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Introduccion

1 EPIDEMIOLOGIA

1.1  Incidencia y mortalidad

El adenocarcinoma gastrico continta siendo en la actualidad un importante problema
sanitario a nivel mundial. Es el cuarto cancer mas frecuente en incidencia y es la segunda
causa de muerte por cancer a nivel mundial con aproximadamente 738000 muertes en 2008".
Las tasas de incidencia de cancer gastrico (CG) presentan variaciones muy marcadas entre
paises incluso y entre regiones de un mismo pais®. Las tasas mundiales de incidencia de CG
varian entre 4-15 veces (Figura 1). Las zonas mas alto riesgo son Japon, China, Europa del
este, Portugal y algunos paises de Latinoamérica como Colombia y Chile. Por el contrario, la
incidencia més baja se observa en paises como USA, India, Filipinas, la mayoria de los paises

de Europa occidental, Africa y Australia.

W <38 <38 <82 [W<13.0 H<414

GLOBOCAN 2008 (JARC) - 7 42012

Figura 1. Incidencia de cancer gastrico estandarizada por edad por 100.000 habitantes en 2008*.

En Europa, el cancer gastrico ocupa el sexto lugar en incidencia en hombres y el
quinto en mujeres. Espafia presenta una tasa estimada para 2006 de 23.04 casos por 100.000
habitantes, algo superior a la media de la Union Europea. Sin embargo, al analizar la
mortalidad en Espaia, este tumor se sitia en el quinto puesto en importancia en hombres (por

detras de pulmon, colorrectal, prostata y vejiga) asi como en mujeres (después del de mama,
3



Introduccion

colorrectal, pulmén y péncreas). En Espafia, el analisis de la tendencia temporal de la
mortalidad muestra un fuerte descenso desde 1975, de un 3% anual. El patréon es bastante
similar en hombres y en mujeres. Segun los ltimos datos publicados por el Instituto Nacional
de Estadistica (INE) el cancer géstrico fue la causa principal de muerte en 2006 en 3533
hombres y en 2170 mujeres, lo que supone una tasa estandarizada por edad en Espafia de 13

por 100.000 habitantes en hombres y 5.5 en mujeres’.

Una de las caracteristicas mas llamativas del CG es su variabilidad geografica, no solo
entre diferentes paises como hemos visto, sino también dentro de un mismo pais. A pesar de
la disminucion de la mortalidad que se ha producido en las ultimas décadas en practicamente
todas las provincias de Espana, sigue apareciendo un patrén “costa-interior” previamente
descrito por Lopez-Abente’. Las mayores tasas corresponden a Castilla y Ledn y municipios

de la costa de Galicia (Figura 2).

Castilla=leon
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Figura 2. Mortalidad por cancer gastrico por comunidad auténoma en 2008.
Hombres, tasas ajustadas por 100.000 (poblacion mundial). Centro Nacional de Epidemiologia®.

A pesar del marcado descenso global en la incidencia del CG, la evolucion de las tasas
para las localizaciones en cardias y distal son totalmente opuestas. La incidencia del cancer

de cardias se ha mantenido estable o en algunos casos ha crecido sostenidamente en Europa y



Introduccion

Estados Unidos durante los tltimos 30 afios’. Por el contrario, la incidencia del CG de la
porcion distal ha declinado considerablemente en el mismo periodo®’.

A pesar de que las diferencias internacionales en la incidencia son muy pronunciadas,
las variaciones con respecto al sexo son escasas, siguiendo una proporcion de dos veces mas
frecuentes en los hombres que en las mujeres. La mayor incidencia por edad se encuentra
entre los 50 y 70 afios, con una incidencia méaxima alrededor de los 60 afios, siendo
infrecuente antes de los 30 afios. Durante las décadas pasadas, la mortalidad por cancer

gastrico ha disminuido notablemente en la mayor parte de areas del mundo'’.

El descenso de las tasas de incidencia y mortalidad por este tumor se suele interpretar
como una consecuencia del desarrollo de los paises industrializados. El nivel socioeconémico
esta relacionado con la exposicion a distintos factores, como el tipo de dieta, las infecciones
por Helicobacter pylori, el tabaco, y ciertas exposiciones laborales. Sin embargo, el hecho de
que un pais como Japdn tenga unas tasas muy elevadas de cancer de estomago indica que el
nivel socioeconémico no es una variable que recoja adecuadamente todas las exposiciones de
riesgo para el cancer gastrico, y que factores culturales inherentes a los distintos estilos de
vida, y muy especialmente a la dieta, pueden tener una importancia considerable. Esto
ayudaria también a explicar las grandes diferencias que nos encontramos también en Espana
entre algunas provincias. No obstante este cambio en los factores ambientales no explica por
completo las variaciones geograficas conocidas ni la diferente evolucidon y pronodstico de la
enfermedad. Aunque las tasas de incidencia de este tumor han venido disminuyendo en las
ultimas décadas, la cantidad absoluta de casos de cancer géstrico va en aumento, debido al

e ., 311
envejecimiento de la poblacion™ .

1.2 Supervivencia

La supervivencia de los pacientes con adenocarcinoma (ADC) géstrico no ha mejorado
significativamente en la Gltima década. La probabilidad de permanecer con vida a los 5 afios
tras una intervencion quirtrgica es solo del 10-30%'>"*. Para estos calculos hay que excluir
las dos situaciones especiales que constituyen el cancer inicial (early cancer) (supervivencia
85-90% a los cinco afos) y el cancer gastrico en Japon (supervivencia global 70%). En
general, los paises con las tasas de incidencia mas altas de cancer gastrico muestran mejores
tasas de supervivencia que paises con tasas de incidencia inferiores'. Esta asociacion es en

5
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gran parte debido a una diferencia en tasas de supervivencia basadas en la localizacion
tumoral. Los tumores localizados en cardias tienen un peor pronéstico comparado con
aquellos tumores localizados en la parte distal. El cancer gastrico casi siempre se diagnostica
en los estadios avanzados, porque la tamizacion no se realiza en la mayor parte del mundo,
excepto en Japon y Corea donde si se hace y se logra hacer el diagnostico de casos tempranos
disminuyendo considerablemente la mortalidad. En contraste, en Estados Unidos y Europa
donde se detectan pocos casos de cancer gastrico en estadios tempranos la supervivencia a 5
afios es baja (10-20%)">'°. En Europa, la supervivencia a 5 afios por cancer de estomago en
2000-2002 fue mala en ambos sexos 25%'’. La supervivencia a 5 afios era ligeramente mejor
en personas menores de 45 anos (35%); sin embargo, el cancer de estdbmago era raro en este
grupo de edad. La supervivencia disminuy6 lentamente con el aumento de la edad hasta los 74
afios, pero cayd bruscamente en pacientes de mas de 74 anos (19%). En Espafia su
supervivencia sigue siendo mala, inferior al 28% a los 5 afios'®. La tasa global de
supervivencia a 5 afios en Europa es del 21%. Sin embargo, se observan grandes diferencias
entre paises como: Austria, Alemania, Espafia, Francia e Italia que tienen tasas mas altas (27-

30%), mientras que UK, Escocia y Dinamarca las mas bajas (12-15%)"”.

1.3 Etiologia y factores de riesgo

Se han sugerido diversos parametros como factores de riesgo para cancer gastrico,
estableciendo complejas interacciones que en ultima instancia pueden conducir al desarrollo
de esta enfermedad. Entre los factores de riesgo de cancer gastrico mas reconocidos
encontramos aspectos dietéticos y nutricionales, predisposicion genética, mutaciones

s 1 . ., . 19,20
esporadicas e infeccion por Helicobacter pylori ™

1.3.1 Factores dietéticos y del estilo de vida

La comida y la nutricién juegan un papel importante en la prevencion y causalidad del
cancer de estomago. Recientemente World Cancer Research Fund (WCRF) y American
Institute for Cancer Research (AICR) publicaron un informe denominado “Food, Nutrition,

221 Este informe es el resultado de una revision

Physical Activity and the prevention of cancer
sistematica de la literatura sobre la dieta, actividad fisica y prevencion del cancer,

concluyendo que el cancer de estdbmago se puede prevenir mediante dietas apropiadas y
6
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factores asociados. Después de una revision sistematica de 722 publicaciones, un panel de
expertos concluyeron:

- Hay una fuerte evidencia que la ingesta de legumbres y/o hortalizas no feculentas asi
como frutas reduce el riesgo de padecer CG.

- Existen fuertes evidencias que el consumo de alimentos salados y conservados en sal
es una causa probable de este cancer de estdémago.

- Las evidencias referidas al consumo de legumbres, incluyendo la soja, productos de
soja ademas de alimentos que contengan selenio son limitadas para establecer una
relacion de proteccion contra el cancer de estdmago.

- No existe evidencia cientifica suficiente que indique que el consumo de chile, carnes
procesadas, alimentos ahumados, asados a la parrilla y barbacoas son causas de cancer

de gastrico.

1.3.1.1 Tabaco

Se reconoce la relacion causal entre tabaco y CG. El tabaco contiene cantidades
importantes de nitrosaminas, aminas heterociclicas e hidrocarburos aromaticos policiclicos,
entre otras muchas sustancias, algunas de las cuales han sido clasificadas por la International
Agency for Research on Cancer (IARC) como cancerigenos para el ser humano. La European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition muestra que el riesgo de CG se
incrementa con la intensidad y la duracion del hébito tabaquico y que los efectos son mas
fuertes en cardias. Este estudio concluye que el 20% de casos de CG en paises europeos

participantes del estudio podrian atribuirse al tabaco™.

1.3.1.2 Helicobacter pylori

El Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa, microaerofilica, espiroidea, que
coloniza primariamente la mucosa gastrica. Fue descubierta en el afio 1982 por Marshall y
Warren”. La evidencia que relaciona la infeccion por Helicobacter pylori como causa de CG

en humanos fue considerada como suficiente por la IARC en 1994.

La infeccidon cronica por Helicobacter pylori conduce al desarrollo de una gastritis

crénica, mediada por la activacion de una red compleja de mediadores inflamatorios incluidos
7
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IL-8, citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, FNTa) y péptidos inmunosupresores (IL-10)**.
A su vez esta inflamacion cronica conduce a alteraciones en el ciclo celular favoreciendo la
replicacion de las células epiteliales, incrementando la tasa de apoptosis y aumentando la
liberacion de sustancias oxidantes. Todo esto en combinacion con la deplecion de las defensas
antioxidantes predispone a la carcinogénesis gastrica por aumentar la probabilidad de
mutaciones de ADN. La acumulacién de estas mutaciones puede conducir al desarrollo de
lesiones premalignas e iniciar el proceso de metaplasia, displasia y adenocarcinoma

gastrico™%.

Varios estudios clinicos y epidemioldgicos han observado esta asociacion estimandose
que menos del 1% de las infecciones por H. pylori pueden conducir al desarrollo del cancer
gastrico segln la secuencia anteriormente expuesta’’, aumentado el riesgo de 2.7 a 12 veces

119

de la poblacion general ~. De forma global el 8% de los tumores géstricos estan relacionados

causalmente por la infeccion por H pylori’®.

1.3.1.3 Infeccion por virus del Epstein Barr (EBV)

Descubierto por Epstein en 1964, es un herpes-virus icosaédrico que contiene una
doble cadena lineal de ADN. Fue relacionado por primera vez con el cancer gastrico en 1990
tras observar mediante PCR e hibridacion in situ la presencia de su material genético en
pacientes con cancer gastrico. Su asociacion ha sido encontrada en numerosos estudios de
diferentes regiones geograficas®>’. A diferencia del Helicobacter pylori, su infeccion ha sido

observada por igual en el cancer géstrico de tipo difuso que en el intestinal®’.

1.3.2 Condiciones precursoras

Determinados cambios histolégicos de la mucosa géstrica sana aumentan
significativamente el riesgo de desarrollar un adenocarcinoma géstrico. Entre ellos cabe

destacar:
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1.3.2.1 Gastritis cronica atrofica

Lesion precursora que se encuentra presente en el 90% de los adenocarcinomas
gastricos. En general requiere un largo periodo de evolucion hasta el desarrollo del céncer
gastrico. En la mayoria de los estudios en los que el seguimiento de los pacientes fue superior
a los 10 afios, el riesgo de desarrollar cancer gastrico fue de 1 por cada 150 pacientes por afio,
incrementandose este riesgo al 10% después de los 15 afios de seguimiento™”.

Su mecanismo carcinogénico parece partir de la disminucion de la secrecion de acido
clorhidrico y pepsina, aumentando el pH gastrico, lo que favorece la proliferacion de
gérmenes reductores de los nitratos de la dieta. La formacion de nitrosamidas y nitrosaminas
junto con algunos factores dietéticos como son la ingesta excesiva de sal o la ingesta
inadecuada de vegetales y fruta fresca pueden inducir mutaciones del ADN en las células
epiteliales favoreciendo la aparicion y progresion de cambios tisulares como metaplasia

intestinal y displasia, considerados lesiones premalignas®".

1.3.2.2 Anemia Perniciosa

Condicién que cursa con atrofia gastrica y que aumenta el riesgo de desarrollar cancer

gastrico aunque s6lo el 5-10% de estos pacientes la desarrollan™®.

1.3.2.3 Gastrectomia parcial

Los pacientes con patologia benigna sometidos a esta cirugia tienen un riesgo
incrementado de desarrollar adenocarcinoma géstrico a partir de los 10 afos de la
intervencion®. Entre los 15 y 25 afios tras el procedimiento el riesgo se incrementa un 50 y

70% respectivamente.

1.3.2.4 Enfermedad de Ménétrier (gastropatia hipertrofica)

El riesgo de desarrollar cancer gastrico a partir de este cambio tisular es alto,
situandose entre el 10-15% en algunas series, pero puesto que ya de por si se trata de una

condicion extremadamente rara, este porcentaje de transformacion resulta insignificante™.
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1.3.2.5 Pélipos adenomatosos

Los pdlipos se encuentran con relativa frecuencia en la mucosa gastrica. Se clasifican
en dos tipos:
- No neoplasicos: no presentan capacidad degenerativa (hiperplasicos, hamartomatosos,
inflamatorios o heterotopicos).
- Neoplésicos: Adenomas. Constituyen el 15-20% de los polipos encontrados en la mucosa
gastrica. Poseen potencial neopladsico con una incidencia de malignizacion que oscila entre el
5-15% de los adenomas tubulares y el 15-75% de los adenomas vellosos. La tendencia a la
malignizacion esta directamente relacionada con el tamafo del pélipo y con la presencia o

grado de displasia®’.

1.3.2.6 Ulcera péptica

La posibilidad de transformacion de una ulcera péptica benigna en maligna esta
todavia en discusion, existiendo opiniones discordantes al respecto. Aunque la mayoria de los
autores niegan esta posibilidad, se debe tener en cuenta el papel que parece desarrollar la

infeccion por Helicobacter pylori en el proceso de la carcinogénesis gastrica™.

1.3.2.7 Esofago de Barrett

El aumento de la incidencia del adenocarcinoma géstrico cardial en los paises
industrializados parece estrechamente relacionado con el aumento de la incidencia de la
enfermedad por reflujo gastro-esofagico y del eséfago de Barrett”. Todavia son necesarios
estudios mas amplios para determinar otros factores que intervengan en su desarrollo y de esta
manera poder establecer si realmente el cancer gastrico proximal es una entidad con diferente

etiopatogenia y evolucion que el distal.

2  PATOLOGIA

La mayoria de las lesiones malignas de estbmago son de origen epitelial y pueden ser

clasificadas como adenocarcinomas (90%). Otros tipos menos frecuentes son el linfoma (4%)
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y los leiomiosarcomas, mientras que el rabdomiosarcoma y los tumores carcinoides ocurren
con muy baja frecuencia. A pesar de la variedad de neoplasias que puedan afectar al
estomago, hablaremos de CG para referirnos especificamente al adenocarcinoma géstrico.

