNA, Copy-Number
Alterations) mas frecuentes en el adenocarcinoma de pulmon y colon, como la ganancia
de 16p y pérdidas de 9p y 15q, son poco frecuentes en ITAC8130.131 Es dificil especular

sobre genes especificos sobre la base de CNA que abarcan varios pares de megabase.

Recientemente Lopez-Hernandez A et al'!® presentaron cinco subgrupos de ITAC
con resultados clinicos distintos basados en distintos perfiles de CNA. Describieron
ademas 7 CNAs especificos significativamente asociados con una peor supervivencia
global: ganancias en 1g22-23, 3928-29, 6p22 y 13q31-33, y pérdidas en 4p15-16, 4¢932-
35y 10g24.

1.9.4 Estudios genéticos de los ITAC en muestras tumorales

Los estudios genéticos realizados hasta la fechaen ITAC, amenudo, se han guiado
por los hallazgos de tumores mas frecuentes y mejor estudiados en ORL, como el
carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CECC), o por una histologia similar,
como el adenocarcinoma colorrectal, cuyas similitudes pueden sugerir alteraciones
genéticas y moleculares similares. Trabajando segun esta hipdtesis, varios autores
compararon las aberraciones genéticas de ITAC con el CCR, pero sus hallazgos no

parecen respaldar esta hipotesis!20-122132

Los, estudios genéticos en ITAC se han centrado principalmente en el estudio del
estado de los receptores tirosina quinasa (RTKs, Receptor Tyrosine Kinases) como
EGFR, la ruta de sefializacion RAS-RAF- ERK, la via de Wnt/B-catenina y el gen TP53.

En cuanto a los RTKs, los estudios inmunohistoquimicos (IHQ) han mostrado una
sobreexpresion del 20-33% de EGFR13, Sin embargo, las mutaciones en EGFR son
poco 0 nada frecuentes (0-5.5%)101:102123.133 Tampjén se ha estudiado la expresion de
otros RTKSs en ITAC como ERBB2 (0-8%)'%311513 MET (64%)'% y ALK (0%)**°.
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Debido a la no desdefiable sobreexpresion proteica de EGFR se propuso el uso de
farmacos anti-EGFR. Entre los factores mas importantes que determinan la resistencia a
estos tratamientos estan las alteraciones de la via de sefializacion RAS-RAF-ERK. Por
este motivo, se ha estudiado el perfil de mutaciones en KRAS, HRAS y BRAF en ITAC.
Las mutaciones en KRAS varian en frecuencia entre un 6% Yy un 15%
generalmentel01:102.118.133.136 “aunque existen trabajos con frecuencias superiores (43 y
50%)*23137, Las mutaciones en HRAS se han descrito en el 16% de los ITAC'?, Las

mutaciones en BRAF son casi inexistentes (0-6%)!01102:123.124.133

La ruta de sefializacion Wnt es de las mas ampliamente estudiadas ITAC por su
frecuente alteracion en el CCR. La via canonica (Wnt/ B-catenina) es importante en la
determinacion del destino celular y tiene una funcion fisioldgica en el desarrollo
embrionario de la cresta neural, el corazén y el tracto gastrointestinal. En la mayoria de
los tejidos adultos, esta via esta inactiva, excepto en algunas células madre. El actor
central de esta via es la B-catenina, una proteina codificada por el gen CTNNBL. La
activacion de esta via, detectada como expresion nuclear de -catenina, se observa en
aproximadamente el 30-40% de los ITACY43 aunque hay resultados con nula
expresion nuclear!®¥ A pesar de todo esto no se han encontrado mutaciones en
CTNNBL, pero si en otros genes que codifican componentes de la via como APC (28-
3796)137:140,

La forma no canonica es importante en el control del movimiento celular mediante
la interaccion con las proteinas del citoesqueleto y la polaridad de los tejidos que regulan
la via de sefializacion del calcio. Promueve la asociacion entre la -catenina y la E-
cadherina en la membrana celular por la proteina WNT-5a aumentando la adhesividad
celular. La pérdida membranosa de E-cadherina y de B-catenina se ha descrito en el 6-
20% y 25% de los ITAC, respectivamente!'*1%, El patron de expresion de B-catenina y
E-cadherina se asemeja mas al descrito en el CCR relacionado con la enfermedad
inflamatoria intestinal que al descrito en el CCR esporadico, lo que apoya que la

inflamacion cronica juega también un papel en ITAC,

La acumulacion de TP53 es una caracteristica comin en ITAC, con una
inmunopositividad que oscila entre 50-70% de los casos®"117:122132138 E| gen TP53 es el
mas frecuentemente mutado en cancer. En ITAC, la mutacion del gen TP53 se ha
asociado con la exposicion al polvo de maderay se ha descrito una frecuencia de mutacion

muy variable; del 18 % al 869%377>117:122.132
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Recientemente también se han estudiado alteraciones epigenéticas en ITAC
encontrado metilacion recurrente en los genes CDH3, ESR1, APC, TIMP3, CASP8, HIC1
y RASSF1141,

Basado en todo esto, los estudios genéticos en ITAC han mostrado una menor
mutacion en TP53, menor activacion de la via Wnt / B-catenina y mutaciones poco o nada

frecuentes en la via RAS- RAF-ERK en comparacion con el CCR.

A diferencia del CCR vy el cancer de pulmén, donde se han descrito varios genes
con mutaciones de alta frecuencia con implicaciones terapéuticas (APC, TP53, SMAD4,
PIK3CA, KRAS, BRAF en CCRy TP53, CDKN2A, STK11, EGFR, KRAS, NRAS en cancer
de pulmén)!#214 hasta la fecha son pocos los estudios que han sido capaces de
correlacionar los hallazgos genéticos con datos clinico-patolégicos o prondsticos en
ITAC.

En cuanto al subtipo histoldgico, la sobreexpresion proteica de EGFR esta descrita
especialmente en los ITAC subtipo coldnico!®t118144145 v |3 mutacion de KRAS se ha
asociado a los subtipos histoldgicos de bajo riesgo (colénico y papilar)!!812413¢ g jgual
que la sobreexpresion nuclear de B-cateninal'#1%:13 por otro lado, se ha descrito una
mayor pérdida de expresion de E-cadherina''® y una menor mutacion y acumulacion

de TP53 en el subtipo mucinoso!!®8138 como ocurre en el CCR46-149,

En términos prondsticos, la mutacion en KRAS se ha asociado con una mejor SG
de forma significativa'?3, a diferencia de lo descrito con la presencia de mutaciones en
HRAS que se ha relacionado con una peor SG y SLE'?. El aumento de expresion nuclear
de B-catenina ha sido descrita como un factor de mal pronéstico independiente del estadio
tumoral y del subtipo histologico en ITAC4,

En cuanto al gen TP53, dada la estrecha relacién entre las alteraciones del gen con
la exposicion ocupacional y dado que su mutacién parece aumentar con la duracion y
cantidad de exposicion al polvo de madera, puede representar un marcador potencial de
las primeras fases de la carcinogénesis'®* %!, Ademas, el ITAC con una proteina TP53 no
funcional se ha relacionado con un peor pronostico y, como comentamos previamente,

con una peor respuesta a la QT">7°,
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Hipotesis

Los pacientes con cancer nasosinusal, y mas concretamente los ITAC, tienen una
baja prevalencia y supervivencia. Su tratamiento estd basado fundamentalmente en la
cirugia y la radioterapia con una mala respuesta, en general, a las quimioterapias actuales.
Por lo tanto, es importante desarrollar nuevas alternativas terapéuticas.

Considerando que el cancer es una enfermedad genética, partimos de la hipotesis
de que todos los tumores tienen alteraciones genético-moleculares que podrian servir
como dianas de terapias bioldgicas, es decir, ser sensibles a inhibidores especificos
(anticuerpos monoclonales y moléculas pequefias).

Los estudios genéticos en ITAC son escasos porque el cancer nasosinusal es raro,
con una incidencia menor a 1/100.000 habitantes/afio como hemos visto anteriormente.
Eso también dificulta la organizacion de ensayos clinicos y coleccion de series amplias.
Hasta ahora, las clasificaciones basadas en la histopatologia se han mostrado poco Utiles
a la hora de segregar tratamientos personalizados.

Actualmente se estan desarrollando y llevando a cabo ensayos clinicos en los
tumores mas prevalentes del organismo (pulmén, colon, mama, etc) basados en
marcadores moleculares predictivos de respuesta farmacoldgica en otras neoplasias
(basket trials). Apoyados en este concepto, este trabajo busca clasificar los tumores
nasosinusales por sus caracteristicas genético-moleculares, independientemente de su
histopatologia, para estudiar posibles terapias dirigidas. Para ello, la premisa a la hora de
disefiar el panel de este trabajo fue incluir y estudiar aquellos genes relacionados con la
sensibilidad o resistencia a inhibidores especificos. Esto es debido al caracter
eminentemente traslacional de esta investigacion que busca una aplicacion practica para

el tratamiento de estos tumores.
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Obijetivos

El objetivo global de este trabajo fue el disefio y andlisis de un panel reducido de
genes “accionables” para ampliar las alternativas terapéuticas disponibles en ITAC.
Deberia ser econdmicamente viable, rapido, con suficiente profundidad para ser aplicable
a la clinica y que pudiera realizarse con una pequefia biopsia de tejido tumoral del

paciente.

Planteamos los siguientes objetivos especificos:

1) Describir los aspectos clinicos de la serie.

2) Analizar los resultados de la NGS de un panel de 119 genes.

3) Evaluar si las mutaciones obtenidas son somaéticas y potencialmente
patogénicas mediante andlisis bioinformatico y el estudio de la linea germinal.

4) Analizar las rutas de sefializacion afectadas por las mutaciones.

5) Relacionar los resultados genéticos con las caracteristicas clinicas.

6) Valorar la aplicabilidad de la secuenciacion masiva en terapias personalizadas
para los pacientes con ITAC.
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Material y método

4.1 PACIENTES Y MUESTRAS TISULARES

Se obtuvieron prospectivamente 48 muestras de ITAC de pacientes tratados
quirdargicamente en el departamento de otorrinolaringologia del Hospital Universitario
Central de Asturias (Oviedo, Espafia) entre 1998 y 2014. En 27 casos, también se
pudieron obtener muestras de sangre periférica para el estudio en paralelo de ADN
germinal, condicionado esto por la disponibilidad del paciente. Las muestras tumorales

fueron congeladas y almacenadas en el biobanco de nuestro hospital.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion del Principado
de Asturias y se obtuvo el consentimiento informado para la recoleccion, el

almacenamiento y el anélisis de las muestras de todos los pacientes.

Los criterios de inclusion fueron: (1) diagnostico de ACNS variante ITAC
nasosinusal, (2) cirugia curativa como primer tratamiento y (3) muestra tumoral recogida
y disponible de optima calidad. Los criterios de exclusion fueron: (1) enfermedad
inoperable o tumores irresecables al diagndstico, (2) presencia simultdnea de otros
tumores primarios nasosinusales al diagndstico, (3) otros tratamientos previos y (4)

muestra de mala calidad.

Todos los pacientes incluidos fueron tratados quirdrgicamente con intencion
curativa. Como regla general, se indico la radioterapia a todos los pacientes con; (1)
clasificacion T3-T4, (2) subtipo histologico sélido o mucinoso y (3) margenes

quirdrgicos sospechosos de afectos o no valorables macroscépicamente.

Los datos clinico-patoldgicos fueron recogidos de la historia clinica hospitalaria
e incluyeron el sexo, la edad, la exposicién a carcindgenos conocidos en ITAC, el
consumo de tabaco, el tamafio y la extension del tumor, el tratamiento (cirugia, RT y/o
QT postoperatoria) y seguimiento clinico (recurrencia y supervivencia). Todos los
pacientes, salvo dos pacientes que realizaron seguimiento en su comunidad de origen,

fueron seguidos un minimo de 60 meses o hasta su fallecimiento.

El diagnéstico de ITAC y del subtipo histolégico fue confirmado por un patélogo
independiente, experto en estos tumores, segun la clasificacion histoldgica de la
Organizacion Mundial de la Salud de 2017%. Tras esto, el subtipo histologico fue
reclasificado en 13 casos (27%). Hay que sefialar que la indicacion de tratamiento
complementario se tomd en base al subtipo histolégico inicial. Esto pudo condicionar la

no indicacién de RT en 3 pacientes, aunque no de forma exclusiva.
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4.2 DISENO DEL PANEL

Seleccionamos los genes del panel en base a los siguientes criterios: (1) su
mutacion podria ser diana directa de un farmaco aprobado por la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, Food and Drug Administration;
www.fda.gov) o por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, European Medicines

Agency; www.ema.europa.eu/ema/) en el tratamiento del cancer, (2) su mutacion podria

ser diana directa o indirecta de un farmaco que esta bajo investigacion en ensayos clinicos
(preliminares o avanzados) en el tratamiento del cancer, (3) su mutacion podria ser diana
directa o indirecta de un farmaco bajo investigacion en estudios preclinicos en el
tratamiento del cancer y (4) su mutacién podria predecir la sensibilidad o resistencia a
farmacos especificos aprobados, bajo investigacion o en estudios preclinicos en el

tratamiento del cancer.

De esta forma, excluimos aquellos genes del cancer cuyas alteraciones somaticas
solo tienen valor clinico diagnostico y / o pronostico, es decir, sin valor predictivo

terapéutico y conformamos un panel de 119 genes (Figura 3).

Las sondas se disefiaron para cubrir toda la secuencia de codificacion, todos los
exones de los 119 genes, para la deteccion de variaciones de nucleétido Unico (SNV,
Single Nucleotide Variant), inserciones o deleciones (indels) y CNA, asi como intrones

especificos de ciertos genes para detectar los reordenamientos seleccionados.

36


http://www.fda.gov/
http://www.ema.europa.eu/ema/

Material y método

Figura 3. Lista de los 119 genes que componen el panel.
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4.3 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN EN LAS
MUESTRAS TUMORALES Y GERMINALES

Las muestras fueron obtenidas de &reas representativas de la pieza quirdrgica en
todos los casos, evitando areas de necrosis o dudosas. EI ADN gendémico de las muestras
tumorales se extrajo utilizando el micro kit de extraccion de tejido Qiagen (Qiagen
GmbH, Hilden, Alemania). Para obtener el ADN germinal se procesaron 4 ml de cada
muestra de sangre con el kit de preparacion de plantillas de PCR de alta pureza (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).

Todas las muestras de ADN aisladas se cuantificaron por fluorimetria, usando el
kit Qubit dsDNA HS y por espectrofotometria (NanoDrop) como control de calidad del
ADN al utilizar el indice Q/N (concentracién Qubit/concentracion NanoDrop >0.29).

4.4 CONSTRUCCION Y CAPTURA DE BIBLIOTECAS

La preparacion de las bibliotecas es el siguiente paso del proceso, en él se preparan
los &cidos nucleicos extraidos para la reaccion de secuenciacion. Implica la fragmentacion
del ADN, la ligadura del adaptador y el enriquecimiento del objetivo de interés. Después
de la preparacion de la biblioteca, se aplican controles de calidad para determinar si se
debe continuar con el resto de los procedimientos. Los controles de calidad incluyen
cuantificacion, andlisis de tamafio de fragmentos y PCR cuantitativa utilizando

secuencias adaptadoras para el cebador.

La secuenciacion se realizd mediante el kit de enriquecimiento de objetivos
SureSelectQXT de Illumina Secuencia multiplexada (Agilent Technologies, Santa Clara
CA, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante (version DO del protocolo,
Noviembre, 2015).

Veinticinco ng de ADN bicatenario, cuantificado usando EI kit Qubit HS dsDNA,
se fragmento y se agregaron adaptadores en un solo paso enzimatico. La biblioteca de
ADN se purifico y amplificd. A continuacion, 750 ng de cada biblioteca se hibridaron
usando la captura de bibliotecas de SureSelect QXT (Agilent Technologies, Santa Clara
CA, EEUU).

Las bibliotecas resultantes fueron recuperadas utilizando bolas magneticas

Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Life Technologies, Madrid, Espafia) y se llevo a
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cabo una amplificacion por PCR, posterior a la captura e indexacion de las muestras.

Después de cada paso, la purificacion se realizd con cuentas AMPure XP
(Beckman Coulter, Brea CA, EEUU) para eliminar fragmentos cortos, como dimeros de
adaptadores. La calidad de las bibliotecas se evalu6é en un Microanalizador de ADN de
alta sensibilidad (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU). Basado en la
concentracion y el tamafio promedio del fragmento de ADN, las bibliotecas se
normalizaron a una concentracion igual, 5 nM, y fueron agrupadas por igual volumen en

grupos de 16 plex.

4.5 SECUENCIACION

Las bibliotecas indexadas se secuenciaron usando el sistema MiSeq (lllumina
Inc.) en el servicio de secuenciacion del Instituto de Medicina Oncoldgica y Molecular
de Asturias (IMOMA, Oviedo, Espafia) siguiendo las instrucciones del equipo. La
profundidad de secuenciacion fue de al menos 423X lecturas para las muestras tumorales

y de al menos 278X lecturas para las muestras germinales.

4.6 PROCESAMIENTO BIOINFORMATICO DE LOS DATOS DE
SECUENCIACION

En la Figura 4 se resume graficamente el diagrama de flujo para la identificacion,

priorizacion y anotacion de variantes una vez realizada la secuenciacion.

El paso inicial después de la secuenciacion consiste en convertir las intensidades

de las bases a secuencias de nucle6tidos a nivel digital, Ilamadas FASTQ.

Todos los datos de secuenciacion de las 48 muestras tumorales se procesaron
utilizando el software bioinformatico HD Genome One (DREAMgenics, Oviedo,

Espafa), certificado con el marcaje CE-IVD.

4.6.1 Control de calidad y alineamiento

Los archivos FASTQ sin procesar se evaluaron primero mediante el control de

calidad de FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). La
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eliminacién de bases de baja calidad, adaptadores y otras secuencias técnicas se realizd

con Trimmomatic!®?.

Para conocer donde se encuentran las secuencias de lectura, cada biblioteca se
aline6 con el genoma de referencia humano (GRCh37/ hg19) generando archivos BAM
ordenados con SAMtools!®® y se anotaron utilizando las bases de datos CCDS, RefSeq y

Ensembl.

Tras esto, los duplicados oOpticos y los duplicados de PCR fueron eliminados

usando Picard (http://broadinstitute.github.io/picard/) porque la amplificacion clonal no

deseada de lecturas con artefactos de secuencia puede conducir a identificacion de

variantes falsas positivas.

4.6.2 ldentificacién de variantes somaticas

El desafio clave de la identificacion de variantes es distinguir las variantes reales
de las falsas (desaminacion de citosina, errores de amplificacion y errores de secuencia).

Para ello, se filtran en base a una serie de parametros bioinformaticos.

Identificacion SNV e indels

Se empled una variacion del algoritmo Sidr>* para la identificacion de SNV e

indels, cuyo rendimiento se ha descrito previamente por Cabanillas R et al >

Las variantes se identificaron utilizando los siguientes parametros de filtrado:
profundidad de lectura total >15, calidad de base >20, calidad de mapeo >30 y VAF
(Variant Allele Frequency) >0.1, es decir, estuvieran presentes en mas del 10% de las
lecturas tumorales, basado en la I6gica de que se espera que aparezcan mutaciones
conductoras (drivers) de forma méas temprana en la carcinogenesis y con una frecuencia

alélica de la variante mas alta que las mutaciones pasajeras (passengers)*°®.

En aquellos 27 casos en los que se estudié el ADN tumoral y germinal de forma
paralela, se establecio de forma inequivoca el estado somatico y germinal de las

mutaciones suponiendo esto un paso mas alla en el filtrado final®®.

Identificaciéon de CNA y CN-LOH

La deteccion de CNA y CN-LOH (Copy-Number neutral Loss Of
Heterozygosity) se realiz6 empleando exome2cnv, evaluando la profundidad de lectura 'y
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los calculos de desequilibrio alélico. El algoritmo emplea un fondo de muestras agrupadas

procesadas usando el mismo protocolo de captura y tecnologia de secuenciacion®>*1%,

4.6.3 Anotacion y priorizacion de variantes relevantes

Tras la identificacion de variantes, éstas son comparadas con mdltiples bases de
datos poblacionales, funcionales y relacionadas con enfermedades, que nos permiten
conocer la frecuencia alélica de dicha variante en la poblacién, establecer relaciones
genotipo-fenotipo o predecir la funcién de la variante y asi realizar la priorizacion de las

mismas.

Previamente se eliminaron todas las variantes silenciosas 0 sindnimas.
Seguidamente, eliminamos las variantes con una frecuencia alélica poblacional >0.01 en
todas las bases de datos de poblacionales evaluadas (dbSNP, EXAC, ESP y 1000

Genomas) como se muestra en la Figura 4.

Posteriormente, se consultaron las siguientes bases de datos para la anotacion de
variantes (Figura.4): relacionadas con la enfermedad (COSMIC e ICGC), de correlacién
genotipo-fenotipo (Clinvar), funcionales (Ensembl, CCDS, RefSeq, Pfam), asi como el

score (GERP ++) para calcular la conservacion del nucleotido afectado®" %8,

Para estimar el impacto proteico de las mutaciones puntuales, se tuvieron en
cuenta los siguientes algoritmos predictivos: SIFT®, PolyPhen2!®®, PROVEAN?®,
Mutation Assessor'®!, Mutation Taster'®?, LRT®3 MetaLR, MetaSVM® FATHMM,
FATHMM- MKL y M- CAP®. Su puntaje predictivo se integré y normalizé en un
solo valor escalado (valor DG), que varia de O (tolerado) a 5 (perjudicial).

Tras esta consulta, finalmente, basandonos en la metodologia de Dienstmann et
al.1®’, seleccionamos las variantes con frecuencia alélica poblacional <0.01 y que
cumplieran alguna de las siguientes condiciones: (1) Estuvieran presentes como
mutaciones somaticas en las bases de datos relacionadas con la enfermedad COSMIC y/o
ICGC, (2) tuvieran un impacto probable en la secuencia de las proteinas codificadas por
los genes que afectan (seguin los algoritmos mencionados) y fueran mutaciones sin sentido

(missense, nonsense, frameshift, inserciones y deleciones inframe y splicing).
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Las variantes se anotaron segun las directrices de la “Human Genome Variation
Society”, version 20.5%8 autorizada por la “Human Genome Variation Society (HGVS)”,

“Human Variome Project (HVP)” y la “Human Genome Organization (HUGO)”.
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SECUENCIACION

\ 4

- Control de calidad: FASTQC.

- Alineamiento: GRCh37/ hg19.

- Algoritmo Sidr, diversos parametros (profundidad de
lectura total >15, calidad de base >20, calidad de mapeo >30).

Filtrado

- Comparacion con linea germinal: 27 casos.

Variantes somaticas

\ 4

[ | - Herramientas bioinformaticas:
= Eliminar variantes silenciosas o sindnimas.
= Eliminar variantes con frecuencia de variante tumoral < 0.1.

- Bases de datos de cancer y polimorfismos

OTACION

= Eliminar variantes con frecuencia alélica poblacional >0.01
en las bases de datos de poblacionales (dbSNP, EXAC, ESP
y 1000 Genomas).

=  Priorizar variantes informadas en ICGC y COSMIC.

Filtrado

=  Priorizar las variantes informadas previamente

independientemente de la frecuencia alélica poblacional.

- - Bases de datos y modelos de prediccion funcional

V' Variantes notificadas ~ =  Algoritmos predictivos.
= Ensembl, CCDS, RefSeq, Pfam.

Variantes somaticas
potencialmente patogénicas

Figura 4. Diagrama de flujo del analisis de variantes tras la secuenciacion de proxima

generacion en las 48 muestras tumorales.
Leyenda: dbSNP= database of Single Nucleotide Polymorphisms; EXAC= Exome Aggregation
Consortium; ESP=Exome Sequencing Project; ICGC= International Cancer Genome Consortium;

COSMIC= Catalogue Of Somatic Mutations in Cancer; CCDS=Consensus Coding Sequence;

RefSeg=Reference Sequence; Pfam= Protein families.
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4.7 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se efectué mediante el programa R (R Development Core
Team) version 3.6.0*%°, y se emplearon las librerias pROC*"®, OptimalCutpoints®’* y

survival'’2. El nivel de significacion empleado en todo el analisis fue 0,05.

Se realiz6 un andlisis descriptivo proporcionando distribuciones de frecuencias
relativas y absolutas para variables cualitativas, y medidas de posicion y dispersion para

las cuantitativas.

Las relaciones entre variables cualitativas se valoraron con el test Chi Cuadrado
de Pearson o el test de Fisher, segin se verificase o0 no la hipotesis sobre frecuencias
esperadas. Cuando se compararon variables cuantitativas entre dos grupos se emplearon
el test t de Student o el test de Wilcoxon para muestras independientes segun se verificase

o0 no la hipétesis de normalidad.

Las relaciones lineales entre variables cuantitativas se estudiaron con el
coeficiente y test de correlacion de Pearson o Spearman, en funcion del ajuste a la

normalidad.

Se establecieron, para las diferentes rutas de sefializacion, puntos de corte para el
diagndstico en funcion de la edad y el tiempo de exposicién, segun el indice de Youden.
Se calcularon, segun este punto de corte, la sensibilidad (Se), especificidad (Sp) y area

bajo la curva ROC (AUC), junto con la significacion e intervalo de confianza asociado.

