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RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad neoplasica molecularmente
heterogénea que comprende un espectro de tumores de una gran variabilidad en
cuanto a su evolucion natural y susceptibilidad a distintos farmacos antineoplésicos.
La identificacion de nuevos biomarcadores prondsticos y/o predictivos en este
contexto puede aportar informacion fundamental sobre los mecanismos moleculares
que determinan y regulan el comportamiento de la enfermedad, y facilitar nuevas
herramientas de gran utilidad clinica para subclasificar de manera mas precisa a los
pacientes o descubrir nuevas dianas de tratamiento.

Src pertenece a una familia de receptores tirosina-quinasa citoplasmaticos que
actla como regulador de diversos procesos relacionados con la carcinogénesis. La
activacion de Src se asocia a un fenotipo tumoral méas agresivo y puede mediar la
resistencia a determinados agentes quimioterapicos, resistencia que puede
potencialmente revertirse farmacoldgicamente con inhibidores especificos de Src.

El objetivo de este estudio ha sido evaluar la expresion de pSrc (Src activado)
en pacientes con CCR vy evaluar su papel como factor prondstico de la evolucion
natural de la enfermedad y como factor predictivo de resistencia al tratamiento con
quimioterapia. Con este fin se ha estudiado la expresion tumoral de pSrc en dos
cohortes de pacientes: una primera cohorte de 487 pacientes con CCR estadio I1-111
resecado, seguido o no de quimioterapia (QT) adyuvante, y una segunda cohorte de
154 pacientes con CCR metastasico tratados en primera linea con QT basada en
dobletes de fluoropirimidinas (FP) con oxaliplatino o irinotecan (CPT11). La
evaluacion de pSrc se realiz6 mediante técnicas de inmunohistoguimica (IHQ) en
matrices de tejido tumoral estableciéndose 4 categorias segun el nivel de expresién de
pSrc: 0 (ausencia de expresion), +1 (expresion leve), +2 (expresion moderada) y +3
(alta expresion).

En pacientes con CCR estadio II-111 se observo que la alta expresion de pSrc
(+3) se asociaba de forma significativa con un peor pronostico en terminos de
supervivencia libre de enfermedad (SLE) a 5 afios (39.2% en pacientes con expresion
de pSrc alta (+3) versus (vs) 63.3% en pacientes con expresion de pSrc baja (0-2),
HR=0.56; p=0.005) y supervivencia global (SG) a 5 afios (57.5% vs 74.2% en
pacientes con expresion de pSrc alta (+3) vs baja (0-2), respectivamente, HR=0.55;
p=0.02). Ademas, el analisis multivariante confirmé la sobreexpresién de pSrc como
factor de mal pronodstico en CCR localizado independientemente de otros factores
clinico-patologicos de conocida relevancia pronostica para este tumor. No obstante,
no se observo una clara asociacion entre la expresion de pSrc y la resistencia a
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quimioterapia, ya que la expresion de pSrc tuvo impacto negativo en la supervivencia
independientemente del tratamiento adyuvante recibido. En la cohorte de pacientes
con CCR avanzado también se observd una peor evolucion clinica en tumores con
expresion de pSrc (1-3) en comparacion con tumores con ausencia de expresion (0),
tanto en términos de supervivencia libre de progresion (SLP) (tasa de SLP a 12 meses
de 65.3% vs 73.8%, respectivamente, p=0.76), como de SG (tasa de SG a 3 afios de
51.6% vs 60.9%, respectivamente, p=0.93), si bien las diferencias observadas no
alcanzaron la significacion estadistica. Igualmente, se observo cierta tendencia a una
peor respuesta a la QT en tumores pSrc positivo comparado con aquellos con
expresion de pSrc ausente (tasa de respuesta objetiva (TRO) de 43.5% vs 49.3%,
respectivamente, p=0.52), pero esta diferencia tampoco fue estadisticamente
significativa.

En resumen, los resultados de nuestro estudio demuestran la relevancia de la
activacion de Src en la biologia del CCR, particularmente en estadios localizados, lo
cual es de gran importancia no solo porque contribuye a una mejor estratificacion
prondstica de los pacientes para las decisiones clinicas, sino también porque Src es
una enzima cuya actividad es potencialmente manipulable con inhibidores especificos
de Src, siendo por lo tanto un biomarcador de gran potencial terapéutico.
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SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is a molecularly heterogeneous neoplasic disease that
comprises a spectrum of tumors with a great variability in their natural history and
susceptibility to different antineoplastic drugs. The identification of new prognostic
and/or predictive biomarkers in this context can provide essential information on the
molecular mechanisms that regulate the disease and provide new clinical tools to
optimize prognostic stratification of patients or discover new therapeutic targets.

Src belongs to a family of cytoplasmic non— receptor tyrosine kinases that
play a key role in the regulation of different cellular processes related to
carcinogenesis. Src activation has been associated with a more aggressive neoplastic
phenotype and correlates with resistance to certain chemotherapeutic drugs, and
preclinical studies have shown that this resistance can be reversed by pharmacological
inhibition with specific inhibitors of Src.

The aim of our study was to evaluate pSrc expression in a large cohort of
patients with CRC and to assess its potential value as a prognostic and/or predictive
biomarker in this context. With this purpose, pSrc expression was assessed in two
cohorts of patients: a first cohort of 487 patients with surgically resected stage I1-111
colon cancer, treated or not with adjuvant chemotherapy, and a second cohort of 154
patients with metastatic CRC treated in first line with chemotherapy regimens
containing fluoropyrimidines and oxaliplatin or irinotecan. pSrc expression was
assessed in paraffin-embedded tumor samples by immunohistochemistry, and cases
were classified by staining intensity in 4 categories:: no staining (0), weak (+1),
moderate (+2), and intense (+3) staining.

In the first cohort, high pSrc expression (+3) was significantly associated with
decreased 5- year disease-free survival (39.2% vs 63.3% for patients with high (+3) vs
low (0-2) pSrc expression, HR= 0.56; P = 0.005) and overall survival (OS) (57.5% vs
74.2%, HR= 0.55; P = 0.02). Multivariate analysis confirmed pSrc expression as a
significant prognostic factor both for disease-free and overall survival, independent of
other clinicopathological factors of known prognostic relevance for this tumor.
However, no clear association was observed between pSrc expression and resistance
to chemotherapy, as pSrc expression was shown to have a negative impact on survival
regardless of the adjuvant treatment received. In the metastatic CRC cohort, positive
pSrc expression (1-3) was associated with worse outcomes compared to the absence
of expression (0), both in terms of progression-free survival (PFS rate at 12 months
was 65.3% vs 73.8%, respectively, p=0.76) and of overall survival (OS rate at 3
years was 51.6% vs 60.9%, respectively, p=0.93). Nevertheless, these differences did
not reach statistical significance. Moreover, there was also a non-significant trend
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towards worse response rates to chemotherapy in positive vs negative pSrc-expression
tumors (43.5% vs 49.3%, respectively, p=0.52).

In summary, the results of our study illustrate the relevance of Src activation
in colon cancer biology, particularly in early stages of disease, and this is of great
importance not only as it improves the prognostic stratification of patients to help in
clinical decisions, but also because if opens new avenues for potential pharmacologic
manipulation that may eventually improve patients' outcomes.
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INTRODUCCION

1. Epidemiologia del cancer colorrectal y relevancia como problema de
salud.

El CCR constituye la tercera enfermedad neoplésica méas frecuente a nivel
mundial, con una incidencia global de 1,36 millones de casos nuevos diagnosticados
en el afio 2012 (Ferlay et al, 2012) y mas de 135.000 casos nuevos estimados s6lo en
Estados Unidos en 2017 (Siegel et al, 2017). En cuanto a la distribucion por sexos, el
CCR es el segundo tumor mas frecuente en las mujeres, por detrds del cancer de
mama, diagnosticandose 614.000 nuevos casos cada afio, lo que supone un 9.2% del
total de los canceres diagnosticados mundialmente. En los hombres se diagnostican
746.000 casos nuevos anuales, representado la tercera neoplasia en frecuencia en los
varones (10%), después del cancer de pulmon y el de préstata.

El CCR es la cuarta causa de mortalidad por cancer en ambos sexos a nivel
mundial, siendo responsable de 694.000 muertes anuales, lo que supone el 8.5 % del
total de muertes por cancer. Distinguiendo entre sexos, el 9% de las muertes por
cancer en las mujeres y el 8% en los varones se deben al cancer de colon, suponiendo
la tercera y cuarta enfermedad neoplasica mas letal, respectivamente (Ferlay et al,
2012).

Existe ademéas una importante variabilidad geografica, siendo su incidencia
mayor en paises desarrollados. No obstante, se ha observado una estabilizacion de la
tasa de mortalidad por CCR en las uUltimas décadas en paises desarrollados como
consecuencia de la implantacion de programas de cribado poblacional, y la
optimizacion del diagndéstico y tratamiento de la enfermedad.

En Espafa, el CCR es el tumor de mayor incidencia cuando se consideran
ambos géneros de manera conjunta, con 32.240 nuevos casos diagnosticados en el afio
2012, que comprenden el 15% del total de los tumores. Representa ademaés la segunda
causa de muerte por cancer, con 14.700 defunciones anuales en 2012 (Ferlay et al,
2012).
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2. Bases bioldgicas del cancer colorrectal.

2.1. Genbdmicay epigendémica del cancer colorrectal

El CCR fue uno de los primeros tumores solidos caracterizados
molecularmente. En el modelo clasico de carcinogénesis colorrectal, descrito por
primera vez por Vogelstein en 1990 (Fearon and Vogelstein, 1990), el epitelio
colénico normal se va progresivamente trasformando a epitelio displésico, adenoma
temprano, adenoma tardio y carcinoma invasor a través de la adquisicion secuencial
de una serie de alteraciones genéticas (pérdida de genes supresores de tumores,
activacién de oncogenes) en un proceso mas o menos predecible que puede durar
muchos afios. En este modelo clasico el CCR se origina en un polipo adenomatoso, y
el adenoma tubular seria la lesion precursora. Este modelo permitio identificar los
principales genes supresores de tumores (APC, p53, SMAD4,..) y oncogenes (RAS,
BRAF, PIK3CA,..) implicados en el desarrollo del CCR. La acumulacion de
mutaciones en estos genes confiere una ventaja selectiva que da lugar a la iniciacion y
progresion del CCR a través de la desregulacion de vias que modulan la
diferenciacion y proliferacion celular, y la apoptosis. Aunque el orden en el que
suceden estas mutaciones no es invariable, presentan una asociacién importante con
determinadas etapas de la tumorogénesis (p.ej. la inactivacion de APC estd implicada
en la iniciacion tumoral, la activacion de RAS es también un evento temprano en la
transformacion maligna, mientras que la pérdida de 18q o la inactivacion de p53
sucede en fases avanzadas de la progresion tumoral).

Posteriormente se describieron 2 vias alternativas de desarrollo del CCR que
se caracterizaban por distintas manifestaciones clinicas, patolégicas y moleculares
(Colussi et al, 2013), la via supresora y la via mutadora. La via supresora o via de
inestabilidad cromosomica o CIN (del inglés “Chromosomal instability”), es
responsable del 85% de los CCR esporadicos y se caracteriza por alteraciones del
cariotipo con pérdidas, ganancias o translocaciones de regiones cromosomicas que
albergan genes esenciales en el proceso de carcinogénesis del CCR; el factor
presumiblemente iniciador de esta via seria la pérdida del gen supresor de tumores
APC; su lesion precursora es el pélipo adenomatoso convencional. La via mutadora o
de inestabilidad de microsatélites (MSI, del inglés “Microsatellite instability”), s
responsable del 15% del CCR vy del 95% del cancer de colon familiar no poliposico.
causada por un funcionamiento deficiente del sistema de reparacion de los
desapareamientos del &cido desoxirribonucleico (ADN) (MMR, del inglés “mismatch
repair”) durante la replicacion. Esta deficiencia puede deberse a la existencia de
mutaciones inactivadoras de los genes que conforman el sistema MMR (MLH1,
MSH2, MSH3, MSH6 o0 PMS2), lo cual generalmente sucede en pacientes portadores
de mutaciones germinales en estos genes (Sindrome de Lynch), o al silenciamiento
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epigenético mediante hipermetilacion de la region promotora del gen MLH1, que es
lo que generalmente sucede en tumores esporadicos con MSI. Estos Gltimos suelen
originarse en adenomas serrados, en mujeres de edad avanzada, presentan con
frecuencia hipermetilacion de otros genes (fenotipo metilador) y mutaciones en
BRAF, y se asocian a ciertos rasgos fenotipicos caracteristicos como son la
localizacion en colon derecho, histologia mucinosa o con células en anillo de sello, y
la presencia de un infiltrado linfocitario peritumoral. Son facilmente identificables por
técnicas de IHQ por la pérdida de expresion de las proteinas del sistema MMR, o
mediante PCR por las longitudes alteradas de secuencias cortas y repetitivas de
nucledtidos (microsatélites) en el ADN tumoral. Tanto los tumores con MSI
familiares como esporadicos son tumores con una alta tasa de mutaciones, y la
inactivacion de genes que contienen microsatélites en su secuencia codificante (p.ej.
TGFBR2 0 BAX) contribuye a la progresion tumoral.