El adenocarcinoma gastrico ha sido clasificado de diferentes maneras y por diversos autores
en general de acuerdo a los rasgos macroscopicos (Borrmann) o en base a sus caracteristicas
morfologicas (Ming, Carneiro y Goseki)™. Los sistemas de clasificacion usados con mayor

frecuencia son: Lauren y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

2.1 Clasificacion de Lauren

Lauren ide6 en 1965 wuna clasificacion histolégica de clara importancia
epidemiologica, etiologica, patologica y de pronodstico. Este sistema describe los tumores
basicamente de acuerdo al aspecto microscopico y el patron de crecimiento. En dicha

clasificacion se incluyen dos categorias: intestinal y difusa®.

El tipo intestinal se caracteriza por la presencia de formaciones glandulares y células
epiteliales que recuerdan a las células intestinales, tienden a crecer formando nddulos con
amplios frentes cohesivos. y produce lesiones que son frecuentemente ulcerativas. Es mas
frecuente en hombres y en personas mayores, es predominante en areas donde el CG es
epidémico, y presenta generalmente un periodo precanceroso prolongado. Este tipo de tumor
representa un 70% de los casos de CG en poblaciones de alto riesgo. Habitualmente este tipo

de tumor se localiza en el antro.

El tipo difuso estd caracterizado por nidos de células sin estructura glandular, son
carcinomas mal diferenciados, que infiltran la pared gastrica en sabana, por cordones o
pequetios nidos de células malignas individuales. Son mas agresivos que los anteriores. Su
frecuencia es similar en todos los paises, por lo que se considera “endémico”. La forma difusa
o infiltrativa es hallada predominantemente en mujeres y en personas mas jovenes, con peor
pronostico y, aunque no se precede de lesiones precursoras, parece tener cierta susceptibilidad
genética o familiar. En este grupo se incluyen los adenocarcinomas de células en anillo de
sello. Se habla de tipo indeterminado cuando no es posible tipificar la neoplasia en ninguno

de estos tipos por sus caracteristicas intermedias.
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2.2 Clasificacion de la OMS

El sistema de clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se viene
utilizando desde 1977, es relativamente simple y ha obtenido una amplia aceptacion. Este
sistema clasifica los tumores s6lo por su aspecto histologico. En la tabla 1 se detallan todos

los tipos histologicos incluidos en la iltima edicion de esta clasificacion®!.

Tabla 1. Clasificacion de la OMS de los tumores de estomago (2010).

Tumores Epiteliales

Lesiones premalignas

Adenoma

Neoplasia intraepitelial (displasia) de bajo grado

Neoplasia intraepitelial (displasia) de alto grado

Carcinoma

Adenocarcinoma
Adenocarcinoma papilar
Adenocarcinoma tubular
Adenocarcinoma mucinoso

Adenocarcinoma pobremente cohesivo (incluye
carcinoma de células en anillo de sello y otras variantes)

Adenocarcinoma mixto
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma con estroma linfoide (carcinoma medular)
Adenocarcinoma hepatoide
Carcinoma de células escamosas

Carcinoma indiferenciado

Neoplasias neuroendocrinas
Tumor neuroendocrino (TNE)
TNE G1 (carcinoide)
TNE G2

Carcinoma neuroendocrino (CNE)

CNE de células pequenas

CNE de células grandes
Carcinoma mixto adeno-neuroendocrino
TNE de células enterocromafin, productor

de serotonina

TNE productor de gastrina (gastrinoma)

Tumores mesenquimales
Tumor gléomico

Tumor de células granulares
Leiomioma

Fibromixoma plexiforme

Schwannoma

Tumor miofibroblastico inflamatorio
Tumor estromal gastrointestinal
Sarcoma de Kaposi
Leiomiosarcoma

Sarcoma Sinovial

Linfomas

Tumores Secundarios

A pesar de su variabilidad histoldgica importante, en la mayoria de los tumores predomina
uno de cuatro patrones principales, siendo el diagndstico realizado en base a este patron

histolégico predominante. Estos cuatro patrones principales serian:
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Adenocarcinoma Tubular: contiene tibulos dilatados de manera prominente que varian en
su diametro pudiendo presentar estructuras acinares. Las células tumorales pueden ser
columnares, cuboideas o aplanadas por mucina intraluminar. Pueden detectarse también
células claras.

Adenocarcinoma Papilar: son tumores exofiticos bien diferenciados con procesos
papilares/digitales alargados y recubiertos de células cilindricas o cuboideas unidas a una
matriz de tejido conectivo fibrovascular. Algunos de estos tumores pueden mostrar
diferenciacion tubular o, mas raramente, una arquitectura micropapilar. Caracteristicamente el
borde tumoral suele estar delimitado de las estructuras adyacentes y el propio tumor puede

estar infiltrado de manera aguda o crénica por células inflamatorias.

Adenocarcinoma Mucinoso: también denominados carcinomas coloides. Por definicion el
50% de estos tumores contienen lagos de mucina extracelular. Dos tipos de crecimiento
fundamental pueden verse: glandulas delimitadas por un epitelio columnar secretor de
mucina, o cadenas o acimulos de células flotando en lagos de mucina. Ocasionalmente

pueden verse células en anillo de sello que no son predominantes en la muestra.

Carcinomas en células en anillo de sello: mas del 50% del tumor esta formado por células
aisladas o pequefios grupos de células que contienen mucina intracitoplasmatica. Estas células
tumorales pueden tener 5 morfologias diferentes:

a. Nucleo desplazado hacia la membrana celular provocando la clasica apariencia en anillo de
sello debido a un citoplasma globoide y opticamente claro. Este citoplasma contiene mucina
acida que se tifie con Azul Alcian a un pH 2.5.

b. Células tumorales con nucleo central que asemejan histiocitos con escasa o nula actividad
mitotica.

c. Células pequefias profundamente eosinofilicas con pequefios pero prominentes citoplasmas
granulares que contienen mucina neutra.

d. Células pequetias con escasa o sin mucina

e. Células anaplasicas con escasa o nula presencia de mucina.

Estos cinco tipos celulares se entremezclan unos con otros en diversas proporciones en
el seno del tumor. Asimismo los tumores de células en anillo de sello pueden presentar un
patron glandular trabecular junto a zonas de infiltracion sélida y difusa. Los carcinomas de

c€lulas en anillo de sello son por definicién infiltrantes, con una relativamente pequeiia
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proporcion de células malignas y abundante desmoplasia. Diversas tinciones pueden ayudar
en su diagnéstico como son las de PAS, Muci-Carmina o Azul Alcian. Asimismo las técnicas
inmunohistoquimicas basadas en anticuerpos anticitoqueratinas permiten identificar células
tumorales aisladas y diseminadas de manera irregular en el estroma tumoral, consiguiendo

detectar un mayor porcentaje de células malignas que las tinciones de mucina clésicas.

2.3  Clasificacion segun grado de diferenciacion

La clasificacion de los adenocarcinomas gastricos de acuerdo a su grado de
diferenciacion glandular en:
G1: tumor bien diferenciado (més del 95% del tumor esta compuesto por glandulas).
GG2: tumor moderadamente diferenciado (50-95% del tumor compuesto por glandulas).
G3: tumor pobremente diferenciado (49% o menos del tumor compuesto por glandulas).

G4: tumor indiferenciado.

El adenocarcinoma tubular no es clasificado, pero es de bajo grado y corresponde al
grado 1. Los carcinomas de anillo de sello son de alto grado y corresponde al grado 3.
Carcinomas de células pequefas y carcinomas indiferenciados son de alto grado y

corresponden al grado 4.

3 DIAGNOSTICO

3.1 Signos y sintomas

Los signos y sintomas del CG son muy variables, inespecificos y de aparicion tardia;
dependen de su estadio clinico y su localizacion. Los sintomas mas comunes son dolor

abdominal (50-55%), disfagia (12-38%), nauseas (16-26%) y pérdida de peso (40%).

Los estudios observacionales indican que la mayoria de los pacientes con cancer
gastrico precoz refieren sintomas de tipo dispéptico (dolor epigastrico leve, recurrente,
pirosis, con distension abdominal o sin ella, nduseas o vomitos) y no presentan sintomas de
alarma (anemia, disfagia, pérdida de peso), los cuales son indistinguibles de los sujetos con

afecciones benignas. En la mayoria de los canceres gastricos avanzados se presentan sintomas

14



Introduccion

de alarma, como dolor abdominal recurrente, anemia, pérdida de peso, vomitos y anorexia, y
segun la situacion del tumor, disfagia o sindrome pildrico. Hay signos indicativos de
enfermedad incurable, como el ganglio de Virchow, el signo de Blumberg, el ganglio de Irish,
la ascitis, el signo de la hermana de Mary Joseph y tumor de Krukemberg (ovario) los cuales

contraindican el tratamiento quirurgico con intencion curativa.

3.2  Estrategias de diagnostico

Una vez realizado el diagnodstico de sospecha clinica, es necesario realizar el

diagnostico histologico y el de extension.

La realizacion de Endoscopia, técnica diagnostica de eleccion, junto con la toma de biopsia
permitira llegar al diagnoéstico histoldégico. Una vez confirmado el mismo se debe llevar a
cabo un estudio sistematico para precisar la posible diseminacion metastasica. Este se puede
realizar mediante tomografia axial computarizada (TAC) toracico abdominal o Rayos X de
torax y Ecografia abdominal para descartar metéstasis pulmonares y hepaticas. En ocasiones,
en pacientes con sospecha de tumor localmente avanzado, puede indicarse la realizacién de
laparoscopia para la estadificacion, evitando la realizacion de una laparotomia que no es

curativa ni paliativa.

33 Estadiaje

Una estadificacion precisa es imprescindible para acceder a una informacion
pronostica fiable y establecer unas recomendaciones terapéuticas comunes en los tumores que
presentan caracteristicas similares. El sistema mas utilizado en Occidente es el TNM
propuesto por la International Union Against Cancer (UICC) y la American Joint Commitee
on Cancer (AJCC). Esta clasificacion categoriza los adenocarcinomas gastricos en cuatro
estadios (I, II, III, IV) de acuerdo a la extension del tumor primario (T), la existencia de

metastasis ganglionares y su numero (N) y la presencia o no de metastasis a distancia (M).

En la clasificacion TNM 7. edicion 2010** se han producido una serie de

modificaciones de las diferentes categorias en cada una de las definiciones para tumor
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primario, ganglios regionales y metastasis a distancia, asi como en su agrupacion por estadios.

(Tabla 2).

Las categorias T se modificé para corresponder a las del resto del tubo digestivo
(esofago, intestino delgado, colon y recto), la categoria N presenta importantes cambios
(Tabla 2) esta nueva forma de clasificar permite definir la afectacién ganglionar de la misma
forma que en el cancer de esdfago. No obstante, a diferencia del cancer de eséfago, en el
gastrico la categoria N3 se subdivide en 3a y 3b. Otro aspecto a tener presente es que la

citologia peritoneal positiva, ha pasado a ser considerada como M1.

Tabla 2. Estadios TNM 7. edicién 2010 (UICC/AJCC).

Mo

M1

NO N1 N2 N3a N3b

N° ganglios afectados
Profundidad

T1 Mucosa, submucosa

T2 Muscular propia

Mo | T3 Submucosa
T4a Serosa

T4b | Estructuras adyacentes

M1

4 FACTORES PRONOSTICOS

Entre los factores pronosticos convencionales que han sido evaluados en el cancer
gastrico, se encuentran la edad y sexo de los pacientes, la localizacion tumoral, configuracion
macroscopica del tumor, estadio tumoral, tipo y grado histolégico. El estadio tumoral, de
acuerdo con la clasificacion TNM, es el factor pronodstico mas importante en los carcinomas
gastricos resecables. La localizacion tumoral en cardias y en mufidon gastrico de pacientes que
fueron sometidos a gastrectomia parcial por enfermedad ulcerosa, también esta asociada con
un peor prondstico. En general, la mayoria de los estudios indican que la configuracion
macroscopica del crecimiento de tipo linitis plastica (clasificacion de Borrmann), el grado

histoloégico indiferenciado, el tipo histoldgico difuso (criterio de Lauren), asi como aspectos
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histopatologicos tales como la invasion vascular, perineural o linfatica, se asocian con un peor

pronostico del cancer gastrico resecable.

4.1 Edad y Sexo

Ni la edad ni el sexo han demostrado de manera definitiva ser un factor pronostico de

4345

importancia para la mortalidad en la enfermedad recidivante o metastasica™ . Dos pequeiios

estudios retrospectivos identificaron la edad como una variable prondstica significativa*®* sin
embargo, en otro estudio, la influencia de la edad no fue un factor prondstico independiente™®.
Este estudio determino que la supervivencia fue determinada por el estadio y la reseccion

completa.

4.2 Estadio

La profundidad de invasion tumoral y la afectaciéon ganglionar son los factores
prondsticos independientes mas importantes en el carcinoma gélstrico48 y se confirman en el
analisis retrospectivo de series amplias de tratamiento™-°. El estadio ha mostrado ser de
importancia pronostica tanto para supervivencia a 5 afios y en tasas de recurrencia
local®***12_ Siewert et al, en un estudio prospectivo multicéntrico, encontré que una ratio
ganglionar mayor de 20% fue el Unico factor prondstico independiente mas importante,

seguido por el estado de tumor residual y la categoria T.

4.3 Tamano

El tamano del tumor primario ha sido identificado en varios estudios retrospectivos
como factor prondstico importante'***~2. Estos estudios sugieren que el incremento del
diametro del tumor estd asociado con metastasis ganglionares y supervivencia a 5 afios. Esto
fue confirmado en un estudio randomizado que demostrd que el tamafio del tumor puede ser
un factor independiente en un analisis multivariante (p= 0.0002; IC 1.3-2.2) en pacientes con

margenes libres de tumor™.
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4.4 Localizacion tumoral

La localizacion del tumor tiene varias implicaciones importantes en el tratamiento y el
pronostico del cancer gastrico. Aunque haya estudios que no han mostrado ninguna

44,46,47,53

asociacion entre la localizacion y el pronostico , varios estudios han mostrado que el

carcinoma del tercio proximal del estdbmago representa una entidad clinica distinta con

RTIN £t m 13:46,52,54-56
implicaciones prondsticas >,

4.5 Otros factores

En las ultimas décadas diversos estudios han destacado el papel que las alteraciones
genéticas tienen en el desarrollo y progresion del cancer gastrico’’. El conocimiento de la
patologia molecular de esta neoplasia nos permite entender mejor la patogenia de la
enfermedad y obtener marcadores pronosticos moleculares, algunos de los cuales tienen
asimismo valor predictivo cuando se administra un tratamiento sistémico’". Marcadores
tumorales (p33, E-cadherina, CD-34, c-ertbB2, EGFR, VEGFR) recientemente han ganado
interés como indicadores prondsticos potenciales para predecir el comportamiento del

tumor>”®’.

5 TRATAMIENTO

5.1 Prondstico y opciones de tratamiento

Ademas del tratamiento endoscopico para una minoria de tumores muy pequefios, la
gastrectomia parcial o completa con linfadenectomia es el Unico tratamiento potencialmente
curativo para el cancer gastrico. Los tumores MO en estadio I a III son principalmente
resecables®. Pero, aunque la cirugia conlleva una tasa de curacién alta para los canceres en
estadio IA y IB, los resultados para los cénceres en estadio IIIA y IIIB son deficientes.
Muchos pacientes con enfermedad avanzada, especialmente en estadios IIIA/B son
técnicamente inoperables. En estos pacientes, la quimioterapia neoadyuvante y la radioterapia
se encuentran bajo evaluacion clinica. Lamentablemente, incluso después de una gastrectomia
aparentemente “curativa”, las tasas de recidiva en los estudios prospectivos oscilan entre el

40% y el 60%°*°”. En el mundo occidental, se diagnostica a la mayoria de los pacientes en un
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estadio avanzado, cuando el tumor es inoperable. Los pacientes con tumores inoperables,
recurrentes o metastasicos tienen un prondstico desalentador, con una media del tiempo de
supervivencia de tres a cinco meses sin quimioterapia. Varios ensayos aleatorios pequeiios
proporcionaron pruebas sobre la mejora de la supervivencia en estos pacientes al aplicar

quimioterapia sistémica®®.

5.2  Modalidades terapéuticas

5.2.1 Cirugia

Actualmente, la cirugia es la unica alternativa terapéutica que ofrece posibilidades de
curacion del cancer géstrico. Esto se observa en algunos estudios, donde la reseccion que
conlleva la extirpacion tumoral completa macroscopica y microscopica se comporta como un

factor prondstico favorable independiente™.