Se estimaron tasas de supervivencia a través del estimador Kaplan-Meier. Las

diferencias en supervivencia entre las diferentes vias se evaluaron con el test log-rank.

Por Ultimo, se construyeron modelos de regresion de Cox univariantes y

multivariantes para estimar los Hazard Ratio y sus intervalos de confianza al 95 %.
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Resultados

5.1 DESCRIPCION MUESTRAL

El resumen de los datos clinico-patologicos se muestra en la Tabla 1. Todos los
48 pacientes eran varones con una edad media y mediana de 68 y 70 afios,
respectivamente (rango de 49 a 88 afios). A excepcion de un paciente, todos eran
trabajadores expuestos al polvo de madera (98%) con un tiempo medio de exposicion de
30 afios (rango de 1 a 50 afios). Ningun paciente tenia antecedente de exposicion a otros
carcindgenos conocidos en ITAC. Treinta pacientes (63%) tenian antecedente de habito

tabaquico.

En cuanto al subtipo histoldgico, 31 (65%) eran considerados de bajo riesgo
(papilar y colonico) y 17 (35%) de alto riesgo (sélido y mucinoso). Concretamente, 27
(56%) eran subtipo colonico, 4 (8%) papilar, 6 (13%) solido y 11 (23%) mucinoso.

Dieciocho pacientes (37,5%) tenian una clasificacion tumoral T1-T2y 30 (62,5%)
T3-T4. Ningun paciente tuvo metastasis ganglionares o a distancia al diagnéstico por lo
que la clasificacion T coincide con el estadio tumoral.

Todos los pacientes fueron tratados mediante cirugia; 20 (42%) mediante abordaje
externo y 28 (58%) mediante abordaje endoscopico. De los que sobrevivieron al
postoperatorio quirargico (96%), 26 (54%) recibieron tratamiento complementario con
RT complementaria. Se propuso tratamiento radioterapico a 38 pacientes (79%) pero 12
no recibieron finalmente RT adyuvante por decision propia del individuo o por decisién
conjunta del Comité Oncoldgico Multidisciplinar de nuestro hospital en base a su estado
general, comorbilidades y apoyo familiar, entre otros. Solo un caso recibi6 tratamiento
complementario con QT por persistencia postquirirgica, elevado riesgo de toxicidad

ocular y escaso beneficio esperable de la RT.

El subgrupo de 27 de los 48 pacientes de los que contamos con muestra tumoral
y germinal, eran varones con una edad media y mediana de 71y 72 afios respectivamente
(rango de 53 a 88). El tiempo medio de exposicién al polvo de madera fue de 34 afios
(rango de 1 a 50). Del mismo modo, el resto de las caracteristicas clinico-patoldgicas de
este subgrupo, en comparacion con los 21 en los que solo contamos con ADN tumoral,

se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patologicas.

48 ITAC

27 ITAC + Germinal

Resultados

21 ITAC

Caracteristica

N° pacientes (%0)

N° pacientes (%0)

N° pacientes (%)

Sexo

Mujer 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Hombre 48 (100) 27 (100) 21 (100)
Exposicién polvo madera

Si 47 (98) 27 (100) 20 (95)
No 1(2) 0 (0) 1(5)
Consumo de tabaco

Si 30 (63) 16 (59) 14 (67)
No 18 (37) 11 (41) 7(33)
Subtipo histolégico

Papilar 4(8) 2 (7) 2 (10)
Colénico 27 (56) 15 (56) 12 (57)
Sélido 6 (13) 2(7) 4 (19)
Mucinoso 11 (23) 8 (30) 3(14)
T

1 8 (17) 5 (18) 3(14)
2 10 (21) 7 (26) 3(14)
3 17 (35) 10 (37) 7(34)
4a 5 (10) 1(4) 4 (19)
4b 8 (17) 4 (15) 4 (19)
Abordaje quirargico

Externo 20 (42) 8 (30) 12 (57)
Endoscopico 28 (58) 19 (70) 9 (43)
Radioterapia adyuvante

Si 26 (54) 13 (48) 13 (62)
No 22 (46) 14 (52) 8 (38)
Quimioterapia adyuvante

Si 1(2) 1(4) 0 (0)
No 47 (98) 26 (96) 21 (100)
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5.2 RESULTADOS DEL SEGUIMIENTO

Se disponen de 47 pacientes para el estudio de seguimiento. Durante el periodo
de seguimiento (media de 51 meses; rango de 0 a 187), 28 pacientes (58%) desarrollaron
recidiva. Siete pacientes desarrollaron metéstasis ganglionares y/o a distancia a lo largo
del sequimiento. El tipo de recidiva, de estos 28, se recoge en la Tabla 2. La media del
numero de recidivas por cada paciente estudiado fue de 1 (rango de 0 a 4). El tiempo libre
de enfermedad (TLE) promedio de toda la muestra fue de 36 meses (rango de 0 a 153).
Ninguln paciente tuvo un TLE menor de 3 meses (persistencia postquirdrgica) a excepcion
de un paciente en el que no se logré reseccion quirdrgica completa. Los TLE mas bajos
se explican en base a que dos pacientes fallecieron hospitalizados durante el
postoperatorio (1 mes) y otro paciente desarroll6 metastasis a distancia a menos de un

mes de la cirugia.

Al momento de escribir, se conocia el estado completo de 43 pacientes. Nueve
pacientes estaban vivos, uno de ellos con tumor pendiente de cirugia y el resto libres de
enfermedad, 21 pacientes habian fallecido a causa de la recurrencia tumoral, 2 durante el
postoperatorio y 11 por otras causas no relacionadas con la enfermedad. Dos pacientes

supimos que habian fallecido, pero sin poder conocer la causa exacta.

En el subgrupo de los 27 ITAC comparados con su linea germinal, el periodo de
seguimiento fue algo mayor (media de 59 meses; rango de 0 a 187 meses) asi como el
TLE promedio (41 meses; rango de 1-107 meses). La tasa se recidiva en este subgrupo
fue del 52% (14/27). El resto de los resultados del seguimiento de este subgrupo, en
comparacion con los 21 en los que solo contamos con ADN tumoral, se resumen en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Resultados del seguimiento.

48 ITAC

27 ITAC+ Germinal

Resultados

21 ITAC

Caracteristica

N° pacientes (%0)

N° pacientes (%)

N° pacientes (%)

Recidiva

Si 28 (58) 14 (52) 14 (67)
No 19 (40) 12 (44) 7(33)
Desconocido 1(2) 14 0 (0)
Tipo de recidiva

Local 21 (75) 11 (79) 10 (72)
Local+Distancia 2 (7) 1(7) 1(7)
Local+Regional+Distancia 14 1(7) 0(0)
Regional+Distancia 14 0(0) 1(7)
Distancia 3 (10) 1(7) 2(14)
Estado del paciente

Vivo 9(19) 8 (30) 1(5)
Muerto por tumor 21 (44) 9 (33) 12 (57)
Muerto por otras causas 13 (27) 8 (30) 5 (24)
Muerto desconocido 2 (4) 0(0) 2(9)
Desconocido 3 (6) 2(7) 1(5)
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5.2.1 Analisis de supervivencia en los 48 ITAC
Supervivencia libre de enfermedad (SLE)

Recidivaron 28 casos y contamos con el tiempo de seguimiento de 27. La mediana
del tiempo libre de enfermedad fue de 34 meses tras la cirugia. La tasa de supervivencia

libre de enfermedad fue del 46% a los 3 afios y del 43 % a los 5 afios (Figura 5).

0.75-

0.50-

0.25-

Supervivencia libre de enfermedad

0.00-

O 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144
Meses tras cirugia

Figura 5. Curva Kaplan-Meier de la Supervivencia Libre de Enfermedad.

Supervivencia global (SG)

Fallecieron 36 pacientes. La mediana del tiempo de supervivencia fue de 36 meses
tras la cirugia. La tasa de supervivencia global fue del 49% a los 3 afios y del 42 % a los

5 afios (Figura 6).
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Figura 6. Curva Kaplan-Meier de la Supervivencia Global.
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Supervivencia especifica para enfermedad (SEE)

Se produjeron 21 exitus por tumor y contamos con el tiempo de seguimiento de
19. La mediana del tiempo de supervivencia, en este caso, fue de 66 meses tras la cirugia.
La tasa de supervivencia especifica para enfermedad fue del 56% a los 3 afios y del 52%

a los 5 afos (Figura 7).
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Figura 7. Curva Kaplan-Meier de la Supervivencia Especifica para Enfermedad.
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5.2.2 Andlisis de supervivencia en el subgrupo de 27 ITAC: muestra tumoral/

germinal
Supervivencia libre de enfermedad (SLE)

Recidivaron 14 casos. La mediana del tiempo libre de enfermedad fue de 66
meses. La tasa de supervivencia libre de enfermedad fue del 62% a los 3 afios y del 57%

a los 5 afos de (Figura 8).
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Figura 8. Curva Kaplan-Meier de la Supervivencia Libre de Enfermedad.

Supervivencia global (SG)

Fallecieron 17 pacientes, siendo la mediana del tiempo de supervivencia de 73
meses tras la cirugia. La tasa de supervivencia global fue del 60% a los 3 afios y del 56%

a los 5 afos (Figura 9).
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Figura 9. Curva Kaplan-Meier de la Supervivencia Global.

53



Resultados

Supervivencia especifica para enfermedad (SEE)

Fallecieron 9 pacientes a causa del tumor. La mediana del tiempo de supervivencia
fue de 70 meses. La tasa de supervivencia especifica para enfermedad fue del 80% a los

3 afos y del 73% a los 5 afios (Figura 10).
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Figura 10. Curva Kaplan-Meier de la Supervivencia Especifica para Enfermedad.
Como se observa en las figuras anteriores, este subgrupo de 27 ITAC tiene una

tasa de supervivencia libre de enfermedad, global y especifica superior a la de todos los
48.
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5.3 RESULTADOS DE LA SECUENCIACION

Las 48 muestras de ADN tumoral se secuenciaron con éxito. Después del proceso
de filtrado mencionando (apartado 4.6) todos los tumores mostraron alguna mutacion,
obteniéndose un total de 216 mutaciones en 69 de los 119 genes analizados (Figura 11).
Treinta y ocho genes se mutaron en dos 0 mas pacientes. La media y mediana del namero
de mutaciones por muestra fue de 4 (rango de 1 a 11). Las mutaciones mas frecuentes
incluyeron LRP1B, APC, ATM, TSC2, NOTCHL1, BRCA1, KRAS, y NOTCH2.
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FOXP1 || || || H
NTRK1 H B | |
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FRER |
BRD4
PTCHL || [ | ||
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JAK3 HE ||
MTOR
ERBB4 [ | | |
CTNNB1 || ||
NOTCH3 [ | [ |
RB1 || ||
KIT

AR
MGMT | | [ |
CBL | ||
SMO | |
ATR || ]
SH2B3 H B
MLP | ]
TSCL
CDKN2A
IGFIR ||
DDR2 | |
BRAF ||
NRAS H
MAP2K1 [ |
MYD88 ||
DNMT3A ||
AKTL [ ]
IGF2 | ]
EWSR1
MDM2 ||
ALK ||
MAP2K2 ||
FGFR2
FOXL2 |
MAP2K4 ||
HGF u
CDK1B ]
S0CS1 ]
FOX1A [ |
PALB2 ||
MITF [ |
IDH1 [ ]
BCL2
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N°mutaciones 4 4 2 2 25 2 6 2 2 4 1115 3546554269 4475485384599 28622445421

Figura 11. Genes mutados en las 48 muestras tumorales tras el proceso de filtrado por

orden de frecuencia mutacional.

I Una mutacion puntual; 8 Dos mutaciones puntuales distintas en el mismo gen.
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Las 27 muestras de ADN germinal también se secuenciaron con éxito. Después
del proceso de filtrado general de las 27 muestras tumorales (apartado 4.6) se detectaron
131 mutaciones en 61 genes (Figura 12). Al comparar las 27 muestras con su linea
germinal, siete (26%) no albergaron mutaciones somaticas en ninguno de los 119 genes
analizados, aunque un caso tuvo amplificacion de CTNNBL1 (Figura 13). Cincuentay dos,
de las 131 detectadas previamente (40%), eran variantes somaticas (recuadros verdes en
la Figura 13). Dicho de otro modo, 79 eran mutaciones germinales, por lo que fueron

excluidas.

Ademas, rescatamos 7 mutaciones somaticas por ser variantes claramente
patogénicas excluidas primeramente en base al estricto filtrado (recuadros azules en la
Figura 13). Esto supuso ampliar el umbral de frecuencia de variante poblacional a 0,05.
Por lo tanto, 58 variantes adicionales hubieran sido consideradas y 7 variantes se hubieran
descartado atendiendo a los parametros de filtrado si no contaramos con la linea germinal
como filtro. Asi, finalmente, el filtrado con la linea germinal resulté en 58 variantes

somaticas relevantes en 33 genes diferentes.

Once genes se mutaron en dos 0 mas de las 27 muestras comparadas. La media y
mediana del nimero de mutaciones por muestra fue de 2 (rango de 0 a 10). Las

mutaciones més frecuentes incluyeron los genes PIK3CA, APC y ATM.

Analizar los datos de secuenciacion del tumor y la linea germinal ha permitido
analizar CNAs. Encontramos tres casos con amplificaciones genéticas de alto nivel, de 8
copias 0 mas, en CTNNB1, NRAS, ATM y MET (recuadros morados en la Figura 13).

En la Tabla 3 y la Tabla 4 se muestran, respectivamente, las variantes concretas
gue encontramos en las 27 muestras comparadas con la linea germinal y en las 21
muestras no comparadas. En la Tabla 3, se han sefialado en negrita las variantes que

finalmente demostramos como somaticas tras comparar el ADN tumoral con el germinal.
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ID 2 3 6 7 8 10 11 13 15 19 21 24 27 28 29 30 31 32 33 34 36 38 40 42 44 45 47 N° muestras (%)
LRP1B 2 | | HE B 309
APC H || | | | 6 (22)
ATM | H | | || 6 (22)
NOTCH1 [ | [ ] | 5 (19)
PIK3CA Nl || || 5 (19)
BRCA1 [ ] || || [ | 4 (15)
NOTCH2 [ | ] [ | ] 4 (15)
NF1 | [ | || || 4 (15)
ROS1 [ ] HE [ | 4 (15)
TSC2 || H B 3(11)
KRAS [ | [ || 3(11)
ERBB3 || NN 3(11)
BRCA2 [ ] || || 3(11)
ESR1 [ ] H B 3(11)
CSF1R | ] ] 3(11)
KMT2A [ | 2(7)
FOXP1 [ ] [ 2(7)
NTRK1 || 2(7)
PDGFRA [ ] 2(7)
MET [ ] || 2(7)
ERBB4 n || 2(7)
CTNNB1 | 2(7)
KIT H || 2(7)
CBL || || 2(7)
SH2B3 || | 2(7)
eree2 W 1(4)
FLT3 | 1(4)
BRD4 [ | 1(4)
PTCH1 ] 1(4)
JAK3 || 1(4)
MTOR ] 1(4)
NoTcH3 1(4)
RB1 || 1(4)
AR ] 1(4)
MGMT || 1(4)
SMO 1(4)
ATR ] 1(4)
TSC1 || 1(4)
CDKN2A || 1(4)
IGFIR [ 1(4)
DDR2 [ ] 1(4)
BRAF || 1(4)
MAP2K 1 [ | 1(4)
MYD88 [ ] 1(4)
DNMT3A || 1(4)
IGF2 || 1(4)
EWSR1 1(4)
MDM2 [ 1(4)
ALK [ | 1(4)
FGFR2 1(4)
FOXL2 || 1(4)
MAP2K4 [ | 1(4)
HGF || 1(4)
CDK1B B 1(4)
SOCs1 || 1(4)
FOX1A | ] 1(4)
MITF || 1(4)
IDH1 || 1(4)
BCL2 || 1(4)
NFKB2 ] 1(4)
FGFR3 ] 1 (4)

N°mutaciones 4 2 5 2 6 2 411 3 5 4 9 7 5 4 85 3 8 4 9 2 6 2 45 2
Figura 12. Mutaciones genéticas en las 27 muestras tras el proceso de filtrado general.

I Una mutacion puntual B8 Dos mutaciones puntuales distintas en el mismo gen.
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ID 2 3 6 7 8 1011 13 15 19 21 24 27 28 29 30 31 32 33 34 36 38 40 42 44 45 47 N° muestras (%)
PIkscA | | 5 (19)
APC | 4 (15)
ATM I 4 (15)
KRAS | | 8 I 3 (1)
NFL L || 3(11)
LRPIB | ] 3(11)
BRCAL | B 3(11)
ERBB3 | I 2(7)
CTNNBL | ] 2(7)
NOTCH2 | L 2(7)
CDKN2A | I 2(7)
BRAF | I 1(4)
MAP2K1 = ] 1(4)
PIK3R2 | B 1(4)
MTOR | ] 1(4)
ERBB2 | B 1(4)
ERBB4 | ] 1(4)
PDGFRA | ] 1(4)
ROS1 | | 1(4)
DDR2 | L 1(4)
NOTCH3 | ] 1(4)
KMT2A | I 1(4)
ESR1 | B 1(4)
DNMT3A | I 1(4)
FOXPL | | 14
KIT | B 1(4)
BRCA2 | ] 1(4)
SMO I 1(4)
JAK3 I 1(4)
FOXL2 ] 1(4)
CDKN1B | B 1(4)
FOX1A | N ] 1(4)
IDHL L | N 1(4)
MET III IIII. | 0(0)
NRAS L] 0(0)
N°mutaciones 1 1 0 0 3 0 1101 0 3 3 3 423506 14201220

Figura 13. Mutaciones genéticas somaticas en las 27 muestras tras su comparacion con
linea germinal.

" Variantes somaticas; X2 Dos variantes distintas en el mismo gen;  Variantes somaticas rescatadas;
M Variaciones en el nimero de copias; [l Muestras que no albergaron mutaciones.
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Resultados

Tabla 3. Variantes encontradas en el subgrupo de 27 ITAC tras el filtrado bioinformético

y germinal.

ID | Gen Variante ADN Variante proteina | Efecto proteico |VAF | Zigocidad
NOTCH1 |c.5015G>A p.R1672H NO_SYN 0,411 [HETZ

5 NOTCH1 |c.2542G>A p.E848K NO_SYN 0,440 [HETZ
ERBB2 €.929C>T p.S310F NO_SYN 0,101 [HETZ
NOTCH3 |c.6097C>T p.P2033S NO_SYN 0,503 [HETZ
BRCA1l |c.4663G>A p.V1534M NO_SYN 0,765 Fggﬁ—fu-

3 c.16_34delGCTG
MYD88 | AGGCTCCAGGA |p.A6Pfs*39 FRAMESHIFT |0,436 |HETZ

CCGC

NOTCH1 |c.4691A>G p.H1564R NO_SYN 0,547 |HETZ
ROS1 €.11447>C p.Y382H NO_SYN 0,508 [HETZ

6 |MET c.467C>T p.S156L NO_SYN 0,488 [HETZ
BRD4 €.1445C>T p.P482L NO_SYN 0,483 [HETZ
DDR2 C.745C>T p.H249Y NO_SYN 0,403 [HETZ
NOTCH1 |c.2783C>T p.T928M NO_SYN 0,430 |[HETZ

! KTM2A | c.1504G>A p.ES02K NO_SYN 0,484 |HETZ
APC €.5826 5829delC | p.D1942Efs*27 FRAMESHIFT (0,389 |HETZ
APC €.3949G>C p.E1317Q NO_SYN 0,747 |HETZ
NOTCH2 |c.4238T>A p.L1413H NO_SYN 0,468 [HETZ

8 NF1 €.7468G>C p.VV2490L NO_SYN 0,727 |HETZ
KRAS c.38G>A p.G13D NO_SYN 0,536 |[HETZ
ESR1 €.316A>G p.S106G NO_SYN 0,492 [HETZ
ATM €.3161C>G p.P1054R NO_SYN 0,820 '{'Egﬁ—fu—
TSC2 c.1574A>G p.N525S NO_SYN 0,462 |HETZ

0 CSF1R c.1517A>C p.H506P NO_SYN 0,485 [HETZ
PDGFRA |c.2365G>C p.G789R NO_SYN 0,498 [HETZ
ERBB4 €.882A>G p.P294P SPLICING 0,495 [HETZ

H IGFR1 c.16G>A p.G6R NO_SYN 0,466 [HETZ
DNMT3A | c.1895A>G p.H632R NO_SYN 0,200 [HETZ

Variantes somaticas rescatadas. Negrita = variantes somaticas confirmadas con la linea germinal.
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Tabla 3. Continuacion.

Resultados

ID | Gen Variante ADN | Variante proteina | Efecto proteico VAF | Zigocidad
ATM c.497-28>T - SPLICING 0,282 |HETZ
PIK3CA |c.3313>G p.K111E NO_SYN 0,252 |HETZ
PIK3CA [c.1361%>G p.D454G NO_SYN 0,269 |[HETZ
BRCA1 21351—3334%'(: p.Q1111Nfs*5 FRAMESHIFT 0,665 [HETZ
ESR1 c.1057G>T p.E353* STOP_GAINED |0,197 |HETZ
KMT2A |c.472dupA p.R158Kfs*12 FRAMESHIFT 0,257 |HETZ

13 KMT2A |c.7246G>T p.E2419* STOP_GAINED 0,265 |HETZ
NOTCH2 | c.4733G>A p.R1578H NO_SYN 0,274 |HETZ
PDGFRA | c.1364%>G p.K455R SPLICING, 0,282 |HETZ

NO_SYN
KIT c.1039C>A p.Q347K NO_SYN 0,236 |HETZ
AR €.2357T>C p.V786A NO_SYN 0,491 [HETZ
PIK3R2 |[c.1010+32>T - SPLICING 0,242 |HETZ
LRP1B c.7420G>A p.G2474S NO_SYN 0,392 [HETZ
LRP1B €.2005%>G p.1669V NO_SYN 0,641 [HETZ

15 MGMT c.55C>T p.L19F NO_SYN 0,636 |[HETZ
DDR2 €.1323G>A p.M4411 NO_SYN 0,767 I[-‘|‘(E(I\)/IHZ;]ALT
ESR1 ¢.352T>C p.S118P NO_SYN 0,618 [HETZ
CBL €.1227+4C>T - SPLICING 0,663 [HETZ

19 [IGF2 c.59C>T p.S20L NO_SYN 0,335 [HETZ
EWR1 c.1276C>T p.P426S NO_SYN 0,504 [HETZ
EWR1 c.1408G>A p.G470S NO_SYN 0,436 [HETZ
PIK3CA |c.1637A>G p.Q546R NO_SYN 0,295 |HETZ
CSF1R c.1517A>C p.H506P NO_SYN 0,476 |HETZ

o CTNNB1 |c.1004A>T p.K335I1 NO_SYN 0,600 [HETZ
BRAF c.1780G>A p.D594N NO_SYN 0,315 |[HETZ

Variantes somaticas rescatadas. Negrita = variantes somaticas confirmadas con la linea germinal.

60



Tabla 3. Continuacion.

Resultados

ID | Gen Variante ADN Variante Proteina | Efecto proteico VAF | Zigocidad
LRP1B €.6428-49A>C - INTRONIC 0,529 |HETZ
LRP1B €.3128C>G p.T1043S NO_SYN 0,491 |HETZ
PIK3CA |c.2816A>G p.D939G NO_SYN 0,255 |HETZ
NOTCH2 |c.7075C>G p.P2359A NO_SYN 0,517 |HETZ

- BRCAZ2 €.6100C>T p.R2034C NO_SYN 0,496 |HETZ
FOXP1 c.1144C>A p.P382T Z%L_ISCYIHG 0,309 |HETZ
CTNNBL |c.133_135delTCT | p.S45del NS 0,505 |HETZ
MDM2 €.1492delT p.*498del FRAMESHIFT 0,403 |HETZ
ALK €.661G>C p.G221R NO_SYN 0,518 |HETZ
LRP1B €.2152C>A p.H718N NO_SYN 0,297 |HETZ
ATM C.5558A>T p.D1853V NO_SYN 0,245 |HETZ
TSC2 c.1318G>A p.G440S NO_SYN 0,288 |HETZ
ERBB3 c.217G>A p.D73N NO_SYN 0,328 |HETZ

el MET €.2975C>T p.D1853V NO_SYN 0,245 |HETZ
FGFR2 €.2305-216C>T - INTRONIC 0,464 |HETZ
FGFR2 c.170C>T p.S57L NO_SYN 0,487 |HETZ
LRP1B |c.10844G>C p.G6315A NO_SYN 0,786 F.Eg'ﬁ;f”
APC €.4585C>T p.Q1529* STOP_GAINED (0,405 |HETZ
NF1 €.7946C>G p.S2649* STOP_GAINED (0,423 |HETZ

28 | MAP2K1 |c.622G>C p.D208H NO_SYN 0,291 |HETZ
FOXL2 |c.695C>T p.A232V NO_SYN 0,309 |HETZ
MAP2K4 | c.43G>A p.G15S NO_SYN 0,275 |HETZ
LRP1B ¢.2005A>G p.1669V NO_SYN 0,448 |HETZ
ATM c.1744T>C p.F582L NO_SYN 0,956 [HE?)/ﬁ—f\LT

2 TSC2 €.5359G>A p.G1787S NO_SYN 0,169 |HETZ
BRCA2 |[c.9976A>T p.K3326* STOP_GAINED | 0,900 [HE?)/E—?LT

Variantes somaticas rescatadas. Negrita = variantes somaticas confirmadas con la linea germinal.
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Tabla 3. Continuacion.