Maés recientemente, en 2012, se publico el TCGA (“The Cancer Genome
Atlas”) del CCR (Cancer Genome Atlas Network, 2012), una caracterizacion
molecular exhaustiva e integrada en el que se analizaron 276 muestras de CCR
mediante secuenciacion del exoma (y del genoma completo en 97 casos), analisis del
numero de copias de ADN Yy alteraciones cromosomicas, andlisis de los perfiles de
metilacion y andlisis de la expresion de &cido ribonucleico mensajero (ARNm) y
microARN. Los analisis de secuenciacion detectaron que el 16% de los casos eran
tumores hipermutados (tasa de mutaciones >12 por 10° pares de bases) y un 84%
correspondia a tumores no hipermutados. Entre los hipermutados, un 77%
presentaban inestabilidad de microsatélites por hipermetilacion y silenciamiento de
MLH1 y un 23% presentaban mutaciones somaticas del sistema MMR 0 mutaciones
de la ADN polimerasa € (POLE). Se identificaron 32 genes mutados recurrentemente
en ambos grupos: 15 en tumores hipermutados (entre los que destaca TGFBR2 en el
51%, BRAF en el 46%, y MSH3 y MSH6 en el 40% de los casos, presentando
mutaciones en APC solo el 51%) y 17 en tumores no hipermutados (destacando
mutaciones en APC en el 81%, TP53 en el 60% y KRAS en el 43% de los casos).
Estas diferencias demuestran que los tumores hipermutados y no hipermutados
progresan mediante diferentes secuencias de eventos genéticos. Evaluando el patron
de metilacién, los tumores se clasificaron en 4 subgrupos: 2 de ellos con alta tasa de
metilacion de islas CpG (CIMP; del inglés “CpG island methylator phenotype™) que
se subdivian a su vez en CIMP alto y bajo y que se presentaban de forma mas
frecuente en colon derecho; y otros 2 subgrupos con baja tasa de metilacion que se
correspondian fundamentalmente a tumores no hipermutados de diferentes
localizaciones anatomicas. Segun el perfil de expresion de ARNm se distinguian 3
subgrupos: 1 que correspondia a tumores con alta tasa de metilacion e hipermutados,
y otros dos que no se correspondian con ningun subgrupo de metilacion. El analisis
integrado de la informacion clinica y molecular mostr6 que los tumores hipermutados
son tumores generalmente diploides que se localizan con mas frecuencia en colon
derecho, presentan mayores tasas de MSI, hipermetilacion y mutaciones de BRAF
(V600E), mientras que los tumores no hipermutados originados en distintas
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localizaciones anatdmicas son indistinguibles entre si en base a las variaciones en el
numero de copias del ADN, al perfil de metilacion o de expresion de ARNm, aunque
se caracterizan por mutaciones en el espectro de APC, TP53 y RAS. Se detectaron
ademés amplificaciones recurrentes de HER2 (4% de los tumores) y del factor de
crecimiento insulinico tipo 2 (IGF2) (7% de los tumores), potencialmente abordables
con tratamiento farmacoldgico dirigido, y translocaciones cromosémicas recurrentes
como la fusion de NAV2 y de TCF7L1 (implicado en la via WNT), y translocaciones
que implican la inactivacion de TTC28, diana de p53 e inhibidor del crecimiento
celular. Integrando todos los datos analizados en este estudio se concluye que las
principales rutas de sefializacion involucradas en la carcinogénesis del CCR incluian
las siguientes: 1) la via WNT, que regula la adhesion, proliferacion y polaridad
celular, estd alterada en mas del 94% de los casos, la mayoria por inactivacion de
APC o mutaciones activadoras de CTNNB1; 2) la via fosfatidilinositol 3 quinasa
(PI3K), a través de delecciones de la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
(PTEN) o sobreexpresion de IGF2 o el sustrato 1 del receptor de insulina (IRS1); 3) la
via RAS-protein-quinasas activadas por mitégenos (MAPK), con alteraciones
genéticas mutuamente excluyentes a nivel de KRAS, NRAS y BRAF, asi como
mutaciones de la familia de receptores ERBB; 4) la via de sefializacion del factor de
crecimiento transformante p (TGFf), con mutaciones en el 51% de los tumores
hipermutados; y 5) la via de p53, con mutaciones en TP53 en el 59% de los casos no
hipermutados, que son mutuamente excluyentes con las mutaciones de ATM, una
quinasa activadora de p53 tras dafio del ADN, mas frecuentes en tumores
hipermutados (Figura 1). En este estudio se identifican multiples y nuevas vias y
mutaciones genéticas responsables de la carcinogénesis del CCR, algunas de potencial
interés como nuevas dianas terapéuticas. Ademas, a pesar de la diversidad anatdmica
y molecular de las muestras analizadas, casi el 100% de los tumores presentaba
cambios en dianas transcripcionales de MYC, lo cual sugiere un papel esencial de
MYC en la carcinogénesis colorrectal.

Tumores no hipermutados Tumores hipermutados
WNT
TGFB
RTK/RAS
PI3K
TP53
Via activada

Via inactivada

No interviene
Figura 1. Vias moleculares implicadas en la carcinogénesis del CCR (adaptada de
Cancer Genome Atlas Network, 2012).
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2.2. Perfiles transcripcionales y clasificaciéon molecular de consenso

El Colorrectal Cancer Subtyping Consortium, un consorcio internacional de
expertos, ha establecido recientemente una nueva clasificacion molecular del CCR en
base a datos de expresidn génica, como caracterizacion molecular mas cercanamente
vinculada, potencialmente, al fenotipo tumoral y a su comportamiento clinico. Esta
clasificacion de consenso unifica por primera vez varios sistemas de clasificacion
previamente desarrollados por distintos grupos independientes, limitados por su
heterogeneidad metodoldgica e inconsistencia de resultados. Tras el analisis conjunto
de los perfiles transcripcionales de méas de 4000 muestras de CCR, se establecieron
cuatro subtipos moleculares de consenso (CMS1-4) (Tabla 1; Figura 2) (Guinney et
al, 2015; Dienstmann et al, 2017). Un quinto subgrupo, que supone un 13% de los
pacientes, incluye aquellos no clasificables en ninguno de los grupos anteriores, pero
no constituye un grupo independiente por si mismo por su gran heterogeneidad
biol6gica y molecular (Dienstmann et al, 2014; Guinney et al, 2015; Dienstmann et
al, 2017).

Posteriormente se tratd de caracterizar biolégicamente los subgrupos
moleculares identificados, en base a distintas caracteristicas clinicas, genéticas y
epigenéticas bien establecidas. En primer lugar se observd que la mayoria de los
tumores con MSI pertenecian al subgrupo CMSL1 o inmune, que correspondia al 14%
de las muestras, e incluia tumores hipermutados, hipermetilados, con una alta
prevalencia de mutaciones BRAF, y un abundante infiltrado inmune peritumoral,
fundamentalmente de linfocitos T citotoxicos CD8+, T helper 1 CD4+ (Ty1) y natural
killer (NK). Desde el punto de vista clinico, este subgrupo se caracterizaba por ser
mas frecuente en mujeres de edad mas avanzada, con tumores localizados en colon
derecho, alto grado de diferenciacién histoldgica y pobre prondstico tras la recidiva
tumoral. Sin embargo, los tumores con inestabilidad cromosémica podian pertenecer
a los subgrupos CMS 2, 3y 4.

El grupo CMS2 o candnico fue el subtipo mas comdn (37%) y se
caracterizaban por una alta tasa de alteraciones del nimero de copias (CNAS)
(ganancias de oncogenes, pérdidas de genes supresores) y una baja tasa de metilacion.
En este subgrupo destaca la implicacion de la via WNT/MYC en el proceso de
carcinogénesis, con frecuentes mutaciones de APC y TP53, sobre-expresion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y HER2, IGF2, IRS2, HNF4A
y ciclinas, asi como activacion de Src. Es el subtipo mas frecuente en tumores
localizados en el colon izquierdo.
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El grupo CMS3 o metabdlico (13% de los casos) tenia una menor tasa de
CNAs, de hecho un 30% de los tumores eran MSI, hipermutados, y con niveles
intermedios de metilacion. Este subgrupo es el que presentaba mayor prevalencia de
mutaciones de KRAS y su caracteristica dominante era la implicacion de vias
moleculares que regulan el metabolismo, con activacion de la glutaminolisis y la
lipidogénesis.

El grupo CMS4 o mesenquimal (23% de los casos), se caracterizaba por alta
inestabilidad cromosomica, alta tasa de CNAs e implicacion de genes y proteinas
asociados a angiogénesis, invasion estromal y activacion mesenquimal que participan
en la transicion epitelio-mesénquima (como el TGFB y receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR)). Clinicamente estos tumores se
diagnosticaban en estadios mas avanzados de la enfermedad (I1I-1V) presentando,
respecto a los demas grupos, el peor pronostico, con menor supervivencia libre de
recaida (SLR) y una inferior SG.

Tabla 1. Clasificacién molecular de consenso del CCR.

Subtipo Frecuencia | Caracteristicas Caracteristicas moleculares
clinicas
CMS-1 13% Mujeres Inestabilidad microsatélites
Inmune Edad avanzada Hipermutados
Colon derecho Alta metilacién CpG
El subgrupo de peor BRAF mutado
pronastico tras la Activacion inmune
recidiva
CMS-2 37% Colon izquierdo Inestabilidad cromos6mica
Canonico Varones Alta tasa de CNAs
El subgrupo de mejor Activacién via WNT/MYC
pronostico tras la Activacion Src
recidiva
CMS-3 13% Variabilidad en inestabilidad
Metabdlico cromosomica y de microsatélites
Hipermutados (30%)
Mutacion de KRAS
Desregulacion metabdlica
CMS-4 23% Estadio avanzado Inestabilidad cromosémica
Mesenquimal El subgrupo Alta tasa de CNAs
globalmente de peor Transicion epitelio-mesénquima
prondstico (infiltracion estromal, angiogénesis,
activacion TGFp)
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Figura 2. Clasificacion molecular de consenso del CCR (adaptada de Dienstmann et
al, 2017).

No obstante, y a pesar de que esta clasificacion de consenso es la clasificacion
molecular més robusta actualmente disponible para el CCR y ha supuesto un avance
importante en la caracterizacion molecular estandarizada del CCR, no estan claras sus
implicaciones predictivas en cuanto a la seleccion personalizada de las terapias
antineoplasicas y no es una clasificacion aplicable todavia en la préctica clinica

habitual.

2.3. Proteogendmica del cancer colorrectal

Utilizando 95 muestras tumorales del TCGA se llevd a cabo un anélisis
protegeonémico del CCR (Zhang et al, 2014). En primer lugar se observo que la
expresion de ARNm era un pobre predictor de la cantidad de proteina expresada en
los distintos tumores y que pocas de las alteraciones genéticas en el nimero de copias
se traducian a nivel proteico. En base a la expresion proteica se establecieron 5

subgrupos de CCR (A-E).

La mayor parte de los tumores hipermutados asociados a MSI y los tumores
con mutaciones en POLE y BRAF se incluyeron dentro de los subgrupos B y C,
mientras que los otros 3 subtipos se asociaron con inestabilidad cromosomica. El
subtipo B ademas se asocio de forma significativa con el subgrupo de alta tasa de
metilacion de islas CpG del TCGA vy el subtipo C, por el contrario, con el subgrupo
con baja tasa de metilacién (cluster 4). Otro aspecto diferenciador del subtipo B fue la
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ausencia de mutaciones en TP53 o pérdida del cromosoma 18q, mientras que el
subtipo E se asocié de forma significativa con mutaciones en TP53 y pérdida del
cromosoma 18q.

En esta subclasificacion también se valordé la posible asociacién con
caracteristicas clinicas, encontrandose Unicamente que los tumores en estadio Il
estaban enriquecidos del subtipo C. Ademas de la comparacién con los subgrupos del
TCGA, se analizd la asociacion con otras clasificaciones genomicas de CCR
alternativas (De Sousa et al, 2013; Sadanandam et al, 2013), encontrandose una
superposicion entre el subgrupo C y el subgrupo “stem like” descrito por
Sadanandam et al y el subtipo “CCS3” descrito por De Sousa et al, ambos subgrupos
caracterizados por un mal pronostico. Esto sugiere que el subtipo C podria también
asociarse con un peor prondstico, e ilustra como la subclasificacion proteémica en los
subtipos B y C podria ser relevante en los tumores con MSI, generalmente de buen
pronostico.

Por otro lado, se detecto la presencia de 5 “puntos calientes” en el contexto de
las CNAs definidos como localizaciones cromosomicas cuya amplificacidn se asocio
con cambios en la transcripcion del ARNm y la expresion de proteinas. De las 5
localizaciones cabe destacar la amplificacion del cromosoma 20q, que fue la que
presentd una mayor asociacion, ya que el 85% de los 79 genes valorables de esta
region mostraba una correlacion significativa CNA-ANRm, aunque sélo el 51%
mostraron correlacion CNA-proteina significativa. Entre dichas proteinas destacan
HNF40, TOMM34 y Src.

3. Presentacion clinica y diagnostico del cancer colorrectal.

3.1. Presentacion clinica

El CCR se diagnostica habitualmente entre la sexta y octava década de la vida,
excepto en las formas hereditarias en las que aparece unos 20 afios antes. El
adenocarcinoma es el tipo histologico méas frecuente (90-95%), seguido del
adenocarcinoma coloide o mucinoso (10%). Aproximadamente el 70% de los CCR se
localizan en el colon, con mayor frecuencia en el izquierdo, y el 30% restante en recto
0 union rectosigmoidea.

La presentacion clinica del CCR varia segln la extension y la localizacion del
tumor. Con frecuencia puede cursar de manera asintomatica, en cuyo caso el
diagnostico se realiza en el contexto de programas de cribado o de forma incidental, y
cuando produce sintomas suele encontrarse en una fase avanzada de la enfermedad.
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Los sintomas pueden ser vagos y poco especificos (alteracion del habito intestinal,
hematoquecia, dolor abdominal, astenia y anorexia), aunque también pueden debutar
como una urgencia quirdrgica (perforacion u obstruccion intestinal) (Van Cutsem et
al, 2016).

3.2. Diagnéstico y estadificacion

El diagnostico del cancer colorrectal implica la confirmacion histopatolégica
del tumor y la evaluacion de la extension locorregional y a distancia. Ante la sospecha
de cancer de colon, una adecuada historia clinica y exploracion fisica completa son
esenciales. Analiticamente el hallazgo méas frecuente es la existencia de anemia
microcitica, pudiendo detectarse también una alteracion del perfil hepatico en el caso
de enfermedad metastasica en el higado. ElI marcador sérico antigeno
carcinoembrionario (CEA) es util como marcador pronostico y para el seguimiento.
La técnica diagndstica fundamental es la colonoscopia, que permite el diagnostico
histologico y aporta datos sobre la localizacion de la lesion y la deteccion de posibles
tumores o lesiones premalignas o malignas sincronicas. Para evaluar la extension
local y valorar la existencia de enfermedad a distancia esta indicada la realizacion de
una tomografia axial computarizada (TAC) de torax, abdomen y pelvis. En el caso del
cancer de recto, se recomienda, ademas, la realizacion de una resonancia magnética
(RM) pélvica y/o una ecoendoscopia endorrectal para una valoracion mas precisa de
la extension locorregional de la enfermedad.