La indicacion quirargica ante un tumor de estdmago depende de varios factores. En
primer lugar, sobre la extension del tumor ademas el tipo histologico de Lauren y el aspecto
macroscOpico se tienen en cuenta para tomar una decision terapéutica. Los tipos de
gastrectomia que se realizan son fundamentalmente cuatro: subtotal, total, proximal subtotal y

gastrectomia ampliada.

La gastrectomia total es el procedimiento recomendado en el caso de lesiones
localizadas en el estdbmago proximal, en el tercio medio del mismo o en aquellos casos de tipo
difuso segun la clasificacion de Lauren. En aquellos casos en que el tumor estd localizado a
nivel del estomago distal, la realizacion de una gastrectomia total no ha demostrado aportar

ningun beneficio frente a la realizacién de gastrectomias subtotales’™"".

La diseccion ganglionar se define como DO (diseccion nula o incompleta de los grupos
ganglionares del nivel 1), D1 (diseccion completa de los grupos del nivel 1 pero no del nivel
2), D2 (diseccion completa de los grupos de los niveles 1 y 2 pero no del nivel 3) y D3
(diseccion de todos los ganglios de los niveles 1, 2 y 3). Hasta ahora, la definicion de estos
niveles se hacia en funcioén de la localizacion del tumor primario, resultando en un sistema
complejo y dificil de recordar. Por ello, la Japanese Gastric Cancer Association ha
establecido una nueva definicion de los diferentes tipos de linfadenectomias (D) que permite
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un manejo mas sencillo y que puede ser utilizado de forma mas amplia’>. La Japanese
Classification 2010 elimina la localizacién del tumor primario para definir los diferentes
niveles ganglionares y establece como nuevo criterio el tipo de gastrectomia (total, distal
subtotal, distal con preservacion pilérica o proximal). Otra novedad es la eliminacion del
concepto de linfadenectomia D3, como resultado del ensayo en que se demostraba que la
linfadenectomia paraaodrtica aumentaba la morbilidad sin mejorar la supervivencia respecto a
la diseccién D2 (JCOG 9501)*7*. No obstante, en los casos en que la diseccion incluya los
grupos 13,14v y/o 16, se permite recoger la informacién como linfadenectomia D2+. En los
tumores gastricos que invaden el es6fago debe afiadirse el grupo 110 a la linfadenectomia D1

y los grupos 19, 20, 110 y 111 a la linfadenectomia D2.

En todos los casos se recomienda la realizacion del analisis patoldégico microscopico
de los margenes de reseccion. En aquellos tumores con lesiones de patron infiltrativo se debe
lograr un margen quirtrgico proximal libre de tumor de Scm, pudiéndose reducir este margen
a2 cm en los casos expansivos. A nivel distal el piloro parece actuar como una barrera natural
y la infiltracion del margen quirtrgico distal es excepcional, considerandose suficiente un

margen de 2 a 3 cm.

5.2.2 Quimioterapia adyuvante

La necesidad de un tratamiento sistémico postoperatorio viene fundamentada en la
estrecha relacion entre la supervivencia de los pacientes y su estadio al diagnéstico. Es un
tumor agresivo que se presenta en el 65% de los casos en forma avanzada (T3 o T4) y en 85%
con ganglios comprometidos. La supervivencia global a 5 afios de los pacientes con
enfermedad resecada es de 30% y en enfermedad avanzada la supervivencia media sin
tratamiento es de 5.4 meses. Los esfuerzos para mejorar las tasas de supervivencia han
conducido a numerosos ensayos de tratamiento adyuvante y neoadyuvante (descritos mas

adelante), a partir de la década de 1970.

Desde finales de 1970 se inici6 el uso de quimioterapia en cancer gastrico. Tras el
comienzo de la monoterapia con 5-fluoracilo (5-FU), se han ido utilizando una serie de
agentes que conseguian al menos un 10% de respuesta objetiva en cancer gastrico avanzado.

Estos agentes, aparte del 5-FU fueron Mitomicina C, doxorubicina, epirrubicina, metrotexate,
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etopoxido y cisplatino. Mas recientemente, otros han mostrado su eficacia como monoterapia
especialmente oxiplatino, paclitaxel, docetaxel e irinotecan. Dados los indices de respuesta
limitados a la monoterapia, las combinaciones de quimioterapicos se perfilaban como una
buena estrategia para cancer gastrico avanzado, para mejorar la respuesta de los pacientes y su
supervivencia. La primera combinacion de quimioterdpicos se denomin6 FAM (5-FU,
doxorubicina y Mitomicina-C) publicado en 19807°

7782 evaluando el beneficio de la

Hasta 2002 se publicaron 6 metaanalisis
quimioterapia adyuvante, y a raiz de los cuales se evidencié un modesto pero estadisticamente
significativo beneficio en la supervivencia de aquellos pacientes que reciben tratamiento
postoperatorio. Asimismo este beneficio parece ser mayor, pero no exclusivo, en los pacientes
con afectacion ganglionar, pero existe el problema de que se compararon diferentes regimenes
de quimioterapia, principalmente basados en 5-fluoracilo, lo cual dificulta realizar una

recomendacion sobre un régimen en particular.

Al contrario de lo ocurrido con los estudios europeos de quimioterapia adyuvante un
estudio japonés® en fase III con 1059 pacientes con cancer géstrico resecado con diseccion
D2, en estadios II y II, ha logrado un impacto positivo en la supervivencia con el uso de un
derivado fluoropirimidinico de 4 generacion: S1. Los pacientes fueron randomizados a
cirugia sola versus cirugia seguida de S-1 en monoterapia durante 1 afio. Los datos finales
mostraron un incremento significativo en la supervivencia global a los 3 afios a favor del
grupo que recibia S-1 (80% vs 70% HR 0.68 IC 95% 0.52 - 0.87, con p=0.003). Ademas el
cumplimiento terapéutico (65.8%) fue notablemente superior a lo publicado en anteriores
estudios, por lo que los autores recomiendan el empleo de S-1 como terapia adyuvante tras

reseccion curativa de un neoplasia gastrica mediante linfadenectomia D2.

5.2.2.1 Quimiorradioterapia adyuvante

En el afno 2001 el Southwest Oncology Group (SWOG) publico los resultados de su
estudio INT 0116°. En este ensayo clinico 556 pacientes sometidos a una reseccién
potencialmente curativa de su neoplasia géstrica. El régimen adyuvante incluyd quimioterapia
administrada antes y después de la radioterapia. La radiacion se administrdé en el lecho

tumoral, los ganglios linfaticos regionales y 2 cm mas alld de los margenes proximal y distal
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de la reseccion (45 Gy en 25 fracciones). Después de un seguimiento medio de 5 afios, la
duracion media de la supervivencia del grupo con quimiorradiacién fue de 36 meses, frente a
27 meses en el grupo con cirugia sola (p=0.005); con toxicidad de grado 3 y 4 hematologica

en el 41% y gastrointestinal, en el 32% de lo pacientes, y muertes toxicas en el 1%.

Este esquema es considerado estandar en Estados Unidos, pero su aceptacion mundial
es menor, pues se realizé vaciamiento D2 en el 10%, D1 en el 36% y menos del 54% en D1 a
los pacientes, por lo cual qued6 a consideracion que la quimorradioterapia tuvo un efecto
compensador sobre la linfadenectomia insuficiente, considerando que los menos beneficiados
de la intervencion fueron los pacientes con D2, y que en estudios con cirugia sola y

vaciamiento D2 se publican tasas de supervivencia similares, sin manejo adyuvante.

Posteriormente un estudio retrospectivo sugiere el beneficio de la quimiorradioterapia
adyuvante comparada con el control en pacientes con vaciamiento D2 que incluia 544
pacientes tratados mediante linfadenectomia D2 seguida de quimioradioterapia con 5-FU y
Leucovorin. Los resultados de este grupo se comparaban con los de 446 pacientes tratados
solo con cirugia. La administracion de tratamiento quimioradioterapico adyuvante demostro
lograr un aumento en la supervivencia global mediana de 95 meses vs 62 meses; p=0.02), asi

como en la supervivencia libre de enfermedad (75 meses vs 52 meses p = 0.016)*.

5.2.3 Quimioterapia neoadyuvante

El tratamiento neoadyuvante (preoperatorio) ha demostrado conseguir la reduccion del
tumor primario permitiendo resecciones potencialmente curativas en casos inicialmente de
resecabilidad dudosa, sin comprometer por ello la supervivencia a largo plazo del paciente.
Cuando la enfermedad es metastasica, y a pesar de que la quimioterapia ha demostrado
mejorar la calidad de vida y la supervivencia de los pacientes, el tratamiento debe

considerarse como paliativo.

Se han publicado maultiples estudios en fase II no randomizados de quimioterapia
neoadyuvante en pacientes con cancer gastrico operable, no evidencidndose un aumento en la
morbimortalidad perioperatoria y lograndose tasas de resecciones RO entre el 72% vy el

87%". En el afio 2006 fue publicado el ensayo MAGIC® es un estudio fase III de pacientes
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con adenocarcinomas resecables de estomago (75%), esofago distal (15%) y union
gastroesofagica (10%), donde la quimioterapia perioperatoria con esquema ECF
(Epirrubicina, Cisplatino, 5Fu) comparada con la cirugia sola, mejora la supervivencia global
a 5 afios (36% vs 23%) (HR 0.75; IC 95% 0.6 - 0.93; p= 0.009), como de la supervivencia
libre de enfermedad (30% vs 18%) (HR 0.66; IC 95% 053 - 0.81; p=0.001). Asimismo la tasa
de resecciones consideradas curativas (R0O) fueron superiores en el grupo que recibid
tratamiento preoperatorio (79.3% vs 70% p= 0.03), sin evidenciarse ningun incremento en la
morbimortalidad perioperatoria. Al afio siguiente el FFCD 9703*® es un estudio fase III de
pacientes con adenocarcinomas gastrico y de esofago distal resecables; en los que los
pacientes recibian 3 ciclos de Cisplatino y 5-FU de manera preoperatoria frente al tratamiento
quirtrgico solamente. Al igual que en el estudio MAGIC, la administracion de quimioterapia
preoperatoria logré un aumento significativo en la supervivencia global a 5 afios (38% vs
24%, HR 0.69 IC 95% 0.5-0.95 p=0.02). Con base en esta evidencia, las guias de manejo
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) y European Society for Medical Oncology
(ESMO) recomiendan el esquema MAGIC y FFCD perioperatorio en pacientes con cancer

L 89,90
gastrico resecable™

5.2.4 Tratamiento quimioterapico de la enfermedad avanzada metastasica

El tratamiento quimioterapico de los carcinomas gastricos metastaticos debe
considerarse aun hoy en dia como un tratamiento paliativo. A pesar de los diferentes
esquemas terapéuticos empleados en los ensayos llevados a cabo en los ultimos 30 afos la
supervivencia global de los pacientes sigue siendo pobre. En la tabla 3 se muestra un resumen

de los estudios randomizados con diferentes esquemas de quimioterapia.

Entre los taxanos solo Docetaxel ha sido evaluado en el contexto de un ensayo clinico
randomizado fase III. Este fue el ensayo V-325°', en el cual 445 pacientes fueron
randomizados a recibir Docetaxel, Cisplatino y 5-FU (DCF) vs Cisplatino y 5-FU (CF). La
adicion de Docetaxel al esquema estandar CF logré una mejoria estadisticamente significativa
en la supervivencia global de los pacientes (9.2 meses vs 8.6 meses p=0.02), asi como en el
intervalo libre de progresion (5.6 meses vs 37 meses p < 0.001) y en la tasa de respuestas

objetivas (37% vs 25% con CF p=0.01). Asimismo, el esquema DCF mostré una mejoria en la
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calidad de vida, pero a expensas de una mayor toxicidad, principalmente por neutropenia

grado 3-4 del 82% vs 57%, y neutropenia febril del 29% vs 12%.

Tabla 3. Estudios randomizados que comparan esquemas de quimioterapia en cancer gastrico
avanzado.

Tiempo de S . .
. . R progresion upervivencia
Estudio Tratamiento n o . mediana p
(%) mediana
(meses) (meses)
Van Cutsem et al (V325)”" C5-FU 224 25 3.7 8.6 0
DC5-FU 221 37 5.6 9.2 '
Dank et al (V306)” C5-FU 163 26 4.2 8.7 NS
15-FU 170 32 5.0 9.0
Kang et al (ML17302)” C5-FU 137 29 5.0 9.3 NS
CX 139 41 5.6 10.5
Cunningham et al (REAL-2)** EC5-FU 263 41 6.2 9.9
EO5-FU 245 42 6.5 9.3 NS
ECX 250 46 6.7 9.9
EOX 244 48 7.0 11.2
Boku et al (JCOG9912)” 5-FU 234 9 2.9 10.8
CI 236 38 4.8 12.3 NS
S-1 234 28 42 11.4
Kiozumi et al (SPIRITS)” S-1 150 31 4.0 11.0 NS
CS-1 148 54 6.0 13.0

C: Cisplatino; D: Docetaxel; E: Epirrubicina; 5-FU: 5-fluoracilo; I: Irinotecan; O: Oxaliplatino; X: Capecitabina
R: Respuesta.

El ensayo REAL 2 es un estudio fase III randomizado con un disefio factorial 2x2 en
el cual se distribuyeron los pacientes entre 4 grupos de tratamiento: ECF (Epirrubicina,
Cisplatino, 5FU), EOF (Epirrubicina, Cisplatino, 5-FU), EOX (Epirrubicina, Oxaliplatino,
Capecitabina) o ECX (Epirrubicina, cisplatino, Capecitabina). El estudio fue disefiado para
demostrar la no inferioridad del oxaliplatino vs cisplatino, y la capecitavina vs 5-FU cuando
se utilizan para el tratamiento del cancer gastrico avanzado en un esquema con tres farmacos.
Tras la inclusion de mas de 1000 pacientes los resultados mostraron la no inferioridad de
Capecitabina frente a 5-FU y de Oxaliplatino frente a Cisplatino. No se demostraron
diferencias significativas en la tasa de respuestas entre los cuatro esquemas empleados;
aunque si una diferencia estadisticamente significativa a favor de EOX comparado con ECF
en términos de supervivencia global (mediana 11.2 meses EOX vs 9.9 meses ECF p=0.02)"*.
Este ensayo junto al publicado por Kang et al” demostrd la equivalencia de 5-FU y

Capecitabina cuando se administran en combinacion con derivados del platino.
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SPIRITS es un estudio fase III con pacientes, donde se evidenci6d que la combinacion
de cisplatino y S1 comparado a S1 mejoro la supervivencia global media 13 vs 11 meses asi
como el intervalo libre de progresion mediana 6 vs 4 meses y tasas de respuesta objetivas

(54% vs 31%).

5.3  Quimioterapia dirigida a dianas especificas

El tnico ensayo clinico randomizado fase III comparando el tratamiento con un
esquema quimioterapico estandar como Cisplatino/5-Fluoracilo 6 Cisplatino/Capecitabina vs
la combinacion de quimioterapia y un agente dirigido frente a HER2 es el denominado ensayo

ToGA (Trastuzumab on Gastric Cancer)’’.

Este estudio fue llevado a cabo de manera multicéntrica en 24 paises de Asia,
Sudéfrica, Australia, Europa, Centroamérica y América del Sur. En este ensayo se incluyeron
pacientes con sobreexpresion 3+ de Her2 medida por IHQ o con amplificacion de HER?
determinada por FISH, ratio >2. Tras realizar el cribado mediante IHQ y FISH a 3807
posibles candidatos, de los cuales 810 presentaron sobreexpresion del receptor o
amplificacion del gen HER2, se incluyeron en el estudio 594 pacientes. Estos fueron
randomizados a recibir Cisplatino y 5-FU o Cisplatino y Capecitabina (a criterio del
investigador) 6 el mismo esquema quimioterapico mas Trastuzumab (dosis de carga 8mgr/Kg,
seguido de 6mgr/Kg), todo ello administrado cada 3 semanas. El objetivo principal del
estudio era encontrar una diferencia significativa en la supervivencia global de los pacientes a
favor de la rama experimental con Trastuzumab y, entre los objetivos secundarios, un
aumento en la tasa de respuestas objetivas al tratamiento y en el intervalo libre de progresion

tumoral.