Resultados

ID | Gen Variante ADN | Variante proteina | Efecto proteico VAF | Zigocidad
LRP1B c.7420G>A p.G2474S NO_SYN 0,422 |HETZ
APC c.4336G>A p.Al446T NO_SYN 0,353 |HETZ
ROS1 €.1958C>T p.S653F NO_SY N 0,365 |HETZ
KRAS c.35G>A p.G12D NO_SYN 0,439 |HETZ

30 FOXP1 c.1762G>A p.A588T NO_SYN 0,494 |HETZ
TSC1 c.3103G>A p.G1035S NO_SYN 0,502 |HETZ
CDKN2A | c.172C>T p.R58* STOP_GAINED (0,815 |HOMZ ALT
HGF c.1211C>A p.S404Y NO_SYN 0,577 |HETZ
FOX1A |[c.442C>G p.L148V NO_SYN 0,855 [HE?)/ﬁ—iALT
BRCA1 |c.4039A>G p.R1347G NO_SYN 0,866 [HE?)/ﬁ—iALT
NF1 €.6709C>T p.R2237* STOP_GAINED (0,717 |HETZ
ROS1 C.6116G>A p.R2039H NO_SYN 0,223 |HETZ

> JAK3 €.2164G>A p.V7221 NO_SYN 0,864 |[—|82)/I|_ZI_3ALT
RB1 €.2652A>C p.E884D NO_SYN 0,493 |HETZ
NOTCHS3 | c.3399C>A p.H1133Q NO_SYN 0,861 [HE?)/E—?LT
ATM €.6067G>A p.G2023R NO_SYN 0,485 |HETZ

32 |CSF1R €.2760G>C p.E920D NO_SYN 0,503 |HETZ
CSF1R €.2080G>A p.E694K NO_SYN 0,505 |HETZ
APC €.1959G>A p.R653R SPLICING, SYN (0,489 |HETZ
PIK3CA |c.3140A>G p.H1047R NO_SYN 0,306 |HETZ
KRAS c.35G>A p.G12D NO_SYN 0,278 |HETZ
ERBB4 €.2008A>G p.T670A NO_SYN 0,286 |HETZ

33 |SMO €.2285G>A p.R762H NO_SYN 0,298 |HETZ
SMO c.808G>A p.vV270I NO_SYN 0,498 |HETZ
CDKN1B |c.376G>T p.E126* STOP_GAINED (0,293 |HETZ
SOCS1 €.134 _139dupTC | p.A47Vfs*168 FRAMESHIFT 0,388 |HETZ
CDKN2A | c.187G>C p.Gly63Arg NO_SYN 0,782 [HE(I\D/IS_iA\LT

Variantes somaticas rescatadas. Negrita = variantes somaticas confirmadas con la linea germinal.
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Tabla 3. Continuacion.

Resultados

ID | Gen Variante ADN | Variante proteina | Efecto proteico VAF | Zigocidad
NOTCH2 |c.4888C>T p.R1630C NO_SYN 0,121 [HETZ
KIT c.1211C>T p.A404V NO_SYN 0,561 [HETZ

34 [FLT3 | c.*80A>G i 3UTR 0511 |HETZ
FOX1A €.890C>T p.P297L NO_SYN 0,523 [HETZ
ATM ¢.2051A>C p.Q684P NO_SYN 0,436 |HETZ
NF1 €.7267dupA p.T2423Nfs*4 FRAMESHIFT 0,365 |[HETZ
ERBB3 €.286A>G p.T96A NO_SYN 0,514 [HETZ
BRCAZ2 €.2998A>C p.11000L NO_SYN 0,182 |[HETZ

36 |PTCH1 c.4081G>A p.V1361M NO_SYN 0,514 [HETZ
MTOR €.6607G>A p.G2203S NO_SYN 0,231 |HETZ
ATR €.3245G>A p.R1082H NO_SYN 0,466 [HETZ
MITF c.790G>A p.A264T NO_SYN 0,492 |[HETZ
IDH1 €.394C>T p.R132C NO_SYN 0,294 |HETZ
BRCA1l |c.4807_4823del |p.P1603Rfs*13 FRAMESHIFT 0,569 [HETZ

% ERBB3 €.3529C>A p.L11771 NO_SYN 0,926 [HOMZ_ALT
NOTCH1 |c.2542G>A p.E848K NO_SYN 0,492 |[HETZ
ROS1 €.6061C>T p.P2021S NO_SYN 0,493 [HETZ
NTRK1 c.16C>T p.R6W NO_SYN 0,493 [HETZ

0 NTRK1 c.53G>A p.G18E NO_SYN 0,509 [HETZ
BCL2 c.-373G>A - 5UTR 0,482 |[HETZ
NFKB2 €.2249C>T p.A750V NO_SYN 0,482 |[HETZ
LRP1B €.1604T>C p.V535A NO_SYN 0,213 |HETZ

* ATM €.1229T7>C p.V410A NO_SYN 0,483 [HETZ
LRP1B c.4496C>A p.T1499K NO_SYN 0,176 |HETZ
APC c.4282G>T p.G1428* STOP_GAINED |0,375 |HETZ

“ e ¢.2414_2416dup | p.L805_DBOGINsY '[;\‘JF?LAI('\:"/ETION 0,372 |HETZ
FGFR3 €.1354G>T p.A452S NO_SYN 0,385 |HETZ

Variantes somaticas rescatadas. Negrita = variantes sométicas confirmadas con la linea germinal.
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Resultados

Tabla 3. Continuacion.

ID | Gen Variante ADN | Variante proteina | Efecto proteico VAF | Zigocidad
APC c.4618G>T p.E1540* STOP_GAINED 0,422 |HETZ
NOTCH1 |c.5227G>A p.Al743T NO_SYN 0,347 |HETZ

45 | PIK3CA |c.2176G>A p.E726K NO_SYN 0,267 |HETZ
NTRK1 c.575G>A p.G192D SPLICING,NO_SYN |0,473 [HETZ
SH2B3 c.464C>T p.P155L NO_SYN 0,485 |HETZ
LRP1B C.7452T>A p-N2484K NO_SYN 0,496 |HETZ

47 SH2B3 C.639C>A p.S213R NO_SYN 0,547 |HETZ

Variantes somaticas rescatadas. Negrita = variantes somaticas confirmadas con la linea germinal.

Leyenda: VAF= Variant Allele Frequency; NO_SYN= No sin6nima; SYN= Sinonima;
INTRONIC= Secuencia de nucledtido que no codifica para proteina pero regulan su expresion;
SPLICING= Corte y empalme; FRAMESHIFT=Cambio de marco de lectura; STOP_GAINED= Ganancia
de un codon de terminacién prematuro; INFRAME DELECTION= Fragmento de ADN con una delecién
conservando marco de lectura; INFRAME DUPLICATION= Fragmento de ADN duplicado conservando
marco de lectura; 3'UTR= Region no traducida 3 prima ; 5’'UTR= Regidn no traducida 5 prima; HETZ=
Mutacion en heterocigosis; HOMZ_ALT= Mutacidn en homocigosis; HOMZ_ALT ["LOH"]= Mutacién

en heterocigosis en linea germinal y en homocigosis en tumor [Loss Of Heterozygosity].
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Resultados

Tabla 4. Variantes encontradas en las 21 muestras tumorales restantes tras el filtrado

bioinformético.

ID |Gen Variante ADN Variante proteina | Efecto proteico |VAF | Zigocidad
LRP1B €.2005A>G p.1669V NO_SYN 0,511 |HETZ
. ATM €.146C>G p.S49C NO_SYN 0,487 |HETZ
EPHAZ2 c.2319delC p.T774Pfs*37 FRAMESHIFT |0,274 |HETZ
FLT3 €.1606C>T p.P536S NO_SYN 0,475 |HETZ
NOTCH1 |c.4028C>T p.Al1343V NO_SYN 0,509 |HETZ
! KRAS c.35G>A p.G12D NO_SYN 0,589 |HETZ
5 | NRAS €.553C>T p.P185S NO_SYN 0,457 |HETZ
RB1 c.1574C>G p.A525G NO_SYN 0,693 |HETZ
APC €.2413C>T p.R805* STOP_GAINED |0,640 (HETZ
° KRAS c.176C>G p.A59G NO_SYN 0,163 |HETZ
12 | FOXP1 €.1135G>A p.A379T NO_SYN 0,490 |HETZ
NOTCH1 |c.1543G>C p.E515Q NO_SYN 0,480 |HETZ
NOTCH2 |c.7223T>A p.L2408H NO_SYN 0,244 |HETZ
14 LRP1B €.12161A>C p.E4054A NO_SYN 0,361 |HETZ
EPHAZ2 €.830C>T p.S277L NO_SYN 0,664 |HETZ
PDGFRA (.39 44delTCTTCT |p.L14 L15del II:;\IEFLRS_I:AOEN 0,111 |HETZ
ATM €.998C>T p.S333F NO_SYN 0,463 |HETZ
NF1 c.278G>A p.Co3Y NO_SYN 0,121 |HETZ
16 | NF1 €.2686delG p.D896I1fs*6 FRAMESHIFT |0,126 |HETZ
KMT2A |c.6563G>A p.R2188Q NO_SYN 0,407 |HETZ
PTCH1 €.1306G>A p.D436N NO_SYN 0,479 |HETZ
BRCA1 €.2521C>T p.R841W NO_SYN 0,486 |HETZ
ROS1 C.2411C>A p.T804N NO_SYN 0,420 |HETZ
H BRDA4 C.755C>G p.P252R NO_SYN 0,620 |HETZ
AR €.1424C>T p.A475V NO_SYN 0,996 |HOMZ_ALT
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Tabla 4. Continuacion.

Resultados

ID |Gen Variante ADN Variante proteina | Efecto proteico | VAF | Zigocidad
BRCA1 €.3331_3334delCAAG | p.Q1111Nfs*5 FRAMESHIFT 0,386 |HETZ
CSF1R €.895G>A p.A299T NO_SYN 0,493 |HETZ
TSC2 €.5383C>T p.R1795C NO_SYN 0,449 |HETZ

0 MET €.504G>T p.E168D NO_SYN 0,472 |HETZ
EPHA2 €.2875G>A p.A959T NO_SYN 0,443 |HETZ
AKT1 €.138C>A p.D46E NO_SYN 0,470 |HETZ
APC c.4088A>G p.K1363R NO_SYN 0,744 |HETZ
BCRAZ2 C.4419C>A p.N1473K NO_SYN 0,129 |HETZ

20 |BCRA2 C.4421A>T p.K14741 NO_SYN 0,130 |HETZ
SMO c.808G>A p.\vV270I NO_SYN 0,483 |HETZ
PTCH1 c.3487G>A p.G1163S NO_SYN 0,468 |HETZ
ATM €.2932T>C p.S978P NO_SYN 0,501 |HETZ

% JAK3 €.2152G>C p.V718L NO_SYN 0,474 |HETZ
APC c.1779G>A p.W593* STOP_GAINED |0,398 |HETZ
BRCA1 €.4039A>G p.R1347G NO_SYN 0,268 |HETZ
BRCA1 €.3284A>C p.K1095T NO_SYN 0,282 |HETZ

e ERBB2 €.1960A>G p.1654V NO_SYN 0,711 |HETZ
FLT3 c.1774G>A p.V592I NO_SYN 0,158 |HETZ
JAK3 €.2164G>A p.V722I NO_SYN 0,461 |HETZ
MAP2K2 | ¢.813C>G p.D271E NO_SYN 0,381 |HETZ

o LRP1B c.13114A>T p.N4372Y NO_SYN 0,482 |HETZ
LRP1B €.11227G>A p.G3743S NO_SYN 0,510 |HETZ
APC c.933G>A p.K311K SPLICING, SYN | 0,543 |HETZ
TSC2 c.5378G>A p.R1793Q NO_SYN 0,514 |HETZ
KRAS c.35G>A p.G12D NO_SYN 0,284 |HETZ

2 LRP1B €.12523C>A p.P4175T NO_SYN 0,236 |HETZ
EPHA2 €.2162G>A p.R721Q NO_SYN 0,473 |HETZ
ERBB3 €.2150C>T p.S717L NO_SYN 0,459 |HETZ
TSC2 ¢.5116C>T p.R1706C NO_SYN 0,532 |HETZ

35 | APC c.1746dupA p.S5831fs*19 IS:EII_AII\C;IE\ISGH'IFT 0,584 |HETZ
ATR €.2290A>G p.K764E NO_SYN 0,648 |HETZ
PALB2 €.2816T>G p.L939W NO_SYN 0,600 |HETZ

66



Tabla 4. Continuacion.

Resultados

ID | Gen Variante ADN Variante proteina | Efecto proteico | VAF | Zigocidad
ATM c.1810C>T p.P604S NO_SYN 0,482 |HETZ
ATM €.4388T>G p.F1463C NO_SYN 0,482 |HETZ
ERBB3 c.1106A>G p.-N369S NO_SYN 0,673 |HETZ
TSC2 c.1574A>G p.N525S NO_SYN 0,628 |HETZ

37 |ESR1 c.-30C>T - 5'UTR 0,873 |HOMZ_ALT
MGMT €.322G>A p.E108K NO_SYN 0,629 |HETZ
NTRK1 c.16C>T p.R6W NO_SYN 0,667 |HETZ
LRP1B €.12003G>T p.W4001C NO_SYN 0,297 |HETZ
BRD4 €.3536A>G p.K1179R NO_SYN 0,297 |HETZ
NOTCH2 |c.7075C>G p.P2359A NO_SYN 0,499 |HETZ
KMT2A | c.1948A>G p-N650D NO_SYN 0,446 |HETZ
KMT2A |c.10648G>A p.G3550R NO_SYN 0,485 |HETZ

. NRTK1 €.2339G>A p.R780Q NO_SYN 0,507 |HETZ
FOXP1 €.643C>G p.P215A NO_SYN 0,506 |[HETZ
ERBB2 c.2033G>A p.R678Q NO_SYN 0,980 [HOMZ_ALT
ERBB2 |c.1157C>A p.A386D NO_SYN 0,980 |HOMZ ALT
NOTCH3 |c.6532C>T p.P2178S NO_SYN 0,493 |HETZ
BRCA1 c.1367T>C p.1456T NO_SYN 0,491 |HETZ

41 TSC2 €.5383C>T p.R1795C NO_SYN 0,516 |HETZ
IL7R c.760G>A p.A254T NO_SYN 0,484 |HETZ
TSC2 c.1577G>A p.S526N NO_SYN 0,496 |HETZ

43 CSF3R €.2422G>A p.E808K NO_SYN 0,495 |HETZ
MTOR €.985G>A p.A329T NO_SYN 0,469 |HETZ
NOTCH1 |c.4348G>A p.E1450K NO_SYN 0,586 |HETZ
BRCAZ2 c.430G>T p.V144F NO_SYN 0,245 |HETZ

* BRCAZ2 C.5299A>T p.K1767* STOP_GAINED | 0,419 |HETZ
EPHA2 €.334G>A p.Al12T NO_SYN 0,520 |(HETZ

48 | MLP c.1102G>T p.V368L NO_SYN 0,605 |HETZ

Leyenda: VAF= Variant Allele Frequency; NO_SYN= No sin6nima; SYN= Sin6nima;
SPLICING= Corte y empalme; FRAMESHIFT= Cambio de marco de lectura; STOP_GAINED= Ganancia
de un codon de terminacion prematuro; INFRAME DELECTION= Fragmento de ADN con una delecion

conservando marco de lectura; 5'UTR= Regidén no traducida 5 prima; HETZ= Mutacion en heterocigosis;

HOMZ_ALT= Mutacién en homocigosis.
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Resultados

5.3.1 Agrupacion de las variantes en rutas de sefalizacion en el subgrupo de 27
ITAC

Agrupando los genes mutados de acuerdo con las vias de sefalizacion més
frecuentemente afectadas, identificamos 7 casos (26%) con mutaciones en la via MAPK
(2 NF1, 3 KRAS, 1 BRAF y 1 NF1 + MAP2K1), 7 casos (26%) con mutaciones en la via
de reparacion del ADN por Recombinacion Homologa (3 ATM, 3 BRCALy 1 ATM +
BRCAZ2), 6 casos (22%) con mutaciones en la via PI3K (Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase)
(1PIK3CA(x2) + PIK3R2, 4 PIK3CA, 1 MTOR) y 6 casos (22%) con mutaciones en la via
Whnt/B-catenina (4 APC y 2 CTNNB1). Las mutaciones en las diferentes vias de
sefializacion mencionadas no ocurrieron de manera excluyente en la misma muestra
tumoral, pero se realiz6 el analisis para estudiar la posible relacion clinica entre las
diferentes vias encontrandose que no existe relacion estadisticamente significativa entre

las mismas (Tabla 5).

Tabla 5. Relacion entre las diferentes vias en el subgrupo de 27 ITAC.

No PI3K Si PI3K Test Fisher
N % N % pvalor
No Wnt 18 87 3 50
0,101
Si Wnt 3 14 3 50
No Rep. ADN 16 76 4 67
_ 0,633
Si Rep. ADN 5 24 2 33
No MAPK 17 81 3 50
0,29
Si MAPK 4 19 3 50
No Wnt Si Wnt Chi cuadrado
N % N % pvalor
No Rep. ADN 15 71 5 83 )
Si Rep. ADN 6 29 1 17
No MAPK 17 81 3 50
. 0,29
Si MAPK 4 19 3 50
No Rep. ADN Si Rep. ADN Test Fisher
N % N % pvalor
No MAPK 16 80 4 57
. 0,328
Si MAPK 4 20 3 43
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5.3.2 Estudio de la relacion entre las variables clinicas y la presencia o nUmero de

mutaciones en el subgrupo de 27 ITAC

No se encontraron diferencias entre aquellas muestras con mutaciones y aquellas

en las que no encontramos variantes somaticas relevantes en cuanto al consumo de tabaco,

el subtipo histologico o la clasificacion T (Tabla 6). Tampoco existieron diferencias entre

encontrar mutaciones somaticas y la edad (test de Student, pvalor=0,83) o el tiempo de

exposicién al polvo de madera (test de Wilcoxon, pvalor=0,788).

Tabla 6. Relacion entre los parametros clinico-patologicos y la presencia de mutaciones

somaticas en el subgrupo de 27 pacientes calculada mediante el test de Fisher.

Caracteristica N Se encontraron mutaciones somaticas (%) | pvalor
Tabaco
Si 16 13 (81)
0,391
No 11 7 (64)
Subtipo histolégico
Bajo riesgo 17 12 (71
) ) : (71) 0,678
Alto riesgo 10 8 (80)
T
T1-T2 12 8 (67)
0,662
T3-T4 15 12 (80)
Casos totales 27 20

Sin embargo, si se encontrd asociacion entre el mayor nimero de mutaciones y el

consumo de tabaco (pvalor=0,044) pero no con el subtipo histologico o la clasificacion

T (Tabla 7).
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Tabla 7. Relacion entre los parametros clinico-patolégicos y el numero de mutaciones

somaticas en el subgrupo de 27 ITAC calculada mediante el test de Wilcoxon.

Caracteristica Mediana P25-P75 pvalor
Tabaco
Si 2,5 1-4
0,044

No 1 0-1,5
Subtipo histolégico
Bajo riesgo 2 0-3

) 0,556
Alto riesgo 1 1-2
T
T1-T2 2 0-3,25 L
T3-T4 2 1-3

Tampoco se encontro relacion lineal estadisticamente significativa entre el mayor
nimero de mutaciones y la edad (r= -0,061; pvalor=0,763) o el mayor tiempo de
exposicion al polvo de madera (r= 0,014; pvalor=0,949), calculados mediante el
coeficiente de correlacion de Pearson o Spearman (segun se cumpla o no la hip6tesis de
normalidad) y representados a continuacion en la Figura 14 en forma de diagrama de

dispersion.

10.0- . 10.0- =

Nimero de mutaciones
”
Niimero de mutaciones

0.0- . . . . e . 0.0-
70 80 0 10 20 30 40 s0
Edad (afios) Tiempo exposicién

Figura 14. Diagrama de dispersion que muestra la ausencia de relacion lineal entre el

numero de mutaciones y la edad o el tiempo de exposicion.
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5.3.3 Estudio de la relacion entre las variables clinicas y las diferentes rutas de

seflalizacion mutadas en el subgrupo de 27 ITAC

La Tabla 8 resume la relacion entre la mutacion en las diferentes vias con el
consumo de tabaco, subtipo histologico y clasificacion T. La mutacion en la ruta MAPK
fue la Gnica que mostrd asociacion clinica con algun parametro clinico. Esta via se asocio
de forma significativa al consumo de tabaco y a subtipos histologicos de bajo riesgo
(colonico y papilar). Dicho de otro modo, las mutaciones somaéticas en la via MAPK se

observaron solamente en pacientes fumadores con subtipos de bajo riesgo.

Tabla 8. Relacién entre los pardmetros clinico-patoldgicos y las diferentes rutas de
sefializacion en el subgrupo de 27 ITAC calculada mediante el test de Fisher.

Caracteristica N | MAPK mutada (%) pvalor | PI3K mutada (%0) pvalor
Tabaco
Si 16 | 7 (100 4 (67
(100) 0,022 67 1
No 11 | 0(0) 2(33)
Subtipo histolégico
Bajo riesgo 17 | 7 (100 3 (50
) . ’ (100) 0,026 (50) 0,638
Alto riesgo 10 | 0 (0) 3 (50)
T
T1-T2 12 | 4 (57) 4 (67)
0,662 0,357
T3-T4 15 | 3 (43) 2 (33)
Casos totales 27 | 7 6
Caracteristica N | Rep. ADN mutada (%) | pvalor | Wnt mutada (%) pvalor
Tabaco
Si 16 | 6 (87 4 (67
(67) 0,183 67) 1
No 11 | 1(14) 2(33)
Subtipo histoldgico
Bajo riesgo
) 17 | 5(71) 4 (67)
Alto riesgo 0,678 1
10 | 2 (29) 2(33)
T
T1-T2 12 | 3(43) L 3(50) .
T3-T4 15 | 4 (57) 3 (50)
Casos totales 27 |7 6
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Se busco calcular un punto de corte para la edad y el tiempo de exposicion al polvo
de madera que fuera discriminativo para la mutacion de las cuatro rutas mencionadas, es
decir, un punto de corte a partir del cual se observara una diferente probabilidad de
mutacion de las rutas. Para esto, se calculd el punto de corte 6ptimo segun el indice de
Youden para cada via proporcionando Se (sensibilidad), Sp (especificidad), valor AUC
(&rea bajo la curva), asi como su significacion (pvalor) y se representaron mediante curvas

ROC como se muestra en la Figura 15y en la Figura 16.

Unicamente hallamos como punto de corte significativo la edad en la ruta de
reparacion del ADN observando gue los pacientes con edades inferiores a 71 afios tienen
una probabilidad significativamente mayor (pvalor=0,005) de tener mutaciones en esta
via. Este punto de corte muestra una Se del 86%, una Sp del 65% y un AUC del 74%
(Figura 15).
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EDAD PUTIDES | DI | o Sp | AUC (1C95%) pvalor
corte hacia sano
MAP/ERK 72 > 0,85 0,55 0,657 (0,424-0,891) 0,234
PI3K 71 < 0,83 0,48 0,643 (0,389-0,897) 0,307
Rep.ADN 71 > 0,86 0,65 0,743 (0,544-0,942) 0,050
Wnt 80 < 0,50 0,90 0,623 (0,318-0,928) 0,381
MAPK/ERK PI3K
E o< | g o
w < wn <
AUC: 0.657 (0.424-0.891) AUC 0.643(0.389-0.897)
3 3
; I I ; I I
0.0 0.5 10 0.0 05 10
1-Especificidad 1-Especificidad
Reparacion de ADN Wnt/p-catenina
% | % J
o =]
R 2 ¢
3 S ° <
z 2
5T g
v < ©w <@
AUC: 0.743 (0.544-0.942) AUC 0.625(0.357-0.893)
o =
o =]

0.0

0.5 1.0

1-Especificidad

1-Especificidad

Figura 15. Representacion grafica mediante curvas ROC del punto de corte segun el

indice de Youden para la edad y la mutacion en las diferentes rutas.

Leyenda: Se= Sensbilidad; Sp= Especificidad; AUC=Area bajo la curva.