El estadiaje del cancer colorrectal constituye el principal factor prondstico y es
fundamental para la planificacion del tratamiento del paciente. Se realiza en base a las
caracteristicas patoldgicas y clinicas de la enfermedad atendiendo al grado de
penetracion del tumor en la pared intestinal (T), la presencia o ausencia de afectacion
ganglionar (N) y la presencia o ausencia de metastasis (M). Se determina de acuerdo
al American Joint Cancer on Committee (AJCC) utilizando la clasificacion TNM,
cuya 82 edicion ha sido actualizada en 2017 (Weiser et al, 2018) (Tabla 2).
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Tabla 2. Estadificacion del cancer colorrectal TNM,AJCC/UICC, 82 edicion (2017).

Tumor primario (T)

TX

TO
Tis
T1
T2
T3
T4a
T4b

Tumor primario no puede ser evaluado

No hay evidencia de tumor primario

Carcinoma in situ: intraepitelial o invasion de la lamina propia

Tumor invade la submucosa

Tumor invade la muscular propia

Tumor invade a través de la muscular propia en los tejidos pericolorrectales
Tumor penetra en la superficie del peritoneo visceral

Tumor invade directamente o esta adherido a otros 6rganos o estructuras

Ganglios linfaticos regionales (N)

NXx
NO
N1
Nla
N1b
Nilc
N2
N2a
N2b

Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados
No hay metéstasis en los ganglios linfaticos regionales
Existen metéastasis en 1- 3 ganglios linfaticos regionales
-Metastasis en un ganglio linfético regional
-Metastasis en 2 o 3 ganglios linfaticos regionales
-Depositos de tumor satélites en la subserosa o en tejidos no peritonealizados
Metastasis en > 4 ganglios linfaticos regionales
-Metastasis en 4-6 ganglios linfaticos regionales
-Metastasis en > 7 ganglios linfaticos regionales

Metastasis a distancia (M)

MO

M1
Mila
M1b
Mlc

No existen metastasis a distancia
Metéstasis a distancia
-Metéstasis confinadas en un 6rgano
-Metastasis en mas de un érgano
-Metastasis en el peritoneo con o sin metastasis en otras localizaciones

32



Estadio T N M

0 Tis NO MO
| T1-T2 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
Ic T4b NO MO
A T1-2 N1 MO
Tl N2a MO

B T3-T4a N1 MO
T2-T3 N2a MO

T1-T2 N2b MO

Inc T4a N2a MO
T3-T4a N2b MO

T4b N1-N2 MO

IVA Cualquier T Cualquier N Mla
VB Cualquier T Cualquier N M1b
IVC Cualquier T Cualquier N Milc

4. Tratamiento del cancer colorrectal localizado.

Aproximadamente dos tercios de los pacientes se diagnostican en estadios
precoces de la enfermedad (estadio I-111), potencialmente curables mediante reseccion
quirurgica, que constituye el tratamiento fundamental, seguido o no de QT adyuvante
en funcion del riesgo de recaida. Globalmente se ha demostrado que los pacientes con
estadio 111 y algunos subgrupos de pacientes con estadio Il de CCR se benefician de
un tratamiento adyuvante tras la cirugia.

4.1. Indicacion de tratamiento adyuvante

La QT adyuvante basada en 5-fluorouracilo (5-FU) en pacientes con CCR
estadio 111 se estableci6 en los afios *90 como estandar de tratamiento tras demostrarse
un beneficio en supervivencia en comparacién con cirugia sola (Moertel et al, 1990;
Haller et al, 2005). Un meta-analisis de 18 ensayos clinicos randomizados que
incluyeron 20.800 pacientes con cancer de colon estadio II-11l, que fueron
aleatorizados a recibir quimioterapia adyuvante basada en 5-FU frente a observacion
tras la cirugia, demostré un beneficio absoluto en SG del 5% para pacientes con
estadio Il y de un 10% para pacientes en estadio Il (Sargent et al, 2009).
Posteriormente, tres estudios randomizados (Andre et al, 2004; Kuebler et al, 2007;
Haller et al, 2011) demostraron que afadir oxaliplatino a distintos esquemas de
fluoropirimidinas aumentaba significativamente la SLE y la SG de los pacientes con
cancer de colon estadio 111, constituyéndose por ello esta combinacion en el esquema
estandar de tratamiento adyuvante en estos pacientes (esquema FOLFOX o XELOX).
No obstante, el tratamiento adyuvante con FP en monoterapia sigue considerandose
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adecuado en pacientes fragiles y/o ancianos (>70 afos), en los que se ha constatado
que existe beneficio en supervivencia con la QT adyuvante (Sanoff et al, 2012), pero
en los que existen dudas del beneficio aportado con el oxaliplatino (Tournigand et al,
2012: Haller et al, 2015). El tratamiento adyuvante con capecitabina en monoterapia
es al menos igual de eficaz que el 5-FU intravenoso administrado en infusion rapida,
y se asocia a menor toxicidad digestiva y hematoldgica, pero a mayor incidencia de
sindrome de mano-pie y de hiperbilirrubinemia (Twelves et al, 2005).

El beneficio de la QT adyuvante en los pacientes con estadio Il es un aspecto
particularmente controvertido. Estos pacientes pueden ser observados tras la cirugia o
tratados con QT adyuvante dependiendo de factores de riesgo que abarcan
caracteristicas clinicas y biomoleculares del tumor. En cualquier caso, se estima que
el beneficio global de la QT en este contexto supone un incremento absoluto del 5%
en supervivencia (Sargent et al, 2009). Dada la pequefia magnitud del beneficio que la
QT aporta en pacientes con CCR estadio Il, y teniendo en cuenta que no es un
tratamiento exento de riesgos, la indicacién de QT adyuvante en estos pacientes debe
individualizarse y generalmente se emplea en los subgrupos de alto riesgo de
recurrencia (Dienstmann et al, 2015).

Respecto a la duracion del tratamiento adyuvante, el ensayo INT 0089 (Haller
et al, 2005) estableci6 el estdndar de administrar 6 meses de tratamiento adyuvante
con fluoropirimidinas, en lugar de los 12 meses del esquema original de Moertel. En
2005, se llevo a cabo un estudio que comparaba 3 meses de 5-FU en infusion continua
vs 6 meses del esquema estandar de 5-FU en infusion réapida de la clinica Mayo,
observandose resultados similares en eficacia y menor toxicidad para el tratamiento
con 5-FU en infusién continua, aunque el estudio habia sido disefiado para demostrar
superioridad (Chau et al, 2005). Mas recientemente, basandose en el doblete de QT
estandar (oxaliplatino + FP), se han comunicado los resultados de un grupo de
estudios randomizados que han comparado 3 vs 6 meses de tratamiento adyuvante en
pacientes intervenidos de CCR estadio Il dentro del proyecto IDEA (del inglés
“International Duration Evaluation of Adjuvant chemotherapy”). Este proyecto
incluye 6 estudios randomizados (SCOT, TOSCA, SWOG80702, IDEA France,
ACHIEVE, HORG) con un total de 12834 pacientes (Grothey et al, 2018). El objetivo
principal fue la tasa de SLE a 3 afios. Los estudios analizados de forma individual
difieren en sus resultados y el primer analisis conjunto de todos ellos no alcanzé la
significacion estadistica para demostrar la no inferioridad de 3 vs 6 meses de
tratamiento en la poblacion global del estudio (HR 1.07; IC 95% 1.00-1.15). Sin
embargo, en el analisis preplanificado por esquemas de quimioterapia si se demostrd
la no inferioridad del tratamiento con 3 vs 6 meses de XELOX (HR 0.95; IC 95%
0.85-1.06), pero no la de 3 vs 6 meses de FOLFOX (HR 1.16; IC 95% 1.06-1.26). En
analisis exploratorios en funcion del estadiaje tumoral también se observo la no
inferioridad de 3 vs 6 meses de quimioterapia en pacientes con tumores T1-3 N1 (HR
1.01; IC 95% 0.90-1.12) pero, por el contrario, el tratamiento con 6 meses de
quimioterapia fue superior a 3 meses de tratamiento en pacientes con tumores T4 o
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N2 (SLE a 3 afios: 64.4% vs 62.7%, HR 1.12; IC 95% 1.03-1.23, P=0.01). Estos datos
sugieren que en pacientes de menor riesgo (T1-3 N1) podria estar justificado un
tratamiento de 3 meses, particularmente si se va a emplear XELOX, lo cual reduciria
de manera significativa la neurotoxicidad inducida por el oxaliplatino, ademés de ser
menos costoso para el paciente y para el sistema de salud. No obstante, hay que ser
cautos a la hora de interpretar y aplicar estos datos preliminares, teniendo en cuenta
que no existe randomizacion entre los esquemas de tratamiento, que no todos los
estudios habian alcanzado los criterios de reclutamiento establecido y que el
seguimiento es aun insuficiente para tener datos concluyentes en términos de SG.

4.2. Factores pronosticos y predictivos

4.2.1. Factores clinico-patologicos

En la préactica clinica habitual los factores clinico-patolégicos son los mas
frecuentemente empleados para la estratificacion prondstica de la enfermedad, en
funcién de la cual se establece la estrategia terapéutica. En el contexto del cancer
colorrectal localizado la estadificacion TNM juega un papel fundamental en este
sentido. Asi, los pacientes con estadio | o 1l de bajo riesgo se tratan Unicamente con
cirugia, mientras que los estadio 11 de alto riesgo y los estadio 11 tienen indicacién de
recibir quimioterapia adyuvante. Se definen como estadio Il de alto riesgo aquellos
pacientes que presentan alguno de los siguientes criterios: presentacion clinica de
urgencia en forma de oclusion o perforacion intestinal, invasion de 6rganos vecinos
(pT4), escaso numero de ganglios analizados en la pieza quirlrgica (<12), presencia
de invasion linfovascular y perineural, y pobre diferenciacion histoldgica (grado
histologico (G) 3) (Benson et al, 2004). No obstante, no todos los factores tienen el
mismo peso, siendo el indicador histopatolégico de mal prondstico méas robusto el
estadiaje T4 (Roth et al, 2012; Snaebjornsson et al, 2014). Estudios retrospectivos
identificaron también la invasion perineural y linfovascular como marcador de riesgo
(Liebig et al, 2009), mientras que el grado histoldgico no se ha asociado de forma
consistente con un incremento del riesgo de recurrencia en estadio Il (Gray et al,
2011). De hecho, la pobre diferenciacion tumoral se ha correlacionado con la
presencia de MSI, sin tener impacto negativo establecido en estos pacientes, por lo
que la agresividad de la pobre diferenciacion histolégica deberia restringirse a los
tumores con estabilidad de microsatélites (MSS). Respecto al nimero de ganglios
analizados, una escasa extirpacion ganglionar aumenta las posibilidades de
infraestadificacion y denota una cirugia o examen histopatologico subdptimos, todo lo
cual se asocia a un peor prondstico. Aunque no existe un nimero absoluto de ganglios
analizados que defina un adecuado o inadecuado mapeo ganglionar, la Sociedad
Europea de Oncologia Medica (ESMO) y las guias americanas recomiendan el
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estudio de al menos 12 ganglios para una adecuada estadificacion.

Otro factor clinico muy relevante es la localizacion del tumor primario (colon
derecho vs izquierdo). Los resultados de recientes meta-analisis que incluyen
multiples estudios y un gran nimero de pacientes (Petrelli et al, 2016; Holch et al,
2017; ) confirman que los tumores de colon derecho se asocian de manera
significativa con una menor supervivencia, independientemente del estadio o del
tratamiento adyuvante recibido en estadios localizados. Se han postulado multiples
factores que pueden justificar este diferente comportamiento clinico, incluidas
diferencias embriologicas, ambientales (diferente microbiota y composicion de
contenido fecal), factores clinicos (diagnéstico mas tardio en tumores derechos por
presentacion clinica méas insidiosa) y moleculares (mayor incidencia de tumores MSI
y mutaciones BRAF en colon derecho). No obstante, en relacion a los tumores en
estadio Ill, diversos estudios observan de manera consistente que los tumores de
colon derecho presentan un peor pronostico en términos de supervivencia
independientemente del estado de MSI, mutaciones RAS o BRAF (Missiaglia et al,
2014; Schrag et al, 2016). Por el contrario, esta asociacion también se observa en
tumores en estadio Il excepto para aquellos que presentan MSI, que constituye un
conocido factor de buen prondstico y esta mas frecuentemente asociado a tumores en
colon derecho (Weiss et al, 2011).

4.2.2. Factores moleculares

> Inestabilidad de microsatélites.

El porcentaje de tumores que presentan inestabilidad de microsatélites es
distinta segln los estadios (22% en estadio Il, 12% en estadio Ill, 2.5% en estadio
IV). Su presencia constituye un factor prondstico validado en cancer de colon, aunque
su impacto positivo en supervivencia se limita esencialmente a estadio iniciales de la
enfermedad (Dienstmann et al, 2015). Se ha detectado, ademas, un menor beneficio
derivado de la QT basada en 5-FU en pacientes con inestabilidad de microsatélites y
estadio 1l (Hutchins et al, 2011), pudiendo incluso ser un tratamiento deletéreo para
estos pacientes segun concluyen algunos estudios (Sargent et al, 2010). Por ello, no se
recomienda administrar QT adyuvante a los pacientes con CCR estadio Il que
presentan MSI, ya que presentan un mejor pronostico y no parecen beneficiarse del
tratamiento adyuvante con 5-FU. Como consecuencia de estos hallazgos, que son
bastante consistentes en todos los estudios, la determinacién de la expresiéon de los
genes reparadores de ADN del sistema MMR se ha incorporado como una
herramienta Util para la decisién terapéutica en estadio Il principalmente, aunque las
guias clinicas recomiendan su determinacion en todos los pacientes con CCR
independientemente del estadio, también por las implicaciones predictivas de
respuesta a inmunoterapia en estadios méas avanzados. Por el contrario, en el estadio
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I11, el valor prondstico y predictivo de la inestabilidad de microsatélites no esta tan
establecido. Se ha observado que los pacientes en estadio Il se benefician del
tratamiento adyuvante independientemente de la presencia o0 no de inestabilidad de
microsatélites (Sinicrope et al, 2011).