El resultado principal del estudio fue alcanzado, logrando la adicion de Trastuzumab
al tratamiento quimioterapico estandar un incremento en la supervivencia global de 2.7 meses
(de 11.1 en la rama control a 13.8 en la rama experimental con Trastuzumab), lo que se
corresponde con un Hazard Ratio (HR) de 0.74 (IC 95% 0.60-0.91, p=0.0046). De igual
manera, se cumplieron los objetivos secundarios del estudio aumentando el tiempo libre de

progresion tumoral de 5.5 meses a 6.7 meses (HR 0.71 IC 95% 0.59-0.85, p= 0.002), e
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incrementando la tasa de respuestas tumorales objetivas del 35.5% en la rama de

quimioterapia estandar al 47.3% en la rama que incluia Trastuzumab (p=0.0017).

El conocimiento mas profundo de los factores moleculares de esta neoplasia esta
contribuyendo al desarrollo de nuevos agentes que son dianas en aspectos criticos de la vias
oncogénicas. En varios tipos de tumores, incluyendo neoplasias hematoldgicas, cancer
colorrectal, cancer de mama, céncer renal y tumores gastrointestinales muchas dianas
moleculares han mostrado una significativa actividad antitumoral. Por lo tanto, la
incorporacion de estos agentes biologicos en los regimenes terapéuticos también esta siendo
investigada para pacientes con cancer gastrico, entre los numerosos farmacos desarrollados se
encuentran inhibidores de la angiogénesis, agentes frente al receptor de crecimiento

epidérmico (EGFR), tal y como se resume en la tabla 4 y 5.

Tabla 4. Ensayos clinicos en curso, que incluyen combinaciones de diversos farmacos
con Trastuzumab en cancer gastrico avanzado HER2 positivo.

Fase P b e PP Bswdo U
I  Docetaxel, oxaliplatino, capecitabina 15 DMT ANR NCT01295086

Oxaliplatino, capecitabina, bevacizumab 36 RR R NCTO01191697
Oxaliplatino, capecitabina 56 RR R NCTO01396707
Oxaliplatino, capecitabina 51 RR R NCT01364493

I Oxaliplatino, capecitabina 51 SG R NCT01503983/HerXO
Oxaliplatino, capecitabina, 40 EA R NCTO01748773/TOXAG
quimioradioterapia
Cisplatino,capecitabina, pertuzumab 30 EA AcNR  NCT01461057
Cisplatino, TS-1 30 RR R NCTO01736410
Cisplatino,capecitabina, pertuzumab 400 SG R NCT01450696/HELOISE

1 Pertuzumab, quimioterapia estandar 780 SG R NCTO01774786
Trastuzumab-DM1, taxano 412 SG R NCT01641939

v Quimioterapia estandar 30 SLP R NCT01260194
Observacional trastuzumab 1500 RR/SLP R NCT01220934

PF: Punto final; DMT: Dosis maxima tolerable; ANR: Aun no reclutando; RR: Rata de respuesta; R: reclutando;
SG: Supervivencia global; EA: Efectos adversos; AcNR: Activo no reclutando; SLP: Supervivencia libre
progresion. Disponible en: http: //clinicaltrials.gov (visitado 17.06.13).
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Tabla 5. Ensayos clinicos con nuevos farmacos dirigidos a dianas terapéuticas en pacientes
con cancer gastrico avanzado HER2 positivo.

traglllllfi’:n to Fase Esquema de tratamiento Ptes PF Estado Iﬁ::gll)gl: I"Y"EPI[ZL
Lapatinib, capecitabina 76 RR AcNR NCTO01145404
1 Lapatinib, carboplatin, paclitaxel 43  EA/RR AcNR NCT01395537
1.2 MM, paclitaxel, trastuzumab, 180 SLP R NCT01774851
Lapatinib, capecitabina 68 RR AcNR NCT00526669
1 Oxaliplatino, capecitabina, 535 SG AcNR NCT00680901/LOGIC
lapatinib
*’Pb-TCMC-trastuzumab 36 EA R NCT01384253
MGAH?22 30 EA R NCTO01148849
LIM716 50 DMT R NCTO01598077
r HER2 dominio intracelular 5-25 RI T NCT00005956
MVF-vacuna HER2 12 RI/JEA NS NCTO00017537
58 HER2-ECD vacuna 40 RI/EA R NCT01526473
) CUDC-101 40 EA T NCT01171924
Lapatinib, Nab-paclitaxel 15 DMT R NCT00313599
Afatinib (BIBW 2992) 27 RR R NCTO01522768
I AUY92, trastuzumab 48 RR T NCTO01402401
Lapatinib, capecitabina 76 RR AcNR NCTO01145404/GastroLap
III Lapatinib, paclitaxel 273  SG T NCT00486954/TYTAN

PF: Punto final; RR: Rata de respuesta; AcNR: Activo no reclutando; EA: Efectos adversos;
SLP: Supervivencia libre progresion; R: Reclutando; SG: Supervivencia global; DMT: Dosis maxima tolerable;
RI: Respuesta inmune; T: Terminado; NS: No se sabe. : Disponible en: http: //clinicaltrials.gov (visitado
17.06.13). “"Tumores gastricos y otro tipo de tumores HER2 positivo.

6 ALTERACIONES GENETICAS EN ADENOCARCINOMAS GASTRICOS

En el momento actual, se reconoce que la transformacion neoplasica constituye el
resultado de una cascada de eventos moleculares que conducen a la pérdida del control
normal sobre la proliferacion, la diferenciacion y/o la supervivencia celulares, asi como de las
interacciones normales de la célula alterada con el micromedioambiente en el que se localiza;
en este proceso, las alteraciones genéticas desempefian un papel ontogénico clave’™”,
acumulandose de forma progresiva en las células neoplasicas del tumor. Esto es debido a la
existencia de inestabilidad genética y/o cromosOmica, que habitualmente se manifiesta
mediante la aparicion y coexistencia de multiples alteraciones cromosomicas y/o moleculares
en las células tumorales de cada paciente. En las dos ultimas décadas se ha incrementado de
forma notable el numero de estudios en los que se analizan las caracteristicas citogenéticas de

100-108

los adenocarcinomas gastricos . La caracterizacion citogenética de estos tumores se ha

100-109

realizado mediante técnicas cariotipicas convencionales complementadas a lo largo de
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los ultimos afios con técnicas moleculares. En este sentido, se han empleado técnicas de
hibridacion in situ fluorescente sobre niicleos interfasicos (iIFISH)''*'"°, hibridacion gendémica
comparada (CGH)'**'* y SKY"*%¥ Mas recientemente, a esta bateria de aproximaciones
metodologicas, se han afiadido técnicas de “arrays”, tanto de expresion (arrays de
oligonucleotidos) como de ganancias y pérdidas cromosomicas (polimorfismo de nucledtido
unico SNPs), con estas nuevas aproximaciones se logra un analisis masivo de alta resolucion

de las alteraciones genéticas presentes en las células tumorales de los ADC géstricos.

En su conjunto, estos estudios han identificado cambios cromosémicos recurrentes,
entre cabe destacar ganancias de las regiones cromosémicas 3q, 7p, 7q, 8q, 13q, 17q, 20p, 20q

120-122,124,125,139 . o .t
Soh e siendo la anomalia mas frecuente la pérdida

y pérdidas de 4q, 9p, 17p y 18q
(monosomia) del cromosoma 17 o la delecion del brazo corto de este cromosoma
(17p7)! 0511312431190 " Bt resultados indicarian que algunos genes localizados en el brazo
corto del cromosoma 17 podrian estar involucrados en las numerosas etapas del proceso de
transformacion neoplasia de la mucosa normal. Estos hallazgos han sido confirmados reciente
mediante estudios de iFISH, LOH y CGH que muestran la existencia de una elevada
proporcion de céancer gastrico de anomalias estructurales que afecta tanto a regiones

centroméricas'*! 146

como a fragmentos localizados telomericamente a 17p13 (donde se
localiza el gen TP53, asociados a la pérdida del brazo corto del cromosoma 17)"*"*! Otros
estudios demostraron que, ademas de las alteraciones del cromosoma 17, con frecuencia se
observa la presencia de cariotipos complejos definidos por la coexistencia de alteraciones
numéricas y/o estructurales de otros cromosomas, asociados o no a la pérdida de 17/17p".

: : o 1 108,109,142
Estas alteraciones incluyen principalmente pérdidas de los cromosomas 1p ™,

105,108,152 105,108,153 . . 102,106,108,154-15
3p %, 13q 7, junto con deleciones a nivel de los cromosomas 6q 7
de los cromosomas sexuales'™>'®. Por el contrario, las alteraciones genéticas asociadas a

ganancias son menos frecuentes y afectan preferentemente a los cromosomas 7p'**'%>1%%,

100,159 106,109 T -
27, 11p ™. Estos hallazgos indican que, como ocurre en otros tipos de tumores, los

8q
ADC géstricos representan un grupo de neoplasias citogenéticamente heterogéneas. Ademas
la heterogeneidad genética, existe una gran variabilidad en la literatura en relacion con la
incidencia exacta de cada anomalia genética concreta. Por ejemplo, la incidencia de pérdida
de 17p13, oscila en la literatura entre el 48% y 63 %'**"*! dependiendo de las serie
analizadas. Aunque, no se conocen con precision las causas de esta variabilidad, se cree que

puede estar relacionadas con cuestiones metodoldgicas, los criterios empleados para definir la

existencia de anomalia en este cromosoma y el pequefio numero de pacientes en una
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importante proporcion de trabajos. Mas adelante se discuten de forma mas precisa en esta
introduccion, las ventajas y limitaciones de las distintas técnicas utilizadas habitualmente para

el estudio de las aberraciones citogenéticas en adenocarcinomas gastricos.

6.1 Alteraciones genéticas

En la figura 3 se representa de forma esquematica un modelo hipotético de la
progresion desde el epitelio normal al carcinoma invasor, reconociéndose una secuencia
epitelio normal-metaplasia-adenoma-carcinoma y metéstasis™'® de acuerdo con la secuencia
de alteraciones genéticas que hipotéticamente se acumularian en la célula neopléasica. En
dicho modelo, se propone una via de carcinogénesis relacionada con el fallo de los
mecanismos moleculares subyacentes a la enfermedad que incluyen anomalias en oncogenes,
genes supresores de tumores, moléculas de adhesion celular y reguladores del ciclo celular.
Las diferentes alteraciones genéticas encontradas en cancer gastrico segun la clasificacion de
Lauren y sus implicaciones en el comportamiento clinico y bioldgico de la enfermedad se

resumen en la tabla 6.
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A

Mutacién APC
Mutacién P53

—)

P53 mutacién /LOH
P27 |
Amp HER2

=

Infeccién
H pylori Sl 7
79 LOH Cancer avanzado
RUNX3 | Amp CCNE Invasién metastasis
CCNE 1} P27
CDC25B 1 mffsﬂ
CD44 TA
P73 LOH CD46 TA
CDH1 | / Mutacién
RARp|
Amp KSAM
Amp MET
Infecciéon
; H pylori KR
Mucosa normal Tipo difuso “early” Cancer avanzado
Invasién metastasis
CCNE 1
RUNX3 |
CDC25B1 Zq L%NE
CD44TA mp
17921 LOH RUNX3|
P27|
P53 mutacién /LOH NM23|
Acetilacion histonas CD46 TA

Expresion hTERT con activacion telomerasa

Figura 3. Modelo hipotético de progresion tumoral segiin los cambios genéticos y epigenéticos asociados a
adenocarcinomas gastricos

(A) tipo intestinal, (B) tipo difuso, descritos en la literatura®"'®
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Tabla 6. Genes y sus alteraciones asociadas a cincer gastrico.

Frecuencia (%)

Progresién

Metastasis a

Supervivencia

Gen Papel fisiologico Alteracion Intestinal Difuso Local distancia Prondstico prolongada Referencias
TP53 Ciclo celular y Mutacién/LOH/ ~8-65 Si Si No No 64,65,161,162
Apoptosis hipermetilacion/ correlacion
sobreexpresion
APC Control del crecimiento Mutacion/LOH ~50 No No Pobre No 103165
celular, proliferacion
Vias wnt/B-catenina/
TGFpB
RUNX3 Factor transcripcion Delecion hemicigota/ 15-45 40-80 Si Si Pobre No 166-168
hipermetilacion/
pérdida de la expresion
DCC Adhesién celular LOH 50 Si Si Resultados Si 199170
discordantes
KRAS Transduccion de sefiales Mutacion 10 No No No No e
correlacion
ERBB? Receptor transmembrana  Amplificacion/ ~10-30 ~2-6 Si Si Pobre No 8961
protein-quinasa sobreexpresion
MET Receptor factor Amplificacion/ 20 40 Si No Pobre No e
crecimiento hepatocito sobreexpresion
KSAM Receptor factor Amplificacion/ ~35 Si No Pobre No s
crecimiento sobreexpresion
CDH1I Adhesion celular y LOH/Mutacion/ ~20-90 Si Si Pobre No 17478
migracion via TGFB hipermetilacion/
pérdida de la expresion
CD44 Adhesion celular Hipermetilacion 31-72 17-48 Si Si Pobre No r
NM23 Supresor de metastasis Disminucion 3-25 30-70 Si Si Pobre Resultados 178-180
discordantes
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Tabla 6. Genes y sus alteraciones asociadas a cincer gastrico.

Frecuencia (%)

Progresion

Metastasis a

Supervivencia

Gen Papel fisiologico Alteracion - - R . Pronéstico Referencias
Intestinal  Difuso Local distancia prolongada

CCNE! Ciclo celular Amplificacion/ ~15-20 Si Si Pobre No 81
sobreexpresion

CDKNIB Ciclo celular Disminucion de la ~40-50 Si Si Pobre No 182,183
expresion

FHIT Supresor tumoral Pérdida de la expresion 35-65 20-80 Si Si Pobre No 184,185
proteica (LOH, MSI)

cox2 Enzima sintesis Sobreexpresion 60-70 30-70 Si Si Resultados No 186-188

prostaglandinas discordantes

VEGF Factor de crecimiento Sobreexpresion 65 34-45 Si Si Pobre No 186,189,190

RBI Ciclo celular Expresion disminuida 60 50 No aplica No aplica Pobre No 181

CDKNIA  Ciclo celular Pérdida 60 Si Si Pobre No 191191192

PRL-3 Senalizacion celular Sobreexpresion 30-40 25-60 Si Resultados Pobre No 193-195

discordantes
MYC Ciclo celular, Amplificacion/ ~40-45 Posible Posible Pobre No 196199
susceptibilidad apoptosis sobreexpresion

BCL2 Inhibidor de apoptosis LOH/sobreexpresion ~12-35 No No Bueno Si 200

CDKN24  Ciclo celular Metilacion/LOH ~12-30 Si Si Pobre No 201202

BAX Inhibidor de apoptosis Expresion disminuida 10 5 No aplica Si Pobre No 208

PTEN Ciclo celular LOH/mutacion Si Si No No 204,205

correlacion
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6.1.1 Cancer gastrico de tipo Intestinal

Los tumores de tipo intestinal se caracterizan por la acumulacion progresiva de
alteraciones genéticas, que tienen lugar paralelamente a la evolucion de la alteracion

histologica que se inicia de acuerdo con el modelo postulado por Correa et al’”

, COMO una
mucosa gastrica normal con hiperproliferacion epitelial y se transforma en gastritis cronica
con varios grados de atrofia, metaplasia intestinal, displasia y, finalmente, carcinoma (Figura
3A). Asimismo, la inactivacion de los genes supresores 7TP53, APC, DCC vy
RUNX3!60.161.166.207-209 4ehido a mutaciones y/o pérdida de la heterocigosidad (LOH) son las

alteraciones genéticas mas frecuentemente encontradas, la activacion de los oncogenes

HER2 y KRAS59—61,21()—212

La alteracion genética mas frecuentemente encontrada en ADC gastricos consiste en
alteraciones genéticas que afectan al gen supresor 7P53, localizado en la region cromosomica
17p13.1 y que estdn presentes en aproximadamente en el 60% de los casos
independientemente del tipo histologico, observandose con frecuencia en lesiones precursoras
como metaplasia intestinal, displasia y adenomas'**"*'®. De acuerdo con ello, los estudios
citogenéticos senalan que la alteracion cromosdémica mas frecuente en los ADC gastricos es la
pérdida total o parcial del cromosoma 17 y que esta podria constituir uno de los primeros
cambios que ocurren en el desarrollo de este tipo de tumores'*”'?’. Esta observacion ha sido
corroborada empleando marcadores polimoérficos mediante la comprobacion de la existencia
de LOH a nivel de 17p en alrededor de 3% a 65% de los casos de cancer de estomago®'’.
Desde el punto de vista patogénico, merece destacar que la mayor parte de las mutaciones
encontradas en el gen TP53, con llevan a la pérdida de funcién del gen, produciendo una
proteina anémala mas estable que la hace detectable mediante técnicas inmunohistoquimicas
(IHQ), habiéndose encontrado una frecuencia de alteraciones que oscila entre un 13-54
%8182 14 influencia de una expresion anomala de TP53 en el prondstico es
controvertida, encontrandose resultados discordantes en los diferentes trabajos encontrados en
la literatura, algunos de los cuales asocian la positividad de p53 a un peor prondstico' *2'#22,
mientras que otros estudios no encontraron esta asociacion”>'**2. TP53 funciona como un
factor de transcripcion, activando la expresion de genes que controlan la transicion entre

diferentes fases del ciclo celular, la apoptosis, la reparacion del ADN vy la angiogenésis**®. En

este sentido, se observan alteraciones de 7P73 en el 38% de los canceres gastricos, gen
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supresor tumoral asociado con 7P53, las alteraciones de este gen junto con la expresion de
pS2 son més frecuentes en los canceres gastricos de tipo foveolar™*. La proteina pS2 es
expresada normalmente por las células epiteliales foveolares gastricas. A nivel gastrico pS2 se
cree que actiia como un supresor tumoral. Fujimoto et al’>’ observé que la positividad de pS2
se asocia con tumores gastricos bien diferenciados, constatandose hipermetilacion del
promotor en los casos pS2 negativo sugiriendo el importante papel de pS2 en las fases

iniciales de la transformacion maligna gastrica del tipo intestinal®>.