Curvas ROC: Representacion de la efectividad de estos puntos de corte. El eje de ordenadas mide

la senshilidad, la capacidad de detectar los casos positivos correctamente, y el eje de abscisas mide 1-

especificidad, es decir aquellos resultados positivos que son incorrectos (falsos positivos).
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TIEMPO Punto de | Direccion o
EXPOSICION | corte hacia sano S =P HUT e ey
MAP/ERK 35 < 0,71 0,71 0,529 (0,266-0,793) 0,847
PI3K 35 > 0,67 0,56 0,560 (0,243-0,87) 0,686
Rep.ADN 3 > 0,33 1 0,588 (0,271-0,905) 0,544
Wnt 35 > 0,83 0,61 0,625 (0,357-0,893) 0,381
MAPK/ERK PI3K
E )
AUC: 0.471 (0.207-0.734) AUC: 0.560 (0.243-0.878)
E A T T T ; L
0.0 05 1.0 0.0 05 1.0
1-Especificidad 1-Especificidad
Reparacion de ADN Whnt/B-catenina
R 7 e |
s < 3 <
! 2
z 5 | £ = |
v < v <
AUC: 0.588 (0.271-0.905) AUC: 0.625 (0.357-0.893)
o o
= I s T I
0.0 05 1.0 0.0 03 Lo
1-Especificidad 1-Especificidad

Figura 16. Representacion grafica mediante curvas ROC del punto de corte segun el
indice de Youden para el tiempo de exposicion al polvo de madera y la mutacion en las

diferentes rutas.

Leyenda: Se= Senshilidad; Sp= Especificidad; AUC=Area bajo la curva.

Curvas ROC: Representacion de la efectividad de estos puntos de corte. El eje de ordenadas mide
la senshilidad, la capacidad de detectar los casos positivos correctamente, y el eje de abscisas mide 1-

especificidad, es decir aquellos resultados positivos que son incorrectos (falsos positivos).
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5.3.4 Estudio de la relacion entre la recidiva tumoral y las diferentes rutas mutadas
en el subgrupo de 27 ITAC

No se encontraron asociaciones significativas entre la presencia de recidiva o tipo

de recidiva y la mutacion en las diferentes vias (Tabla 9).

Tabla 9. Relacion entre la recidiva tumoral y las diferentes rutas de sefializacién en el
subgrupo de 27 ITAC calculada mediante el test de Fisher.

Caracteristica N | MAPK mutada (%) pvalor | PI3K mutada (%) | pvalor
Recidiva
Si 28 | 3(43 3 (50
(43) 0,665 (0) 1

No 19 | 4 (57) 3 (50)
Tipo recidiva
Local 21 | 2(67) 2 (67)
Distancia 2 10(0) 0 (0)

. ) ) 0,517 0,517
Local+Regional+Distancia | 1 | 0(0) 0 (0)
Local+Distancia 1 |1(33) 1(33)
Casos totales 47 | 13 8
Caracteristica N | Rep. ADN mutada (%) | pvalor | Wnt mutada (%0) pvalor
Recidiva
Si 28 | 4 (67) 1(17)

0,652 0.065
No 19 | 2(33) 5(83)
Tipo recidiva
Local 21 | 3(75)
. . 1 (100)

Distancia 2 10(0)

. ) ) 0,635 0(0) 1
Local+Regional+Distancia | 1 | 1(25) 000)
Local+Distancia 1 10(0)
Casos totales 47 | 21 13

Sin embargo, con el fin de determinar si el numero de recidivas durante el
seguimiento difiere segln la mutacién en las diferentes rutas de sefializacion mentadas,
se han realizado diversos contrastes observando que aquellos ITAC con mutaciones en la
ruta Wnt tienen, frente al resto, un nimero significativamente menor de recidivas durante

el seguimiento (Tabla 10).
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Tabla 10. Relacidon entre el nimero de recidivas y la mutacion en las diferentes rutas en

el subgrupo de 27 ITAC calculada mediante el test de Wilcoxon.

Ruta de sefializacion N Mediana P25-P75 pvalor
MAPK
Si 7 0 0-1,5

0,581
No 19 1 0-2
PI3K
Si 6 1 0-1,75

0,698
No 20 0,5 0-2
Rep. ADN
Si 6 0,5 0,25-1,75

0,923
No 20 1 0-2
Wnt
Si 6 0 0

0,033
No 20 1 0-2

5.3.5 Estudio de la relacion entre las diferentes vias de sefalizacion y la
supervivencia en el subgrupo de 27 ITAC: Test log-rank y Curvas Kaplan Meier

Mediante el test de log-rank y curvas Kaplan Meier se compararon las curvas de
supervivencia y las rutas de sefializacién mutadas (Figura 17, Figura 18 y Figura 19) sin
mostrar diferencias significativas. Sin embargo, se observo una tendencia a una mejor
supervivencia libre de enfermedad (pvalor=0,069) y especifica para enfermedad
(pvalor=0,059) en aquellos ITAC con mutaciones en la ruta Wnt/fB-catenina (Figura 17 y
Figura 19).
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Figura 17. Comparacion entre la supervivencia libre de enfermedad y las diferentes rutas

de sefalizacion.
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Figura 18. Comparacién entre la supervivencia global y las diferentes rutas de

sefalizacion.
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Figura 19. Comparacion entre la supervivencia especifica para enfermedad y las

diferentes rutas de sefalizacion.
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5.3.6 Estudio de la relacion entre las diferentes variables y la supervivencia en el

subgrupo de 27 ITAC: Modelo de regresion de Cox

Para estudiar la relacion entre las diferentes variables y la supervivencia en el
subgrupo de 27 ITAC se construyeron modelos de regresion de Cox (univariante y
multivariante) para cada una de las variables predictivas consideradas: edad, consumo
tabaquico, tiempo de exposicion al polvo de madera, subtipo histolégico (bajo riesgo/alto
riesgo), clasificacion T (T1-T2/T3-T4), RT adyuvante, tipo de abordaje
(endoscopico/externo), y ruta de sefializacion mutada. No se considerd incluir la via Wnt
en el modelo para la SEE por poder resultar en estimaciones incorrectas al existir un

namero insuficiente de casos para algunas comparaciones.

El modelo univariante y multivariante simplificado en forma de Hazard Ratio
(HR) con su intervalo de confianza al 95% (95%IC) y significacién (pvalor) para la SLE,
SG y SEE figuran a continuacion (Tabla 11, Tabla 12 y Tabla 13).

Tabla 11. Modelo univariante y multivariante de los factores de riesgo para la

supervivencia libre de enfermedad en el subgrupo de 27 ITAC.

Variable HR univariante (95%IC) | pvalor | HR multivariante (95%IC) | pvalor
Edad 0,990 (0,921-1,06) 0,785

Consumo tabaquico 0,715 (0,243-2,1) 0,543

Tiempo de exposicién

a1 polvo de madera 0,997 (0,956-1,04) 0,894

Subtipo alto riesgo 1,1 (0,362-3,32) 0,872

Clasificacion T3-T4 3.69 (1,04-13,2) 0,044 | 8,559 (1,931-37,927) 0,005
RT adyuvante 0,493 (0,169-1,44) 0,195 | 0,213 (0,063-0,719) 0,013
Abordaje externo 1,61 (0,494-5,24) 0,430

MAPK mutada 0,513 (0,14-1,88) 0,315

P13K mutada 0,489 (0,132-1,8) 0,282

Rep. ADN mutada 1,69 (0,525-5,47) 0,378

Wnt mutada 0,185 (0,024-1,42) 0,105
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Tabla 12. Modelo univariante y multivariante de

supervivencia global en el subgrupo de 27 ITAC.

Resultados

los factores de riesgo para la

Variable HR univariante (95%IC) | pvalor | HR multivariante (95%IC) | pvalor
Edad 1,030 (0,962-1,100) 0,39

Consumo tabaquico 1,160 (0,423-3,19) 0,77 10,697 (1,936-59,112) 0,006
Tiempo de exposicién

al polvo de madera 0,987 (0,953-1,02) 0,453

Subtipo alto riesgo 1,150 (0,402-3,28) 0,798

Clasificacion T3-T4 2,760 (0,995-7,67) 0,0512 | 14,806 (2,882-76,054) 0,003
RT adyuvante 1,040 (0,373-2,89) 0,943

Abordaje externo 1,690 (0,614-4,66) 0,31

MAPK mutada 1,150 (0,389-3,39) 0,801 1,150 (1,028-1,287) 0,015
PI3K mutada 0,574 (0,161-2,04) 0,391 | 0,292 (0,068-1,253) 0,098
Rep. ADN mutada 0,417 (0,118-1,47) 0,173 | 0,207 (0,049-0,871) 0,032

Tabla 13. Modelo univariante y multivariante de los factores de riesgo para la

supervivencia especifica para enfermedad en el subgrupo de 27 ITAC.

Variable HR univariante (95%IC) | pvalor | HR multivariante (95%IC) | pvalor
Edad 0,964 (0,872-1,07) 0,469 1,163 (0,931-1,453) 0,182
Consumo tabaquico 1,320 (0,26-6,69) 0,739 | 81,453 (1,030-6439,495) 0,049
Tiempo de exposicién

2l polvo de madera 1,010 (0,947-1,07)) 0,799

Subtipo alto riesgo 1,300 (0,301-5,61) 0,206 | 15,816 (1,058-236,401) 0,045
Clasificacion T3-T4 2,190 (0,399-12) 0,368 69,251 (0,819-584,922) 0,061
RT adyuvante 0,373 (0,0866-1,61) 0,186 | 0,053 (0,002-1,319) 0,073
Abordaje externo 0,674 (0,0816-5,57) 0,714

MAPK mutada 0,225 (0,0267-1,89) 0,169

PI3K mutada 0,210 (0,0251-1,76) 0,15 0,012 (0,001-1,509) 0,073
Rep. ADN mutada 0,608 (0,0734-5,03) 0,644
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El modelo univariante mostré que pacientes con clasificacion T3-T4, tenian una
menor supervivencia libre de enfermedad con mayor riesgo de recidiva (HR=3,69;
95%I1C=1,04-13,2; pvalor=0,044). También mostraron una menor supervivencia global,
pero sin llegar a la significacion en este caso (HR=2,760; 95%IC=0,995-7,67,;
pvalor=0,051). El resto de las variables analizadas no afectaron de forma significativa a

la supervivencia segun estos modelos univariantes (Tabla 11, Tabla 12 y Tabla 13).

El modelo multivariante se construyé para analizar de forma independiente la
influencia en el prondstico de las diferentes rutas mutadas y el resto de los parametros
clinico-patologicos. Para ello, se proporcionan los Hazard Ratio de sufrir recidiva o

exitus, junto con los intervalos de confianza al 95% correspondientes.

Este modelo mostré que la presencia de una clasificacion tumoral T3-T4 es
predictor independiente de la disminucién de la supervivencia libre de enfermedad
(HR=8,559; 95%I1C=1,931-37,927; pvalor=0,005). Por otro lado, haber recibido RT
adyuvante disminuye de forma significativa el riesgo de recidiva (HR=0,213;
95%1C=0,063-0,719; pvalor=0,013) (Tabla 11).

La clasificacion T3-T4 se mostr6 como predictor independiente de la disminucion
de la supervivencia global (HR=14,806; 95%IC=2,882-76,054; pvalor=0,003) (Tabla
12), pero sin llegar a alcanzar significacion en la supervivencia especifica para
enfermedad (Tabla 13).

El consumo de tabaco se mostr6 como factor de riesgo para la disminucion de la
supervivencia global y especifica para enfermedad (HR=10,697; 95%I1C=1,936-59,112;
pvalor= 0,006 y HR=81,453; 95%I1C=1,030-6439,495; pvalor=0,049) (Tabla 12 y Tabla
13).

El subtipo histolégico de alto riesgo (sélido/mucinoso) se relacioné de forma
independiente con la disminuciéon de la supervivencia especifica para enfermedad
(HR=15,816; 95%IC=1,058-236,401; pvalor=0,045) (Tabla 13).

La mutacion en la ruta de reparacion del ADN se mostré como factor protector
independiente de la supervivencia global (HR=0,207; 95%IC=0,049-0,871,
pvalor=0,032) y la ruta MAPK/ERK como factor de riesgo de esta (HR=1,150;
95%I1C=1,028-1,287; pvalor=0,015).
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Discusion

La baja prevalencia de los ITAC supone un obstaculo para su estudio y dificulta
que los centros acumulen experiencia a no ser que sean centros de referencia o que se
disefien estudios multi-institucionales con el riesgo de sesgo que esto conlleva. En nuestro
caso, el hecho de ser un centro de referencia en su tratamiento, sumado a la mayor
incidencia en el Norte de Espafia, hace que los ITAC supongan el 60% de nuestros TNS
a diferencia de lo que ocurre en otras series donde el ITAC supone el 10-20% de los

tumores epiteliales nasosinusales*”’.

Ademas de su rareza, la amplia gama de histologias explica la alta tasa de
discrepancias diagndsticas detectada después de la revision por patologos expertost /3174,
En nuestro caso, la revision de la muestra tumoral por patélogo experto en ITAC supuso
el cambio de subtipo histoldgico en el 13% de los casos.

Sumado a todo ello, las nuevas opciones de tratamiento para enfermedades raras
presentan muchas barreras, no solo en términos de interés comercial y financiacion, sino

también para el desarrollo de investigaciones rigurosas.

En nuestra serie, los ITAC tienen una tasa de recidiva del 43% a los 5 afios. A lo
largo del seguimiento, los pacientes pueden sufrir varias recidivas tumorales a pesar de
su adecuada exéresis quirdrgica, hasta cuatro recidivas resecables en un mismo paciente
en este estudio y hasta veinte seglin nuestra experiencia. Las recidivas son la principal
causa de mortalidad y se abordan de la misma manera que el tumor primario, pero con
dificultades afiadidas: (1) el tratamiento radioterapico no es un arma terapéutica con la
gue podamos contar cuando superamos la dosis de radiacién maxima recomendada y (2)
la cirugia y radioterapia previa pueden dificultar la preservacion de 6rganos vecinos,
como el globo ocular.

De esta forma, cuando la cirugia y la radioterapia estan contraindicadas o ya no
controlan la enfermedad con eficacia, no tenemos arsenal terapéutico eficaz. La

indicacion clasica de la QT en los ITAC, en este escenario, es paliativa.

La necesidad de mejorar el control local, aumentar la supervivencia y preservar la
funcién del érgano nos ha llevado a buscar nuevas opciones terapéuticas. Por ello, nos
propusimos describir las mutaciones accionables en una muestra de 48 ITAC basandonos

en un panel de 119 genes que previamente disefiamos.
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6.1 LA ONCOLOGIA DE PRECISION

Los datos moleculares de la linea germinal o del tumor de un paciente son usados
en la actualidad para establecer el diagndstico, el pronostico, el tratamiento o la
prevencion de algunos tipos de céncer. Se ha establecido que las terapias dirigidas a
alteraciones genéticas especificas pueden ser mas seguras y efectivas que las estrategias

no personalizadas cuando se utilizan en una poblacion de pacientes adecuadal’>*7®,

Los resultados alentadores de algunos ensayos clinicos impulsados
molecularmente, como los llamados "basket trials”, y los informes de casos de
respondedores excepcionales a terapias dirigidas seleccionadas sobre la base de
mutaciones somaticas, independientemente del sitio del tumor primario o la histologia,

estan demostrando la utilidad de este enfoque transversal*’’-17°,

Un ejemplo de esto es el inhibidor de la tirosina quinasa Imatinib (Gleevec®) o
el anticuerpo monoclonal Trastuzumab, los cuales fueron inicialmente aprobados
exclusivamente para el tratamiento de dos tipos de cancer (LMC con la traslocacion BCR-
ABL y céncer de mama con amplificacion de ERBB2) con cambios dramaticos en la
mejoria de la supervivencia'®®182, A posteriori fue demostrada su eficacia en otros tipos
de tumores con alteraciones idénticas o similares como los tumores del estroma
gastrointestinal con mutaciones en KIT o (Platelet Derived Growth Factor Receptor

Alpha) y el cancer gastrico con amplificacion de ERBB2183184,

También se ha demostrado que las alteraciones moleculares pueden predecir el
prondstico y la respuesta a terapias especificas. Por ejemplo, las mutaciones en los
codones 12 y 13 de KRAS predicen una mala respuesta a los anticuerpos monoclonales
anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) como Cetuximab y Panitumumab en el
CCR!®, Otro ejemplo son las mutaciones en IDH1 en pacientes con glioblastoma que
predicen una mayor supervivencia global en comparacion con aquellos sin tales

cambios®®.

Las dianas moleculares pueden ser proteinas involucradas en rutas de sefializacion
que regulan procesos como la proliferacion, apoptosis, invasion tisular e inflamacion o
que participan en los mecanismos de respuesta o resistencia terapéutica. Estas dianas se
denominan en inglés “actionable alterations” y se definen como alteraciones ligadas a la

terapia anticancerigena que acttan sobre las moléculas donde ocurren dichas alteraciones
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y para las cuales existen tratamientos aprobados por la FDA o EMA (para un tumor dado

0 en todos los tumores) o que estan siendo investigados en algun ensayo clinico.

La caracterizacion de mutaciones accionables ya ha permitido: (1) seleccién de
subconjuntos de pacientes para la participacion en ensayos clinicos y en dltima instancia
para la autorizacion de la comercializacion basada en un mayor beneficio del tratamiento
(por ejemplo, Erlotinib para el CPNM con deleciones en el exén 19 de EGFR), (2)
restriccion de las indicaciones etiquetadas de agentes especificos para evitar el
tratamiento de pacientes que no se benefician (por ejemplo, falta de eficacia a
Vemurafenib en pacientes con melanoma sin mutacion en BRAFV600E) y (3) prediccién
del riesgo de toxicidad (por ejemplo, neutropenia y diarrea asociada a Irinotecan en
pacientes con UGT 1ALl * 28 en homocigosidad).

La gran cantidad de datos generados por las tecnologias de secuenciacién masiva
y el elevado tiempo de respuesta no compatible con la practica clinica diaria, nos llevaron
a elegir los paneles como tecnologia de secuenciacion. El uso de los paneles de genes, a
diferencia de los enfoques basados en el exoma o el genoma completo, permite una
cobertura méas profunda de las regiones de interés, una interpretacion mas sencilla y
tiempos de analisis compatibles con la actividad clinica (2-3 semanas). Se considera, asi,
un enfoque de alta resolucién para la deteccion de pequefias alteraciones genéticas con

una sensibilidad elevada que hace que podamos confiar en las mutaciones detectadas.

Sin embargo, se precisa que el panel sea redisefiado y revalidado a medida que
surgen nuevos conocimientos sobre las alteraciones gendmicas clinicamente relevantes.
Por otra parte, debemos tener en cuenta que el limitar el estudio de un tumor a unos pocos
genes reduce los conocimientos del perfil molecular y la comprension de la

carcinogeénesis.
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6.1.1 Identificacion y anotacion de variantes generadas por NGS

Las variantes somaticas de cada tumor lo convierten en distinto a los demas, y son
las principales responsables de que todos los tumores considerados del mismo tipo no
respondan por igual al mismo tratamiento. Por lo tanto, el conocimiento de las variantes
genéticas somaticas de cada tumor individual y, en concreto, de aquellas variantes
relevantes o responsables de su comportamiento agresivo, conocidas como mutaciones
conductoras (del inglés “drivers”), es fundamental para lograr la personalizacion de los

tratamientos oncologicos.

Aunque hay gran diversidad de mutaciones en el ser humano con cancer, nuestra
capacidad de anotar y evaluar las consecuencias funcionales y clinicas de las mutaciones
se ha incrementado notablemente. Sin embargo, no es una tarea facil sino todo un desafio
no exento de errores. Para lograr esto, hemos tenido en cuenta varios parametros de
priorizacion y anotacion de variantes para proporcionar una estimacion mas sélida de la

importancia de estas variantes en nuestro trabajo:

1) Variables métricas bioinformaticas

Se pueden usar diferentes ajustes bioinformaticos para mejorar la deteccion de
variantes o los artefactos de secuenciacion, junto con las caracteristicas de la muestra,
incluida la pureza y la heterogeneidad del tumor (VAF>0.1). Debe garantizarse una
cobertura adecuada como en nuestro caso y priorizar las mutaciones “no sinénimas”
como se ha realizado. Para considerar la variante como real y relevante, también se
recomienda establecer un umbral de frecuencia de variante poblacional que en nuestro
caso fue 0.01. No obstante, las variantes genéticas ya conocidas clinicamente
generalmente se priorizan independientemente de la frecuencia de variante®” y por

este motivo fuimos flexibles y rescatamos 7 de ellas con umbral de 0.05.

2) Estudio en paralelo con la linea germinal

Cada tumor contiene variantes heredadas (linea germinal) y especificas del
tumor (somaticas). Las alteraciones somaticas en protooncogenes y genes supresores
de tumores podrian impulsar el desarrollo y el crecimiento del tumor por lo que suelen

ser el objetivo de las terapias personalizadas. Restar la variacion genética de un
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genoma no canceroso de su contraparte cancerosa permite la identificacion de los
cambios somaticos que ocasionalmente pueden ser accionables. Sin embargo, este
enfoque no se utiliza de forma generalizada en los estudios genéticos del cancer y se
utiliza de forma frecuente solo ADN tumoral. Esto es, probablemente, el resultado de
dificultades logisticas para obtener una muestra de sangre o saliva, un mayor coste y

una subestimacion erronea del valor potencial de la muestra de ADN germinal*86-188,

Una cuestion importante en el desarrollo y progresion del cancer humano ha
sido la contribucion de las alteraciones de la linea germinal a la predisposicion al
cancer. Por ello, es importante tener en cuenta que algunas alteraciones que
pudiéramos interpretar como somaticas en el tejido tumoral, podrian ser mutaciones
germinales con predisposicion a padecer ciertos tipos de cancer o vinculadas a la
respuesta a medicamentos dirigidos (como las que inactivan BRCA1/BRCA2 o0 APC

en el cancer de ovario y mama o colon).

Hoy en dia, el andlisis de una muestra de linea germinal paralelamente al
estudio del tumor se considera deseable, pero no exigida, por los estandares y pautas
mas recientes para la interpretacion de las variantes de secuencia en el cancer
(recomendacién conjunta del consenso de la Asociacién de Patologia Molecular, la
Sociedad Estadounidense de Oncologia Clinica y el Colegio de Patologos
Estadounidenses)*®°.

Debido a esto, evaluamos la efectividad de nuestro filtrado bioinformatico en
la deteccidon de mutaciones somaticas en 27 pacientes con ITAC. Observamos que 79
de las 131 (60%) variantes informadas en el tumor tras el filtrado bioinformaético, eran
realmente de origen germinal cuando se hacia el estudio en paralelo (falsos positivos).

Dicho de otro modo, el 40% eran indudablemente somaticas.

Este porcentaje (60%), es superior al publicado en trabajos recientes como el
de Jones S et al.?® que estudiaron por NGS 58 muestras de diferentes tumores en
paralelo con su linea germinal con una tasa de mutaciones somaticas, detectadas por
el filtrado bioinformatico, falsamente positivas del 31%. Creemos que esto puede ser
debido a que, en nuestro trabajo, hemos aplicado un filtrado bioinformatico mas
estricto y hemos consultado un mayor numero de bases de datos y modelos de
prediccion funcional que nos ha llevado a un nimero de variantes final mas reducido
tras el proceso bioinformatico. Esto hace que el denominador de nuestra division, que
corresponde a todas las variantes finalmente informadas en el tumor sin comparar con
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la linea germinal sea menor (52/131) y pueda explicar una diferente tasa de falsos

positivos.

Hemos de mencionar que el hacer un filtrado de variantes tan estricto, mejora
la especificidad, pero es probable que aumente la fraccion de variantes somaticas que
se eliminan inadvertidamente, y con ellas algunas accionables, como es el caso de las

7 variantes que decidimos rescatar (Tabla 3).

A continuacion, en la Figura 20, se representan todas las mutaciones
detectadas tras el filtrado bioinformatico de cada muestra de los 27 ITAC. Una a una
se representan las variantes somaticas falsamente detectadas como tal (falsos
positivos, color gris), las variantes somaticas detectadas correctamente como tal
(verdaderos positivos, color verde) y las variantes somaticas que rescatamos tras ser

erroneamente descartadas por el filtrado bioinformatico (falsos negativos, color azul).

ID de las muestra
25

20

15

NUmero de variantes

10

0|||| || I" Il II | I ||||

2 3 6 7 8101113151921 2427 2829 30 31 32 33 34 36 38 40 42 44 45 47

Figura 20. Representacion grafica del nimero de variantes somaticas verdaderas
y falsas en las 27 muestras tumorales/germinales.

B variantes germinales;  Variantes somaticas; " Variantes rescatadas.
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Todos estos datos demuestran que el enfoque de secuenciacion de solo el ADN
tumoral de los 48 ITAC no puede identificar fielmente las mutaciones somaticas. A
nuestro parecer, las ventajas del estudio en paralelo germinal que permiten mejorar la
sensibilidad y la especificidad en la deteccion de variantes somaticas son: (1) permite
una asignacion inequivoca del origen somatico de la variante, (2) permite eliminar
errores sistematicos que ocurren a bajas frecuencias, que representan un ruido
considerable para la identificacion precisa de variantes somaticas subclonales o

diluidas y 3) permite la comparacion de las CNV tumor/linea germinal.

Por todo esto, consideramos que el andlisis de secuenciacion tumoral
emparejado con tejido normal es esencial para la identificacion e interpretacion
precisa de las alteraciones somaéticas pudiendo tener implicaciones importantes en el
diagnostico y tratamiento de los pacientes con cancer y, en este caso, de los pacientes
con ITAC. Ademas, desde una perspectiva clinica, el ADN germinal se puede obtener
de forma sencilla a partir de muestras de saliva y tejido resecado no afectado, ademas
de sangre, lo que potencialmente simplifica los desafios logisticos. En nuestro trabajo,
por disponibilidad del paciente, solo logramos conseguir emparejar muestras tumor-
sangre en 27 ITAC.