> Perfiles de expresion génica

El andlisis de la expresion génica ha permitido mejorar la precision
diagnostica, prondstica y predictiva en diversas enfermedades neoplésicas. En el
contexto del CCR, se han publicado multiples firmas genémicas capaces de detectar
subgrupos de pacientes intervenidos de cancer de colon estadio II-111 con mayor
riesgo de recidiva o metastasis (Wang et al, 2004, Sinicrope et al, 2015; D Arrigo et
al, 2005; Yamasaki et al, 2007). Las dos plataformas genéticas mas desarrolladas son
Oncotype Dx® (Unica comercializada) y ColoPrint®.

En la plataforma de Oncotype Dx® se seleccionaron 7 genes con valor
prondstico y 6 genes con valor predictivo para ser validados como firma génica. La
validacion se llevd a cabo de forma prospectiva en 1436 pacientes participantes en el
EC QUASAR, confirmandose su valor pronostico y estableciéndose tres categorias de
riesgo (bajo, intermedio y alto) en funcion de la tasa de recaida a los 3 afios (12%,
18% y 22%, respectivamente, p:0.046) (Gray et al, 2011). Varios estudios posteriores
han confirmado la utilidad prondstica y predictiva de la firma en un ndmero
considerable de pacientes (Venook et al, 2013; Yothey et al, 2013). No obstante, la
escasa capacidad discriminatoria entre los distintos grupos de riesgo con una
diferencia de riesgos maxima del 10% entre los grupos de alto y bajo riesgo, junto con
la baja probabilidad de recaida incluso en el grupo identificado como de alto riesgo
han limitado su implantacién en la préactica clinica.

En la plataforma ColoPrint® se seleccion6 un grupo de 18 genes que divide a
los pacientes en dos grupos de riesgo de recaida (bajo y alto riesgo)
independientemente de factores clinico-patolégicos. Su valor pronostico ha sido
validado en una cohorte independiente para la SLR (HR=2.6; p=0,003) y
especialmente en pacientes con estadio Il (HR=3.3; p=0.02) (Salazar et al, 2011).
Estos resultados han sido ademas reproducidos en analisis posteriores con resultados
similares (Maak et al, 2013; Kopetz et al, 2015). Sin embargo, su falta de validacion
en estudios prospectivos controlados, su ausencia de valor predictivo y la mayor
complejidad de su técnica que requiere tejido congelado compromete su utilidad
clinica. Ademas, esta firma prondéstica no pudo ser validada en parafina por lo que no
se lleg6 a comercializar.

La clasificacion molecular de consenso del CCR (Guinney et al, 2015;
Dienstmann et al, 2017) también ha aportado informacion prondstica basada en la
expresion génica al identificar diferencias sustanciales en el prondstico de los diversos
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subtipos tumorales. Como hemos comentado previamente, globalmente el subgrupo
CMS4 incluye los tumores con peor SLR y SG. No obstante, tras la recaida, los
tumores CMS2 fueron los que presentaban una mayor supervivencia mientras que los
CMS1 son los que se asociaron a un peor prondstico.

» Otros (CDX2, RAS, BRAF)

CDX2 es un factor de transcripcion especifico esencial en el desarrollo
intestinal, que se expresa tanto en la mucosa intestinal normal como en tumores de
origen coldnico. Este factor se ha identificado como un nuevo biomarcador prondstico
facilmente evaluable mediante IHQ en CCR. En el estudio publicado en 2016
(Dalerba et al, 2016) se establece la pérdida de expresién de CDX2 (observada en
torno al 5% de los pacientes) como un factor de mal pronéstico, que implica una peor
evolucion clinica en términos de SLE y SG en una cohorte retrospectiva de pacientes
con CCR resecado estadios I1 y 111. Se observé ademas que la pérdida de expresion de
CDX2 también se asociaba con mayor beneficio de la QT adyuvante en estos
pacientes. Tal como concluyen los autores, estos hallazgos deben ser validados y
confirmados en estudios prospectivos randomizados.

Ademas del conocido impacto predictivo de respuesta a determinados
farmacos en el cancer colorrectal metastasico (CCRm), las mutaciones de RAS y
BRAF tienen también un valor prondstico, al menos en algunos subgrupos de CCR.
En un estudio recientemente publicado (Smeby et al, 2018), que incluyé 1197
muestras tumorales de CCR estadios I-1V, se evalu6 el impacto prondstico de dichas
mutaciones en funcion de los distintos subgrupos de la clasificacion de consenso del
CCR. En este estudio se concluye que las mutaciones KRAS y BRAF-V600E se
asocian con una peor supervivencia exclusivamente en tumores con MSS, limitandose
ademas a ciertos subgrupos CMS (la mutacion de BRAF conferia un peor prondstico
en CMS1 MSS pero no en CMS1 MSI, con independencia de la localizacién tumoral,
y se asociaban a estadio metastasico, y las mutaciones KRAS conferian un peor
pronostico solo en CMS 2-3, con independencia de la localizacién del tumor).
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5. Tratamiento del cancer colorrectal metastasico.

Aproximadamente un 25-30% de los casos debutan al diagndstico con
enfermedad metastasica (metastasis sincronicas), y el 40% de los pacientes con
estadios precoces eventualmente desarrollan metéstasis a distancia (metastasis
metacronicas) tras la cirugia, por lo que globalmente cerca del 50-60% de los
pacientes diagnosticados con cancer de colon presentaran enfermedad metastésica a lo
largo de la evolucion de la enfermedad. La SG de los pacientes con enfermedad
avanzada ha ido aumentando progresivamente en las Ultimas décadas hasta alcanzar
una mediana de 2-3 afios. Ello se debe a las mejoras experimentadas en las técnicas
diagnosticas, con una deteccion mas temprana de la enfermedad metastasica y una
mejor caracterizacion molecular de la enfermedad (perfil de mutaciones KRAS,
NRAS y BRAF, e inestabilidad de microsatélites), asi como mejoras terapéuticas
significativas incluyendo el abordaje quirtrgico de la enfermedad oligometastasica, el
tratamiento locorregional de las metastasis hepaticas (distintas técnicas ablativas,
SBRT/radiocirugia o radioembolizacién) y la incorporacion de nuevos farmacos
desarrollados en base a un mayor conocimiento de la biologia molecular del CCR
(Van Cutsem et al, 2016).

Existen actualmente multiples farmacos aprobados para el tratamiento del
CCRm que difieren tanto en mecanismo de accion como en su perfil de toxicidad.
Estos farmacos incluyen quimioterdpicos como 5-FU, capecitabina, raltitrexed,
oxaliplatino, CPT11 o TAS102, antiangiogénicos como bevacizumab, aflibercept,
ramucirumab o regorafenib, e inhibidores de EGFR como cetuximab o panitumumab.
Estos antineoplasicos pueden ser empleados en distintas combinaciones y secuencias.
Al margen de la secuencia empleada, que no esta claramente establecida, de la
exposicion al mayor nimero de farmacos posible se deriva un mayor beneficio
terapéutico (Grothey et al, 2005; Cremolini et al, 2015). Mas recientemente se ha
demostrado que el subgrupo de pacientes con CCRm y MSI tiene mal prondstico
cuando se trata con quimioterapia convencional, pero es particularmente sensible a la
inmunoterapia ya que son tumores con una alta carga mutacional. De hecho, la FDA
ha aprobado recientemente el Pembrolizumab (anticuerpo monoclonal anti-PD1, del
inglés “Programmed Death-1”), y la combinacion de Nivolumab (anticuerpo
monoclonal anti-PD1) e Ipilimumab (anticuerpo monoclonal anti-CTLA4),
inhibidores de los puntos de control del sistema inmunoldgico (del inglés
“checkpoints inhibitors”), para el tratamiento de CCR MSI tras fracaso del
tratamiento quimioterapico estandar (Le et al, 2015).
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La estrategia terapéutica y los objetivos del tratamiento deben ser establecidos
en base a diversos factores clinicos y moleculares, como la localizacion y extension
tumoral, la resecabilidad del tumor primario y de las metastasis, las caracteristicas
bioldgicas del tumor, las caracteristicas clinicas del paciente, los sintomas derivados
de la enfermedad y el perfil de toxicidad de los farmacos. En base a todos estos
factores, ESMO recomienda clasificar a los pacientes esencialmente en 3 grupos:
aquellos que presentan enfermedad metastasica resecable de inicio, aquellos que
presentan enfermedad potencialmente resecable, en los que el objetivo terapéutico es
alcanzar la maxima reduccion del tamarfio tumoral para conseguir la resecabilidad con
intencion curativa, y los pacientes con enfermedad diseminada irresecable, en los que
los objetivos del tratamiento son el control de los sintomas y de la evolucién de la
enfermedad. En pacientes con enfermedad resecable, la cirugia es la estrategia
fundamental con el objetivo de conseguir una reseccion completa RO, e ira
acompafada de QT perioperatoria o adyuvante segun los casos. En contraposicion, el
CCRm irresecable se considera incurable y el tratamiento de eleccion es la QT
sistémica, ya que ha demostrado prolongar de forma significativa la supervivencia y
mejorar la calidad de vida de los pacientes en comparacion con el mejor tratamiento
de soporte (Best et al, 2000). En los pacientes con enfermedad irresecable en los que
se consigue controlar la enfermedad tras un tratamiento de induccion, deben
plantearse estrategias para disminuir la toxicidad acumulativa, como es la
administracion de tratamiento de mantenimiento, la posibilidad de intervalos libres
del mismo o incluso el uso de técnicas ablativas si existe enfermedad
oligometastasica. Antes de iniciar cualquier tipo de tratamiento las guias clinicas
recomiendan determinar el estado mutacional de RAS/BRAF y determinar la
estabilidad de microsatélites en todos los pacientes para identificar a aquellos
candidatos a tratamiento con anti-EGFR (si RAS/BRAF es nativo) o inmunoterapia
(tumores con MSI) (Van Cutsem et al, 2016, Garcia-Alfonso et al, 2015).

De forma general y en ausencia de contraindicaciones médicas, el tratamiento
estandar de primera linea consiste en esquemas de poliQT basados en FP vy
oxaliplatino o CPT11 (FOLFOX, XELOX, FOLFIRI), que han demostrado un
incremento en la tasa de respuesta y supervivencia respecto a esquemas en
monoterapia. Estos dobletes de oxaliplatino e CPT11 han resultado ser equivalentes
en términos de eficacia terapéutica si se combinan con regimenes semejantes de FP,
por lo que la diferencia fundamental entre ambos esquemas es el perfil de toxicidad:
mayor diarrea y alopecia con CPT11, y mayor neurotoxicidad con oxaliplatino. A su
vez, los dobletes de QT pueden combinarse con anticuerpos monoclonales dirigidos
frente al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o frente a EGFR en
tumores sin mutaciones de RAS/BRAF para mejorar los resultados clinicos,
reservandose el uso de tripletes de citotoxicos (FP con oxaliplatino e CPT11,;
FOLFOXIRI) con o sin bevacizumab para pacientes seleccionados y con tumores de
colon derecho fundamentalmente (Cremolini et al, 2015). En contraposicion, el
tratamiento en monoterapia debe reservarse para pacientes fragiles con riesgo de mala
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tolerancia a tratamiento intensivo por situacion funcional o comorbilidades, pero que
sean candidatos a QT activa.

Todos estos farmacos han demostrado eficacia en CCRm en primera y
sucesivas lineas de tratamiento, por lo que la estrategia de segunda linea viene
determinada por los farmacos previamente utilizados. De esta forma, en pacientes que
han comenzado con bevacizumab en combinacion con un doblete de quimioterapia en
primera linea, las alternativas son cambiar el doblete de quimioterapia y afadir
bevacizumab, aflibercept (s6lo en combinacion con FOLFIRI) o un anti-EGFR en
pacientes sin mutaciones de RAS/BRAF, o bien reservar el anti-EGFR para tercera
linea en este Ultimo caso tras una segunda linea que incluya un antiangiogénico. Por el
contrario, en pacientes que han iniciado tratamiento con anti-EGFR y son
bevacizumab-naive, se debe plantear el uso de antiangiogénicos en segunda linea si
no existe contraindicacion para ello. Por tanto, en la eleccion de segunda linea hay
que tener en cuenta otros factores afladidos como la toxicidad presentada
previamente, y el tipo y duracién de la respuesta al tratamiento inicial. No obstante, a
pesar de que todos estos esquemas consiguen tasas de respuesta objetiva tumoral del
40-60%, incluso los pacientes respondedores eventualmente desarrollan resistencia y
fallecen por progresion tumoral, con medianas de SG que generalmente no superan
los 2.5-3 afos de vida en la mejor de las series.

En la Tabla 3 se resumen las distintas estrategias de tratamiento a lo largo de
la evolucion de la enfermedad en funcion del objetivo terapéutico y del perfil
molecular, en base a las recomendaciones de la ultima guia de ESMO 2016 (Van
Cutsem et al, 2016).
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Tabla 3. Representacion esquematica de las estrategias de tratamiento en CCRm
basada en la Gltima guia de ESMO 2016 (adaptada de Van Cutsem et al, 2016).

Estrategia Perfil molecular 1° linea 2° linea 3° linea
Control de RAS/BRAF Doblete QT Doblete QT Regorafenib/
enfermedad nativo + terapia bioldgica + terapia bioldgica TAS102
RAS mutado Doblete QT Doblete QT
+ Bevacizumab + antiangiogénico
BRAF mutado I?oblete/ Doblete QT
Triplete QT + antiangiogénico
+ Bevacizumab
Citorreduccion RAS/BRAF RAS/BRAF nativo Doblete QT Regorafenib/
nativo + anti-EGFR TAS102
RAS mutado RAS mutado Doblete QT
+ Bevacizumab
BRAF mutado RAS/BRAF nativo Doblete QT
+ anti-EGFR
Paciente fragil Monoterapia con FP + bevacizumab
Anti-EGFR si RAS nativo
Doblete QT a dosis reducidas?