Ademas de TP53, se han identificado la presencia de otros genes supresores de tumor
en este tipo histologico. Asi, mutaciones a nivel del gen supresor tumoral APC (adenomatous
poliposis coli), localizado en el brazo largo del cromosoma 5, se observa hasta en el 60% de

226 Ademas, se encuentra

los tumores gastricos de tipo intestinal, pero no en el tipo difuso
alterado en el 6% de metaplasia intestinal”>***’. Normalmente, en el citoplasma de una célula,
APC junto con GSK-3f se unen a B-catenina. Mutaciones en 4PC, hacen que no se una a f3-
catenina y quede libre en el citoplasma. Asi, B-catenina libre, trasloca al nucleo donde forma
un complejo con el factor de células T (TCF), activando la expresion oncogénica lo que

conlleva a una proliferacion anormal®*®.

Otro gen supresor de tumor frecuentemente alterado en céncer gastrico es RUNX3,
localizado en 1p36.11, regiébn cromosdmica frecuentemente afectada por pérdida de
heterocigosidad en diferentes tipos de tumores solidos™. Li er al*’ estudiaron ratones
knockout para RUNX3 y demostraron que la mucosa gastrica de estos animales presenta
hiperplasia por un aumento de proliferacion y supresion de apoptosis. Entre el 45-60% de los
tumores gastricos presentan una disminucion en la expresion de este gen debido a LOH e
hipermetilacion del promotor*°. La metilacién de RUNX3 también se encuentra en el 8% de
las gastritis cronica, 28% de las metaplasias intestinales y 27% de adenomas géstricos™".
Funcionalmente este gen codifica para un factor de transcripcion que es diana de la via de

232

transduccion de sefial de TGF-B Esto sugiere que RUNX3 es una diana para el

silenciamiento de genes epigenéticos en la carcinogénesis gastrica®’>>.

La pérdida de la region cromosdmica 18921, donde se ubica el gen DCC (deleted in
colorrectal carcinoma) es muy importante en la tumorigénesis colorrectal, encontrandose
también implicado en cancer géstrico™***. El gen DCC codifica una proteina de membrana

de la superfamilia de las inmunoglobulinas®’. Diferentes estudios encuentran pérdida de la
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expresion en el 12-49% de los casos de cancer gastrico y se relaciona con el tipo intestinal en

. 236,238
estadios avanzados™ "

Desde el punto de vista citogenético, la pérdida de 1q y 7q representa una de las
primeras anomalias en el tipo intestinal, mientras que la pérdida de 1p se encuentra mas
frecuentemente en el tipo difuso'*”, donde se encuentran otros genes supresores de tumor. No
obstante, queda por conocer el papel especifico de ellos en el origen y progresion de los ADC

gastricos.

Diferentes estudios han demostrado que la infeccion crénica de H. pylori puede causar
o intuir alteraciones genéticas definidas por mutaciones puntuales, en distintos oncogenes,
uno de los mas estudiados en el ADC gastrico es KRAS una proteina de membrana con
actividad GTPasa que afectan la proliferacion celular™. En cancer gastrico se ha detectado la
presencia de mutaciones principalmente en el codon 12 en el tipo intestinal y sus lesiones
precursoras, metaplasia intestinal y adenoma, pero no en el ADC de tipo difuso'***'"*"2, Sin
embargo, otros estudios demostraron que las mutaciones en el codon 12 es un evento

infrecuente en cancer gastrico®'>***!,

Los receptores tirosina quinasa son una subclase de receptores para factores de
crecimiento con una actividad quinasa intrinseca controlada por ligando. Estos receptores
regulan diversas funciones en la célula normal y tienen un papel crucial en la oncogenésis>*.
A esta familia de receptores pertenece el oncogén ErbB2 (Erytroblastic leucemia viral
oncogen B 2), también conocido como HER2/NEU, c-erb-B2 o HER?2 localizado en el
cromosoma 17g21 y codifica para una proteina transmembrana de 185 kDa y no se ha
descrito ningn ligando conocido capaz de unirse con alta afinidad al ectodominio del

238243245 realizados analizando el estado de HER?

receptor HER2. Desde los primeros trabajos
en cancer gastrico se observd una mayor incidencia de casos con sobreexpresion proteica y/o
amplificacion del gen en los tumores tipo histoldgico intestinal segun Lauren. Existe un rango
muy amplio de positividad ente los diferentes estudios que van desde el 8%*° hasta el 53%".
En relacion con el posible caracter pronostico de la expresion y/o amplificacion de HER2 en
cancer gastrico es un tema controvertido por los diferentes resultados entre unos estudios y
otros a la hora de determinar la existencia o no de una asociacion entre la progresion de la

enfermedad y la sobreexpresion y/o amplificacion del mismo. Algunos estudios no encuentran

ninguna relacion significativa entre la expresion de HER?2 y el pronoéstico de los pacientes con
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cancer gastrico™***; por el contrario, otros estudios®****** han descrito una asociacion entre

la presencia de sobreexpresion de HER2 o su amplificacion génica y un prondstico adverso
determinado fundamentalmente por una mayor incidencia de metéstasis ganglionares, un
tamafio tumoral mayor y una supervivencia a los 10 afios inferior en aquellos pacientes con

sobreexpresion/amplificacion positiva.

6.1.2 Cancer gastrico difuso

El tipo difuso de ADC gastrico no parece seguir un proceso multipaso de desarrollo y
aparentemente se inicia desde una mucosa géstrica sana sin cambios tisulares previos®'®
(Figura 3B). En una elevada proporcion de los tumores de tipo difuso se detecta inestabilidad
de microsatélites, ademas de una alta frecuencia de amplificacion de factores de crecimiento

tales como MET y K-SAM.

En este sentido el gen MET codifica un receptor para el factor de crecimiento de
hepatocitos. Especialmente interesante resulta el hallazgo de que la frecuencia de alteraciones
de MET varia en los subtipos histologicos mas comunes de ADC gastricos. Asi, mientras que
en los de tipo difuso se detecta la presencia de alteraciones de MET en aproximadamente el
39% de los casos, en los de tipo intestinal, éstas tan s6lo se encuentran en un 19%.%! Se ha
encontrado una relacion estadisticamente significativa entre la amplificacion de MET con
estadio tumoral, metéstasis ganglionares y profundidad de la invasién tumoral en la pared
gastrica®’?*%. La sobreexpresion se asocia a estadios avanzados de la enfermedad y menor

. . 253,254
supervivencia™™

. El oncogen KSAM se encuentra frecuentemente activado exclusivamente
en carcinomas gastricos de tipo difuso y su sobreexpresion se asocia con un peor

prondstico®>.

En el proceso de diseminacién y metastasis del ADC gastrico resultan determinantes
las interacciones de las células neoplasicas entre si con las células estromales y endoteliales y

con los componentes de la matriz extracelular”®?®. Las

cadherinas, una superfamilia de
glicoproteinas de membrana dependientes de calcio, son responsables de la adhesion
homofilica célula-célula. El gen supresor CDH1, localizado en 16q22.1, codifica para la E-
cadherina cuya principal funcion es preservar la integridad epitelial a través del

mantenimiento de la adhesion intercelular y la polaridad celular”®?*°. Mutaciones en CDHI
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son exclusivas de los tumores difusos esporadicos™' y se presentan en el 50% de los casos.
En pacientes con cancer gastrico difuso hereditario se ha identificado méas de 14 mutaciones
en la linea germinal de uno de los alelos del gen CDHI?* que afectan a 8 de sus 16 exones™.
El riesgo de desarrollar cancer gastrico a lo largo de su vida en las personas portadoras de una
mutacién del gen CDHI es del 67% en hombres y del 83% en mujeres®®’. La pérdida de
expresion de E-cadherina, se ha asociado a tumores mas invasivos, con mayor capacidad

- : . 265,266
metastasica y menor supervivencia global™ ™.

Hasta la fecha se han identificado la presencia de otros genes involucrados en las
primeras etapas del proceso de transformacion maligna de la mucosa normal, entre ellos se
incluye el CD44, localizado a nivel de 11p13 y que codifica para una familia de molécula que
interviene en la adhesion intercelular y con la matriz extracelular. En tumores primarios y
recidivas se encuentra una sobreexpresion de isoformas alteradas de CD44 y la frecuencia de
estos transcriptos anormales varian segun los subtipos histologicos®®’. Asi se encuentran una
sobreexpresion de CD44 en el 60% de las metaplasias intestinales y ausente en la mucosa
normal”®®. La osteoponina (OPN), es un ligando de la proteina CD44, que se sobreexpresa en
el 73% de los carcinomas gastricos y cuando se co-expresa con CD44v9 se asocia con

invasion linfatica y metastasis®®*2"°.

Otras anomalias genéticas implicadas en la progresion tumoral, incluyen alteraciones a
nivel del gen NM23 (nucleoside diphosphate kinase), considerado un gen supresor del
proceso metastasico. La expresion alterada de este gen en carcinoma gastrico y su
significacion es controvertido. Mientras unos autores encuentran una relacion inversa entre la

e . il . . 178.
expresion del gen y el potencial metdstasico”” y con supervivencia prolongada °; otros
estudios no encuentran ninguna correlacion que sugieran que es un supresor de metastasis y

correlaciéon con metastasis' '8,

Anomalias en los reguladores del ciclo celular también estdn involucrados en el
desarrollo y progresién del cancer géstrico a través de la proliferacion celular incontrolada®’?.
Especificamente, las alteraciones genéticas y la expresion anomala de las ciclinas y de las
diversas quinasas ciclina dependientes (CDK), asi como los inhibidores de CDK, juegan un
papel en la patogénesis del cancer gastrico. La amplificacion de Ciclina E se ha observa en el

273

10 y 20% de los canceres gastricos de tipo difuso e intestinal, respectivamente””. Ademas, la

sobreexpresion de ciclina E se correlaciona con estadio tumoral avanzado, invasividad y
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grado histolégico®”. Por otra parte, se ha sugerido que p27 es una proteina inhibidora de las
quinasas dependientes de ciclinas en la transicion entre las fases G1 y S del ciclo celular, tiene
importancia prondstica en cancer gastrico. La pérdida de la expresion de p27 se detecta en
aproximadamente el 40-50% de los canceres gastricos” . Algunos estudios han relacionado la
baja expresion de la proteina p27 con tumores pobremente diferenciados y estadios
avanzados'®'®. Sin embargo, otros autores no encuentran una asociacion estadisticamente
significativa entre la supervivencia global (SG) de los pacientes con una alta o baja expresion

de esta proteina.””.

6.2 Impacto prondstico de las alteraciones cromosomicas en los ADC gastricos

En las ultimas décadas se ha avanzado considerablemente en el conocimiento de las

120,124,126,131,145,276-278 Con ello
M b

caracteristicas citogenéticas de los adenocarcinomas gastricos
ademas de conocerse la frecuencia relativa de cada una de las anomalias detectadas, se han
identificado asociaciones clinicas y pronosticas relevantes, confirmando la naturaleza
heterogénea de los adenocarcinomas géstricos, desde el punto de vista genético'?'+!#%128279:280
No obstante, pese a la gran cantidad y heterogeneidad de las alteraciones genéticas descritas
hasta la fecha en los ADC géstricos y su frecuente asociacion con el grado histologico del
tumor, siguen siendo pocos los trabajos en los que se demuestra de forma fehaciente su
asociacion con el pronostico de la enfermedad. Diversos estudios realizados empleando la
técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) han mostrado la existencia de cambios
citogenéticos relacionados directamente con el comportamiento bioldgico de los ADC
géstric0114'119. En este sentido, Onchi et al’ 14, encontraron la existencia de una asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de metdstasis ganglionares y ganancias a
nivel del cromosoma 17. En esta misma linea, se encuentran los resultados observados por
Terada et al'”®, describieron que las anomalias del cromosoma 17 se asocian con profundidad
de la invasion, metéstasis ganglionares, invasion linfatica y venosa. Asi mismo, merece
destacar el trabajo realizado por que Kitayama e al’’®, donde se observa que las anomalias
numéricas que afectan a los cromosomas 3, 10, 11, 12, 17 y Y se asocian con un prondstico
adverso de la enfermedad. Por el contrario, otros estudios no encuentran ninguna asociacion
entre las distintas alteraciones cromosémicas y las caracteristicas clinico-patologicas de la

enfermedad''®!".
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La mayoria de los estudios referidos en la literatura en los que se ha analizado el
impacto pronostico muestran que los ADC gastricos que presentaban ganancias en los
cromosomas 18q y 20q correspondian con mayor frecuencia a tumores histologicos de tipo
intestinal, mientras que en los de tipo difuso las ganancias mas frecuentes se encontraban en
los cromosomas 8q, 13q y 17q'%". En esta misma linea, se encuentran los resultados
observados por Wu et al’*!, quienes analizaron por CGH un grupo de 53 tumores gastricos,
observaron que los tumores de tipo intestinal presentan con mayor frecuencia ganancias en los
cromosomas 8q, 17q y pérdidas en 3p y 5q que los tipo difuso, mientras las ganancias en 13q
son mas frecuentes en el tipo difuso. Estos resultados coinciden con observaciones previas de

122,281
otros autores

que indican que los ADC de tipo intestinal presentan con mayor frecuencia
anomalias en los cromosomas 8q y 17q, mientras que ganancias en 13q han sido previamente
reportadas por Koizumi et al’’’, en los carcinomas de tipo difuso. No obstante, esto no ha

podido ser confirmado por otros estudios'*13°

que no han encontrado una asociacion
estadisticamente significativa entre las alteraciones cromosomicas y el tipo histologico segun

Lauren.

Desde el punto de vista clinico, Kang ez al'**

han descrito dos regiones cromosomicas
asociadas con la presencia de metéstasis ganglionares (9p23, 14q31) y dos regiones en (4q23
y 4g28) con metastasis a distancia. Ademas, las ganancias en 5pl4, 7921, 7q31 y 7q36 y/o
pérdidas en 22qll se relacionan con la presencia de metéstasis peritoneal y/o citologia

peritoneal positiva'>.