3) Bases de datos para la comparacion de variantes

Una de las herramientas computacionales claves son las bases de informacion
disponibles de forma publica (Anexo 2) que deben integrarse, para una interpretacion
adecuada ya que ninguna es lo suficientemente completa como para usarse de forma
aislada. Existen bases de datos poblacionales, de datos en cancer, de correlacion

genotipo-fenotipo y de datos funcionales, principalmente.

Su uso es necesario porque, incluso cuando se encuentra una mutacion
somatica, evaluar si desempefia un papel conductor es dificil. Por ejemplo, si
observamos que una variante es rara en la poblacion sana tendra més probabilidad de
causar enfermedad y, contrariamente, aquellos genes que con frecuencia mutan en

forma saludable es poco probable que causen enfermedades®®?.
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4) Modelos de prediccién para definir mutaciones dafinas / perjudiciales

Los modelos de prediccion del supuesto efecto funcional de una mutacién son
importantes para filtrar variantes relacionadas con el cancer cuando no existe un

analisis funcional previo.

Es necesario tener en cuenta el impacto funcional de forma estricta ya que se
ha demostrado que para mutaciones de novo o sin sentido raras casi la mitad de las
inferidas como nocivas son mutaciones casi neutrales basdndose en datos de

gendmica funcional'®?,

A menudo se utilizan algoritmos de prediccién basados en patrones de
conservacion evolutivos (se infiere que los sitios con menos sustituciones observadas
estan bajo restricciones mas estrictas y tienen mas efectos nocivos cuando mutan)*®’,
Sin embargo, ademas de la baja especificidad, estos métodos generalmente tienen un
valor limitado para anotar mutaciones de ganancia de funcion o de cambio de

funcion®®s,

Ademas, estudios recientes sugieren que ningin método o combinacion de
métodos, como es en nuestro caso, excede el 80% de precision'®*, lo que indica que
todavia hay un margen significativo para mejorar la prediccién funcional, como el

desarrollo de algoritmos para diferentes clases de mutaciones.

Finalmente, hay que mencionar que en este estudio no se han realizado pruebas

confirmatorias de variante de forma generalizada. La cobertura promedio fue de 964X en

las muestras tumorales (rango de 423 a 1555) y de 347X en las muestras germinales

(rango de 278 a 4269), dentro de los estandares recomendados, por lo que consideramos

gue se puede omitir la verificacion de variantes, especialmente cuando existe analisis

somatico®®. Ademas, ya se ha descrito que los paneles de NGS con controles de calidad

apropiados cumplen con un rendimiento clinico adecuado no recomendando las pruebas

confirmatorias de variante de rutina'®>%, Sin embargo, los laboratorios deben tener una

politica que documente claramente cualquier indicacién para las pruebas confirmatorias,

asi como también cualquier dato de validacion sobre el cual decidan que tales pruebas no

Son necesarias.
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6.2 COMPARACION DE LA MUESTRA Y DATOS CLINICOS CON
OTRAS SERIES DESCRITAS

Le media de edad al diagndstico fue 68 afios, ligeramente superior que en otras

publicaciones que la sitilan mas frecuentemente entre los 50 y 60 afios®>?>

Aunque es conocida la predominancia en varones (6:1), reflejando probablemente
el riesgo ocupacional, en nuestra muestra no hay ninguna mujer, por lo que no pudimos
analizar relaciones en cuanto al sexo. Tampoco en cuanto a exposicion a diferentes
carcindgenos pues todos los pacientes, a excepcién de un caso, habian estado expuestos
al polvo de madera. Queda claramente reflejada la asociacion, ya muy conocida, entre los

ITAC y el polvo de madera.

Se ha relacionado el desarrollo tumoral con la exposicion al polvo de madera
durante mas de 15 afios®2. En nuestra serie, el tiempo medio de exposicion fue 30 afios,
pero encontramos un rango de duracién de la exposicion desde 1 a 50 afios. Creemos que
el desarrollo tumoral en pacientes con escaso tiempo de exposicién puede estar

relacionado con la exposicion temprana, como ya ha sido propuesto por otros autores®2.

En términos de exposicién al polvo de madera y tabaco, clasificacion T y subtipo

histologico nuestra serie es comparable con otras publicadas®*%13,

El 58% de los pacientes desarrollaron recidiva en un tiempo promedio de
seguimiento de 51 meses, siendo la media del tiempo libre de enfermedad de 3 afios. La
tasa de recidiva (local, regional y/o a distancia) es ligeramente superior a otras

publicaciones recientes con un periodo de seguimiento similar®t3,

En los 48 ITAC, la tasa de supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios fue del
43%, la tasa de supervivencia global del 42% vy la tasa de supervivencia especifica para
enfermedad del 52%. Estos datos de supervivencia son mas bajos que los datos mas
recientes en los que la SLE a los 5 afios se situa entre el 62 y el 74%, la SG entre el 64 y
el 69% vy la SEE entre el 64% y el 82%*1"13, Esto sucede asi porque los ITAC son los
unicos TNS que han mejorado su supervivencia y control regional a lo largo de los afios
y en esta serie tenemos pacientes tratados desde 1998 hasta 2014 debido a un largo
periodo de recoleccidn de pacientes. En este trabajo, aquellos pacientes tratados entre los
afnos 1998 y 2006 tuvieron una peor supervivencia que aquellos tratados entre el 2007 y
2014 con una mediana de supervivencia global de 32.5 meses versus 56 meses y una

mediana de supervivencia especifica para enfermedad de 12 meses versus 69 meses,
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respectivamente. De hecho, como observamos previamente (apartado 5.2.1 y 5.2.2), el
subgrupo de 27 ITAC tiene tasas de supervivencia mejores y mas proximas a las actuales
(SLE 57% alos 5 afios, SG 56% a los 5 afios, SEE 73% a los 5 afios) porque son pacientes
tratados mas recientemente, el 89% (24/27) entre los afios 2003 y 2014.

Esto también se demuestra si se observan publicaciones méas antiguas donde la

tasa de supervivencia descrita es menor%112,

A pesar de esta diferencia, nuestra serie refleja las caracteristicas clinicas
conocidas de los ITAC, como lo demuestra el valor pronostico independiente de la
clasificacion T (SLE: HR=8,559; 95%1C=1,931-37,927; pvalor=0,005 / SG: HR=14,806;
95%I1C=2,882-76,054; pvalor=0,003)36713% v del subtipo histologico (SEE:
HR=15,816; 95%1C=1,058-236,401; pvalor=0,045)!!,

Hemos de sefialar que, en base a nuestros criterios para la indicacion de
radioterapia, haber recibido RT adyuvante disminuye de forma significativa el riesgo de
recidiva (HR=0,213; 95%I1C=0,063-0,719; pvalor=0,013).

Ademas, aunque no se ha demostrado asociacion entre los ITAC y el tabaco, como
en otras publicaciones®®, el consumo de tabaco se mostr6 como factor de riesgo
independiente para la disminucién de la supervivencia global y especifica para
enfermedad (HR=10,697; 95%IC=1,936-59,112; pvalor= 0,006 y HR=81,453;
95%I1C=1,030-6439,495; pvalor=0,049).
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6.3 RESULTADOS DE LA SECUENCIACION

Tras comparar las mutaciones en las 27 muestras tumorales con su linea germinal,
no encontramos diferencias entre las muestras con mutaciones y las que carecian de ellas
(7) en cuanto a edad, tiempo de exposicion, subtipo histoldgico o clasificacion T tumoral.
Si encontramos relacion significativa (pvalor=0,044) entre el mayor numero de
mutaciones y el consumo de tabaco (Tabla 7), aunque, como comentamos, no existe

relacion entre el consumo de tabaco y el desarrollo de los ITAC?.

En el subgrupo de 27 ITAC las mutaciones somaticas probablemente patogénicas
mas frecuentes incluyeron los genes PIK3CA, APC y ATM. Agrupando todos los genes
mutados de acuerdo con las vias de sefializacion méas frecuentemente afectadas,
identificamos 7 casos (26%) con mutaciones en la via RAS-RAF-MEK-ERK (2 NF1, 3
KRAS, 1 BRAF y 1 NF1-MAP2K1), 7 casos (26%) con mutaciones en la via de reparacion
del ADN por Recombinacion Homologa (3 ATM, 3 BRCAl1 y 1 ATM-BRCA?2), 6 casos
(22%) con mutaciones en la via PI3BK-AKT-mTOR (1PIK3CA(x2)-PIK3R2, 4 PIK3CA,
1 MTOR) y 6 casos (22%) con mutaciones en la via Wnt/p-catenina (4 APCy 2 CTNNB1).

No encontramos relacion entre las vias de sefializacion mencionadas y la
clasificacion T. En otra serie de nuestro grupo, tampoco evidenciamos diferencias entre
los estadios clinicos de ITAC y las mutaciones KRAS o la expresion de B-catenina que
son miembros claves de dos de estas rutas''®. Tampoco encontramos relacion entre las
vias de sefializacion y la presencia o el tipo de recidiva, pero si observamos que aquellos
ITAC con mutaciones en la ruta Wnt tienen un menor nimero de recidivas a lo largo del
seguimiento (Tabla 10, pvalor=0,03). Con estas escasas asociaciones, alin nos queda por
conocer y detallar cuales son los factores moleculares predictivos de invasion y recidiva
en ITAC.

A continuacién, discutiremos los resultados obtenidos en relacién con las rutas de

sefializacién mas frecuentemente mutadas.
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6.3.1 Receptores tirosina quinasa en relacion con las rutas MAPK y PI3K

En los 27 ITAC comparados con la linea germinal encontramos mutaciones
somaticas en los genes que codifican para varios receptores tirosina quinasa (RTK) como
KIT (4%; 1/27), ROS1 (4%; 1/27), DDR2 (Discoidin Domain Receptor 2) (4%; 1/27) y la
familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico humano (HER, Human
Epidermal growth factor Receptor) ERBB2, ERBB3 y ERBB4 (15%); 4/27). Por otro lado,
hemos de sefialar que no encontramos mutaciones somaéticas en ERBB1 (EGFR), IGFR1
(Insulin-like Growth Factor Receptor 1) y sus ligandos IGF1 e IGF2, PDGFRA (Platelet-
Derived Growth Factor Receptor Alpha), ALK o MET. En los 21 ITAC sin co-analisis
germinal encontramos mutaciones en otros RTK que no podemos confirmar como

somaticas por lo que no tendremos en cuenta.

De estos tltimos, la expresion de MET y ALK fue previamente estudiada en ITAC

encontrandose sobreexpresion de MET en el 64% de los ITAC y nula de ALK135,

Las mutaciones en los RTK resultan de interés pues se han relacionado con el
pronostico en otros tumores similares y son dianas terapéuticas para los inhibidores

tirosina quinasa (ITK).

La unidn de estos receptores con sus ligandos activa una cascada de sefializacion
mitogénica a través de dos vias principales, la via de las MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase) y la via PI3K (PhosphatidylInositol 3-Kinase) que son dos de las vias que
mas frecuentemente encontramos mutadas en nuestro trabajo (Figura 21). Otra de las vias
que pueden ser activadas es JAK/STAT (Janus-Kinase/Signal-Transduction and
Activator of Transcription) que en nuestro caso encontramos mutada en un solo caso
(Tabla 3; ID 31). Estas vias activadas estan involucradas en la regulacién de procesos
clave gue controlan la progresion tumoral, incluida la proliferacion, la angiogénesis, la

invasion y las metéstasis?%-2%2,
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Figura 21. Modelo jerarquico de las cascadas de sefializacion activadas por los
receptores tirosina gquinasa.

Las vias de sefializacion de muchas TK incluyen PKC (Protein Kinase C), JAK/STAT, RAS-RAF-
MEK-ERK y PI3K-AKT-mTOR. Las cascadas de sefializacidn posteriores influyen en la expresion génica,
proliferacion, angiogénesis, inhibicién de la apoptosis, motilidad celular, metéastasis, adhesion y

angiogénesis.

Podemos decir finalmente que méas de la mitad de los ITAC, el 52% (14/27),
tuvieron mutaciones en alguno de los receptores tirosina quinasa estudiados o en las vias
de sefializacion relacionadas con los mismos (MAPK, PI3K o JAK/STAT) (Tabla 3).

Una de las familias de receptores tirosina quinasa mas estudiadas en cancer es la
familia de receptores del factor de crecimiento humano por lo que merece una mencion
especial. Esto es asi porque su mutacién es frecuente en varias neoplasias humanas y

porgue existen muchos inhibidores de estos receptores aprobados en cancer.

En nuestro trabajo, encontramos mutaciones en los genes que codifican para
miembros de la familia HER en el 15% (4/27) de los ITAC a expensas de un caso con

mutacion en ERBB2, dos casos con mutacion en ERBB3 y un caso con mutacion en
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ERBB4 (Tabla 3). Sin embargo, como hemos dicho, no encontramos mutaciones en
EGFR (ERBB1).

De estos receptores, solo los genes EGFR y ERBB2 han sido estudiados
previamente en ITAC. Se ha descrito la sobreexpresion de ERBB2 en el 0-8% de los
ITAC3115134 "sin resultados previos que estudien su frecuencia mutacional, pero siendo
del 4% en nuestro trabajo (1/27).

En cuanto a EGFR, nuestro trabajo es congruente con lo previamente publicado
en ITAC que sitta la tasa de mutacion de este gen entre 0-5,5%101:102123.133 3 jgual que
ocurre en otros tumores de cabeza y cuello (<1%)%%2%y en CCR (2,5%)%% y a diferencia
de lo que ocurre en CPNM (20-60%)2:207,

A pesar de su baja frecuencia mutacional, los estudios IHQ hasta la fecha han
mostrado sobreexpresion de EGFR en el 20-33% de los ITAC!L1332%8 sjendo una tasa
inferior a la encontrada en otros tumores nasosinusales (39% en CENS#* y 27% en
carcinoma indiferenciado nasosinusal®®®), en CCR (36%)?°, en adenocarcinoma de
pulmon (34-84%)%'t y en CECC (80%)?%*212, Esta sobreexpresion del receptor EGFR esta
descrita especialmente en el subtipo colonico de ITAC y menos frecuentemente en el

subtipo mucinoso.

Ademas, se ha descrito una ganancia en el nimero de copias de EGFR en el 38-
55% de los ITAC, segun la técnica utilizada, y un alto nivel de amplificaciones de la
region cromosomica 7p12 donde se encuentra EGFR?>-127:208 | a frecuencia de ganancias
de EGFR en ITAC es proxima a la descrita en CENS (44%)*4, algo inferior a la descrita

en CCR5213y CPNM (60% respectivamente)?!! y superior a la descrita en CECC (10-
24%)203,214,215.

En ITAC no se ha demostrado correlacion entre la sobreexpresion de EGFR y el
numero de copias!??118.144145 o mutaciones del gen!®:102123.133 nor o que estudiaremos en

el futuro la sobreexpresion de este gen en esta muestra de ITAC.

En ITAC, tampoco se ha demostrado relacion entre las alteraciones de EGFR y
los diferentes parametros clinico-patoldgicos0:123128.133.144.208 " 5 diferencia de lo que
ocurre en el CCR?%, en el CPNM?%216y en e]l CECC?® donde la ganancia del nimero de

copias de EGFR se ha descrito como un factor prondstico.
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Varios inhibidores biologicos (anticuerpos monoclonales) y de molécula pequefia
(ITK) han sido aprobados en los ultimos afios frente a estos RTK y muchos se encuentran

actualmente en fase preclinica o en desarrollo clinico.

Un ejemplo de inhibidores bioldgicos de los RTK son los anticuerpos
monoclonales anti-EGFR, Cetuximab (Erbitux®) y Panitumumab (Vectibix®), aprobados
por la FDA para su uso en el tratamiento del CECC y del CCR y solo del CECC,
respectivamente. En nuestro campo, Cetuximab se aprobd en 2006 en combinacién con
RT en la enfermedad localmente avanzada o como agente Unico para el CECC recurrente
0 metastasico después del fracaso de las terapias con platino. Nimotuzumab, un

anticuerpo anti-EGFR, se encuentra bajo ensayo clinico en CECC avanzado?'’.

Los ITK son moléculas pequefias con caracteristicas lipofilicas adecuadas para
atravesar la membrana plasmatica, generalmente por transporte no mediado. Son capaces
de bloquear la actividad quinasa evitando la union de ATP en el bolsillo catalitico de los
receptores?'®. Dado que existe una gran similitud de secuencia entre miembros evolutivos
de la familia de receptores tirosina quinasa, especialmente con respecto a la estructura del
bolsillo de union de ATP, es muy probable que una molécula que se une a un RTK
especifico pueda estar predispuesta a interactuar con otras proteinas de la misma familia.
Por eso, a diferencia de los anticuerpos monoclonales que tienen gran especificidad
antigeno-anticuerpo, los ITK permiten una estrategia terapéutica capaz de bloquear los
receptores tirosina quinasa de muchos factores de crecimiento, lo que permite atacar el
cancer en varios frentes; la célula tumoral y el microambiente. De este modo, existen
inhibidores multiquinasa (DDR2, KIT, ROS, RET, ALK, PDGF, FGFR etc) aprobados
por la FDA como el Imatinib (Gleevec®), Crizotinib (Xalkori®), Cabozantinib
(Cabometyx®, Cometrig®), Ponatinib (Iclusig®), Regorafenib (Stivarga®), Sorafenib
(Nexavar®), Sunitinib (Sutent®) y Vandetanib (Caprelsa®) para el tratamiento de varias
neoplastias malignas como el carcinoma medular de tiroides, el CPMN, la Leucemia
Mieloide Cronica (LMC), el CCR, el tumor del estroma gastrointestinal (GIST) vy el
carcinoma renal o hepatico, entre otros?*°. Por otro lado, existen inhibidores selectivos de
la familia HER como Erlotinib (Tarceva®) o Afatinib (Gilotrif®) aprobados en el CPNM
avanzado o metastaico o Lapatinib (Tykerb®) aprobado en el cancer de mama metastasico
HERB2+.
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Sin embargo, la respuesta a estos tratamientos depende de varios factores que se
comprenden solo parcialmente, incluida la expresion del receptor y el estado del gen
codificador, pero también de otros componentes posteriores de las vias MAPK y PI3K
gue comentaremos mas adelante. Por ejemplo, la expresion de EGFR detectada por IHQ
no es considerada un predictor significativo de la respuesta al tratamiento con Gefitinib
(Iressa®) en el CPNM, pero si lo es la presencia de mutaciones activadoras de
EGFR?2.221 A] contrario, en el CCR las mutaciones somaticas de EGFR ocurren con baja
frecuencia y no estan relacionadas con la respuesta a los tratamientos anti-EGFR?,
También se ha sugerido que la ganancia del numero de copias de EGFR puede predecir

la respuesta al tratamiento con farmacos anti-EGFR en CPNM?22,

Por este motivo, a pesar de la baja tasa de mutaciones en EGFR en ITAC y la
ausencia de ellas en nuestro estudio, seguimos considerando que puede ser de interés
estudiar la respuesta a farmacos anti-EGFR en ITAC con aumento del nimero de copias
0 sobrexpresién de este gen, para asi valorar si se considera un predictor de respuesta a
farmacos anti-EGFR (independiente del estado del gen) contrariamente a lo que ocurre
con el CPNM?20:221,

6.3.2 La via MAPK (RAS-RAF-MEK-ERK)

La via MAPK tiene interés en ITAC dada su similitud histoldgica con el CCR,
donde ha sido estudiada, y por su importancia a la hora de plantear terapias destinadas a
bloquear la cascada de sefializacion de los RTK.

La via RAS-RAF-MEK-ERK, como hemos comentado, es activada por varios
factores de crecimiento conocidos y citoquinas que actlan a través de RTK. En cancer,
esta via puede ser activada por mutaciones activadoras en estos mismos receptores, pero
también por mutaciones en protooncogenes que codifican componentes de la via
inferiores como RAS y RAF?23:224,

RAS activa varias vias, incluida la cascada RAF-MEK-ERK (Figura 22) que
transmite sefiales ulteriores y da como resultado la transcripcién de genes implicados en
el control de varios mecanismos celulares relacionados con un mayor crecimiento,

diferenciacion y supervivencia celular y, en Gltima instancia, desarrollo del cancer??>2%,
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) Factores de crecimiento, citoquinas, etc.
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Figura 22. Modelo jerarquico resumido de la via RAS-RAF-MEK-ERK.

La unién del ligando al RTK induce la dimerizacion del receptor y la autofosforilacion de residuos
de tirosina especificos en la regién C-terminal. Esto genera sitios de union para proteinas adaptadoras
(GRB2, SHC y SHP2) encargadas de reclutar a la GEF SOS1 que activa a RAS al favorecer estados unidos
a GTP. Por otro lado, RAS se desactiva por proteinas activadoras de GTPasas (GAPs) que dan como
resultado estados unidos a GDP?28, NF1 tiene actividad GAP por lo que se relaciona con el control negativo
de RAS?%, En su conformacion unida a GTP, RAS se combina con RAF que actlia como una MAP quinasa
quinasa quinasa (MAPKKK) para activar MEK1 y MEK2, que, a su vez, catalizan la activacion de las
quinasas efectoras ERK1 y ERK2 y su translocacion al ndcleo. ERK1 y ERK2 activadas fosforilan varios

genes efectores nucleares y citoplasméticos involucrados en diversas respuestas celulares como la

proliferacion celular, supervivencia, diferenciacién, motilidad y angiogénesi5230.

Leyenda: SHC=Src Homology and Collagen; GRB2=Growth factor Receptor-Bound 2; SHP2=
Protein Tyrosine Phosphatase; SOS= Son Of Sevenless; NF1=Neurofibromin 1; MEK=Mitogen-activated
Protein Kinase Kinase; ERK= Extacellular signal- Regulated Kinase; GEF=Guanine-nucleotide Exchange
Factor; GAP= GTPase Activating Protein.
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Aunque RAS puede activar otros mediadores como PI3K?°, y RAF también
puede ser activado por activadores independientes de RAS?, existe una considerable
evidencia experimental que indica que la cascada RAF-MEK-ERK es el mediador

principal de la oncogénesis inducida por RAS?%,

6.3.2.1 Comparacion de nuestros resultados en la via RAS-RAF-MEK-ERK con otras

series

En nuestro estudio, el 26% (7/27) de los ITAC comparados con la linea germinal
albergaron mutaciones somaticas probablemente patogénicas en la via RAS-RAF-MEK-
ERK a expensas de un 11% (3/27) de mutaciones en KRAS y NF1 y de un 4% (1/27) de
mutaciones en BRAF y MAP2K1 (también conocido como MEK1). No encontramos
mutaciones en HRAS, NRAS, RAF1 ni en otros genes codificadores para otras MAP
quinasa quinasas (MAP2K) como MAP2K2 (MEK2) o MAP2K4 (MKK4).

Hemos de mencionar, que en los 21 ITAC sin co-andlisis germinal encontramos
3 muestras (Tabla 4; ID 4, ID 9 e ID 26) con mutaciones en KRAS ya descritas como
oncogeénicas (p.G12D y p.A59G), por lo que deberian ser consideradas en ausencia de
linea germinal, y dos mutaciones en NF1 (Tabla 4; ID 16) de las cuales una es una

mutacién frameshift que dara un producto truncado.

La tasa de mutacion encontrada de KRAS y BRAF es concordante con lo
previamente publicado en ITAC que la sitian entre el 6-15% y el 0-6%,

respectivam entelOl,lOZ,llB ,123,124,133,136

KRAS es la isoforma de RAS alterada con mayor frecuencia en el cancer humano
(30%) y constituye el 86% de las mutaciones de RAS. A pesar de que dos publicaciones
describen mutaciones del gen KRAS en el 43-50% de los ITAC*3% en términos
generales, se sitla entre un 6% y un 15%, siendo mas frecuente que en CENS (0-
1%)12413¢ cercana al CECC (0-16%)2%22%3 y menos frecuente que en CPNM (10-25%)7%,
CCR (30-45%)7* y cancer de pancreas (90%)>%°.

En todos los casos de KRAS mutado, salvo uno de los no co-analizados (Tabla 4;
ID 9), observamos la transicién G—> A, hecho tipicamente encontrado en los ITAC como

ya comentamos previamente y que se relaciona con la exposicion al polvo de madera
101,120,121,123,124
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La mutacion de KRAS en ITAC también se ha asociado por otros autores con los
subtipos histoldgicos de bajo riesgo; coldnico y papilart!8l18124136 Del mismo modo, en
nuestro estudio, todas las mutaciones de KRAS y deméas componentes de la ruta fueron
hallados exclusivamente en estos dos subtipos. De este modo, la mutacion de la via RAS-
RAF-MEK-ERK se asocio de forma significativa con los subtipos colénico y papilar
(Tabla 8). Estos hallazgos son congruentes con lo evidenciado en el CCR y CPNM, donde

las mutaciones en KRAS son encontradas en estadios tumorales tempranos?36:2%7,

Otras isoformas de las proteinas RAS como HRAS y NRAS tendrian un efecto
similar a KRAS cuando muta. Aungue en ITAC, las mutaciones en el gen HRAS se han
descrito en el 16% siendo, en este caso, mas frecuentes las transiciones G=>T en el codon
12 y relacionandose con un peor prondstico’?’, no hemos encontrado mutaciones en
HRAS en nuestro estudio. Tampoco en NRAS como previamente se habia publicado?°,
aunque si encontramos un aumento muy significativo del niamero de copias de este gen
en un caso. Las mutaciones en HRAS y NRAS también son poco frecuentes en CCR y
CPNM.