QT: Quimiotepia. FP: Fluoropirimidinas.

Posteriormente se ha constatado que en el escenario terapéutico del CCRm no
solo las mutaciones RAS/BRAF tienen impacto predictivo de respuesta a QT, sino
que la localizacion del tumor primario también influye a la hora de seleccionar la
mejor combinacion de tratamiento antineoplésico. Un reciente analisis de 6 estudios
randomizados (CRYSTAL, FIRE-3, CALGB80405, PRIME, PEAK y 20050181) ha
confirmado el valor prondstico de la localizacion tumoral que hemos comentado
previamente, demostrando ademas que también tiene valor predictivo (Arnold et al,
2017). Este estudio analiza la eficacia de las terapias dirigidas (anti-EGFR vy
bevacizumab) en funcién de la localizacion tumoral y pone de manifiesto que existe
un beneficio significativo en supervivencia con la combinacion de QT y farmacos
anti-EGFR en tumores localizados en colon izquierdo RAS nativo en comparacion
con QT sola o con bevacizumab (brazos control), mientras que estas diferencias no se
observaban en tumores de colon derecho. Por otro lado, se observa una tendencia a
una mejor tasa de respuesta en el brazo tratado con anti-EGFR en ambas
localizaciones tumorales (colon derecho e izquierdo), pero dicho efecto era mas
pronunciado y significativo en tumores de colon izquierdo. Es decir, segin estos
resultados, los pacientes que mas se benefician de la adicion de anti-EGFR son los
que presentan tumores RAS nativo localizados en colon izquierdo, constituyendo la
localizacion tumoral, por lo tanto, un factor predictivo de respuesta a dichos farmacos
en términos de SG, SLP y tasa de respuesta. En la Tabla 4 se representa la QT de
eleccion de primera linea teniendo en cuenta también la localizacion tumoral, basado
en la ltima actualizacion de consenso JSMO-ESMO (Yoshino et al, 2018).
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Tabla 4. Representacion esquematica de las estrategias de tratamiento en CCRm en
primera linea teniendo en cuenta localizacién tumoral.

Estrategia Perfil molecular 1° linea
Control de
. Izquierda: Doblete QT + anti-EGFR
enfermedad RAS/BRAF nativo Derecha: Doblete QT + Bevacizumab
RAS mutado Doblete QT + Bevacizumab
BRAF mutado Doblete/Triplete QT + Bevacizumab

Citorreduccion Izquierda: Doblete QT + anti-EGFR

RAS/BRAF nativo Derecha: Triplete QT + Bevacizumab
(seleccionados)
vs Doblete QT + anti-EGFR

RAS mutado Doblete QT + Bevacizumab

BRAF mutado Triplete/Doblete QT + Bevacizumab

QT: Quimioterapia.

6. Proteina Src.

6.1. Estructura, regulacion y funcion

La proteina Src es el prototipo de la familia de las Src quinasas (SFK del
inglés “Src-family kinases™) que incluye 9 miembros: Src, Fyn, Yes, BIk, Yrk, Fgr,
Hck, Lck y Lyn, todos ellos con caracteristicas estructurales similares y una gran
homologia en la secuencia primaria de aminoécidos. Se trata de una familia de
proteinas de receptores tirosina quinasa citoplasmaticos que actiian como reclutadores
de complejos de sefializacion intracelular y participan en la regulacién de procesos
celulares esenciales relacionadas con la carcinogénesis, como la proliferacion y
diferenciacion celular, angiogénesis, migracion, invasion, adhesion y apoptosis
(Chatzizacharias et al, 2012; Kim et al, 2009).

Src es una proteina de 60 kDa compuesta por 536 aminoacidos y su estructura
se divide en 7 partes: extremo N-terminal, dominio Unico, dominio SH1, SH2, SH3 y
SH4 (dominios homologos conservados en todos los miembros de la familia), y el
extremo carboxi-terminal (C-terminal). El extremo C-terminal posee la region de
regulacion negativa y el dominio SH1 contiene el dominio catalitico (Roskoski et al,
2004) (Figura 6).
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Figura 3. Representacion esquematica de la estructura de Src (adaptada de
Chatzizacharias et al, 2012).

La regulacion de la actividad de Src reside en procesos de fosforilacion/
desfosforilacion. En su forma inactiva, el residuo Tyr530 del extremo C-terminal se
encuentra fosforilado por accion de la proteina tirosina quinasa Csk y es reconocido
por el dominio SH2 con el que se une. Al mismo tiempo, el dominio SH3 interacciona
con la regién de unién entre SH1 y SH2 formandose por todo ello una estructura
proteica “cerrada” que impide la union de substratos. La desfosforilacion a nivel del
residuo Tyr530 por parte de una tirosina fosfatasa induce un cambio conformacional
de la proteina que permite la autofosforilacion en el residuo Tyr419, presente en el
bucle de activacion del dominio SH1, promoviendo asi la actividad quinasa de Src
(Src activado; pSrc). En condiciones normales el 90-95% de Src se encuentra
inactivo. Sin embargo, cuando existen mutaciones a nivel del residuo Tyr530,
dominios SH2, SH3 o alteraciones en la actividad de la quinasa Csk, la proteina pSrc
permanece constitutivamente activada.

Debido a su papel central en multiples vias de sefalizacion, la actividad
aberrante de Src promueve la desregulacién de numerosos procesos de carcinogénesis
incluyendo invasion, migracion, proliferacion, angiogénesis y apoptosis, aungue los
mecanismos moleculares no han sido adn plenamente dilucidados (Frame, 2002)
(Figura 8).

Por un lado, Src interacciona con diversos receptores de membrana con
actividad tirosin quinasa (RTKSs) entre los que se encuentran EGFR y VEGFR, el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) y receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs), mediando en sus cascadas de sefializacion y
facilitando la activacion de diversas vias de transduccion como RAS-MAPK, PI3K-
AKT-mTOR o el factor activador de la transcripcion 3 (STAT3), que intervienen en
procesos de proliferacion y supervivencia celular (Gargalionis et al, 2014).
Adicionalmente, Src puede activar los RTKSs en ausencia de sus ligandos de manera
que en aquellos casos en los que existe una desregulacion de Src se establece un
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circulo vicioso en el que Src estimula estos receptores, que a su vez aumentan la
actividad de Src (Sirvent et al, 2012).

También es conocida la interaccion de Src con las integrinas de la membrana
celular y proteinas del citoesqueleto regulando las capacidades celulares de adhesion
y migracion a través de procesos de fosforilacion de diversos sustratos. La activacion
aberrante de Src promueve, entre otros: 1) la fosforilacién e inactivacion de la
proteina p120 cadherina, una proteina transmembrana de adhesion celular que forma
conexiones intercelulares en las uniones adherentes (adherens junctions), 2) la
fosforilacion de las quinasas de adhesion focal (FAK) formandose un complejo que
interacciona con otras proteinas como la paxilina, p130cas o las GTPasas de la familia
Rho, todas ellas componentes de las placas de adhesion (estructuras que conectan los
componentes de la matriz extracelular con estructuras intracelulares), modulando asi
la actividad de los contactos focales intercelulares, y 3) la activacién de
metaloproteasas de la matriz extracelular. Por todos estos mecanismos, la activacion
de Src induce desestabilizacién de la adhesion celular y estimula la motilidad e
invasividad celular. Src constituye, por tanto, un importante componente en la
transicion que se produce cuando las células epiteliales adquieren rasgos
mesenquimales en los estadios iniciales de la invasion tumoral y en el desarrollo de
metastasis (Patel et al, 2016).

Src ademas esta involucrada en la regulacion de la angiogénesis a través de
dos mecanismos. En primer lugar se reconoce el papel de Src como regulador positivo
de la expresién génica de factores de crecimiento angiogénicos (como el VEGF o la
interleuquina 8) a través de factores de transcripcion como STAT3. En segundo lugar,
Src interviene en la cascada de sefializacion tras la estimulacion del VEGFR
mediando en la activacion de sefiales necesarias para la neoformacion y
permeabilidad vascular (Kim et al, 2009).

6.2. Activacion de Src en cancer: implicaciones predictivas vy
prondsticas

Se ha demostrado un aumento de la expresion o actividad de la proteina
quinasa Src en una amplia variedad de neoplasias humanas como el cancer de mama,
ovario y colon, y con menos frecuencia en melanoma, tumores gastricos, pancreaticos
y pulmonares, asi como en tumores de cabeza y cuello y del sistema nervioso central
(Chatzizacharias et al, 2012). En algunos de ellos, la activacion de Src se ha asociado
con distintas caracteristicas clinico-patoldgicas de la enfermedad y con un fenotipo
mas agresivo y/o un peor pronostico, aunque no todos los estudios son consistentes.
Este hecho podria deberse a la falta de consenso en la definicion de “Src activado”,
los distintos meétodos de deteccion empleados (IHQ, reaccion en cadena de la
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polimerasa (PCR), analisis por Western blot...), los diferentes anticuerpos usados
(para deteccion de Src total, Src activada...) o las diversas histologias y estadios
tumorales estudiados. En cancer de mama, por ejemplo, se han comunicado datos
sobre la correlacion entre la expresion de Src y el tamafio tumoral, grado de
diferenciacion celular o expresion de HER2. La mayor actividad de Src se asocid
ademés con una peor supervivencia en algunas series (Elsberger et al, 2010;
Elsberger et al, 2009). No obstante, estas conclusiones no se alcanzan en otros
estudios similares, que incluso obtienen resultados contrarios (Campbell et al, 2008).
En cancer de pulmon hay autores que han observado una asociacion entre la expresion
de Src y un mayor tamafio tumoral en histologia no escamosa (Masaki et al, 2003) o
la asociacion con una pobre diferenciacion tumoral en histologia escamosa
(Mazurenko et al, 1992).

Por otro lado, se ha demostrado que la activacion de Src también puede
mediar la resistencia a determinados agentes quimioterapicos en lineas celulares de
diversas neoplasias (Duxbury 2004; Le et al, 2011; Guo et al, 2018). Asi, estudios
preclinicos realizados con lineas celulares de carcinoma de ovario muestran que la
activacién de Src se correlaciona con resistencia a platino, y que dicha resistencia es
capaz de revertirse mediante la inhibicion farmacoldgica con inhibidores especificos
de Src (Pengetnze et al, 2003).

6.3. Papel de Src en cancer colorrectal

Al igual que ocurre en otros tumores, la actividad de Src juega un papel
importante en la progresion tumoral del CCR, observandose un incremento de la
actividad de Src en pdlipos premalignos en comparacion con el tejido normal
adyacente o fibroblastos, asi como una sobreexpresion de Src en CCR entre 5-7 veces
superior a la expresion en mucosa colénica no tumoral determinado por inmunoblot
(Talamonti, et al, 1993). Estos datos sugieren que la activacion de Src es un evento
temprano en la carcinogénesis del CCR, aunque tanto la actividad quinasa como la
expresion de la proteina fosforilada es mayor en tejido metastasico que en el tejido
tumoral primario. Igualmente existen diferencias del nivel de activacion de Src en
tejido metastasico en funcion de la localizacion, observandose que las metastasis
abdominales extrahepaticas, pélvicas y tordcicas muestran mayor nivel de Src
activado que las metéstasis hepaticas (Termuhlen et al, 1993). Estudios en lineas
celulares de CCR muestran que la sobreexpresion de Src estimula el crecimiento e
invasividad tumoral (Leroy et al, 2009; Sirvent et al, 2012).

Respecto a su potencial utilidad pronostica o predictiva en CCR, se ha
demostrado que la activacion de Src, determinado por técnicas de Western blot
(immune complex kinase assay) o IHQ, constituye un factor de mal prondstico
independiente en todos los estadios de la enfermedad (Allgayer et al, 2002), o se
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asocia con una reduccion del intervalo libre de recurrencia (Heer et al, 2008). Por otra
parte, existen estudios que evalUan la asociacion entre pSrc y la resistencia a farmacos
empleados en el tratamiento del CCR, como el oxaliplatino, observandose in vitro una
mayor sensibilidad a este farmaco en células tumorales con expresion de variantes de
Src por mutaciones puntuales que dan lugar a la pérdida de su actividad quinasa
(Griffiths et al, 2004).

Mas recientemente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que existe
una estrecha correlacion entre la resistencia a oxaliplatino y la expresion de pSrc en
un estudio con lineas celulares de CCR, de manera que las lineas con alta expresion
de pSrc presentaron valores de IC50 notablemente superiores a los observados en
lineas celulares con baja expresién de Src, independientemente de otros datos del
perfil molecular como las mutaciones de RAS (Figura 4) (Perez et al, 2016).
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Figura 4. Valores IC50 para oxaliplatino en lineas celulares de CCR (las lineas con
alta expresion de pSrc estan sombreadas en gris).

Es decir, se observd que la activaciéon de la tirosina-quinasa citoplasmatica
Src, evaluada con anticuerpos especificos frente al residuo Tyr419 fosforilado,
inducia resistencia a oxaliplatino y se confirmd, ademas, que la inhibicion
farmacoldgica de Src era capaz de revertir dicha resistencia. Este hecho se observd
tanto en lineas con alta expresion innata de pSrc (HT-29), como en lineas que
inicialmente presentaban una baja expresion enddgena pero con sobre-expresion
ectdpica de pSrc inducida mediante transfeccion con plasmidos del gen c-Src (Sw480
y T84). Las lineas transfectadas sobre-expresaban pSrc, y desarrollaban resistencia a
oxaliplatino, y se re-sensibilizaban nuevamente al oxaliplatino en combinacion con
dosis subletales de un inhibidor farmacolégico de Src (PP2) (Tabla 5).
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Tabla 5. Ensayos de citotoxicidad con oxaliplatino y PP2 (inhibidor de Src) en lineas

celulares de CCR.