6.3 Métodos de estudio de las alteraciones genéticas de los adenocarcinomas gastricos

En la actualidad, disponemos de una amplia bateria metodoldégica para el analisis de
las alteraciones genéticas de los adenocarcinomas gastricos, que van desde las técnicas
convencionales de citogenética y biologia molecular, al analisis de acidos nucleicos mediante
microarrays de oligonucleotidos. No obstante, mientras que hasta la fecha algunos de estos
métodos se han aplicado ampliamente al estudio de los adenocarcinomas, esto no ha ocurrido

con otras técnicas.
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6.3.1 Técnicas citogenéticas y moleculares convencionales

6.3.1.1 Técnicas de hibridacion in situ fluorescente

La hibridacion in situ fluorescente (FISH, del inglés, Fluorescence in situ
hibridization) es una técnica que permite la deteccion y localizacion de secuencias especificas
de ADN o RNA sobre preparaciones cromosomicas, extensiones celulares y cortes de tejido
conservando su estructura morfologica. El método se basa en el emparejamiento especifico de
dos secuencias de acidos nucleicos complementarias, en el que una sonda marcada forma un
hibrido con la secuencia de ADN diana frente a la que va dirigida. Dicho hibrido puede
visualizarse tras un revelado inmunoldgico. Para ello, una vez obtenido el material celular es
necesario disponer de sondas marcadas frente a la secuencia de ADN o ARN problema y de
forma secuencial hacer accesible a la sonda, la secuencia de acido nucleico que se pretende
detectar - pretratamiento de la muestra-, desnaturalizar el ADN - desnaturalizacion - , permitir
la hibridacion de los 4cidos nucleicos, y visualizar la reaccion - revelado inmunologico- para

proceder a su lectura en un microscopio de fluorescencia.

Uno de los mayores problemas a los que se enfrenta la citogenética convencional es la
ausencia de metafases; su gran ventaja reside en ser una técnica que permite el analisis
simultaneo de todo el genoma. La técnica de FISH ha resuelto, al menos en parte, el primer
problema al permitir analizar nucleos en interfase; en cambio su gran limitacion reside en que
no se puede emplear como una técnica de rastreo diagnodstico, como en el cariotipo, ya que
solo detecta las alteraciones genéticas de forma dirigida. Asi, aunque el FISH no permite
obtener una informacion global del genoma, facilita el estudio simultdneo de varias regiones
del genoma, de forma rapida, sensible, especifica y reproducible tanto sobre nucleos

interfasicos como en cromosomas metafasicos.

6.3.1.2 Arrays genomicos

En la ultima década la técnica de los arrays gendmicos (CGH-array o Array-CGH) ha
permitido conocer con mas profundidad los cambios gendmicos presentes en las diferentes
tipos de neoplasias. Esta metodologia combina la resolucién del FISH y la capacidad de
analizar todo el genoma. Por consiguiente, el array gendmico es una herramienta muy valida

para el anélisis de los cambios en el nimero de copias del ADN, para la localizacion e
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identificacion de regiones gendmicas o de genes relacionados con la enfermedad y con

posibilidades de ser utilizada en la clasificacién del cancer®**2*,

La CGH se fundamenta en la hibridacion competitiva de dos ADNs, el ADN tumoral y
un ADN control normal, cada uno marcado con un fluorocromo distinto. Ambos ADNSs se
mezclan en cantidades equimolares y son hibridados sobre cromosomas metafasicos
normales. Estos ADNs compiten por hibridar en los mismos lugares cromosémicos. En
condiciones normales (tumor sin alteraciones genéticas), como la cantidad de ADN marcado
con ambos fluorocromos es la misma, el resultado final son cromosomas en los que no se
observa predominio de ningun fluorocromo. En condiciones patoldgicas, si el tumor contiene
alguna ganancia o pérdida cromosomica, la cantidad de ADN tumoral disponible para hibridar
es mayor o menor, respectivamente y la hibridacion de esa zona resultard en una mayor o

menor proporcién de fluorocromo del tumor™*2.

En los arrays genomicos las metafases de los cromosomas usadas en la CGH
convencional son reemplazadas por fragmentos clonados de ADN (£100-200kb) de los que se
conocen su localizacion exacta gracias al Proyecto Genoma Humano (HUGO, Infernational
Human Genome Sequencing Consortium 2001)****°. La localizacion fisica de cada uno de
los fragmentos de ADN clonados, que en ocasiones se solapan, dan lugar al mapa fisico de
cada uno de los cromosomas. La cartografia del genoma humano requiere la disponibilidad de
librerias de clones de ADN en los vectores apropiados. En un principio las librerias se
insertaron en YAC (cromosoma artificial de levadura), que permitian clonar fragmentos de
mas de 500 Kb*'. Sin embargo, presentaban dificultades de manipulacion y grandes lagunas

292204
genomicas

por lo que el sistema de clonacion de BAC (cromosoma artificial bacteriano)
fue una alterativa ideal y se usé en la mayoria de los laboratorios®”. El sistema de los BAC
esta basado en el “vector de clonaciéon F” de Escherichia coli, cuya replicacion esta
estrictamente controlada por lo que el plasmido F se mantiene en bajo nimero de copias (una
o dos copias por célula) reduciendo su potencial de recombinacion entre los fragmentos de
ADN del plasmido. Hay otros sistemas para la clonacion de fragmentos largos como es el

sistema basado en el bacteriofago P-1(PAC)™¢

, sin embargo, la capacidad maxima de
clonacion de este vector es de 100Kb. Por el contrario, el tamafio de los clones de BAC
(150Kb), ademas de conferir una union consistente y especifica a la superficie del array, hace
posible determinar con mas precision el nimero de copias, lo que les hace muy apropiados

282,283,297

para emplearlos como sondas de CGH-array En la tabla 7 se recogen de forma
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genérica las principales ventajas y limitaciones de esta técnica, respecto a la CGH

convencional y FISH.

Tabla 7. Analisis comparativo de las principales ventajas y limitaciones de las técnicas de

FISH y CGH.
Ventajas Limitaciones
Aplicable tanto en metafase como Soélo aporta informacion sobre la region del
en interfase genoma analizado
Rapidez Restringido a la disponibilidad de las sondas
FISH comerciales
Permite el analisis de todas las Coste moderado en reactivos
células del tumor
Alta sensibilidad y especificidad
No requiere células en division No detectan alteraciones citogenéticas
equilibradas
Requieren poca cantidad de ADN No dan informacion de ploidia ni de la
localizacion de las secuencias reorganizadas
CGH responsables del cambio en el numero de
copias
convencional
Permiten estudiar material No detectan desequilibrios <3Mb
congelado o en parafina
Permiten detectar ganancias y
pérdidas de ADN de todo el genoma
en un unico experimento
Alta resolucion (depende del tamafio La muestra a analizar debe tener entre
y el espacio de los clones utilizados  30% - 50% de células tumorales
en el array
No precisa dianas especificas Los cambios se delimitan por regiones y no por
secuencias anotadas
Detecta desequilibrios 45Kb-1Mb ~ Resolucion limitada para cambios de menos
100Kb
CGH array No es muy dependiente de No detecta reorganizaciones equilibradas

desarrollo de software

Validacion muy accesible por FISH
a partir de los clones BAC alterados

Deteccion de falsas anomalias (polimorfismos)

Disponibilidad limitada de sondas para un
disefio de alta cobertura

El método de produccion introduce variables
intrinsecas
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2.1  Hipoétesis

Al igual que ocurre en otras neoplasias, el cancer gastrico constituye una enfermedad
en la que se ve afectado el material genético influyendo en ello dos vias principales, la
inestabilidad genética y la inestabilidad cromosoémica, que de forma progresiva, conducen a
una alteracion en el control de la proliferacion y diferenciacion celular. En este sentido, se ha
postulado que el adenocarcinoma gastrico se produciria por la aparicion de forma secuencial
de anomalias a nivel genético que, desde un estadio pre-neoplasico conducirian a una
alteracion generalizada del genoma. La mayoria de los adenocarcinomas gastricos muestran
alguin tipo de alteracion citogenética, desconociéndose en gran medida la frecuencia exacta de
muchas de ellas y sus implicaciones en el comportamiento clinico de la enfermedad. En parte,
esto es debido a las limitaciones asociadas a las técnicas citogenéticas convencionales, que,
por su baja sensibilidad, no permiten detectar pequenias deleciones de material genético. Con
el desarrollo de técnicas de alta resolucion como los “arrays” de CGH y los “microarrays” de
expresion hemos pasado a disponer de nuevas herramientas que por su alta sensibilidad
facilitan la identificacion y delimitacion de regiones cromosomicas delecionadas, incluso
cuando la alteracién genética afecta a secuencias relativamente cortas de ADN. Hasta la
fecha, pocos son los estudios de arrays gendmicos que se han realizado en cancer gastrico y
estos incluyen un bajo nimero de casos. Ademas, el estudio de la heterogeneidad genética en
cancer gastrico debe ser analizada mediante técnicas que examinan las células
individualmente. La técnica de FISH se perfila como ideal para este tipo de estudio y permite,
ademas, la validacién de las alteraciones genéticas detectadas mediante CGH. El potencial
prondstico de esas regiones o genes de interés, como de sus productos de expresion, puede ser
evaluado de forma rapida sobre un nimero de muestras elevado gracias a la tecnologia de los

TMA:s.
En el presente trabajo nuestra hipotesis se ha basado en que el uso de los CGH-arrays
en adenocarcinomas gastricos podria identificar nuevos marcadores genéticos que tuvieran

relacion con las caracteristicas clinico-patologicas y el comportamiento evolutivo del tumor.

Ante estos antecedentes, nos planteamos los siguientes objetivos:
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2.2

2.2.1

Objetivos

Objetivo General

Profundizar en el conocimiento de las anomalias genéticas del adenocarcinoma gastrico

implicadas en el desarrollo y progresion de la enfermedad, investigando ademas las

implicaciones clinicas y bioldgicas de las anomalias cromosomicas encontradas.

2.2.2

46

Objetivos Especificos

Determinar la incidencia de alteraciones cromosOmicas mediante técnica de CGH

array en una serie amplia de pacientes diagnosticados de cancer gastrico.

Identificar las posibles correlaciones entre las alteraciones individuales de cada
cromosoma o gen estudiado con los datos clinico-patologicos de los adenocarcinomas

gastricos.

Identificar regiones cromosdmicas con valor prondstico en cuanto a la supervivencia

global y supervivencia libre de recaida.

Evaluar la expresion proteica de los genes HER2/neu, TP53, EGFR y P21 entre las en

muestras de tumor primario y sus correspondientes metastasis ganglionares.

Determinar cuales son las vias de evolucion clonal intratumoral, debidas a la
inestabilidad cromosdmica mas frecuentemente observadas en los carcinomas

gastricos.



3 MATERIAL Y METODOS
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3.1 Muestras

El presente estudio comprende una serie de 157 casos con diagnodstico de
adenocarcinoma gastrico a los que se practicd una reseccion quirurgica de la neoplasia, con
intencion curativa o paliativa, en el Servicio de Cirugia General y Digestiva del Hospital
Universitario de Salamanca, en el periodo comprendido desde Diciembre de 1999 hasta Enero
de 2007. El diagndstico se establecio en todos los casos de acuerdo a criterios morfoldgicos
fijados por la clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)*' y la clasificacién
de Lauren40, la estadificacion se baso en el sistema TNM del “American Joint Committee on

Cancer” (UICC/AJCC) 7% edicion 2010*,

La recogida de datos clinicos fue llevada a cabo mediante la revision de las historias
clinicas de toda la serie para la obtencion de las variables epidemiologicas,
anatomopatoldgicas y clinicas tras la realizacion de la gastrectomia correspondientes al
estadio patologico de la enfermedad, tipo de cirugia, el estado de los margenes de reseccion
quirargicos, la instauracion de tratamiento complementario y datos de seguimiento clinico

incluyendo supervivencia global, supervivencia libre de recidiva y evolucion.

Los pacientes segun la cirugia realizada con intencidn curativa o cirugia paliativa, nos
permite determinar que pacientes seleccionamos a la hora del andlisis de los factores de riesgo
en la supervivencia y en la recidiva de la enfermedad. Asi, para el analisis descriptivo general
se utilizaran el total de pacientes, mientras que para el analisis de supervivencia y recidiva se
tendran en cuenta aquellos pacientes intervenidos con intencidn curativa, es decir, aquellos en
los que se extirpa todo el tumor visible, con confirmacién posterior de la existencia de

margenes quirargicos libres de neoplasia.

La recidiva se definié como la primera evidencia documentada mediante la realizacion
de pruebas de diagndstico por la imagen de una nueva manifestacion de la enfermedad bien
sea locorregional, peritoneal a distancia o una combinacién. Se considera recidiva
locorregional a la evidencia de enfermedad en el lecho o mufion gastrico, a nivel
retroperitoneal o en ganglios linfaticos perigastricos, retropancredticos, mesentéricos,
paraadrticos 'y hepatoduodenales. La recidiva a distancia incluyeron: ganglios

supraclaviculares y otros o6rganos so6lidos como higado, pulmoén, pleura, hueso, sistema
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nervioso central y también a la piel, médula dsea. La recurrencia peritoneal fue documentada
por citologia positiva en liquido ascitico. La presencia del tumor de Krukenberg se considera

como recidiva peritoneal””,

De acuerdo con los diferentes tipos de metodologias empleadas en este trabajo de tesis

doctoral se consideraron dos grupos de muestras:

e 138 ADN extraidos de muestras procedentes de tejido fresco almacenadas en el
Banco de tumores del Hospital Universitario de Salamanca de las que se han
realizado los estudios de aCGH.

e Para el estudio y validacion de los resultados detectados por aCGH y expresion

proteica se construyeron cuatro arrays de tejidos.

Las principales técnicas y métodos utilizados en los diferentes estudios son descritos a

continuacion:

3.2  Hibridacion genémica comparada BAC array

La técnica de los BAC-arrays se puede dividir en cuatro bloques bien diferenciados: 1)
disefio del BAC-array, 2) preparaciéon del ADN a hibridar o sonda, 3) hibridacion del ADN

sobre el BAC-array y 4) adquisicion de imagenes.

3.2.1 Diseiio del BAC-array

El BAC-array sobre el que se realizaron las hibridaciones de las muestras comprende
una representacion de la libreria gendémica humana desarrollada por el Instituto Sanger (“The
Wellcome Trust Sanger Institute”, Hinxton, GB), de libre distribuciéon, conocida como la
libreria “IMb clone set”. La libreria contiene elementos gendmicos de secuencia y posicion
conocida espaciados 1 Mb en el genoma humano, clonados en vectores de gran capacidad
conocidos como BAC, que admiten como media insertos de unos 150 kb, estando compuesta
en total por alrededor de 3500 clones BAC contenidos en un hospedador bacteriano (E. coli).
El genoma humano no estd por tanto representado de forma exhaustiva, sino que existe un

inserto de 150 kb clonado en un vector BAC por cada mb de genoma no cubierto por la
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libreria. Aunque esta resolucion pueda parecer baja supone una notable mejora respecto a la
resolucion del mCGH y, ademas, la libreria de 1Mb est4 enriquecida con una sub-libreria que
comprende cientos de clones BAC especificamente seleccionados para cubrir los loci de los

principales genes involucrados en cancer.

La replicacion de esta libreria se realizod en el “Leids Universitair Medisch Centrum”
(LUMC, Leiden), haciendo uso del biorrobot alli disponible y partiendo de una coleccion de
minipreps (construcciones BAC ya extraidas del hospedador bacteriano E. coli). Esta
replicacion, mediante técnicas de PCR detalladas en el siguiente apartado, es necesaria debido
a que los clones BAC son vectores de copia unica cuyo cultivo bacteriano rinde una cantidad

de ADN insuficiente para la creacion del microarray.
3.2.1.1 Amplificacion del ADN por DOP-PCR y Aminolinking PCR

El objetivo de estas técnicas de amplificacion es producir una representacion de la
secuencia humana contenida en las construcciones BAC, obteniendo la suficiente cantidad de
producto para construir el microarray. Para ello, las construcciones son amplificadas primero
mediante DOP-PCR (“degenerated oligo-primed PCR”), que utiliza oligonucledtidos con
secuencia parcial al azar, y posteriormente se reamplifica este primer producto con una
segunda PCR que hace uso de cebadores con modificacion quimica amino en el extremo 5°,
con lo que se obtiene un producto final de amplificaciéon amino-modificado. El grupo amino
afadido se requiere para la union del producto a la superficie donde se construye el

microarray.