Los miembros de la familia RAF son serina / treonina quinasas altamente
conservadas de la ruta MAPK codificadas por los genes ARAF, BRAF y CRAF o RAF1.
BRAF es el méas frecuente mutado en una amplia variedad de tumores humanos,
especialmente en melanoma maligno, carcinomas de tiroides y colon?*%2%, En nuestro
trabajo, la tasa de mutacion que describimos (4%) es francamente menor que la

evidenciada en CCR (12%) y similar a la descrita en cancer de pulmon (2%)%%.

Entre las diferentes mutaciones de BRAF, una sustitucion de una sola base (T por
A en el nucledtido 1799) que sustituye valina por acido glutdmico en el codén 600
(V600E) del dominio quinasa (exén 15) es la mas prevalente en cancer humano,
representando los melanomas (39%) y los canceres de tiroides (38%) las neoplasias con
los niveles mas altos de la misma?®. Esta mutacion lleva a un aumento de la actividad
guinasa que hiperactiva la via. Por este motivo, esta mutacién es la base de la indicacion
de terapias como Vemurafenib (Zelboraf ®) y Dabrafenib (Tafinlar®) en el melanoma.
En nuestro caso, no encontramos mutaciones V600E en BRAF en concordancia con los
estudios previos que ya reconocen esta mutacion como extremadamente rara en
ITACI0L123136137 | 3 mutacion encontrada fue D594N (Tabla 3; ID 21) que también
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afecta al exdn 15. Se han identificado mutaciones que afectan al codon D594 en muchos
tumores sélidos, siendo mas frecuentes en CCR%**. Las mutaciones D594 producen una
actividad quinasa alterada®®®, puede inducir aneuploidia®® y pueden impulsar la

tumorigénesis mediante cooperacion con RAS mutante?*!,

Las mutaciones somaticas en NF1 se han observado en varios tipos de cancer?#,
Su mutacion se ha establecido como uno de los impulsores clave en el desarrollo del
melanoma encontrandose mutaciones en él en el 12-18% de los casos y especialmente en
el melanoma desmoplésico (45-93%)?*>244, Curiosamente, la pérdida de NF1 en el
melanoma, a menudo, se asocia con mutaciones concurrentes en RAS y se cree que las
mutaciones pueden actuar sinérgicamente?2. Sin embargo, las mutaciones en RAS y
BRAF son casi siempre mutuamente excluyentes. En nuestro subgrupo de 27 ITAC,
encontramos un 11% de mutaciones en NF1, frameshift y stopgain (Tabla 3; ID 28, ID
31 e ID 36), no demostradas previamente en ITAC y que no asocian mutaciones

concurrentes con RAS?%,

En definitiva, las mutaciones somaticas en la via MAPK son menos frecuentes
que las encontradas en CCR y CPNM y se relacionan con los subtipos papilar y coldnico.
No obstante, estos resultados deben ser confirmados en futuros estudios con una mayor

cohorte y comparados con estudios con una metodologia similar.

6.3.2.2 RAS-RAF-MEK-ERK como factor prondstico

En nuestro estudio, la mutacion de la via RAS-RAF-MEK-ERK se relaciond con
un peor pronéstico y menor supervivencia global (HR=1,150; 95%IC=1,028-1,287;
pvalor=0,015) al igual que ocurre en el CCR, donde la mutacion en KRAS y V600-BRAF
es un factor pronostico independiente y predictivo de la resistencia al tratamiento con
anticuerpos anti-EGFR?*¢-248_ Sin embargo, Szablewski V et al.'?® observaron una SG
significativamente mejor en pacientes afectados por ITAC con mutaciones en el gen
KRAS. Estos autores analizaron por PCR el exon 15 de KRAS en 43 ITAC observando
una tasa de mutacion del 43%, que como comentamos previamente, es de las mas altas
descritas en la literatura. Sin embargo, no realizaron el estudio en paralelo con el ADN

germinal pudiendo sobreestimar este resultado a expensas de mutaciones germinales.
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Por lo tanto, seria de interés aclarar el valor pronostico de esta via dado que, en
nuestro trabajo, a pesar de que la mutacion se asocie a subtipos de bajo riesgo histoldgico,

se relaciona con una peor supervivencia global.

6.3.2.3 RAS-RAF-MEK-ERK como diana terapéutica

Dada la frecuencia mutacional de KRAS en cancer, se han buscado infinidad de
terapias dirigidas a RAS, pero décadas de esfuerzo no han logrado obtener medicamentos
aprobados. En principio, deberia ser posible disefiar moléculas pequefias que se unan
directamente al sitio de unién de GTP y KRAS inhibiendo su interaccion, similar al
enfoque que se ha utilizado con éxito para el descubrimiento de inhibidores competitivos
de ATP de proteina quinasas. Sin embargo, este enfoque se considera actualmente como
"mision imposible”, dada la extremadamente alta afinidad de la proteina KRAS por GTP

y la abundancia de GTP en el citoplasma celular (0,5 mmol / L)?*°.

A pesar de ello, siguen realizdndose esfuerzos por accionar lo que ha sido
inaccionable hasta ahora. La mutacion de KRAS G12D, que es la encontrada en 2 de los
3 casos mutados que se han encontrado en nuestro estudio (Tabla 3; ID 30 e ID 33), es

una de las dianas de KRAS bajo estudios preclinicos?°.

Otras alternativas terapéuticas para esta via son los inhibidores selectivos de la
proteina BRAF (Vemurafenib [Zelboraf®] y Dabrafenib [Tafinlar®]), inhibidores de
doble especificidad de MEK1/MEK2 (Trametinib [Mekinist®] y Cobimetinib
[Cotellic®]) que ya han sido aprobados para tratar el melanoma con mutacién en BRAF
V600. Otros inhibidores de MEK1/MEK?2 estan bajo estudio, como el Selumetinib
(Koselugo®), ya aprobado para la neurofibromatosis tipo | pediatrica y que junto con
Docetaxel ha mostrado una supervivencia libre de progresion significativamente superior
a placebo en un ensayo en fase 1l de CPNM 2°%, Las quinasas ERK1/2 también han sido
objeto de intensos estudios®®2. Ademas, la inhibicion de factores de transcripcion, como
el antigeno 1 similar a Fos (FOSL1), también se presentd como una promesa terapéutica

en el cancer de pulmon y pancreas con mutacion en KRAS?,

En definitiva, son pocas las terapias aprobadas para mutaciones potencialmente

patogénicas en esta via de sefializacion, pero muchas estan adn bajo estudio.
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No debemos olvidar que en nuestro trabajo hemos visto CNAs y mutaciones
frecuentes potencialmente patogénicas en RTKs que pueden activar esta via de
sefializacion y para las que si existen multitud de terapias aprobadas. Sin embargo, el
estado de esta via puede considerarse predictor de respuesta/resistencia a estos
inhibidores. Por ello, consideramos que los pacientes con ITAC podrian beneficiarse del
estudio de la respuesta a inhibidores multiquinasa (Lapatinib, Afatinib, Imatinib,
Sorafenib, Sunitinib, etc.) pero teniendo en cuenta las mutaciones en esta via que pueden

obligarnos a optar por enfoques alternativos.

No obstante, es importante mencionar que el valor predictivo de la respuesta a
tratamientos anti-EGFR, basado en las mutaciones de KRAS, es variable, a pesar de que
de forma general se ha asociado a resistencia terapéutica. De hecho, en el CECC las
mutaciones de KRAS no indican claramente una resistencia endégena a Cetuximab como
ocurre en el CCR?®, En este sentido, el Gnico dato presente hasta la fecha es un unico
caso publicado por Cabezas-Camarero S et al.1® donde un paciente con ITAC fue tratado
con terapia anti-EGFR (Cetuximab) sin respuesta, relacionandose esto con la presencia
de KRAS mutado detectado por biopsia liquida.

6.3.3 La via PI3K-AKT-mTOR

La via PI3BK-AKT-mTOR es activada por receptores acoplados a proteina G y
receptores tirosina quinasa, como los receptores de la familia del factor de crecimiento
epidérmico (ErbB), los receptores del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) y el
receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1R). En el c&ncer, esta via
puede ser activada por mutaciones activadoras en los genes que codifican para estos
mismos receptores, pero también por mutaciones en protooncogenes que codifican
componentes inferiores de la via como PIK3CA, AKT y MTOR o genes supresores de
tumores como PTEN, TSC1, TSC2 y STB11?%* La proteina RAS activada también puede

estimular a PISK como comentamos con anterioridad.

Las células humanas expresan tres clases de enzimas PI3K; clase I, Il y IlI. Las
PI3K de clase I, con frecuencia, estan implicadas en la patogenia del cancer y son lipido
quinasas heterodiméricas que se componen de una subunidad catalitica y una subunidad
reguladora. Se dividen en dos subgrupos; IAy IB. Las PI3K IA estan compuestas por una
de las isoformas de la subunidad catalitica p110 llamadas p110a, p110B o p110d
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codificadas por los genes PIK3CA, PIK3CB y PI3KCD, respectivamente. Las
subunidades reguladoras que las componen son p85a, pS5ay p50a todas ellas codificadas
por PIK3R1, p85p codificada por PIK3R2 o p55y codificada por PIK3R3.

Por otro lado, las PI3K de clase IB estan formadas por la subunidad catalitica
pl110y codificada por el gen PIK3CG y la subunidad reguladora p101 o p87 codificada
por el gen PIK3R5 o PIK3R6.

Las subunidades reguladoras ayudan a colocar a PI3K cerca de la membrana

plasmatica donde se muestra accesible para la sefializacion de RAS.

PI3K activa varios efectores, pero de forma mas universal se activan los miembros
de la subfamilia AKT (AKT1, AKT2, AKT3)%°. De hecho, la fosforilacion de AKT, a
menudo, sirve como una lectura sustituta de la activacion de PI3K de clase 12°°. PTEN
también tiene un papel determinante en la sefializacion de PI3K impidiendo la activacion
de AKT (Figura 23).
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Factores de crecimiento, citoquinas, etc.

Receptor TK

Membrana

Figura 23. Modelo jerarquico resumido de la via PI3K-AKT-mTOR.

La unidn de los RTK a sus ligandos correspondientes activa a PI3K de clase 1A (p110a, B, 3 y v)
que interactGa con las subunidades reguladoras (p85a, p55a, p50a, p85B, p55y y p110) que ayudan a
colocar a PI3K cerca de la membrana plasmatica. PI3K activada cataliza la fosforilacion de PIP2 para
generar PIP3 que es necesaria para la activacion de AKT. PTEN antagoniza funcionalmente la actividad de
PI3K al desfosforilar PIP3 y convertirlo en PIP2. AKT fosforila a TSC2, que inhibe al complejo
TSC1/TSC2 y permite la activacion de mTOR por RHEB, permitiendo asi la propagacion de la sefal.
STK11, también llamado LKB1, regula el complejo TSC1/TSC2. mTOR forma dos complejos; mTORC1
y mTORC2. La activacion de mTORC1 estimula la actividad de 4EBP1, que conduce a la liberacion elF4E,
y la quinasa p70S6, que fosforila a la proteina S6 ribosémica. S6 produce retroalimentacion negativa sobre
AKT. Contrariamente a mTORC1, mTORC?2 regula positivamente la via por fosforilacion de AKT siendo

necesaria para su completa activacion.

Leyenda: PI3K=Phosphatidyllnositol 3-Kinase; AKT o PKB= Protein Kinase-B;
PTEN=Phosphatase and Tensin homolog; STK11=Serine/Threonine Kinase 11; TSC=Tuberous Sclerosis;
RHEB=Ras Homolog Enriched in Brain; mTOR=Mammalian Target of Rapamycin.
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Cuando AKT es fosforilada actla sobre varios sustratos implicados en la
proliferacion celular, el metabolismo, la supervivencia y la motilidad, siendo el principal
sustrato activado mTOR (Figura 23). Otros de los sustratos sobre los que AKT ejerce
una regulacion negativa son FOXO1, BAD y GSK3 que regulan procesos celulares tales
como la supervivencia celular (efecto antiapoptético) y el metabolismo
(gluconeogeénesis). GSK3 es una serina/treonina quinasa que juega un papel central en la
regulacion de la via Wnt/ B-catenina fosforilando a p-catenina para favorecer su
degradacion via proteosoma como comentaremos en el siguiente apartado. De este modo,
la activacion de AKT también se relaciona son la via candnica de Wnt ya que produce la

inhibicion de GSK3 que puede resultar en la acumulacion de p-catenina citoplasmatica®’.

mTOR forma dos complejos celulares conocidos como mTORC1 y mTORC?2,
con distinta composicion de subunidades y selectividad de sustrato. La actividad de
mTORC1 puede incrementarse también mediante otras sefiales mitogénicas como la via
MAPK?®, mTORC1, contrariamente a mTORC2, estd implicado en una poderosa
regulacion de retroalimentacion negativa de la sefializacion del receptor del factor de
crecimiento, de modo que la inhibicion de mTORCL1 puede conducir a una activacion
elevada de PI3K, AKT y la via MAPK?25%:260,

Si bien la relevancia clinica de las mutaciones de la linea germinal en esta via esta
bien establecida, el significado de las mutaciones somaticas en sus componentes se esta
desarrollando. Las mutaciones de la linea germinal en la sefalizacion de PI3K-AKT-
mTOR pueden causar trastornos hereditarios asociados con una alta incidencia de
canceres. Algunos ejemplos incluyen el sindrome de Cowden asociado con mutaciones
en PTEN?®!, la Esclerosis Tuberosa causada por una mutacion en TSC1 o TSC2%%? y el
Sindrome de Peutz-Jeghers, que esta relacionado con la mutacion del gen STK112%3, Por
otro lado, la via PI3K-AKT-mTOR se activa con frecuencia en muchos tumores malignos
como el cancer de mama, endometrio, ovario, tumores cerebrales, prostata, colon, pulmoén
o cabezay cuello, estando asociada de forma frecuente con la resistencia a farmacos y un

peor prondstico?64265266,
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6.3.3.1 Comparacion de nuestros resultados en la via PISK-AKT-mTOR con otras series

En nuestro estudio, el 22% (6/27) de los ITAC comparados con la linea germinal
albergaron mutaciones somaticas probablemente patogénicas en la via PI3K-AKT-
MTOR aexpensas de un 19% (5/27) de mutaciones en PIK3CAy un 4% (1/27) en PIK3R2
y MTOR. No encontramos mutaciones somaticas relevantes en otros genes que codifican
proteinas de la via como PIK3R1, AKT1, AKT2, AKT3, TSC1, TSC2, STK11 o PTEN.

Hemos de mencionar, que en los 21 ITAC sin co-andlisis germinal encontramos
6 muestras con mutaciones TSC2 (Tabla 4; ID 18, ID 26, ID 35, 1D 37,ID 41eID 43)y
una con mutacion en AKT1 (Tabla 4; 1D 18), sin embargo, del mismo modo que en los
27 casos agrupados habiamos encontrado 3 mutaciones en TSC2 (Tabla 3; ID 19, ID 27
e ID 38) y unaen TSC1 (Tabla 3; ID 30) que fueron demostradas germinales, no podemos

establecer conclusidn alguna sobre las demaés por lo que no seran tenidas en cuenta.

Las subunidades cataliticas de PI3K p110a y p110p se encuentran ubicuamente
en todos los tejidos, sin embargo, p1105 y p110y estan exclusivamente en células del
sistema hematopoyético. Ademas, p110a es la isoforma mas frecuentemente mutada en
cancer®®” y es por lo que nos limitamos al estudio de su gen codificador, PIK3CA, en
nuestro panel. Aproximadamente el 80% de las mutaciones de PIK3CA ocurren dentro de
tres puntos criticos (“hotspot”) uno codifica para el dominio quinasa de la subunidad
catalitica p110a (H1047R) y otros dos para el dominio helicoidal de PIK3CA (E542K y
E545K)?%8, Todos ellos conducen a la hiperactividad de la enzima PI3K, que aumenta de
forma aberrante la sefializacion de AKT-mTOR en las células cancerosas afectadas®®*. En
nuestra muestra, el hotspot H1047R. fue encontrado en un caso (Tabla 3; ID 33).

En TNS, esta via ha sido estudiada en CENS, en términos de expresién proteica,
por Mufioz-Cordero et al.?®® demostrando un 61% de pérdida de expresion de PTEN y
una sobreexpresion de AKT, mTOR y pS6 del 35%, 15% y 87%, respectivamente.
Recientemente, Brown et al.?’®, estudiaron el perfil genético de CENS derivados de
papiloma nasosinusal encontrando un 14% (4/29) de mutaciones no sinénimas en
PIK3CA, un 7% (2/29) de CNA en PIK3CA, un 7% (2/29) de mutaciones en PIK3R1 y
un 3% (1/29) de deleciones en PTEN.

Sin embargo, hasta la fecha, no hay estudios publicados sobre esta ruta en ITAC

por lo que nuestros resultados son la primera descripcion existente en ITAC.
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Los estudios previos de esta via en otras neoplasias revelaron que los genes
PIK3CA y PTEN, los dos mas vitales de la via PI3K-AKT-mTOR, son genes alterados
con gran frecuencia en canceres humanos. De hecho, en un metaandlisis de estudios de
secuenciacion del genoma del cancer, se encontré que PIK3CA y PTEN eran el segundo

y tercer gen con mayor frecuencia mutacional?’*.

A pesar de lo mencionado, PTEN no aparecié mutado en nuestro estudio de ITAC
y la frecuencia mutacional de PIK3CA fue inferior (19%) a la descrita en cancer de
endometrio (22-53%) y mama (20-50%), similar a la descrita en cancer de cabezay cuello
(20-30%), colorrectal (13-20%) y de pulmén (15-23%) y superior a la descrita en
glioblastoma (10%)2°4266:272,

Las mutaciones en las subunidades reguladoras (codificadas por PIK3R1 y
PIK3R2), son frecuentemente oncogenicas y ocurren de forma mas frecuente en canceres
de endometrio y prostata?®®2%, |as mutaciones de PIK3R1 estan descritas en el 20-33%
de los cénceres de endometrio, 2-9% de los glioblastomas y el 1-6% de los canceres
colorrectales®*2%%, No encontramos mutaciones en PIK3R1 en nuestra serie de ITAC. Sin
embargo, encontramos un caso con mutacion en PIK3R2. La mutacion de este Gltimo gen
es poco frecuente en la mayoria de los tumores a excepcion del cancer de endometrio (3-

5 %)254,266.

En cuanto a las mutaciones en MTOR, estas ocurren de forma algo mas frecuente
en el cancer de endometrio (10-13%), renal (6-8%), colorrectal (6-8%) y pulmonar
(5%)%*. En nuestro estudio, parecen ser mutaciones poco frecuentes en ITAC (4%).

Finalmente, las mutaciones en el resto de los genes mencionados en la via son
menos estudiadas, aunque se han relacionado con ciertos tipos de cancer como; AKT en
cancer colorrectal y mama, TSC en cancer de tracto urinario y endometrio, y STB11 en
cancer de cabeza y cuello y CPNM?4266,
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6.3.3.2 PISK-AKT-mTOR como factor prondstico

Esta via de sefializacion se ha relacionado de forma general con mal pronostico?®®.
En CENS, la pérdida de expresion de PTEN se relaciond con un mayor riesgo de invasion

intracraneal y metastasis regionales?®®,

En el cancer de endometrio mama, prostata y glioblastoma las mutaciones en
PIK3CA se han asociado con una disminucion de la supervivencia?®-27®, Otros ejemplos
son el cancer de cabeza y cuello y cancer de pulmoén donde la sobreexpresion de la via de
sefializacion PI3K-AKT-mTOR se ha asociado con una mayor agresividad?’* o el CCR
donde aproximadamente el 14% muestra mutaciones hotspot H1047R de PIK3CA

asociandose con invasion y progresion?’’.

También se ha relacionado con la resistencia a terapias en algunos tipos de cancer.
En el cancer de mama HER2-positivo la pérdida de la expresion de PTEN y las
mutaciones oncogeénicas en PI3KCA se han descrito como predictoras de resistencia a
Trastuzumab?’®, Esto ha proporcionado el fundamento preclinico para investigar la
terapia combinada anti-HER2 con la inhibicion de la via PI3K. Otro ejemplo es el CCR
con KRAS mutante, donde las lineas celulares con mutaciones PIK3CA y PTEN se
asociaron con resistencia a la inhibicion de la proteina MEK?™ o el CECC donde la
activacion de la via PI3K se ha relacionado con la resistencia a la RT y QT basada en

platino?°,

Estos hallazgos han planteado la posibilidad de que los inhibidores de la via de
PI3K dirigidos puedan potencialmente restaurar la sensibilidad a los tratamientos

existentes en varios tipos de cancer?!,

A pesar de todo ello, en nuestro trabajo, las mutaciones en la via PI3K no se
relacionaron con el estadio ni el subtipo histoldégico. Tampoco tuvieron influencia

significativa en la supervivencia o la recidiva tumoral.

6.3.3.3 PISK-AKT-mTOR como diana terapéutica

Se han estudiado preclinicamente muchos inhibidores de molécula pequefia para
componentes de esta via. Sin embargo, solo algunos de los inhibidores de PI3K y mTOR

estan aprobados actualmente para el tratamiento del cancer?>+282:283,
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Los cuatro inhibidores de PI3K aprobados por la FDA son: Idelalisib (Zydelig®);
un inhibidor de PI3K$, Copanlisib (Aligopa®); un inhibidor predominantemente de las
isoformas PI3Ka y PI3K3, Duvelisib (Copiktra®); un inhibidor dual oral de PI3K3 y
PI3Ky y Alpelisib (Pigray®); un inhibidor de PI3Ka. Alpelisib ha sido aprobado para el
cancer de mama metastasico con receptor hormonal positivo, HER2 negativo y PIK3CA
mutado. El resto de ellos fueron aprobados para el tratamiento de neoplasias
hematoldgicas (Leucemia Linfatica Cronica [LLC], Linfoma No Hodgkin [LNH] células
B folicular, Linfoma Linfocitico Pequefio [LLP] y Linfoma Folicular [LF]) recidivantes,

o refractarias a dos terapias previas.

En cuanto a los farmacos experimentales actuales que interactian con PI3K se
pueden dividir en diferentes grupos. El primer grupo de farmacos consta de inhibidores
de todas las isoformas de PI3K de clase I, competitivos de ATP y reversibles, también
conocidos como inhibidores selectivos de PI3K de clase | o inhibidores de pan-PI3K,
como GDC0941, XL147, BKM120 o BAY80 6946. Actualmente se est4 desarrollando
un inhibidor irreversible de pan-PI3K, PX 8662,

Otro grupo importante de farmacos experimentales que interactian sobre PI3K
estd compuesto por inhibidores especificos de isoformas, cada uno de los cuales
interactla directamente con una isoforma especifica del dominio catalitico de la enzima.
Estos se han buscado con el objetivo de disminuir la toxicidad de estos farmacos. Los
inhibidores selectivos de p110a INK1117 y BYL719 y el inhibidor selectivo de p1103
CAL 101 (GS-1101) son algunos de ellos*,

En cuanto a los inhibidores de mTOR, existen inhibidores de primera generacion
que suprimen mTORC1, pero no mTORC?2, e inhibidores de segunda generacion que

suprimen ambos complejos.

Los conocidos farmacos aprobados por la FDA Sirolimus (Rapamune®),
Everolimus (Afinator®) y Temsirolimus (Torisel®) son inhibidores de primera
generacion. El Sirolimus (Rapamune®) esta aprobado como inmunosupresor para
prevenir el rechazo de trasplantes mientras que Everolimus (Afinator®) y Temsirolimus
(Torisel®) han sido aprobados para el tratamiento del carcinoma renal avanzado, cancer
de mama receptor hormonal positivo y HER2-negativo en combinacién con
hormonoterapia y tumores neuroendocrinos pancreaticos, gastrointestinales o

pulmonares.
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Actualmente, varios inhibidores de mTOR de segunda generacion, como
B1860585 (Boehringer), CC-223 (Celgene), DS-3078a (Daiichi), GDC-0349
(Genentech), ME-344 (Novogen), OSI-027 (OSI), P529 (BioVision, Inc.), Sapanisertib

(TAK-228) se encuentran en ensayos clinicos, pero ninguno ha llegado adn a la clinica?®.

Dado que la inhibicion de mTOR estimula a AKT a través de la pérdida de
retroalimentacion negativa, se han buscado inhibidores duales de PI3K y mTOR (SF1126,
BEZ235, XL765%4,

Otros inhibidores estudiados son los inhibidores de AKT. Sin embargo, la
Miltefosina, es el Unico inhibidor de AKT aprobado actualmente para el tratamiento de
la Leishmaniasis visceral y cutanea, pero no para el tratamiento de neoplasias malignas.
En cancer, los resultados obtenidos de estudios preclinicos revelaron que los inhibidores
de AKT MK-2206 y GDC-0068 son probablemente los mas Utiles contra los tumores con

pérdida de expresion de PTEN o mutaciones en PIK3CAZ,

A pesar de que se estudiaron muchos inhibidores en estudios preclinicos y que
estos inhibidores han demostrado inhibir AKT in vitro e in vivo en modelos
experimentales, s6lo un namero limitado de estos inhibidores ha entrado en ensayos
clinicos?®. Y de estos, la mayoria, mostraron un efecto clinico limitado en monoterapia

con alta toxicidad.