ICso (WM)*
Traaceant PP2 Oxaliplatin Oxaliplatin + PP2
SWas0" 14,851 3,8 5,50+ 1,6 1,23t13
SW480 < 16,67+ 6,8 10,44 +2,3 3,29+1,0
T84° 11,53+ 3,2 8,20 + 1,4 1,8+2,2
184 11,64 5,2 14,75+2,1 6,39+1,7
HT-29 7,98 +9,93 100 +2,1 8,97 +1,1

Resultados similares fueron observados en modelos PDX (del inglés “patient-
derived xenografts” o xenoinjertos derivados del paciente) generados en nuestro
laboratorio a partir de metastasis hepéaticas de pacientes con CCRm sometidos a
reseccion quirdrgica de sus metastasis, y que fueron implantadas ortotopicamente en
el higado de ratones desnudos. Se seleccionaron 4 modelos PDX, 2 con alta expresion
de pSrc (ambos KRAS mutado y, BRAF nativo, y uno de ellos con MSI) y 2 con baja
expresion (uno RAS/BRAF nativo, y el otro KRAS mutado; ambos con MSS). En
estos modelos observamos que el dasatinib, un inhibidor de Src, en combinacién con
oxaliplatino, prolongaba significativamente la supervivencia de los PDX con alta
expresion de Src, frente al tratamiento con cualquiera de los dos farmacos en
monoterapia o frente al tratamiento con solucién sin farmaco (control). Sin embargo,
este sinergismo no se observo en modelos con baja expresion de pSrc, ni con la
combinacidn de dasatinib con 5-FU.
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HIPOTESIS

El céncer colorrectal es una enfermedad neoplasica molecularmente
heterogénea y compleja, que comprende un espectro de tumores con una gran
variabilidad en cuanto a su comportamiento bioldgico y su susceptibilidad a distintos
farmacos. La identificacion de nuevos biomarcadores prondsticos y/o predictivos
resulta de trascendental importancia para una estratificacion prondstica mas precisa y
una seleccion mas personalizada de las terapias mas eficaces para cada paciente. Src
pertenece a una familia de receptores tirosina quinasa citoplasmaticos que juega un
papel central en la regulacion de diversas vias de sefializacion implicadas en la
regulacion de maultiples procesos celulares relavantes en la carcinogénesis, como son
la proliferacion, invasion, migracion, angiogénesis y apoptosis. Ademéas se ha
demostrado que la activacion de Src se asocia a un fenotipo tumoral mas agresivo y
puede mediar la resistencia a determinados agentes quimioterapicos, resistencia que
puede ser farmacoldgicamente revertida con inhibidores especificos de Src.

En base a todo ello, la hipétesis de nuestro trabajo es que la sobreexpresion
tumoral de Src activado o pSrc se correlaciona con un peor prondstico y con una
mayor resistencia a esquemas de QT basados en oxaliplatino en pacientes con CCR.
Src podria ser, por lo tanto, un biomarcador de potencial utilidad clinica para mejorar
la estratificacion pronostica de los pacientes y para la identificacién de subgrupos de
pacientes tributarios de nuevas estrategias terapéuticas.
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OBJETIVOS

El objetivo global del proyecto es evaluar la expresion tumoral de pSrc y su
utilidad clinica como biomarcador en cancer de colon, y analizar su papel como factor
prondstico de la evolucion natural de la enfermedad y como factor predictivo de
resistencia al tratamiento con QT basada en oxaliplatino. Para ello se llevaran a cabo
los siguientes objetivos especificos:

o Evaluacion mediante técnicas de IHQ de la expresion tumoral de pSrc en
matrices de tejido tumoral parafinado (“tissue microarrays”, TMA) de 487
pacientes con cancer de colon estadio 11-111 y 154 pacientes con cancer de
colon estadio IV diagnosticados y tratados en el Hospital Universitario
Virgen del Rocio (HUVR) de Sevilla.

o Evaluacion de la correlacion entre la expresion tumoral de pSrc y la SLE y
SG en pacientes con cancer de colon estadio Il-1ll tratados mediante
reseccion quirdrgica, con o sin tratamiento quimioterapico adyuvante (FP
+/- oxaliplatino).

o Evaluacion de la correlacion entre la expresion tumoral de pSrc y la tasa
de respuesta objetiva, la SLP y la SG de pacientes con cancer de colon
estadio 1V con diferentes perfiles moleculares (RAS y BRAF nativos o
mutados, y tumores con o sin inestabilidad de microsatélites), tratados con
esquemas de QT basados en oxaliplatino.
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MATERIALES Y METODOS

1. Disefio del estudio.

Observacional, de cohorte y retrospectivo.

2. Poblacién de estudio y criterios de inclusion.

Para la realizacion del estudio se establecieron 2 cohortes de pacientes:

o Cohorte de pacientes diagnosticados de CCR estadio 1I-111.

En esta cohorte de estudio se incluyeron un total de 487 pacientes
consecutivos diagnosticados de CCR estadio Il y I11 entre el afio 2000 y 2010
en el HUVR de Sevilla. Estos pacientes fueron tratados mediante reseccion
quirdrgica del tumor primario, con o sin QT adyuvante. Globalmente, salvo
contraindicacion  médica  (p.ej. complicaciones  postquirtrgicas o0
comorbilidades importantes), recibieron QT adyuvante los pacientes con
cancer de colon estadio Il o estadio Il de alto riesgo. Se consideraron estadio
Il de alto riesgo los casos que cumplian alguna de las siguientes condiciones:
T4, G3, <12 ganglios analizados, obstruccion o perforacion intestinal como
debut de la enfermedad o presencia de invasion vascular. La QT estandar en
ese periodo de estudio consistia en FP en monoterapia (5-FU o capecitabina)
y, desde 2005, FP en combinacion con oxaliplatino (esquemas FOLFOX o
XELOX) en pacientes con estadio Il y < 70 afios, salvo contraindicacion
médica para ello.

o Cohorte de pacientes diagnosticados de CCRm o estadio 1V.

En esta cohorte de estudio se incluyeron 154 pacientes diagnosticados de CCR
avanzado y tratados en el HUVR en el periodo 2007-2014. Estos pacientes
recibieron QT para enfermedad metastasica que podia consistir en un doblete
de QT con FP y oxaliplatino o irinotecan +/- antiangiogénicos o anti-EGFR (si
RAS nativo).
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Los pacientes incluidos en este estudio debian cumplir los siguientes criterios
de inclusién: 1) diagndstico histolégico confirmado de CCR; 2) estadios Il - 111 o IV
segun la clasificacion TNM; 3) reseccion quirdrgica con intencién curativa en
aquellos pacientes estadio II-111; 4) muestra de tejido tumoral parafinado excedente
disponible para ensayos moleculares (determinacion de inestabilidad de microsatélites
y mutaciones RAS/BRAF en la cohorte de pacientes estadio V) o
inmunohistoquimicos adicionales (evaluacién de la expresion proteica de pSrc en
tejido tumoral parafinado de todos los pacientes) y 5) informacion clinica de calidad
adecuadamente registrada en su historia clinica.

3. Recogida de informacion clinica y consideraciones éticas.

El proyecto de investigacion fue valorado y aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del HUVR de acuerdo al procedimiento habitual del centro.
Todo el proyecto se atuvo a los principios éticos universales recogidos en la
declaracion de Helsinki y a la legalidad vigente. La informacion clinica fue recogida
del historial médico del paciente de forma retrospectiva, incluyendo los siguientes
parametros: sexo, edad, peso, talla, estado funcional, niveles plasmaticos basales de
CEA, fecha de diagnostico, estadio TNM al diagndstico, fecha y tipo de cirugia del
tumor primario (estadio Il-11l y estadio IV si existia), presentacion clinica
(obstruccion o perforacion intestinal), sublocalizacion del tumor primario,
localizacién de la afectacion metastésica, subtipo histolégico, diferenciacion
histol6gica tumoral, invasion vascular o perineural, caracteristicas moleculares del
tumor (inestabilidad de microsatélites, mutaciones KRAS, NRAS y BRAF si
disponibles), indicacion de QT adyuvante (estadio Il-111), tipo de QT recibida (tanto
adyuvante como de primera linea de enfermedad metastasica), fecha de recaida
tumoral en estadio I1-111 o0 mejor respuesta al tratamiento QT y fecha de progresion de
enfermedad en estadio 1V, y fecha de fallecimiento o de Gltima visita en pacientes
vivos. La estadificacion se llevo a cabo de acuerdo con la clasificacion de la AJCC-
TNM (72 edicion) (Edge et al, 2010). El estado funcional de los pacientes se evalud
segun la escala del Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) (Oken et al, 1982).
El tratamiento de los datos de caracter personal se atuvo a la normativa vigente, el
Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de
desarrollo de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de
caracter personal. Finalmente se elabor6 una base de datos en la que se integro la
informacidn molecular y clinica para analizar las correlaciones de interés.
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4. Gestion de las muestras tumorales.

Un total de 641 muestras tumorales fijadas en formol e incluidas en parafina
fueron proporcionadas por el Biobanco del HUVR procedentes del Departamento de
Anatomia Patoldgica. Las muestras tumorales fueron evaluadas y seleccionadas por
un patélogo para generar los TMAs. En total se disefiaron 25 TMAs: 20 TMAS con
las 487 muestras tumorales de pacientes con CCR estadio 1I-111 y 5 TMAs con las 154
muestras de tumores metastasicos. Cada TMA incluia dos muestras de tejido tumoral
de cada paciente y ademas 3 muestras duplicadas de tejido colénico no tumoral.

5. Estudio inmunohistoquimico de la expresion de pSrc.

De cada TMA se realizaron secciones de 5y, que se desparafinaron en xilol y
posteriormente se rehidrataron en una serie graduada de alcoholes. Se bloqued la
actividad peroxidasa endogena introduciendo las secciones en una solucion acuosa de
H202 al 3% durante 30 minutos y, después se bloquearon los sitios de unién
inespecificos incubando con buffer de bloqueo (ROCHE) durante media hora a
temperatura ambiente. Las secciones se incubaron con el anticuerpo anti pSrc 1:300
(phospho Y418, ab4816, Abcam que reconoce la Tyr 419 fosforilada en humanos),
toda la noche a 4°C y tras varios lavados en buffer tris 0,05 M, se incubaron con el
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa (EnVisiontm Preoxidase-labelled
polymer-linked secondary antibodies, Dako).

La visualizacion de la inmunorreaccion se realizd usando 3,3’diamino-
benzidina como sustrato cromogeénico de la peroxidasa de acuerdo con el protocolo
facilitado por el fabricante (EnVision, Dako). Las secciones se contratifieron con
hematoxilina y se realiz6 una evaluacion semicuantitativa utilizando un aumento de
200x en un microscopio Zeiss. La reactividad del anticuerpo se localiz6 en el
citoplasma celular y se valord6 como: 0= ausencia de sefial, 1= sefial leve, 2= sefial
moderada y 3= sefial intensa, evaluandose cada caso por duplicado (Figura 5). Para
una correcta valoracion de la inmunotincion se utilizaron controles negativos donde se
omitié la incubacién con el anticuerpo primario y controles positivos de tejidos que
expresaban la proteina para asegurar asi la especificidad de la sefial.
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Figura 5. Fotos ilustrativas de la expresion tumoral de pSrc valorada por IHQ.
A: Ausencia de expresion pSrc (0). B: Expresion leve de pSrc (+1). C: Expresion
moderada de pSrc (+2). D: Expresién intensa de pSrc (+3).

6. Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se llevé a cabo a partir de 12 secciones de 10 um de
tejido tumoral parafinado utilizando el kit de extraccion QIAmp DNA FFPE
(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Antes del inicio del protocolo
de extraccion, el exceso de parafina fue eliminado del bloque con un bisturi, y los
cortes de tejido parafinado se incubaron con una solucién de desparafinizacion
(Qiagen) a 56°C durante toda la noche. La concentracion de ADN total (ng/ml)
obtenido se calculé a partir del valor de absorbancia obtenido en el espectrofotometro
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific; MA, USA). La pureza de las muestras se
valor6 mediante los ratios de las absorbancias 260/280 nm y 230/280 nm, que en
todas las muestras oscilaba entre 1.6-2 y 2-2.2, respectivamente, 6ptimo para muestras
diluidas en agua estéril desionizada. Ademas las muestras de ADN también fueron
cuantificadas de manera més precisa utilizando el kit QuantiFluor dsDNA System
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(Promega Corporation, Madison, USA) o por QUBIT (Thermo Fisher Scientific; MA,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad de ADN se diluyo a la
concentracion de trabajo requerida para cada técnica de analisis.

7. Analisis de inestabilidad de microsatélites.

Entre 1-2 ng de ADN extraido de las muestras de tejido tumoral se utilizé para
el andlisis de la MSI utilizando el kit MSI Analysis System, Version 1.2 (Promega
Corporation, Madison, USA). Este sistema se basa en la amplificacion de ADN
mediante PCR con marcaje fluorescente para la determinacion de MSI en células
humanas. El analisis incluye un panel de 7 marcadores previamente validados; 5
marcadores mononucle6tidos casi monoférmicos (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 y
MONO-27), con una alta sensibilidad y especificidad en la deteccion de MSI, y 2
marcadores pentanucle6tidos (Penta C y Penta D) como marcadores internos para la
deteccidn de contaminacidn de las muestras (Murphy et al, 2006).

La mezcla de PCR contenia 5.85 pl de agua libre de nucleasas, 1 pul de Gold
STAR 10X Buffer, 1 ul de MSI 10X Primer Pair Mix, 0.15 ul de AmpliTag Gold
DNA Polimerasa y 2 ul de ADN vy se realiz6 en los termocicladores Veriti 96-well
Thermal Cycler y SimpliAmp Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Walthan,
USA) aplicando las siguientes condiciones de amplificacion: 95°C 11 minutos; 96°C 1
minuto; 10 ciclos a 94°C 30 segundos, 58°C 30 segundos, 70°C 50 segundos; 20
ciclos a 90°C 30 segundos, 58°C 30 segundos, 70°C 50 segundos; 60°C 30 minutos;
mantenimiento a 4°C. Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis
capilar utilizando el secuenciador ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (Thermo
Fisher Scientific, Walthan, USA) y el analisis de datos se realiz6 utilizando el
software Genemapper (Thermo Fisher Scientific, Walthan, USA). Los resultados se
analizaron segun las recomendaciones de los criterios de Bethesda (Umar et al, 2004),
que sefialan que la alteracion de 2 o mas de los 5 marcadores debido a delecciones o
inserciones de una secuencia repetitiva son indicativos de MSI.
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8. Determinacion del perfil mutacional RAS/BRAF.