Los cebadores usados en la DOP-PCR han sido ademas disefiados para diferenciar el
. . . . 299
inserto, de secuencia gendmica humana, de la secuencia del vector BAC™”. La estructura y
secuencia de los cebadores oligonucleotidicos es la que se explica en el siguiente esquema

(secuencias en sentido 5°-3’):

DOP 1 primer CCGACTCGAGNNNNNNCTAGAA
DOP 2 primer CCGACTCGAGNNNNNNTAGGAG
DOP 3 primer CCGACTCGAGNNNNNNTTCTAG
| I | I
secuencia para secuencia secuencia discriminante
reamplificacion por AM  al azar de la porcidn humana del clon
AMINQO primer NHo-GGAAACAGCCCGACTCGAG

secuencia homodloga a la de los primers
DOP, para reamplificarlos
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Para maximizar la proporcion del inserto humano del clon BAC representado en la mezcla de
secuencias amplificadas se realizan 3 DOP-PCRs independientes, cada una de las cuales usa

un cebador de secuencia distinta en su porcion discriminante del inserto genémico humano.

Reactivos y Soluciones:

- Solucion TAPS: 6.08 gr de TAPS (“N-trislhydroxymethyl]methyl-3-amino-
propanesulphonic acid” Sigma), 2.20 gr (NH4),SO4 2.5 ml MgCl, 1M, 60 ml de agua milliQ.
Ajustar el pH a 9.3 con una solucion de KOH 2M. Filtrar con jeringa y filtro de 0.22 um y
esterilizar con ultravioleta. Guardar a -20 °C. Una alicuota de 1 ml sera suficiente para hacer

dos placas de 96 pocillos.

Cada vez que se utilice el TAPS es necesario afiadir: § Mercapto-etanol (BME) y una solucion
de BSA al 5% en agua (filtrado a través de 0.22 pm y esterilizado con Luz UV). Para 1
volumen final de TAPS: 960 pl de solucion TAPS + 33 ul de BSA 5% + 7.5 ul de BME.

- Solucién W-1 (Polioxietileno ether W1, 1%): 0.25 g de W-1 6 Brij 58 (“Polyethylene
glycol hexadecyl ether”, antes llamado por SIGMA W-1 y ahora Brij58) en 25 ml de agua
milliQ. Filtrar con jeringa y filtro de 0.22 um y esterilizar con luz UV. Hacer alicuotas de 1
ml y conservar a -20°C.

- Cebadores (Thermo, Electron Corporation)

- Tag- Polimerasa [SU/ul], (Applied Biosystems)

Procedimiento

Se dispensa en una placa de 96 pocillos “Axygen” (Bonsai Technologies) 1 pl del ADN del

BAC y se afiade por cada pocillo la siguiente mezcla:

Solucion TAPS-BSA-BME Sul
Cebador DOP (20 uM) Sul
dNTPs (10 mM cada uno) 1.25ul
Soluciéon W-1 2.5 ul
Taq polimerasa 0.5 ul
H,O 34.75 ul
ADN del clon BAC 1wl
Total 50 ul
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El programa de PCR usado es el siguiente:

94 °C 94 °C
‘\62 °C T J2°C 72°C
- 1:00 \60°C*
03:00 2:00 | 8:00
1:30
4°C
[==]
1x 30x 1% 1x

Rampa 0'1°C/
* Temperatura de anillamiento para los cebadores DOP1 y DOP3
** Temperatura de anillamiento para el cebador DOP2
Los 10 primeros ciclos de esta PCR estan disefiados para amplificacion de multiples
secuencias, para lo cual se programa una rampa creciente de temperatura de anillamiento que
favorecera en cada ciclo a un subconjunto distinto de los cebadores con secuencia al azar.
El resultado de la PCR se comprueba corriendo una pequefia porcion (2 pl) en un gel de
agarosa al 1%. Debe observarse una coleccion de bandas de entre 200 pb y 2 kb.
Tras la realizacion de DOP-PCR, el producto es reamplificado mediante “Aminolinking

PCR”, partiendo de 2 pl del producto de DOP-PCR en un volumen total de reaccion de 50 pl.

Reactivos y soluciones:

- Solucién de Aminolinking: 0.5 ml de Tris-HCI 1M pH 8.5 (50 mM en la solucion final),
0.25 ml de MgCl, 1M (25 mM en la solucidn final), 1.67 ml KCI 3M (500 mM en la solucién
final), 7.58 ml de agua milliQ autoclavada. Filtrar con jeringa y filtro de 0.22 um y esterilizar
con luz UV durante 30 min.

- El cebador para la reaccion de aminolinking PCR debe pedirse a las casas comerciales con
modificacién amino en el extremo 5°, en el carbono C6.

Todos los cebadores una vez recibidos se resuspenden en agua milliQ a una concentracion de
100 pmoles/ul (100uM). A partir de este vial stock se hacen alicuotas de 20 uM para trabajar

con ellas.

Procedimiento

Por cada pocillo de una placa de 96 la reaccion comprende:
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ADN DOP-PCR

(mezcla de los productos DOP1, DOP2 y DOP3) 2 u
Solucién Aminolinking 5 ul
Cebador Aminolinking (20 uM) 4.16 ul
dNTPs (10mM cada uno) 1.25 wl
AmpliTaq polimerasa (Applied Biosystems) 0.5 ul
H,O 37.09 ul
Total 50 wl

El programa de PCR es el siguiente:

95°C 95°C
7990| 72°C
1000 | OT:00 07:00| 10:00
AN °CY
01:30 4°C
(==
1x 35% 1x 1x

Se comprueba el resultado de la PCR en un gel de agarosa al 1%. El patron de bandas debe
ser semejante al obtenido tras correr la DOP-PCR ya que la aminolinking PCR es tan solo una

re-amplificacion de los productos de la DOP-PCR.

A 25 ul de producto de Aminolinking-PCR se le afiade 8.3 ul de solucién fosfato IM pH 8.5 y

se afiaden los volimenes de estas PCRs a placas de 384 pocillos, que se mantienen a -20°C.

s k
B
v e

Figura 4. Imagen del producto de varias Aminolinking PCR en un gel de agarosa.

El primer carril es el marcador de peso molecular y el resto son productos obtenidos de la reamplificacion de los
productos de DOP1-3 PCR de un clon BAC diferente. Los tamafios de los fragmentos generados oscilan entre
los 200 pb y las 2 kb.
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3.2.1.2 Depésito de los ADN de los BACs sobre un soporte solido de vidrio con

recubrimiento de amino-silano

En general, el proceso de deposito de los ADN en los portas consiste en su colocacion
ordenada en un portaobjetos, previamente tratado, para que se una a su superficie. El mejor
sustrato para realizar los BAC-array es el vidrio debido a su disponibilidad, facil manejo, baja
fluorescencia intrinseca, transparencia, resistencia a las altas temperaturas, rigidez fisica y a la
gran posibilidad de variar el recubrimiento quimico de su superficie. La naturaleza no porosa
del vidrio hace posible que las muestras que se hibridan tengan contacto directo con los

clones evitando una difusion interna y reduciendo los problemas del ruido de fondo.

El depdsito de los clones en la superficie del porta ultragaps se realiz6 mediante la técnica de
pin deposition con el robot Microgrid II (Biorobotics Ltd., Cambridge, Inglaterra). En esta
técnica se emplean unas agujas o pins que, por capilaridad toma una gota de la solucion que
contiene la muestra resuspendida, y al hacer contacto el extremo de la aguja con la superficie
del array, se imprime una gota en una posicion determinada de la superficie. El proceso de
deposito requiere unas condiciones idoneas de temperatura, 20-22°C y de humedad, entre el

45y 55%.

Una vez depositados los clones en el portaobjetos el ADN del clon se fija a la superficie del
porta a través de calor. En los ultragaps la union inicial de los productos de DOP-PCR a la
superficie es de tipo electrostatico entre los grupos amino del portaobjetos y los fosfodiéster
de los clones. Posteriormente por la accion del calor o de la radiacion ultravioleta, se generan
los enlaces covalentes mediados por una reaccion radicaliaria entre los residuos de timidina de
los productos de DOP-PCR vy los carbonos del aminoalquil del portaobjetos. Después de este
proceso es recomendable guardar los portas en un desecador a temperatura ambiente y evitar

el contacto directo con la luz.

Procedimiento

Una vez que tenemos las placas de 384 con los productos de DOP-PCR, resuspendidos, se

procede al depdsito robotizado y por triplicado de estos clones sobre los portaobjetos. Para ser
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microdepositada debe precalentarse a 37°C durante unos 5 minutos y ser agitada suavemente

durante 5 minutos (en un agitador horizontal).

La microdeposicion la realiza el biorrobot “MicroGrid II” (Genomic Solutions). Es
necesario ajustar la humedad relativa de la camara a 45-50%. La microdeposicion se hace por
triplicados de cada PCR (cada representacion de un clon BAC) con una separacion entre
puntos de 0.225 pum, sobre portas “Codelink” (Surmodics). El biorrobot tiene un programa
informatico asociado (“TAS Application Suite”) que, tras introducirle los identificadores de
cada pocillo del microarray (nombre del clon BAC, posicién gendmica, etc.) crea en un
archivo informatico una matriz o malla con la informacién referente a la identidad y posicion
de cada punto del microarray, que sera utilizada posteriormente en el analisis. Para comprobar
que el proceso de depodsito ha sido correcto, los portaobjetos se escanean usando el “scanner

GenePix 4000B” (Axon Instruments, Burlingame, California).

Tras la microdeposicion los microarrays creados se mantienen en una atmodsfera de
humedad saturada al 75%, durante 20-24 horas (en un recipiente hermético con un centimetro
de agua y sal en el fondo). De esta manera las “nanogotas” depositadas no se evaporan
durante este tiempo, lo cual es de vital importancia para que tenga lugar la reaccién quimica
de union del grupo amino del producto de PCR con los grupos quimicos de la superficie del

porta.

Una vez pasado este tiempo los microarrays se sumergen en una solucion al 1% de
Amoniaco en agitacion suave (100 rpm) durante 5 minutos. De este modo se bloquean los
grupos quimicos que no han reaccionado con el ADN depositado. Tras ello se lavan 2-3 veces
los portas con agua destilada y se sumergen en una solucion de 0.1% SDS en agua, en

agitacion suave (100 rpm) durante 5 minutos.

De ahi los portas se pasan directamente a agua milliQ hirviendo, lo que causa que las
hebras de ADN se separen, obteniéndose un microarray compuesto principalmente de cadenas
de ADN simples, con una mayor capacidad de hibridaciéon. Tras un par de lavados en agua los
portas se secan por centrifugacion y se almacenan en un desecador (la ausencia de humedad

es muy importante para el almacenamiento durante 1 afio).
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3.2.2 Preparacion del ADN para la hibridacion (sonda)

El siguiente apartado en el proceso del array gendémico es la preparacion de la sonda que

posteriormente se hibridara sobre el array

3.2.2.1 Extraccion y purificacion del ADN

La extraccion de ADN a partir de tejido fresco tumoral se utilizé el kit comercial
QOIAMamp® DNA Mini Kit (QIAgen). El ADN de referencia, es un pool de 100 muestras de
ADN individuos sanos (50 hombres y 50 mujeres) obtenidos del Banco Nacional de ADN de

Salamanca tras aprobacion del Comité Cientifico Externo del Banco Nacional de ADN.

Reactivos y Soluciones:

El kit esta compuesto por columnas de purificacion, tubos colectores, soluciones de lavado

AW1y AW2, solucién ATL, solucion AL y proteinasa K. Etanol absoluto (Merck)

Procedimiento

1. Pesar 50 mg de células disgregadas del tejido fresco.

2. Anadir 360 pl de buffer ATL y 40 pul de proteinasa K

3. Incubar en un bafio a 56°C durante toda la noche para que la proteinasa K digiera todo el
tejido. Si se ha obtenido una buena digestion, continuar con la extraccion, si no se debe
dejar mas tiempo a 56°C.

4. Afadir 400 pul de la solucion AL al tubo cénico. Remover por agitacion durante 15
segundos. Incubar durante 10 minutos a 70°C.

5. Agregar 400 pl de etanol absoluto. Agitar durante 15 segundos. Anadir 500 pl de la
solucion AW1 y pasar a las columnas de purificacion.

6. Centrifugar 1 minuto a 8.000 rpm

7. Descargar el contenido del tubo colector. Anadir 500 ul de la solucion AW?2.

8. Centrifugar durante 3 minutos a 14.000 rpm. Repetir el proceso de centrifugacion si la
columna no ha quedado suficientemente seca.

9. Colocar la columna en un tubo estéril y afiadir 100 pl de solucion AE.
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10. Dejar hidratando la columna durante 5 minutos a temperatura ambiente.

11. Centrifugar durante 1 minuto a 8.000 rpm para obtener el ADN.

12. Testar en un gel de agarosa al 1% y medir la concentracion en el espectrofotometro. . El
ADN debe presentar una ratio minima 260/280 de 1.70 y una ratio 260/230 de al menos
1.6. Almacenar a -20°C. (Figura 5).

Figura 5. Imagen del gel de agarosa de los ADN procedentes de material fresco congelado.
En la figura se representan el marcador de peso molecular (carril de la izquierda) y los diferentes ADNs
extraidos a partir de material fresco congelado (parte derecha de la figura).

3.2.2.2 Marcaje del ADN

El marcaje consiste en una reaccion tipo “Random Priming” para lo cual se utilizan
oligonucledtidos de secuencia al azar (“Random Octamers™) resuspendidos en el tampon de

reaccion de la enzima DNA polimerasa de marcaje, “Exo-Minus Klenow”.

Al ADN desnaturalizado se le unen los Random Primers. Estos cebadores se unen
aleatoriamente al ADN y van extendiendo la hebra en una reaccién de polimerizacion
empleando elevadas concentraciones de la enzima Exo-klenow polimerasa I, nucleétidos sin
fluorescencia y nucledtidos marcados con fluorescencia. El producto resultante tiene una
elevada incorporacion de nucleétidos fluorescentes y una amplificacion de 7 a 10 veces mas
del material de partida. La enzima Exo-Klenow polimerasa I va realizando cortes en la hebra
previamente desnaturalizada del ADN mediante su actividad exonucleasa 3'- 5". Ademas esta
enzima posee actividad 5°- 3 para sintetizar junto con los cebadores y la mezcla de
nucledtidos una nueva hebra de ADN a la que se van incorporando de forma aleatoria los

fluorocromos (Cy3 y Cy5).
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Reactivos y Soluciones:

- Random Primers (cebadores oligodesoxirribonucledtidos. ( Thermo VWR )

- 10x dCTPmix (2mM dATP, dGTP, dTTP y 1mM dCTP)( Eppendorf HUCOA)

- Exo-Klenow [50U/ul] (Epicentre Ecogen)

- Buffer Stop (0,5 M EDTA pH 8.0)

- Cy3 — dCTP (Cianina 3- dCTP) (CyDye™ 3- dCTP. Amersham Biosciences)
- Cy5 - dCTP (Cianina 5- dCTP) (CyDye™ 5- dCTP. Amersham Biosciences)

Procedimiento
1. Se parte de 500 ng de ADN, tanto de la muestra tumoral como de referencia.
2. Lareaccion de marcaje se compone de:
Agua 21 —xul
ADN (x = volumen correspondiente a 500 ng) x ul
NaCl 1M 1 ul
“Random Octamers” en solucidn de reaccion 2.5x 20 pl
3. Incubar 5 minutos a 99°C
4. Retirar los tubos del termociclador, pasar a hielo y afiadir:
Solucién 10x dCTPmix S5ul
dCTP-Cy3 o dCTP-Cy5 2 ul
Enzima Exo-Minus Klenow I
La muestra tumoral se marca con el fluorocromo Cy5 y la muestra de referencia con Cy3.
5. Programa de marcaje para el termociclador (iCycler, BIO-RAD):

99
05:00

37
60:00

02:00 =
1% 17 x 1x

Seleccionar “Pause Run’/afiadir
reactivos/
Seleccionar “Resume Run”

Tras esta incubacion inicial, se contintia el programa de marcaje que incluye una

incubacién durante 18 horas.
59



Material y métodos

6. Anadir 5 ulde EDTA 0.5 M pH 8.0 para bloquear la reaccion

3.2.2.2.1 Purificacion de la sonda marcada

Mediante este proceso se eliminan los nucledtidos fluorescentes que no se hayan
incorporado, asi como el resto de los componentes de la reacciéon que no se han utilizado

durante el transcurso de la misma.