Es importante destacar que, en general, el uso de los inhibidores de esta via en
monoterapia tiene solo un efecto modesto en cancer y estan asociados a importantes
toxicidades. Los esfuerzos se han centrado en identificar los factores moleculares que
subyacen en la escasa respuesta 'y en el uso de terapia combinada. Los estudios preclinicos
demostraron que la mutacion en PIK3CA, especialmente H1047R, puede servir como
biomarcador predictivo de la sensibilidad a los inhibidores de la via PI3K-AKT-mTOR.
Por otro lado, como es esperable, las mutaciones en PTEN son causa de resistencia a
inhibidores de la via?®*?84, No obstante, las aberraciones de PIK3CA y PTEN simultaneas

son muy infrecuentes.

También se ha visto que los pacientes con mutaciones simultaneas de PIK3CA 'y
KRAS en el coddn 12 o 13 tienen tasas de respuesta mas bajas a los inhibidores de la via
en comparacion con aquellos sin mutacion simultanea de KRAS (0% y 23%,

respectivamente)?%,
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Actualmente, la inhibicién dual y las combinaciones de terapias dirigidas y no

dirigidas se estan estudiando clinicamente y a la espera de resultados prometedores?83286,

En base a la mencionada tasa de mutacion del 22% encontrada en la ruta PI3K en
este trabajo en ITAC, consideramos que los inhibidores de esta ruta deben ser tenidos en
cuenta en futuros estudios de terapias dirigidas si existen alteraciones en PI3K-AKT-
mTOR ya sea en monoterapia 0 en combinacién con QT y/o RT. Una comprension
cuidadosa de los mecanismos de resistencia y sensibilidad a los inhibidores de la via
puede mejorar la seleccion de pacientes y el éxito de las terapias combinadas. En nuestro
estudio de ITAC no encontramos mutaciones en PTEN que puedan predecir la resistencia
a estos inhibidores, pero si mutaciones simultaneas en KRAS y PI3KCA en un caso que
puede condicionar la repuesta a estas terapias (Tabla 3; ID 33). Por otro lado, solo un caso
mostré mutacion hotspot H1047R relacionada con la buena respuesta a estos inhibidores,
siendo poco predecible la respuesta esperable en el resto de los casos con mutaciones en

esta via.

6.3.4 La via Wnt/ B-catenina

La ruta de sefializacion Wnt/ B-catenina es de las mas ampliamente estudiadas en
los ITAC dada la similitud histoldgica con el CCR, donde la alteracion en esta ruta es de

las mas importantes en su desarrollo.

La ruta Wnt tiene dos vias principales de sefializacion; la via no canénica y la via
candnica. La via no candnica la componen; la via de la Polaridad Celular Planar (PCP),
implicada en la division y migracion celular, y la via Wnt/Ca2+, implicada en la

regulacién del calcio.

La via canonica (Wnt/B-catenina) juega un papel decisivo en los procesos de
regulacion, diferenciacion, proliferacion y muerte celular. Como consecuencia, esta
involucrada en numerosas anormalidades del desarrollo embrionario, del crecimiento y
la homeostasis, fruto de la activacion de la via a nivel de las células pluripotenciales.
Sabemos que la via Wnt/f3-catenina esta relacionada con un significativo nimero de vias
de sefalizacion celular, entre ellas NOTCH, Hedgehog, RAC-RAS y PI3K-AKT-mTOR,
vias que también tienen como objetivo central coordinar el desarrollo de 6rganos o

mantener la homeostasis en ciertos tejidos?®"287:302,
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Las proteinas Wnt son glicoproteinas de secrecion que acttan como ligandos. El
actor central de la via candnica es la B-catenina, una proteina codificada por el gen
CTNNBL localizado en el cromosoma 3p. Si la B-catenina se libera de la fosforilacion, se
estabiliza y se acumula en el nicleo, donde actGa como un factor de transcripcion de
genes diana como CCND1, C-MYC, FGF20, DKK1, WISP1 (Figura 24). Una
perturbacion de los niveles de ligandos Wnt o una alteracion de las proteinas necesarias
para la transduccidn de su sefial pueden provocar un defecto en el desarrollo embrionario

o contribuir a la etiologia del cancer.

El mecanismo principal de activacion de la via Wnt en cancer es la pérdida de
funcion de APC?8-2% ¢| cual funciona como regulador participando en la ubiquitinacion

de B-catenina junto a otros elementos del complejo de destruccion (Figura 24).

La importancia de la funcion de este gen supresor en la via queda ilustrada por el
sindrome hereditario de Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) causado por la mutacién
de APC en la linea germinal. Aqui, la pérdida de la funcion de la proteina APC conduce
a la formacion de cientos o miles de adenomas colorrectales, algunos de los cuales pueden
progresar a cancer. Otras manifestaciones de la PAF incluyen un mayor riesgo de

carcinoma de tiroides, hepatoblastoma y cancer de pancreas.

La mutacion soméatica en APC es también bien conocida en CCR, donde se
considera un evento temprano en la tumorigénesis, e incluso se ha identificado en lesiones

colorrectales premalignas'“.
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Figura 24. Modelo jerarquico resumido de la via Wnt/ B-catenina.

En ausencia de ligandos Wnt, la via Wnt/B-catenina esta inactiva, la p-catenina se encuentra en el
complejo de destruccion junto a APC, Axinay las quinasas CK 1o (Ser 45) y GSK3p (Ser33, Ser37, Thr41),
que fosforilan a B-catenina. Esta modificacion es indispensable para la posterior ubiquitinaciéon y
degradacién en el proteosoma de la proteina, lo que impide su acumulacion en el citoplasma y su

translocacion al nucleo.

La via Wnt/B-catenina se activa tras la unién del ligando Wnt a un receptor Frizzled y su
correceptor LRP5/6 que desestabiliza el complejo destructor. La formacién del complejo Wnt-Fz-LRP5/6
induce la fosforilacion del dominio intracelular de LRP5/6 a través de acciones combinadas de CKla y
GSK3B. El domino LRP5/6 hiperfosforilado se une a la proteina Axina con alta afinidad y es inactivada
y/o degradada, alejandola del complejo de destruccidn. Los cofactores Fratl y Dsh inhiben la fosforilacion
de B-catenina acumulandose ésta en el citoplasma. Posteriormente es traslocada al ndcleo para unirse a los
factores de transcripcion TCF/LEF y al ADN y activar la expresion de genes diana Wnt que promueven la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular, entre los que podemos destacar CCND1, C-MYC,
FGF20, DKK1 y WISP1.

Leyenda: LRP5/6= Low-density lipoprotein Receptor-related Protein 5/6; Dsh= Dishvelled; APC=
Adenomatosis Poliposis Coli; GSK3 = Glycogen Synthase Kinase 33; CK1a = Casein Kinase 1.
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6.3.4.1 Comparacion de nuestros resultados en la via Wnt/ B-catenina con otras series

En nuestro estudio, el 22% (6/27) de los ITAC comparados con la linea germinal
albergaron mutaciones somaticas probablemente patogénicas en la via Wnt/ B-catenina a
expensas de un 15% (4/27) de mutaciones en APC y un 7% (2/27) de mutaciones en
CTNNBL.

Hemos de mencionar, que en los 21 ITAC sin co-andlisis germinal encontramos
5 muestras con mutaciones en APC (Tabla 4; 1D 9, ID 20, ID 23, ID 25 e ID 35) de las
cuales 3 fueron mutaciones stopgain o frameshift (Tabla 4; ID 9, ID 23 e ID 35). Sin
embargo, del mismo modo que en los 27 casos agrupados habiamos encontrado 3
mutaciones en APC (Tabla 3; ID 8, ID 30 e ID 33) que fueron demostradas germinales,
no podemos establecer conclusion alguna sobre las demas por lo que no seran tenidas en

cuenta.

Yom SS et al.?*! no encontraron mutaciones en APC en el estudio de 7 ITAC. Sin
embargo, Frattini M et al.**’ describieron una tasa de mutacion de APC del 28% (5/18)
en ITAC y Sj6stedt Sy cols.* del 37% (7/19). Frattini M et al.**” mostraron 5/18 ITAC
con mutaciones en APC todas ellas missense. Sjostedt S et al.**° mostraron 7 de 19 ITAC
con mutaciones en APC, sin embargo, solo 3 fueron mutaciones claramente inactivadoras

(frameshift y stopgain). Ninguno de los autores realiz6 co-analisis con la linea germinal.

En nuestro estudio, sin realizar comparacion con la linea germinal hubiéramos
descrito una tasa de mutacion de APC del 22% (6/27; Figura 12), préxima a la descrita
por Frattini M et al.**’. Sin embargo, tras estudiar la linea germinal, dos de ellas fueron
descartadas como somaticas presentando entonces 3 mutaciones stopgain y una mutacion
frameshift (Tabla 3). Consideramos, por lo tanto, que el estricto filtrado de nuestro trabajo
es el responsable de presentar una tasa de mutacion de APC del 15%, inferior a otros

autores.

Hasta hoy, mas de 700 mutaciones somaticas han sido citadas en APC?%2. Como
ocurre con el CCR, y la mayoria de los tumores relacionados con esta via, en nuestro
trabajo las mutaciones en APC fueron halladas con mas frecuencia que las mutaciones en
CTNNBL1. La mayoria de ellas (95%) son mutaciones nonsense o frameshift que conducen
a un producto proteico truncado con una funcién anormal. En nuestro caso hallamos una
mutacion frameshift y 3 mutaciones stopgain (Tabla 3; ID 8, ID 28, ID 44 e ID 45).
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Hasta donde sabemos, no se han descrito previamente mutaciones en CTNNB1 en
ITAC. Por lo tanto, describimos por primera vez mutaciones en CTNNB1 en el 7% (2/27)
de los ITAC, frecuencia mutacional similar a la encontrada en el adenocarcinoma
pulmonar (2-6%)?°* 2%y en el CCR (5-8%)%%42%,

Ambas mutaciones encontradas en CTNNB1 son conocidas. Una de ellas fue
encontrada en el exén 7, codificador de parte del dominio de unién a APC / axina
(p.K335l; Tabla 3; ID 21). La otra mutacion fue hallada en el exdn 3, donde se han
descrito los mayores cambios en este gen, y el cual codifica parte del dominio N-terminal
de la proteina B-catenina donde se ubican los residuos de Serina (Ser44, Ser37 y Ser33)
y Treonina (Thr41l) que son blanco de las quinasas GSK3p y CK1a (p.Ser45del; Tabla 3;
ID 24)2%.

Por otro lado, la activacion de la via, detectada como expresion nuclear de f3-
catenina, se ha descrito por otros autores en aproximadamente el 30-40% de los
ITACH4Y "aunque hay resultados con nula expresion nuclear3®1%, Estos resultados son
sustancialmente inferiores al 90% de activacion de la via del adenocarcinoma colorrectal

esporadico®®” y mas proximos a los resultados del CPNM (50%)2%.

En cuanto a su relacion clinico-patologica con los ITAC, se ha descrito
previamente una mayor proporcion de activacion de esta via en los subtipos de ITAC
papilar y colonicol#1381%° En nuestro estudio, aunque las mutaciones de APC y CTNNB1
se observaron mas frecuente en los subtipos de bajo riesgo (Tabla 9), no se alcanz6 la

significacion estadistica en probable relacion con el escaso nimero de casos.

6.3.4.2 Wnt/ B-catenina como factor prondstico

En nuestro grupo se estudié en el pasado la expresion IHQ de p-catenina, E-
cadherina, C-myc y Ciclina D4, Se describié la expresion nuclear de p-catenina como
un factor de mal prondstico independiente del estadio tumoral y del subtipo histoldgico
de ITAC.

En el CCR y el CPNM las alteraciones en esta ruta también se han relacionado
con un mal prondstico, mayor riesgo de metastasis y con la resistencia a la RT, QT y

terapia dirigida al inducir propiedades similares a las de las células madre?9®3%,
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En nuestro trabajo no observamos relacion significativa entre las mutaciones en
la ruta Wnt/B-catenina (APC y CTTN1B) y el prondstico de estos pacientes, por lo que el
valor prondstico de esta via, en términos de expresion proteica y mutacion, debe ain de

ser aclarado en futuros estudios con mayor tamafio muestral.

6.3.4.3 Wnt/ B-catenina como diana terapéutica

Esta ruta ha sido un objetivo interesante para la inhibicion durante muchos afios
debido a que se encuentra mutada en muchas neoplasias malignas, tanto hematologicas
(LMC) como solidas (adenocarcinoma colorrectal, endometrial, estbmago, ovario, mama

y CPNM) y por su relacién con la resistencia a terapias en cancer.

Hasta ahora, no se han aprobado medicamentos para atacar esta via, aunque se
han realizado grandes esfuerzos por desarrollar inhibidores de moléculas pequefias e

inhibidores bioldgicos, habiendo algunos de ellos entrado en ensayos clinicos®:.

Entre los inhibidores de esta via Wnt/ B-catenina destacan los inhibidores de la
tanquirasa para las mutaciones en el gen APC3%2, Las tanquirasas (isoformas PARP5a y
PARP5b) son proteinas de poliribosa-adenosin fosfato, con actividad polimerasa que
aumentan la degradacion de la Axina via ubiquitin-proteasoama®®. La inhibicion de las
tanquirasas puede prolongar la vida media de la proteina Axina y promover la
degradacion de B-catenina via proteosoma. Son pocos los inhibidores de tanquirasa
estudiados, algunos de ellos son XAV939 e IWR-13%2,

Otros inhibidores que actlan sobre los diferentes componentes de la via en
ensayos clinicos son los inhibidores de ligandos Wnt (LGK974, ETC-159) también
conocidos como inhibidores del puercospin (una omicron-aciltransferasa que contribuye
a la secrecion y funcién de los ligandos Wnt), los inhibidores del receptor Frizzled
(Ipafricept [OMP-54F28] y Vantictumab [OMP-18R5]) o los inhibidores de la accion de
B-catenina (PRI1.724, CWP29)%0%,

Por otro lado, varios farmacos que fueron aprobados originalmente para tratar
otras enfermedades inhiben la sefializacién de Wnt, y por lo tanto podrian utilizarse como
tratamiento adyuvante en el cancer con activacién de esta via. Algunos de los propuestos
son el Acido Etacrinico (diurético), Pamoato de Pirvinio, Niclosamida (antiparasitarios),

Pimozida (antipsicético), Sulindanc y Celecoxib (AINEs)®,
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El Sorafenib (Nexavar®), un inhibidor de la tirosina quinasa aprobado por la FDA
para el tratamiento del carcinoma hepatocelular, renal y tiroideo, y el Refametinib, un
inhibidor de MEK en estudios preclinicos, han demostrado inactivacion de la sefializacién
de B-catenina por lo que se han propuesto como tratamiento alternativo a la mutacion de

la via Wnt en otros tipos de cancer3®,

Por la preocupacién legitima de que pueda afectarse la poblacion normal de
células madre dependientes de Wnt con la inhibicion de la ruta Wnt/ B-catenina, es
importante aclarar en futuros estudios las implicaciones de esta ruta en el desarrollo,

pronostico y tratamiento de los ITAC.

Para ello, deberia estudiarse la mutacion de los genes y la expresién de proteinas
relacionadas con la ruta en los diferentes puntos de esta (ligandos Wnt, receptores
Frizzled y LRP5/6, B-catenina, etc.). Esto es fundamental de cara a plantear una estrategia
que quizd (segun los hallazgos) deba apuntar hacia componentes de sefalizacion
especificos en la parte inferior de la ruta de B-catenina, en lugar de usar agentes que
supriman directamente los niveles de -catenina a través de Wnt como los inhibidores del

puercospin.

6.3.5 La via de reparacion del ADN (Recombinacion Homoéloga)

Aproximadamente 450 genes estan implicados en la respuesta y reparacion del
dafio del ADN3%, Estos genes se pueden agrupar segun tres funciones fundamentales; (1)
la reparacion de errores de apareamiento (MMR, Missmatch Repair) que reconoce y
elimina las bases desapareadas del ADN, (2) la reparacion del dafio de cadena Unica por
escision de base (BER, Base Excision Repair) o reparacion por escision de nucleétido
(NER, Nucleotide Excision Repair) que elimina (escinde) y reemplaza la regién dafiada
y (3) la reparacion de roturas de doble cadena del ADN (DSB, Double Strand Breaks).

Los defectos en MMR son los responsables del fenotipo de “inestabilidad de
microsatélites " conocido en el Sindrome de Lynch y en una gran variedad de tumores,

pero ya estudiado anteriormente por nuestro grupo en ITAC sin hallazgos®®.

La alteracion de la reparacion del ADN por escision de base, como hemos
comentado con anterioridad, fue relacionada con la exposicion al polvo de madera en
otros modelos tumorales mediante la disminucién de la enzima OGG1, implicada en la

reparacion por escision de base de 8-0xodG, y acumulacién de bases de ADN oxidadas.
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Las DSB de ADN son el insulto més letal del genoma. Su reparacion se realiza
por dos mecanismos; union de extremos (EJR, End-Joining Repair) o Recombinacion
Homdloga (HR, Homologous recombination). En la EJR las roturas de doble cadena son
esencialmente detectadas, recortadas y ligadas nuevamente. Por este motivo, este
mecanismo produce de por si inestabilidad gendmica, mutaciones y potencial
carcinogénesis®”’. Sin embargo, en la HR la reparacion es mas exquisita; las DSB se
reparan al alinearse con secuencias homologas de ADN (Figura 25). Si se altera este
mecanismo de recombinacion homologa la reparacion de la ruptura de la doble cadena

queda a cargo de EJR favoreciendo entonces los errores en la reparacion.
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Figura 25. Modelo jerarquico resumido del complejo multiprotéico de reparacion de
roturas del ADN de doble cadena

Durante la fase S y G2 del ciclo celular, una DSB es reconocida por el complejo MRN formado
por; las proteinas MRE11, RAD50 y NBS1. La actividad exonucleasa 5"-3" de este complejo, junto con la
ayuda del complejo BRCA1-BARD, degrada los extremos de la doble cadena de ADN para dejar expuestos
los extremos 3"en forma de ADN monocatenario (ADNSss). La localizacion de MRN activa la sefializacion
de factores de reparacion aguas abajo mediada por ATM. Después de la reseccion mediada por MRN, RPA
estabiliza los salientes de ADNss recién producidos. RAD51 se ensambla al extremo 3"- ADNss, bajo la
mediacidn de otras proteinas relacionadas con RAD51 como SWS1AP1, XRCC2, XRCC3, RAD51B, Cy
D. El complejo mediador BRCA (DSS1-BRCA2-PALB2-BRCA1-BARD1) también facilita el ensamblaje
de RAD51. El complejo DSS1-BRCAZ2 se ancla a RAD 51 vy facilita su union en el sitio requerido de
ADNss. BRCA1-BARD1 se une al complejo DSS1-BRCAZ2, junto con PALB?2, interactuando fisicamente
con RAD51 y mejorando la actividad recombinasa de RAD51. Finalmente, RAD51, junto con la ayuda de
RAD52 y 54 logra la invasién de la cadena saliente de ADNss en una region homologa, generalmente una

cromatida hermana, para la sintesis de ADN de la zona de rotura3,

Leyenda: MRE11= Meiotic Recombination 11; NBS1= Nijmegen Breakage Syndrome 1; RPA=
Replication Protein A; BRCA= Breast Cancer susceptibility; BARD1= BRCA1 Associated Ring Domain
1; ATM= Ataxia-Telangiectasia Mutated; ATR= Ataxia-Telangiectasia and Rad3-related.
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ATM y ATR son miembros de la familia de quinasas relacionadas con PI3K
(PIKK) de clase 1V, junto con la proteina quinasa dependiente de ADN (ADN-PK) y
mTOR (que no juega un papel identificable en la vigilancia del genoma). Sin embargo,
ATM y ATR carecen de actividad lipidico quinasa; en lugar de eso, fosforilan proteinas
que contienen residuos de Ser o Thr seguidos de Gln y se clasifican por separado de las

proteinas quinasas clésicas.

ATM y ATR responden a diferentes tipos de lesiones del ADN. ATM responde
principalmente a roturas de doble cadena de ADN, mientras que ATR protege la
integridad de la replicacién de los cromosomas. ATR también es activado por roturas de
doble cadena, pero a través de un mecanismo que depende de ATM y del complejo MRN.
Tanto ATM como ATR regulan positivamente las vias de control del ciclo celular,
induciendo la detencién del ciclo celular y reparacion del ADN. ATM también media en
cascadas de sefializacion que no estan relacionadas con los eventos de reparacion del

ADN, sino que participan en el mantenimiento de la homeostasis celular.

ATMy ATR se expresan en la mayoria de los tejidos, y las mutaciones germinales
en los genes codificadores dan como resultado trastornos autosémicos recesivos como la

Ataxia Telangiectasia y el Sindrome de Seckel, respectivamente.

Otras dos proteinas esenciales para la reparacion de DSB son las proteinas
BRCA1l y BRCA2. BRCA1L, es un componente critico del punto de control de
sefializacion y reparacion de ADN, y es un objetivo directo e indirecto de la fosforilacion
por ATM y ATR. BRCA2 se une a BRCA1 junto con PALB2, y otros mediadores, para
facilitar la recombinacion de la cadena homdloga por proteinas RAD (Figura 25).

Si bien la relevancia clinica de las mutaciones de BRCA de la linea germinal es
ampliamente establecido, el significado de las mutaciones somaticas en el gen BRCA se
esta desarrollando. Las mutaciones heterocigotas de BRCA1 o BRCA2 en linea germinal
estan presentes en el 9% y 8% de los canceres de ovario®® y en el 14% y 8% de los
canceres de mama3, respectivamente. Estas mutaciones proporcionan un riesgo
conocido de por vida de desarrollar cancer de ovario (BRCA1 40-60%; BRCA2 11-
30%)311%12 y cancer de mama (BRCA1 55-65%; BRCA2 45%)313,

124



Discusion

De forma general, sabemos que los genes que codifican proteinas relacionadas
con la HR proporcionan una barrera a la progresion tumoral al inducir la detencion del
ciclo celular y la apoptosis. De este modo, su mutacién promueve la supervivencia celular
y da como resultado un aumento de las aberraciones moleculares y de la propension de

una célula a volverse cancerosa y progresar>!4,

6.3.5.1 Comparacién de nuestros resultados en la via de Recombinacion Homoéloga con

otras series

En nuestro estudio, el 26% (7/27) de los ITAC comparados con la linea germinal
albergaron mutaciones somaticas probablemente patogénicas en la via de la
Recombinacion Homéloga a expensas de un 15% (4/27) de mutaciones en ATM, un 11%
(3/27) de mutaciones en BRCAL y un 4% (1/27) de mutaciones en BRCA2, pero no en
ATR (Tabla 3).

Hemos de mencionar, que en los 21 ITAC sin co-andlisis germinal encontramos
4 muestras con 5 mutaciones en ATM (Tabla 4; ID 1, ID 16, ID 22 e ID 37), 4 muestras
con 5 mutaciones en BRCA1 (Tabla 4; ID 17, ID, 18, ID 23 e ID 41), una de ellas
frameshift, y 2 muestras con 4 mutaciones en BRCA2 (Tabla 4; ID 20 e ID 46), una de
ellas stopgain. Sin embargo, del mismo modo que en los 27 casos agrupados habiamos
encontrado 3 mutaciones en ATM (Tabla 3; ID 27, ID 32 e ID 42), la misma mutacién en
frameshift en BRCAL (Tabla 3; ID 13) y 2 mutaciones en BRCA2 (Tabla 3; ID 24 e ID
36) gque fueron demostradas germinales, no podemos establecer conclusion alguna sobre
las demas, a excepcion de una variante de BRCAL (ID 23; p.R1347G) que se demostro
somatica en el subgrupo de 27 (ID 31).

Se han descrito distintas mutaciones somaticas en ATM en diferentes neoplasias
malignas humanas, con menor frecuencia que en ITAC353Y que incluyen el cancer de
pulmoén (7%)3%, colorrectal (3.4%)%'831° mama (8.3%)%%° y ovario (2%)3%° . Aunque la
opinion actual en el campo es que la sefalizacion de ATM y ATR inhibe la progresion
tumoral en lugar de promover el cancer®?1-3% ha habido varios informes de sobreexpresion

de ATM o ATR, o de activacion de las vias descendentes en diferentes canceres324-327,

Por otro lado, algunos tumores exhiben deficiencias somaticas del gen BRCA, y
otros componentes de la HR, como el cancer de ovario, mama y colorrectal. Las

mutaciones somaticas de BRCA ocurren en aproximadamente el 5-7% de los casos de
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cancer de ovario®®328 en el 0-3.5% de los canceres de mama3?®33° y en el 2% de los

CCR38 con implicaciones terapéuticas e incluso prondsticas.