La determinacion de mutaciones RAS (exones 2, 3y 4 de KRAS y NRAS) y
BRAF (V600E) en las muestras de CCR metastasico se llevd a cabo mediante
secuenciacion masiva (NGS - del inglés “Next Generation Sequencing™) utilizando el
panel “lon Ampliseq Colon and Lung Cancer Research Panel v2” (ThermoFisher
Walthan, EEUU). El anélisis del ADN tumoral se realizd con un lon PGM Sequencer
(ThermoFisher, Walthan, EEUU) cuya tecnologia esta basada en la deteccion de
protones (iones de hidrogeno) liberados durante el proceso de polimerizacion del
ADN (Liu et al, 2012). Para la creacion de las librerias se partié de 10 ng de ADN en
6 ul por libreria, utilizando el kit lonAmpliseq Library 2.0 siguiendo las instrucciones
del proveedor (ThermoFisher, Walthan, EEUU). Las muestras de ADN se
amplificaron por PCR multiplex utilizando el lon AmpliSeq Library kit 2.0 y el
amplicén lon Ampliseq Colon and Lung Cancer Research Panel v2. La secuenciacion
se realiz6 en un equipo lon Torrent Personal Genome Machine (lon PGM;
ThermoFisher, Walthan, EEUU). Los datos crudos resultantes de la secuenciacion
fueron procesados con el Torrent Suite Software v5, para generar lecturas filtradas por
los controles de calidad del software. Todo este procedimiento se llevo a cabo en el
Laboratorio de Cancer Hereditario y el Laboratorio de Oncologia Trasnacional del
Hospital Universitario 12 de Octubre.

9. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico de este estudio se ha llevado a cabo con el programa
IBM SPSS 20.0 en entorno Windows. Se caracterizaron las variables clinicas mas
relevantes mediante estadistica descriptiva. La asociacion entre la expresion de pSrc y
diversas variables categdricas de interés se llevd a cabo mediante la prueba de Chi-
cuadrado o el test exacto de Fisher. Las curvas de supervivencia se analizaron
mediante el método de Kaplan-Meier, y las diferencias de supervivencia en funcion
de la expresion de pSrc se evaluaron mediante el test de log-rank. La significacion
estadistica se establecio en p<0.05.

La valoracién de la expresion de pSrc en tejido tumoral, como hemos indicado
previamente, se clasificé en 4 grupos (0-3), aunque para el analisis estadistico se
clasificé a los pacientes en dos grupos. En la primera cohorte de pacientes (CCR
estadio Il-111) se clasificaron como grupo de baja expresion los tumores cuya
intensidad de expresion era inferior o igual a 2, y como grupo de alta expresion
aquellos cuyo valor era igual a 3. En la segunda cohorte (CCR estadio 1V), debido al
menor tamafio poblacional y al pequefio niUmero de pacientes con alta expresion, la

62


https://es.wikipedia.org/wiki/Replicaci%C3%B3n_de_ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/Replicaci%C3%B3n_de_ADN

clasificacion en dos grupos se hizo de la siguiente manera: grupo con ausencia de
expresion de pSrc (pSrc negativo) si el valor era igual a 0; y grupo con expresion de
pSrc (pSrc positivo) si dicho valor era distinto a 0 (1-3).

La SLE en los pacientes con estadio Il y Il se calculd desde la fecha de la
intervencion quirdrgica del tumor primario hasta la fecha de la recidiva tumoral o del
altimo contacto en ausencia de recidiva. La SLP (en estadio 1V) se definié como el
periodo de tiempo desde el inicio de tratamiento QT de primera linea para enfermedad
metastasica hasta la fecha de documentacion de la progresion de enfermedad (o fecha
de ultimo contacto en pacientes que no habian progresado). La SG se estimé desde la
fecha del diagnostico de la enfermedad tumoral (en el caso de la segunda cohorte de
estudio, fecha de diagnostico de enfermedad metastasica) hasta la fecha del
fallecimiento por cualquier causa (progresion tumoral, toxicidad, muerte
perioperatoria, enfermedad no tumoral u otras) o del Gltimo contacto en pacientes
vivos. La evaluacion de la respuesta tumoral se realizé de acuerdo a los criterios
RECIST v1.1 (Eisenhauer et al, 2009): respuesta completa (RC) que se define como
la desaparicion de todas las lesiones medibles y evaluables; respuesta parcial (RP)
como la reduccién >30% de la suma de los didmetros mayores de las lesiones diana;
enfermedad estable (EE) se define como una reduccion menor del 30% o un
crecimiento menor o igual al 20%; y la progresion de enfermedad (PE) se considera si
existe un crecimiento >20% de la suma de los diametros mayores de las lesiones
diana o hay aparicion de alguna lesion nueva.

El andlisis multivariable en la cohorte de pacientes con CCR estadio IlI-111 para
la obtencion de predictores de supervivencia libre de enfermedad y global se realizd
mediante el método de riesgos proporcionales de Cox. Las variables incluidas en el
modelo fueron las siguientes: edad (< 65 vs > 65 afios), sexo (mujer vs hombre),
ECOG (0-1-2-3), valor de CEA prequirargico (normal vs elevado vs no determinado
(ND)), cuadro obstructivo como debut de la enfermedad (no vs si), perforacion
intestinal al diagndstico (no vs si), estadio TNM (Il vs IlI), administracion de QT
adyuvante (no vs si) y grado de intensidad de la expresion de pSrc (<2 vs 3).

63



64



RESULTADOS

65



RESULTADOS

1. Cohorte 1: Pacientes con cancer colorrectal estadio I1-111.

1.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes

La primera cohorte de nuestro estudio esta constituida por 487 pacientes
diagnosticados de CCR estadio IlI-1ll. Las principales caracteristicas clinicas y
demograficas de esta cohorte se muestran en la Tabla 6.

Aproximadamente la mitad de los pacientes fueron varones (56.9%), con una
mediana de edad al diagnostico de 67.8 afios (rango 28-90) y la mayoria de ellos
presentaban un buen estado funcional (ECOG 0-1: 74%). El 17.7% de los casos
debutaron al diagndéstico con cuadro de obstruccién intestinal y el 7.4% con cuadro de
perforacion intestinal, requiriendo en ambos casos intervencion quirdrgica urgente.

La localizacion mas frecuente del tumor primario fue colon izquierdo o recto
(66.3%), mientras que el 33.7% de los tumores se localizaron en colon derecho.

Desde el punto de vista terapéutico, el 61.2% recibid tratamiento QT
adyuvante; un 38% de ellos con FP en monoterapia y un 22.2% FP en combinacion
con oxaliplatino.

Todas las caracteristicas clinicas estan bien balanceadas entre los dos
subgrupos de pacientes (estadio Il y I1l) excepto, como es esperable, el tratamiento
adyuvante: mientras que el 78.9% de los pacientes diagnosticados en estadio 11l
recibieron tratamiento adyuvante, mas de la mitad de los pacientes con estadio Il no lo
recibieron, empleandose la combinacion de fluoropirimidinas y oxaliplatino con mas
frecuencia en el estadio 111 (38.1% vs 7.9 % en estadio I11 vs |1, respectivamente).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas de la cohorte de pacientes con CCR estadio I1-111.

Poblacién total Poblacién estadio 11 Poblacién estadio 111
487 (100%) 240 (49.3%) 247 (50.7%)
Edad (afios)
e  Mediana (rango) 67.8 (28-90) 66.8 (28-90) 68.0 (35-88)

ECOG
e 0 278 (57.1%) 159 (66.3%) 119 (48.2%)
e 1 83 (17.0%) 26 (10.8%) 57 (23.1%)
.« 2 25 (5.1%) 8 (3.3%) 17 (6.9%)
. 3 7 (1.4%) 1 (0.4%) 6 (2.4%)
e Desconocido 94 (19.3%) 46 (19.2%) 48 (19.4%)

Obstruccion intestinal
e Si 86 (17.7%) 40 (16.7%) 46 (18.6%)
e No 401 (82.3%) 200 (83.3%) 201 (81.4%)

Localizacién tumoral

e  Ciegoy colon ascendente 105 (21.6%) 50 (20.8%) 55 (22.2%)
e  Colon transverso 59 (12.1%) 28 (11.7%) 31 (12.6%)
e Colon descendente 125 (25.6%) 63 (26.2%) 62 (25.2%)
. Sigma 183 (37.6%) 94 (39.2%) 89 (36.0%)
e Recto 15 (3.1%) 5 (2.1%) 10 (4.0%)

Seguimiento de pacientes (meses)
e  Mediana (rango) 65.7 (0-169) 80.7 (0.3-169) 58.0 (0.0-149)

Exitus
o S 176 (36.1%) 83 (34.6%) 93 (37.7%)
e No 311 (63.9%) 157 (65.4%) 154 (62.3%)

CEA: Antigeno carcinoembrionario. ND: No determinado. QT Quimioterapia. FP: Fluoropirimidinas. OX: Oxaliplatino.
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1.2. Caracteristicas histopatologicas y moleculares de los tumores

En la Tabla 7 se resumen las caracteristicas histopatologicas y moleculares de
los tumores de esta cohorte.

El subtipo histoldgico mas frecuente fue el adenocarcinoma (95.1%), y la
mayor parte de los casos fueron tumores bien 0 moderadamente diferenciados (35.1%
y 57.5%, respectivamente), sin invasion vascular (95.9%) ni perineural (99.8%).

Siguiendo la clasificacion TNM, el 49.3% de los pacientes presentaban estadio
Il al diagndstico y el 50.7% correspondian a estadio Il1.

En relacion a la expresion de pSrc, ésta fue evaluable en 409 muestras (84%).
La intensidad de la expresion de pSrc se distribuyd de la siguiente manera: 144
pacientes (29.6%) presentaron una expresion nula (0), 118 pacientes (24.2%)
expresion débil (+1), 103 (21.1%) expresion moderada (+2) y 44 pacientes (9.0%)
expresion alta (+3).
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Tabla 7. Caracteristicas histopatolégicas y moleculares de la cohorte de pacientes
con CCR estadio II-11.

Paoblacién total Poblacién estadio 11 Poblacién estadio 111
487 (100%) 240 (49.3%) 247 (50.7%)

Estadio T patoldgico

e pT1 2 (0.4%) 1 (0.4%) 1 (0.4%)
. pT2 16 (3.3%) 1 (0.4%) 15 (6.1%)

. T3 366 (75.2%) 83 (76.3%) 183 (74.1%)
. pTa 102 (20.9%) 54 (22.5%) 48 (19.4%)

Estadio TNM
o I 240 (49.3%)
o A 185 (38.0%)
o |IB 55 (11.3%)
o I 247 (50.7%)
o 1A 17 (3.5%)
o 1B 146 (30.0%)
o lC 84 (17.2%)

Invasion vascular
e Sij 20 (4.1%)
e No 467 (95.9%)

20 (8.1%)

240 (100%) 227 (91.9%)

Inestabilidad de microsatélites

o Si 14 (2.9%) 11 (4.6%) 3 (1.2%)
e No 23 (4.7%) 5 (2.1%) 18 (7.3%)
e ND 450 (93.8%) 224 (93.3%) 226 (91.5%)

G; Grado histolégico. ND: No determinado.
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1.3. Asociacion entre la expresion de pSrc y las caracteristicas
clinicopatoldgicas

La asociacion entre la expresion de pSrc y las diversas caracteristicas
clinicopatoldgicas de interés se recoge en la Tabla 8. Se observ6 una tendencia a una
mayor expresion de pSrc en pacientes de mayor edad (8.8% vs 12.6% en < 65 vs > de
65 afios, respectivamente), en pacientes que debutaron con obstruccion intestinal
(15.1% vs 10.1% en si vs no, respectivamente), en tumores localizados en colon
derecho (14.4% vs 8.9% en colon derecho vs colon izquierdo, respectivamente), en
tumores con invasion vascular (16.7% vs 10.7% en si vs no, respectivamente) y en
estadios mas avanzados de la enfermedad (12.5% vs 8.8% en estadio Il vs I,
respectivamente). Todos estos factores se asocian, en general, a un peor prondstico.
No obstante, las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas. Por
altimo, también se observé una mayor expresion de pSrc en pacientes recidivados o
fallecidos.
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Tabla 8. Caracteristicas clinico-patoldgicas en funcion de la expresion tumoral de
pSrc de la cohorte de pacientes con CCR estadio ll-I11.

Src P
N 0-2 3 ¥
Sexo NS
. Varén 230 207 (90.0%) 23 (10.0%)
«  Mujer 179 158 (88.3%) 21 (11.7%)

ECOG NS
o 01 297 267 (89.9%) 30 (10.1%)
« >2 28 25 (89.3%) 3 (10.7%)

Localizacién tumoral
e Colon derecho 139 119 (85.6%) 20 (14.4%)
e Colon izquierdo 270 246 (91.1%) 24 (8.9%)

Perforacion intestinal NS
e Si 30 27 (90.0%) 3 (10.0%)
e No 379 337 (88.9%) 42 (11.1%)

Invasién vascular NS
e Sf 18 15 (83.3%) 3 (16.7%)
e No 391 350 (89.5%) 41 (10.5%)

e pNO 193 176 (91.2%) 17 (8.8%)

pN1/2 216 189 (87.5%) 27 (12.5%)

Estadio tumoral NS
o I 193 176 (91.2%) 17 (8.8%)
o I 216 189 (87.5%) 27 (12.5%)

Recaida NS
e Si 117 100 (85.5%) 17 (14.5%)
e No 292 264 (90.4%) 28 (9.6%)

CEA: Antigeno carcinoembrionario. G: Grado histolégico. QT: Quimioterapia. NS: No significativo.
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1.4, Supervivencia en  funcion de las  caracteristicas
clinicopatologicas

Con una mediana de seguimiento de 66 meses (rango 0-169), el 28% de los
pacientes habian recidivado y el 36% habian fallecido en el momento del analisis
(Tabla 9).

La SLE a los 5 afios para la cohorte de pacientes con CCR estadio Il-111 fue
del 60.6% (95% IC 56-65.2). Se detectaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) en la tasa de SLE a 5 afios en funcion del sexo (55.7% en varones, 67.2% en
mujeres), edad (66.1% en <65, 56.5% en >65 afios), estadio TNM (67.5% en estadio
I1, 54.2% en estadio Ill), valor prequirargico de CEA (71.9% si normal, 59.1% si
elevado, 55.2% si ND), ECOG (65.8% ECOG 0-1, 27.3% ECOG > 2), presencia de
perforacion intestinal (62.3% si tumor no perforado, 36.4% si perforado) y afectacion
ganglionar (67.1% si NO, 58.4% si N1y 47.3% si N2).

La SG a los 5 afios para la cohorte de pacientes con CCR estadio I1-111 fue del
71.6% (95% IC 67.2-76). En este caso, las variables que demostraron tener un
impacto significativo fueron: sexo (66.4% en varones, 78.7% en mujeres), edad
(79.0% en pacientes < 65, 66.0% en > 65 afos), estadio TNM (77.0% en estadio II,
66.6% en estadio Ill), valor prequirirgico de CEA (82.5% si normal, 70.7% si
elevado, 66.0% si ND), ECOG (77.5% ECOG 0-1, 41.6% ECOG > 2), presencia de
perforacion intestinal (71.9% si no perforado, 52.9% si perforado) y de obstruccion
intestinal (73.9% si no obstruccion, 60.6% si obstruccién).
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Tabla 9. Supervivencia libre de progresion y supervivencia global en funcion de las
caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte de pacientes con CCR estadio II-111.

N (%) SLE P SG P
(% a 5a) (% a 5a)
Total Poblacién
487 60.6% 71.6%
Sexo 0.01 0.01
Varén 277 55.7% 66.4%
Mujer 210 67.2% 78.7%
Edad 0.01 0.05
< 65 afios 201 66.1% 79.0%
> 65 afios 286 56.5% 66.0%
ECOG al dx 0.00 <0.01
0-1 361 65.8% 77.5%
>2 32 27.3% 41.6%
CEA pre-cirugia 0.02 0.01
Normal 118 71.9% 82.5%
Elevado 150 59.1% 70.7%
ND 219 55.2% 66.0%
Localizacién tumoral NS 0.12
Colon derecho 164 55.6% 66.4%
Otros 323 63.1% 74.3%
Obstruccion intestinal 0.10 <0.01
Si 86 51.1% 60.6%
No 401 62.5% 73.9%
Perforacion intestinal 0.04 <0.01
Si 36 36.4% 52.9%
No 451 62.3% 71.9%
Invasion vascular NS NS
Si 20 52.9% 59.5%
No 467 61.0% 72.1%
T NS NS
pT1 2 50.0% 50.0%
pT2 16 65.6% 81.3%
pT3 366 63.2% 73.8%
pT4 102 51.0% 63.2%
N 0.05 NS
pNO 240 67.1% 77.0%
pN1 162 58.4% 68.0%
pN2 85 47.3% 63.8%
Grado histoldgico 0.10 NS
Gl 171 69.7% 79.3%
G2 280 55.3% 59.0%
G3 35 61.6% 73.5%
Estadio 0.05 0.02
1 240 67.5% 77.0%
1 247 54.2% 66.6%
QT adyuvante NS NS
No 189 59.5% 66.4%
Si 298 63.2% 74.5%
NS NS
- FP 185 63.2% 75.4%
- FP + Ox 113 58.5% 72.9%

SLE: Supervivencia libre de enfermedad. SG: Supervivencia global. dx: diagnéstico. CEA: Antigeno carcinoembrionario. G:
Grado histolégico. ND: No determinado. FP: Fluoropirimidinas. Ox: Oxaliplatino. NS: No significativo.
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1.5.  Impacto de la expresion de pSrc en la supervivencia

La sobre-expresion de pSrc se asocio con un peor prondstico en términos de
SLE y SG (Tabla 10).

La tasa de SLE a 5 afios fue significativamente inferior para pacientes con alta
expresion de pSrc (+3) en comparacion con aquellos con una expresion 0-2 (39.2% vs
63.3%, respectivamente, HR=0.56; p=0.005) (Figura 6).

Si se analiza de manera individualizada la SLE a 5 afios fue muy similar en
cada subgrupo de expresion baja de pSrc: 62.7% si expresion nula (0), 63.1% si
expresion débil (+1), 63.8% si expresion moderada (2+) y 60.3% en los pacientes con
pSrc no determinado, aunque con mayor seguimiento los pacientes con expresion nula
de pSrc parecen tener mejor prondstico que los pacientes con expresion 1-2 (Figura
7).
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Figura 6. Supervivencia libre de enfermedad en funcion de la expresion tumoral de
pSrc agrupada (0-2 vs 3) en la cohorte de pacientes con CCR estadio I1-111.

74



1,09
0,89
0,677

LI ¥ T T T T T pSrc:l
pSrc =2
0,449 psrc =3

0,24

Supervivencia libre de enfermedad

0,049

Tiempo (meses)

Figura 7. Supervivencia libre de enfermedad en funcion de la expresion tumoral de
pSrc en la cohorte de pacientes con CCR estadio IlI-I11.
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Asimismo, se observo que la alta expresion de pSrc se asocié de manera
significativa a la tasa de SG a 5 afios (57.5% vs 74.2% en pacientes con expresion de
pSrc alta (+3) vs baja (0-2), HR=0.55; p=0.02) (Figura 8). En este caso también se
observo una tasa de SG a 5 afios muy similar en los distintos subgrupos con expresion
baja de pSrc: 75.3% si no existia expresion de pSrc, 74.4% si nivel de expresion 1,
72.6% si nivel de expresion 2, y 67.2% en los casos no determinados (Figura 9).

0,8 Baja expresion psrc

0,64

Alta expesion p5Src

Supervivencia global
[

0,24

HR: 0.55

p=0.02
0,0

1 I
0 80 120

Tiempo (meses)

Figura 8. Supervivencia global en funcién de la expresion tumoral de pSrc agrupada
(0-2 vs 3) en la cohorte de pacientes con CCR estadio I1-111.
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Figura 9. Supervivencia global en funcion de la expresion tumoral de pSrc en la
cohorte de pacientes con CCR estadio II-111.

En andlisis exploratorios por subgrupos se observd que una alta expresion de
pSrc tenia un impacto particularmente negativo en la supervivencia en pacientes con
estadio Il, varones y en tumores de colon izquierdo (Tabla 10).

Especificamente en el estadio Il, la tasa de SLE a 5 afios fue del 70% en
pacientes con baja expresion vs 28% en alta expresion (HR=0.36; p=0.001) (Figura
10). Adicionalmente, la tasa de SG a los 5 afios para estos pacientes fue del 81% vs
54% en baja vs alta expresion, respectivamente (HR=0.43; p=0.03) (Figura 11).
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Tabla 10. Andlisis de supervivencia en funcién de la expresion tumoral de pSrc en la
cohorte de pacientes con CCR estadio I1-111.

SLE (% a5 afios) SG (% a 5 afios)
N Src HR p Src HR p
0-2 3 0-2 3
Todos los pacientes 487 63.3% 39.2% | 0.56 0.005 | 74.2% | 57.5% | 0.55  0.02
Estadios
Estadio 1l 240 70.4% 28.1% | 0.36 0.001 | 81.2% | 54.4% | 0.43  0.03
Estadio 111 247 56.9% 43.7% | 0.75 031 |67.8% | 584% | 0.66 0.18
QT adyuvante
No 189 63.7% 354% | 049 0.02 |69.1% | 56.5% | 0.61 0.16
Si 298 63.1% 42.4% | 0.63 0.11 | 76.8% | 58.3% | 0.54  0.07
% FP 185 66.1% 35.7% | 050 0.05 | 79.1% | 544% | 046 0.05
s FP+OX 113 58.4% 55.6% | 091 0.85 | 72.6% | 64.8% | 0.75 0.63
Sexo
Hombre 277 58.4% 29.3% | 0.52 0.02 | 69.5% | 45.7% | 0.51  0.02
Mujer 210 69.7% | 51.7% | 058 0.11 | 80.5% | 73.0% | 0.60 0.21
Localizacion TP
Colon derecho 164 56.0% | 55.0% | 1.00 0.98 |66.5% | 73.8% | 1.56 0.34
Colon izquierdo 323 66.7% 27.5% | 0.38 <0.001 | 77.8% | 43.9% | 0.29 <0.001

SLE: Supervivencia libre de enfermedad. SG: Supervivencia global. QT: Quimioterapia. FP: Fluoropirimidinas. Ox:
Oxaliplatino. TP: Tumor primario.
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Figura 10. Impacto de la expresion de pSrc en la supervivencia libre de enfermedad

en el subgrupo de pacientes con CCR estadio 1.
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Figura 11. Impacto de la expresion de pSrc en la supervivencia global en el subgrupo
de pacientes con CCR estadio II.

Para valorar el papel pronostico de la expresion de pSrc en la supervivencia
con independencia de otras caracteristicas clinico-patolégicas, se realizo el analisis de
regresion multivariante de Cox incluyendo las variables previamente descritas en la
seccion “Material y Métodos” (edad, sexo, ECOG, valor de CEA prequirurgico,
cuadro obstructivo como debut de la enfermedad, perforacion intestinal al
diagndstico, administracion de QT adyuvante y grado de intensidad de la expresion de
pSrc). Los resultados de dicho andlisis confirmaron que una alta expresion de pSrc se
asocia de forma independiente con un peor prondstico, tanto en términos de SLE
(HR=0.56, p = 0.02) como de SG (HR=0.58, p =0.06). EI ECOG vy la perforacion
intestinal también resultaron ser factores prondsticos significativos para la SLE en el
analisis multivariante. Ademas, el sexo, el ECOG, la obstruccién y perforacion
intestinal fueron factores prondsticos significativos para SG (Tabla 11).
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Tabla 11. Analisis multivariante de factores prondsticos de SLE y SG en la cohorte de pacientes con CCR estadio Il-11I.

SLE SG

Factores HR HR
Edad (<65 vs >65 afios) 0.94 0.74
Sexo (V vs M) 1.66 1.57
ECOG

e ECOGOwvs1 1.08 0.88
e ECOGOvs2 2.32 2.46
e ECOGOvs3 1.21 1.31
CEA

e CEA elevado vs normal 1.54 1.56
e CEAND vs normal 1.75 1.94
Obstruccién (no vs si) 0.73 0.51
Perforacion (no vs sf) 0.43 0.37
Estadio TNM (11 vs I11) 0.68 0.63
QT adyuvante (no vs si) 1.09 1.51
pSrc (bajo vs alto) 0.56 0.58

SLE: Supervivencia libre de enfermedad. SG: Supervivencia global. V: Varén. M: Mujer. CEA: Antigeno carcinoembrionario. ND: No determinado.
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1.6. Expresion de pSrcy sensibilidad a quimioterapia

Finalmente, para valorar el posible papel de pSrc como factor predictivo de
resistencia a oxaliplatino, se analizo el impacto de la expresion de pSrc en funciéon del
tratamiento adyuvante recibido (no QT, fluoropirimidinas en monoterapia, 0
fluoropirimidinas en combinacion con oxaliplatino). Asi, se observé que pSrc tenia un
impacto negativo en la SLE que fue estadisticamente significativo tanto en pacientes
que no recibieron QT (63.7% vs 35.4% en pacientes con baja vs alta expresion de
pSrc, HR=0.49, p=0.02) como en aquellos que recibieron QT adyuvante con FP
(66.1% vs 35.7% en pacientes con baja vs alta expresion de pSrc, HR=0.50, p=0.05).
Por tanto, pSrc tiene un impacto negativo en la evolucion de la enfermedad con
independencia del tratamiento recibido (Figura 12). Tanto para SLE como para SG,
no se observd una interaccion significativa entre el biomarcador y el tratamiento con
quimioterapia (test de interaccién P = 0.78 para SLE y 0.86 para SG).
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Figura 12. Impacto de la expresion de pSrc en la supervivencia libre de enfermedad
en funcion de la QT recibida. A: pacientes que no recibieron QT adyuvante. B:
pacientes que recibieron QT adyuvante (FP + oxaliplatino).
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CONCLUSIONES

e Src es un receptor tirosina quinasa citoplasmatico que actia como regulador
de diversos procesos relacionados con la carcinogénesis. La activacion de Src
se asocia a un fenotipo tumoral mas agresivo. En modelos preclinicos la
activacion de Src induce quimiorresistencia que puede revertirse

farmacoldgicamente con inhibidores especificos de Src.

e pSrc se expresa en aproximadamente un 54% de los pacientes con CCR
estadio 11 y 111 (en un 9% de los casos la expresion es alta (+3)) y en un 53%
de los pacientes con CCR estadio 1V (en un 5% de los casos la expresion es
alta (+3)).

e La alta expresion de Src activado o pSrc (+3) confiere un peor pronostico a los
pacientes con CCR localizado en términos de SLE y SG, independientemente
del tratamiento adyuvante recibido y de otros factores clinico-patol6gicos de

conocida relevancia prondstica para este tumor.

e Laexpresion de pSrc (1-3) se asocia en CCRm con una tendencia a una menor

TRO y peor prondstico tanto en términos de SLP como de SG.

e En nuestro estudio hemos identificado pSrc como un nuevo biomarcador
pronostico en CCR, que permite identificar un subgrupo de pacientes con peor
supervivencia potencialmente tributarios de nuevas estrategias terapéuticas, ya

que Src es una tirosina gquinasa susceptible de inhibicion farmacoldgica.

e En nuestro estudio no se ha confirmado la sobre-expresion de pSrc como
factor predictivo de resistencia a QT basada en oxaliplatino en CCR estadios
H-1V.
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