En base a lo mentado, las mutaciones somaticas en la ruta de HR son més
frecuentes en ITAC que en otros tumores mas estudiados. Dado que estos genes median
en la respuesta al dafio del ADN, este dato podria ser de interés a la hora de evaluar la

tasa de mutaciones de los ITAC frente a otros tumores sin mutaciones en esta ruta.

6.3.5.2 Recombinacion Homéloga como factor prondstico

En nuestro trabajo, los pacientes con ITAC con alteraciones en ATM o BRCA
tienen una probabilidad de morir inferior que el resto (HR=0,207; 95%I1C=0,049-0,871;
pvalor=0,032), por lo que podrian considerarse un subgrupo con un mejor pronostico.

De forma similar ocurre con el cancer de ovario hereditario, donde los pacientes
con mutaciones en BRCAL1 y BRCA2 germinal tienen una mejor supervivencia y mayor
probabilidad de respuesta a platino que aquellos canceres de ovarios no relacionados con
BRCA®1-334 Sin embargo, no esta del todo claro si los efectos bioldgicos de albergar
mutaciones somaticas o germinales de BRCAL o BRCA2 son los mismos. Hennessy BT et
al.®3 demostraron que, al igual que aquellos canceres de ovario con mutaciones de la
linea germinal BRCA1 y BRCAZ2, la supervivencia libre de progresion (SLP) fue mas
prolongada en pacientes con mutaciones somaticas de BRCA en comparacion con los
casos de tipo salvaje. Sin embargo, no se observd una asociacion significativa con la
supervivencia global. Pennington KP et al.®3* compararon la sensibilidad al platino y la
SG en pacientes con cancer de ovario con mutaciones en un gen de la HR en linea
germinal y somatica con aquellos sin mutacion. Este estudio concluy6 que la presencia
de mutaciones en HR en linea germinal y somatica fueron altamente predictivas de la
sensibilidad primaria al platino (pvalor = 0,0002) y de una mejor SG (pvalor = 0,0006).
Sin embargo, aunque la supervivencia global en pacientes con mutaciones somaticas fue
similar a la de los portadores de mutaciones de la linea germinal, en esta serie, no hubo

diferencias significativas entre los grupos de mutacién somatica y sin mutacion.

En el cancer de mama, el prondstico de las mutaciones en HR es mas
controvertido. Algunos estudios demostraron que las mujeres portadoras de la mutacion
BRCAL o BRCA2 con cancer de mama tenian una peor supervivencia global, otros no

mostraron diferencias significativas en comparacion con las no portadoras y algunos
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estudios incluso mostraron que los portadores de la mutacion BRCA tenian una mejor

supervivencia que las no portadoras®!°,

6.3.5.3 Recombinacion Homéloga como diana terapéutica

Teniendo en cuenta estos genes como supresores de tumores y facilitadores en la
mediacion de las respuestas al dafio del ADN se han considerado durante mucho tiempo
como posibles dianas farmacoldgicas para la terapia del cancer.

El principal objetivo terapéutico de esta via de reparacién del ADN ha sido la
proteina PARP1 (Poly ADP-Ribose Polymerase 1). Aunque PARP1 juega un papel
fundamental en la reparacion de las rupturas de cadena simple (BER), también media la
activacion de ATM tan necesaria para la recombinacion homdloga.

De este modo, los inhibidores de PARP1 (PARPI) interfieren directamente con
estas funciones, pero también atrapan a PARP1 en el ADN dafiado, lo que provoca un
bloqueo de la horquilla de replicacion y transcripcion, y la posterior ruptura del ADN de
doble hebra. Esto lleva a una mayor inestabilidad del genoma que la célula no puede
superar, cuando también estan presentes defectos de HR, y lleva a la apoptosis (concepto
conocido como “letalidad sintética)3%. Este concepto viene a explicar que ni la
inhibicion de PARP ni la deficiencia de BRCA por si solas son letales para la célula, pero

la combinacién de ambas si o es.

De forma general, los PARPi son efectivos en células que tienen defectos
funcionales en las vias de reparacion de DSB, pero mas notablemente en células con
mutacion BRCA¥7-340 También se ha visto letalidad sintética en pacientes con
mutaciones en ATM, ATR u otros genes relacionados con la HR lo que ampli6 el uso de

estos inhibidores en cancer341-344,

Los PARPI se han utilizado como agentes contra el cancer desde principios de la
década del 2000%*! y el primer PARPI, Olaparib (Linparza®), fue aprobado en 2014 por
la FDA para el cancer de ovario avanzado con mutacion germinal de BRCA. La
aprobacion actual de la FDA de los PARPi (Olaparib [Linparza®], Talazoparib
[Talzenna®], Niraparib [Zejula®] y Rucaparib [Rubraca®]) se otorg6 fundamentalmente
para el tratamiento del cancer de mama, ovario y préstata avanzado. Algunos de ellos

estan indicados en presencia de mutaciones tanto somaticas como germinales en el gen
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BRCA (Olaparib, Niraparib, Rucaparib) e incluso en otras formas de disfuncion de la HR

como ocurre en el cancer de prostata y ovario (Olaparib).

Los PARPI no solo pueden inducir letalidad sintética en canceres con alteraciones
de la HR, sino que también puede aumentar la sensibilidad a los tratamientos
convencionales como la QT o la RT al retrasar la reparacion de la rotura de cadena Unica
y provocar la posterior generacion de la DSB3®. Los inhibidores de la HR alteran la
reparacion del dafio causado en el ADN por la RT o por la QT citotoxica®*®3%, Sin
embargo, el aumento de los eventos adversos en terapia combinada es un desafio por

superar3°6-38,

Otros objetivos atractivos para interrumpir la reparacién del ADN en las células
cancerosas son los inhibidores de ATR (ATRi)y los inhibidores de ATM (ATMi). Varios
estudios preclinicos han identificado una letalidad sintéticaa ATRi y ATMi en presencia

de sus mutaciones®®°,

Todos estos hallazgos han llevado a ampliar el estudio de estos inhibidores a otros
canceres con alteraciones sométicas en la HR. En el cancer de pulmon se ha visto que la
pérdida de expresion de la proteina ATM aumenta la sensibilidad a PARPi y ATRi*%,
Sin embargo, debido al numero limitado de modelos preclinicos estudiados, estos
resultados deben confirmarse en cohortes mayores. Ademas, por su poder
radiosensibilizante, han sido estudiados en combinacién con RT en varios modelos
preclinicos y en modelos de raton de cancer pulmon, CCR y CECC, entre otros,
mostrando una mayor eficacia que la RT exclusiva®®. De hecho, los PARPi y ATRi se
han propuesto como alternativa terapéutica en combinacion con QT y QRT en el CCR

con mutaciones en HR318:360-363

Por este motivo, consideramos que cualquier tumor con deficiencia en la ruta de
la Recombinacion Homologa es un objetivo potencial para los inhibidores de PARP ya
aprobados en cancer. Debido a esto, y ante los hallazgos de nuestro estudio, consideramos
que los PARPI deben ser tenidos en cuenta en futuros estudios de terapias dirigidas en
ITAC con alteraciones en HR ya sea en monoterapia o, especialmente, en combinacién
con RT y/o QT.
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6.4 INTERPRETACION DE VARIANTES

El éxito de una terapia dirigida contra el cancer es la interpretacion de la variante
genética tumoral, es decir, es identificar un objetivo bioldgico que como resultado de su

mutacién o expresion anormal determine el desarrollo y la progresion del cancer.

De hecho, aunque entendemos el cdncer como una enfermedad multigénica, las
evidencias experimentales nos demuestran que el fenotipo de las células tumorales esta
frecuentemente apoyado por ciertas proteinas claves cuya funcion es aberrante como

consecuencia de la mutacion o afectacion de su gen supresor o protooncogén364:36°,

Este fendmeno ha llevado en las ultimas décadas a realizar grandes esfuerzos de
investigacion para el desarrollo de terapias contra un objetivo Unico. No obstante, la
filosofia de un farmaco-una diana no siempre es adecuada para desarrollar terapias para
una enfermedad compleja y poligénica como es el cancer, y asi lo hemos visto con los
inhibidores de la ruta PI3K o los inhibidores de la proteina KRAS. De hecho, incluso si
la monoterapia con un objetivo Unico resulta particularmente eficaz para ciertos tipos de
neoplasias con ciertas mutaciones, existen casos con una respuesta pobre al farmaco. Esto
es asi porque la sensibilidad es especifica del contexto del tumor y esta influenciada por
alteraciones genomicas concomitantes®%®. Sin embargo, se parte de la hipétesis de que si
una mutacion es predictiva de una respuesta farmacoldgica en una neoplasia puede haber
alguna probabilidad de que la misma droga pueda ser efectiva en otros tumores con la

misma mutacion, y de ahi surgen los ensayos para su estudio riguroso.

No obstante, y aumentando la complejidad, hemos de conocer el concepto de
heterogeneidad intratumoral. Esto quiere decir que existen poblaciones de células
subclonales genéticamente distintas que pueden exhibir ventajas selectivas en el
crecimiento celular, potencial metastasico, y resistencia al tratamiento®7-3%°, Por ello, una
unica biopsia puede no ser suficiente para capturar por completo la diversidad genémica
de los tumores solidos mas avanzados. Por este motivo, hemos usado como parte del
filtrado de las variantes la VAF (> 10%), entendida ésta como la carga clonal o como el
porcentaje de células tumorales que albergan una mutacién especifica, asumiendo una
muestra relativamente pura. A pesar de esto, los datos clinicos disponibles sugieren que
las mutaciones individuales pueden ser altamente concordantes incluso entre sitios
primarios y metastasicos y que las mutaciones identificadas en tumores primarios

predicen beneficios para ciertos medicamentos en pacientes con enfermedad metastasica.
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Por ejemplo, la concordancia de mutaciones en KRAS en CCR primarios y en sus
metastasis fue del 96% en dos series publicadas por Knijn N et al.3"%y Santini D et al 3%,

En CPNM, Kalikaki A et al.>’? describieron una concordancia entre tumor primario y

recidiva para mutaciones en EGFR y KRAS del 74% y 76%, respectivamente.

Ademas, la presencia de mutaciones somaticas en un tumor puede cambiar con el
tiempo por la propia evolucion bioldgica del cancer, el desarrollo de resistencias o los
tratamientos realizados. En nuestro trabajo, analizamos mediante biopsia quirldrgica
tumores primarios de ITAC que previamente no habian recibido ningun tratamiento, por
lo que en un futuro hemos de realizar estos estudios en pacientes con recidivas de ITAC

(locorregionales y a distancia) o tratados con QRT previamente.

Finalmente, hay que considerar que, aun habiendo encontrado una diana
terapéutica clave y su farmaco eficaz, invariablemente se acaban produciendo
mecanismos de resistencia, con una mitigacion de la respuesta al farmaco. Esto es debido
a los efectos amortiguadores con los que el sistema bioldgico es capaz de activar vias de

sefializacion alternativas®73374,

Debido a todo lo mencionado y entendiendo la complejidad de la terapia dirigida,
nuestra eleccion de los 119 genes ya fue realizada en base al criterio de que fueran genes
relacionados con la sensibilidad o resistencia a terapias especificas en cancer. Ademas,
una vez obtenidos los resultados de la secuenciacion del panel, el filtrado tuvo como
objetivo identificar variantes probablemente patogénicas para aumentar la potencial
sensibilidad terapéutica.

En base al objetivo Gltimo de identificar terapias para nuestros pacientes con
ITAC, definimos aquellas variantes concretas para las que hubiera terapias disponibles
con alguna evidencia de beneficio clinico. Hay bases de datos que integran
recomendaciones para la practica clinica como “Precision Oncology Knowledge Base
(OncoKB)”. La informacion de OncoKB esta disponible piiblicamente a través de un sitio
web interactivo®”® donde se pueden contrastar las alteraciones genomicas de los pacientes
con la informacion contenida en esta base de datos resumiendo sus efectos bioldgicos e
implicaciones clinicas. Los eventos mutacionales individuales estan anotados en varios

niveles de evidencia que respaldan o no el uso de ciertos medicamentos.

Al momento de escribir, 15 variantes de las confirmadas como somaticas y

potencialmente patogénicas del presente estudio estaban asociadas, segun OncoKB, con
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terapias contra el cancer en el 41% (11/27) de los ITAC. No obstante, muchas de las
asociaciones predictivas son aun emergentes. Decir que el 41% de los casos podria
beneficiarse de la secuenciacion del tumor/ linea germinal es un dato esperanzador para
pacientes con ITAC y de acuerdo con los datos recientes sobre la utilidad analitica y
clinica de los paneles genéticos en cancer. Sin embargo, puede resultar menor que lo
encontrado en otras publicaciones que de forma global la sitian en torno a un 77-90%
pero que evaltian muchos tipos de tumores distintos>>1%°376 con la variabilidad que esto
conlleva ya que existen tumores mucho mas prevalentes que los ITAC y con més estudios
preclinicos. Ademas, hay ciertos tipos de tumores, como el cancer colorrectal y el
melanoma estudiados en estos trabajos, que tienen una fraccién mucho mayor de cambios
accionables que otros, como pueden ser los TNS. Ademas, es importante concretar cual
ha sido el filtrado para identificar las variantes, dado que un filtrado mas permisivo
aumenta el niamero de variantes finalmente identificadas. También es importante saber
qué entendemos por accionable pues la mayoria de los cambios procesables se asocian
con ensayos clinicos actuales en lugar de terapias establecidas, siendo esta proporcion

bastante similar a la nuestra.

Resumimos en la Tabla 14 las 15 variantes predictivas de respuesta a farmacos y
su grado de evidencia tras la busqueda de todas las variantes filtradas en OncoKB. De
estas, el 25% (4/16) son biomarcadores de atencion estandar actualmente (Niveles 1y 2

de OncoKB) por lo que podrian beneficiarse de ensayos clinicos.
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Tabla 14. Se muestran las 15 variantes presentes en 11 ITAC predictivas de respuesta a

farmacos segun OncoKB.

Gen Variante Efecto Evidencia | Enfermedad Tratamiento
Q546R 1 Céancer mama Fulvestrant + Alpelisib
PIK3CA |[H1047R . 3a Céancer mama GDC-007
Ganancia de
el funcién
K111E 3a Cancer mama Copanlisib + Fulvestrant
E726K
; Rucaparib
1 Cancer ovario ) .
Niraparib
Pérdida de - -
BRCA1 |[P1603Rfs*13 » 2 Cancer ovario Olaparib
funcion
Talazoparib
2 Céancer mama )
Olaparib
1 LMA Ivosidenib
IDH1 R132C Switch
3a Colangiocarcinoma | Ivosidenib
Ganancia de Ado-Trastuzumab
. 2 CPNM .
funcion Emtansine
ERBB2 |S310F _
Ganancia de CPNM .
» 3a ’ Neratinib
funcion Céancer mama
Ganancia de o S
BRAF D594N y 3a Histiocitosis Cobimetinib
funcion
Ganancia de
_ 3a Histiocitosis Cobimetinib
funcién
) Cobimetinib
G12D Ganancia de
KRAS _ 4 Tumores solidos Trametinib
G13D funcion -
Binimetinib
Ganancia de Cetuximab
) R1 CCR )
funcion Panitumumab
) Ribociclib
Pérdida de . o
CDKN2A [ R58* . 4 Tumores sélidos | Abemaciclib
funcion .
Palbociclib
R2237* . -
Pérdida de . Trametinib
NF1 S2649* _ 4 Tumores sélidos -
funcién Cobimetinib
T2423Nfs*4

Nivel 1 de OncoKB= medicamento aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos de los

Estados Unidos (FDA) para el tipo de tumor que se indica; Nivel 2= biomarcador de atencion estandar

predictivo de respuesta para el tipo de tumor que se indica, no necesariamente reconocido por la FDA,;
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Nivel 3A= biomarcador predictivo de respuesta para el tipo de tumor que se indica pero adn no aplicado en
atencion estandar; Nivel 4= evidencia preclinica de biomarcador como predictor de respuesta a farmacos;
R1= biomarcador de atencion estandar predictivo de resistencia a un medicamento aprobado por la FDA

en el tipo de tumor que se indica.

Leyenda: LMA= Leucemia Mieloide Aguda; CPNM= Carcinoma Pulmonar No Microcitico;

CCR= Carcinoma Colorrectal.

En ocasiones, priorizar la terapia cuando existen mdltiples alteraciones
accionables, como ocurre en alguno de nuestros pacientes, no es tarea sencilla,
especialmente cuando ambos medicamentos dirigidos aln se encuentran en las primeras
fases del desarrollo clinico. Ademas, son bases de datos que estan en continuo cambio y

deben consultarse de forma frecuente para tomar la mejor decision.

Finalmente, debemos recalcar que interpretar el significado clinico de las
variantes que no han sido previamente descritas como accionables es desafiante. No
obstante, el ritmo acelerado de los avances en la comprension de la gendmica del cancer
enfatiza ain mas la importancia de mostrar todas las variantes que hemos filtrado, como
hemos hecho en la Tabla 3 y Tabla 4, ya que pueden convertirse en biomarcadores Utiles
en un futuro cercano. El enfoque mas préctico para manejar las variantes de importancia
bioldgica / clinica probable es presentarlas o agruparlas de acuerdo con la via principal
afectada por la alteracién y asi lo hemos presentado a lo largo del trabajo con las cuatro
rutas de sefializacion aparentemente claves en ITAC. Esto hace que el panel disefiado
pueda y deba ser modificado en un futuro eliminando aquellos genes que no mostraron
representacion alguna y afiadiendo otros que no fueron incluidos y que ahora nos parece

que podrian ser importantes si tenemos en cuenta estas cuatro rutas de sefializacion.
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Limitaciones y perspectivas

Este trabajo, aunque aumenta la probabilidad de que el perfil genémico pueda
beneficiar a pacientes con ITAC, supone una primera aproximacion a potenciales terapias
y rutas de sefializacion celular de interés en el desarrollo y tratamiento de estos tumores.
En el futuro, seran necesarios mas estudios similares para valorar el papel clinico de las
mutaciones en estas rutas dado que reconocemos la limitacion del escaso tamafio muestral

para establecer conclusiones firmes.

Como hemos comentado, el beneficio potencial de las terapias planteadas resulta
incierto. Sera necesario llegar a disefiar ensayos clinicos basados en gendémica en el
estudio de nuevos agentes 0 combinaciones terapéuticas en pacientes con ITAC con el
fin potencial de beneficiar directamente al paciente y acelerar el proceso de desarrollo de
farmacos. Reconocemos que cuando se encuentra una opcién terapéutica prometedora
para un paciente con cancer dado, a menos que se apruebe para la indicacion del caso, la
mayoria de las veces es muy dificil y con frecuencia imposible acceder al medicamento,
incluso para los aprobados para otras indicaciones. Sin embargo, es de esperar que, del
mismo modo que el disefio de los ensayos clinicos estd cambiando, como ha ocurrido con
los “basket trials”'’®, la aprobacion de medicamentos comercializados para nuevas
indicaciones en cancer y el acceso a medicamentos aun no autorizados también se adapte

a las enormes posibilidades de la oncologia transversal.

El potencial de cualquier paciente con cancer de beneficiarse de la medicina de
precision no es solo especulativo o algo a tener en cuenta para el futuro, sino evidente y
para el presente. El enfoque presentado aqui es especialmente adecuado para pacientes
con ITAC en estadio avanzado que no han respondido al tratamiento estandar. No
obstante, aunque la secuenciacion del ADN de estos genes proporciona una gran cantidad
de informacidn, sabemos que las alteraciones gendmicas son solo uno de los muchos
factores bioldgicos importantes en cancer. Como consecuencia, se entiende que estos
genes no seran suficientes para seleccionar de manera optima a los pacientes para todas
las clases de terapia dirigida. Por este motivo, aquellos ITAC gque no mostraron
mutaciones accionables (7/27) podrian beneficiarse de estudios basados en el genoma
completo, secuenciacion de transcriptoma, perfil de metilacién del ADN, perfil de

microARN o las matrices de fosfoproteina.
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Conclusiones

En base a los resultados previamente presentados en este trabajo, podemos
establecer las siguientes conclusiones:

1. Nuestra serie refleja las caracteristicas clinicas conocidas de los ITAC, como lo
demuestra el valor pronostico independiente de la clasificacion T y del subtipo
histologico.

2. El estudio en paralelo de la muestra tumoral y la linea germinal ha permitido
descartar un 60% de variantes germinales previamente seleccionadas como
potencialmente somaticas y patogénicas tras el filtrado bioinformatico. Por este motivo,
comparar la muestra tumoral con su linea germinal es necesario para la correcta
interpretacion de los datos de secuenciacion.

3. Los genes que codifican para proteinas que participan en las vias de sefializacion
RAS-RAF-MEK-ERK, PI3K-AKT-mTOR, Wnt/B-catenina y Recombinaciéon Homéloga
se encuentran frecuentemente mutados en ITAC y han de ser considerados para futuras
terapias y estudios.

4. No se encontraron mutaciones en EGFR, pero si en otros receptores tirosina
quinasa como ERBB2 (4%), ERBB3 (7%), ERBB4 (4%), KIT (4%), ROS1 (4%) y DDR2 (4%),
aunque con baja frecuencia.

5. Las mutaciones en la via RAS-RAF-MEK-ERK (RAS, BRAF, NF1 y MEK1) se
relacionaron de forma significativa con los subtipos histolégicos de bajo riesgo. Sin
embargo, su mutacion también se mostr6 con un factor de mal pronéstico independiente.

6. Las mutaciones en la via PI3BK-AKT-mTOR (PIK3CA, PIK3R2, MTOR) no
fueron relacionadas con el estadio ni subtipo histolégico. Tampoco tuvieron influencia en
la supervivencia a diferencia de lo evidenciado en otros tumores que la relacionan de
forma general con un mal prondstico y resistencia a terapias.

7. Las mutaciones en la via Wnt/p-catenina (APC, CTTN1B) no fueron relacionadas
con el subtipo histoldgico o prondstico de estos pacientes en discordancia con estudios
previos sobre esta via.

8. Las mutaciones en la via de la Recombinacion Homologa (ATM, BRCA), que
ocurrieron en un 26% de la muestra, definen un subgrupo de ITAC con mejor prondstico.

9. El 41% de los pacientes con ITAC podria beneficiarse terapéuticamente de la
secuenciacion del tumor/ linea germinal mediante este panel segun datos actuales de
OncoKB.
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Anexos

Anexo 1. Clasificacion TNM tumores de cavidad nasal y etmoidal, 82 edicion®.

T1 | Tumour restricted to one subsite of nasal cavity or ethmoid sinus, with or without bony invasion

T Tumour involves two subsites in a single site or extends to involve an adjacent site within the
nasoethmoidal complex, with or without bony invasion

T3 Tumour extends to invade the medial wall or floor of the orbit, maxillary sinus, palate, or
cribriform plate

Taa Tumour extends to invade the medial wall or floor of the orbit, maxillary sinus, palate, or
cribriform plate

Tab Tumour invades any of the following: orbital apex, dura, brain, middle cranial fossa, cranial
nerves other than V2, nasopharynx, or clivus

NI Metastasis in a single ipsilateral lymph node, 3 cm or less in greatest dimension without
extranodal extension

N2a Metastasis in a single ipsilateral lymph node, more than 3 cm but not more than 6 cm in greatest
dimension without extranodal extension

N2b Metastasis in multiple ipsilateral lymph nodes, none more than 6 cm in greatest dimension,
without extranodal extension

N2C Metastasis in bilateral or contralateral lymph nodes, hone more than 6 cm in greatest dimension,
without extranodal extension

N3a | Metastasis in a lymph node more than 6 cm in greatest dimension without extranodal extension

N3b | Metastasis in a single or multiple lymph nodes with clinical extranodal extension

MO | No distant metastasis

M1 | Distant metéstasis

Stage 0 Tis NO MO

Stage | T1 NO MO
Stage 11 T2 NO MO

T3 NO MO
Stage 111

T1, T2, T3N1 MO

T1, T2, T3 N2 MO

Stage IVA
TNO, N1, N2 MO
T4b Any N MO
Stage 1VB
Any T N3 MO

Stage IVC | Any T Any N M1
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Anexo 2. Bases de datos para la identificacion y anotacion de variantes.

Asunto

Base de datos/ Algoritmo

URL

Polimorfismos

dbSNP, dbVar

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/

1000 Genomes Project

http://browser.1000genomes.org/

linea germinal ESP https://esp.gs.washington.edu/drupal/
ExAC http://exac.broadinstitute.org
COSMIC http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
ICGC https://dcc.icgc.org/

Variantes cBioPortal http://www.cbioportal.org/

somaticas en

cancer

My Cancer Genome

https://www.mycancergenome.org/

CIviC

https://civic.genome.wustl.edu/#/home

Personalized Cancer Therapy,

MD Anderson Cancer Center

https://pct.mdanderson.org/#/

Variantes con Clinvar https://www.ncbi.nIm.nih.gov/clinvar/
asociacion Human Gene Mutation Database | http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
genotipo-
fenotipo Leiden Open Variation Database http://www.lovd.nl/3.0/home
dbNSFP http://sites.google.com/site/jpopgen/dbNSFP
http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/
Ensembl
index.html
Prediccién - - -
cCDS https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/CCD
funcional
unciona S/CcdsBrowse.cgi
RefSeq https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
Pfam http://pfam.xfam.org/
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