Reactivos y soluciones:

Kit de columnas “G-50 Microspin Columns” (Amersham, GE)

Procedimiento

Se preparan las columnas sometiéndolas a vortex y centrifugdndolas a 735 G durante 1
minuto, para eliminar el tampon de equilibrado. Tras ello se aplica la muestra sobre la resina,
con la columna situada sobre un microtubo opaco (para proteger al ADN finalmente marcado

de la luz) y centrifugar durante 2 minutos a 735 G.

3.2.3 Hibridacion de las sondas sobre el BAC-array

El ultimo paso es la hibridacién competitiva junto con ADN Cot-1 humano de los ADNs
marcados con los fluorocromos sobre el BAC-array. Ambos componentes de la hibridacion

necesitan del pretratamiento para que la hibridacion se efectiie de forma adecuada.

Reactivos y Soluciones:

- ADN Cot-1 humano [1pg/pl ]: Cot Human DNA (Invitrogen)
- Acetato sodico 3M pH 5.2

- Etanol absoluto y etanol al 80% (Merck)

- Yeast- tRNA [50mg] (Invitrogen)

- Esperma de arenque. (Sigma)
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- Solucion de hibridacion: 25 ml Formamida (50% Formamida) (Merck), 5 g Dextran Sulfato
(10% Dextran sulfato, SIGMA), 50 ul Tween 20 (0.1% Tween 20) (Sigma), 5 ml SSC 20x
(2x SSC), 500 pl Tris 1M pH 7.4 (10 mM Tris pH 7.4)

- Solucion humidificadota: 40 ml Formamida (20% Formamida), 10 ml 20xSSC (2xSSC),
50 ml H, O.

Procedimiento

NS ke

10.

11.

Tubo 1 Muestra: Todo el producto marcado con Cy5 purificado, todo el producto
marcado con Cy3 purificado y 100ul de Cot-1

Tubo 2 Muestra de referencia: 80 pl de esperma de salmoén, 80 pl de Cot-1

Anadir el 10% del volumen total de la mezcla anterior, de acetato sdédico 3M, pH 5.2.
Anadir 2.5 volimenes de etanol al 100% (-20°C)

Incubar 30 minutos a -80°C

Centrifugar 20 minutos a 13.200 rpm a 4°C.

Decantar y anadir 500 pl de etanol al 70% frio (-20°C)

Centrifugar 5 minutos a 13.200 rpm a 4°C

Decantar y dejar secar totalmente el sedimento.

Anadir

Tubo 1: 84 pl solucion de hibridacion, 6 pl de Yeast- tRNA

Tubo 2: 90 pul de solucion de hibridacion

Incubar 15 minutos a 70°C.

Aplicar la solucion de prehibridacion (tubo 2) sobre el BAC-array y cubrir con un
cubreobjetos de 24x60mm.

Introducir las preparaciones en la camara de hibridacion (papel de celulosa empapado con
la solucion humificadora). Incubar a 37°C en la estufa durante 1 hora y 30 minutos.

El tubo 1 con la mezcla de ADN se incuba a 37 °C durante 1 hora y 30 minutos.

3.2.3.1 Hibridacion

La hibridacion del BAC-array junto con la sonda, se realiz6 de la siguiente manera

- Sacar el porta de la cdmara de hibridacion, retirar el cubre y aplicar la mezcla de hibridacion.

- Introducir de nuevo el porta en la camara de hibridacion.
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- Incubar a 42°C durante 48 horas.

3.2.3.2 Lavados post-hibridacion

Reactivos y soluciones:

- Solucioén de lavado 1: 65 ml Formamida (50% Formamida), 13 ml SSC 20x (2x SSC), 52 ml
H,0 milliQ Ajustar a pH7.
- Solucién de lavado 2: 350 ml PBS, 350 pl Tween 20 (0.1% Tween 20)

Procedimiento

En una cubeta de vidrio se afiaden 130 ml de solucion de lavado 2 y se agita 10
minutos en un agitador horizontal a 250 rpm. Se pasa luego a una segunda cubeta, con 130 ml
de solucion de lavado 1 precalentada, que se agita esta vez durante 30 minutos a 48°C, tras lo
cual se repite el primer lavado en solucion 2. Por tltimo se secan los portas por centrifugacion

(1500 - 2000 rpm, listos para ser escaneados.

3.2.4 Adquisicion de las imagenes

Una vez finalizado el proceso de hibridacion, el BAC-array se escaned
simultdneamente a 532 y 635 nm, longitudes de onda para el Cy3 y Cy5 respectivamente,

usando el escaner GenePix 4000 B (Axon Instruments, Burlingame, California, EEUU).
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Figura 6. Ejemplo de una imagen adquirida tras el proceso de escaneado del BAC-array de la “libreria
Sanger 1Mb clone set”, hibridado con el ADN marcado de una muestra tumoral.

La imagen corresponde a la mitad del microarray completo (compuesto por otro cuadrante similar de 16 bloques
de puntos)

3.2.5 Analisis de los datos de los aCGH

Los microarrays hibridados son escaneados en un equipo “Axon 3000B” (Axon
laboratories), que obtiene las intensidades de sefial de cada canal de fluorescencia y exporta
multitud de datos numéricos, entre ellos el valor log2ratio (ratio de las sefales logaritmizada
en base 2). El primer procesado de los datos crudos se hace con el programa informatico
“GenePix” (Molecular Devices): cada microarray es normalizado usando la media de la
mediana de los ratios de todos los clones correspondientes a secuencias de cromosomas
autosdmicos y sin incluir los puntos marcados como de baja calidad, para lo cual se han
establecido unos criterios de intensidad minima de sefial (“flagging scripts” implementados en
GenePix). En aquellos casos en que este método de normalizacion es claramente incapaz de

centrar correctamente la grafica (lo cual pasa cuando se obtiene una grafica especialmente
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alterada) se recurre a renormalizar los datos usando la mediana del valor log2ratio de las
regiones no alteradas, tomando como referencia el estado de los cromosomas X e Y.

Los archivos “.gpr” producidos por el programa informdtico Genepix son
posteriormente sometidos a analisis bioestadistico y bioinformatico en R*”, haciendo uso de
los paquetes “snapCGH™"' y “CGHcall", obtenidos del repositorio bioinformatico

59303

“Bioconductor””". El paquete “CGHcall” permite realizar el siguiente procesamiento de los

datos:

- Segmentacion de los datos, reduciendo su complejidad de modo que se establecen
fragmentos de genoma con un mismo estado de nimero de copia. Aunque en el paquete se
implementan varios algoritmos de segmentacion, en este trabajo se ha usado “DNAcopy”,
basado en el algoritmo de segmentacion binaria circular’™, puesto que, a pesar de que los
algoritmos basados en modelos de markov oculto (“hidden markov model”, HMM) estan mas
extendidos, se ha demostrado que la segmentaciéon binaria circular tiene un mejor

rendimiento’®.

- Proceso de “calling”, mediante el cual se atribuye a los segmentos gendmicos establecidos
por el algoritmo de segmentacion un estado de niumero de copia respecto al estado 0 (sin
alteracion de numero de copia). Para ello el programa realiza comparaciones en los datos intra
e inter muestra. Permite ademads introducir un valor de porcentaje de celularidad tumoral para
cada muestra.

Para un procesamiento posterior de los datos se utilizan los siguientes paquetes de

Bioconductor:

- “CGHregions™", que realiza una reduccion de la complejidad de los datos al eliminar los
valores de los clones intermedios de cada segmento, manteniendo el valor final de estado de
numero de copias del segmento y su posicion gendomica (del primer y ultimo clon BAC del

segmento).

- “WECCA™", paquete especialmente disefiado para estudios de clusterizacion jerarquica a
partir de los datos de los estudios de ANC, que contempla las peculiaridades de este tipo de
datos (los valores procesados por el algoritmo de “calling” se reducen a pérdida, ganancia,

amplificacion, lo cual no sucede con datos de expresion, que presentan valores continuos).
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- “CGHtest™", utilizado en las correlaciones con los datos clinicos. Incluye los “scripts”
“CGHPermutations”, que permite encontrar las alteraciones gendmicas de numero de copia
distintivas de un subgrupo clinico (comparaciones pareadas o multiples, hace uso de pruebas
no paramétricas), y “CGHlogrank”, que establece el impacto en supervivencia de cualquier
alteracion detectada, mediante un estudio Kaplan-Meier Log-Rank. Aparte de los test
estadisticos citados, ambos “scripts” establecen una tasa de falsos positivos (“false discovery
rate”, FDR) mediante miles de permutaciones de los elementos respecto a los grupos
definidos por el usuario.

- El “script” “CGH altered genome™"

, permite valorar el tamafo global del genoma afectado
por alteraciones gendmicas de nimero de copia partiendo del archivo generado por el paquete
“CGHcall”. El “script” comienza numerando ordinalmente cada segmento definido por el
algoritmo “DNAcopy”, cromosoma por cromosoma, y calculando su tamafio (la posicion
genomica del ultimo BAC del segmento menos la posicion del primer BAC). Calcula después
el tamafio genémico total que conforman todos los segmentos a los que el algoritmo de
“calling” ha atribuido un estado de niimero de copia alterado (pérdidas y ganancias), asi como
el nimero total de estos segmentos, parametro al que llamaremos nimero total de alteraciones
de numero de copia (NTA) finalmente, calcula el porcentaje que el tamafio total de genoma

alterado representa, en cada muestra, respecto al tamano total de genoma representado en el

BAC-array, parametro al que llamaremos porcentaje de genoma alterado (PGA).

3.3 Elaboracion de las matrices tisulares

Para el presente estudio, construimos cuatro matrices tisulares en las que se incluyeron:

a) 157 piezas de gastrectomia correspondientes a tumores primarios y 97 ganglios
metastaticos.

b) Se incluyeron muestras de tejido normal: mucosa de estomago, ganglio linfatico,
prostata, pancreas y amigdala

c) Controles positivos de reactividad conocida: Cancer de mama, linfoma de alto grado y

cancer de pulmon.
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3.3.1 Seleccion de muestras

Para la seleccion de muestras se utilizaron las preparaciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina
(H&E) y los bloques de parafina correspondientes a dichos cristales. Posteriormente se realizo

lo siguiente:

1. Con ayuda del microscopio y sobre las preparaciones con H&E, se hizo la seleccion de las
dos zonas mas representativas de cada tumor, que cumplieran con las caracteristicas
morfologicas propias de un ADC gastrico de acuerdo a los criterios descritos por Lauren.

2. Esto mismo se realiz6 con los bloques de parafina que contenian los demas focos tumorales

de las afectaciones ganglionares.

3.3.2 Protocolo para la construccion de las matrices de tejidos

Previo a la construccion de la matriz tisular, se prepard el siguiente material:

1.  Bloques de parafina seleccionados.
2. Plantilla indicando la posicion exacta de cada muestra de adenocarcinoma gastrico, los
controles positivos y los tejidos normales.

3.  Bloque de receptor de parafina blanca.

Una vez preparado el material asi como la puesta a punto de las medidas en los X e Y en el
equipo (MTA-1 Manual Tissue Arrayer, Beecher, Instruments, USA) utilizado para la
construccion de las matrices tisulares, procedimos a la construccion de las mismas, siguiendo

los pasos que describimos a continuacion (Figura 7).

1. En primer lugar se alisa la superficie del bloque receptor antes de empezar a introducir
los cilindros de tejido, desbastando un poco el bloque de parafina en el microtomo
para que asi todos los cilindros tengan el mismo angulo. Colocamos el bloque receptor

en la base del equipo y lo fijamos correctamente.
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Figura 7. Esquema general de la construccion de un array de tejidos.

1. Seleccion de la muestra 2. Bloque receptor 3. Perforacion del bloque de parafina donante. 4. Insercion y ajuste
del cilindro de tejido en el bloque receptor 5.Bloque de parafina tissue array. 6. Tissue array y su correspondiente
hematoxilina.

2. Se elige el juego de agujas apropiado, en este caso de 0.6 mm de diametro. Situamos a
la izquierda la mas gruesa que tomaria el cilindro de tejido del bloque donador y, a la
derecha, la aguja que perforara el bloque receptor.

3. Ajustar a cero los micrometros que fijaran la alineacion de las filas y columnas de los
cilindros.

4. Realizar la primera perforacion en el bloque receptor.

5. A continuacion colocar el bloque de tejido donador sobre el puente, cambiar de aguja
y tomar el tejido tumoral o normal demarcado.

6. Retirar el puente con el bloque donador y expulsar el cilindro de tejido exactamente
encima del orificio hecho en la parafina, sin hundirlo. Colocar encima del orificio un
portaobjetos para alisar la superficie del cilindro y nivelarla con la parafina.

7. Cambiar la medida del micrometro a la siguiente posicion para hacer la siguiente

perforacion con la respectiva aguja.
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8. Todo este procedimiento se realiza sucesivamente hasta completar un total de 13
cilindros por fila, obteniéndose un total de 17 columnas por bloque, con 2 mm de
separacion entre cada cilindro. Cada bloque de parafina o matriz de tejido, constituye
un total de 212 cilindros.

Obteniéndose un total de 4 matrices de tejido (tres matrices de tejido de 129 muestras
y una matriz de tejido de 28 muestras).

9. Una vez terminado el bloque, de la matriz de tejido, éste se introdujo en una estufa a
60°C por 10 minutos, lo cual permitié que la parafina de los cilindros de tejido se
mezclara con la parafina del bloque receptor.

10. Transcurrido el tiempo se extrajo el bloque de la estufa y se dejo enfriar a temperatura
ambiente, evitando asi cambios bruscos de temperatura.

11. Por ultimo se realizaron cortes de 3um de grosor de cada bloque de matrices de tejido,
mediante un microtomo; una vez cortado el bloque de matrices de tejido, las

preparaciones fueron cubiertas con una capa de parafina para su conservacion.

Estos cuatro tissue microarrays fueron utilizados para la realizacion de estudios de FISH e

inmunohistoquimica.

34 Hibridacion in situ fluorescente

Esta técnica se ha utilizado para el analisis de la inestabilidad cromosomica, para la
validacion de regiones detectadas por aCGH. Como sondas para FISH se utilizaron sondas
comerciales especificas de locus (Vysis Inc., Chicago, IL, USA) de las regiones
4p16.3/WHSC1, Tpl2/EGFR, 7q31/D75486, 13ql4/RB1, 13q34/LAMPI, 17pl13/TP53,
17q11/HER2, 17q21/TOP24, 20q13.2/ZNF217 y sondas no comerciales a partir de BACs
marcados por Nick Translation mediante marcaje directo (Ver apartado 3.4.1). Los clones
BAC empleados en este trabajo fueron: RP5-973N23 (41802166 - 41918671pb) para el
mapeo de 6p21.1/CCND3 y CTD-2174 F1 (25309396 - 25423472) para 12p.1/KRAS. (Figura
8-9).
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Figura 8. Conjunto de sondas de ADN de secuencia homéloga a genes, locus y centromeros de siete
cromosomas diferentes marcados en tres tipos de fluorescencia (verde, roja y aqua).

Las lineas verdes, rojas y azules corresponden a los fluorocromos Spectrum Green, Spectrum Orange y Aqua
respectivamente.
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Figura 9. Esquema representativo del BAC CTD-2174F1 que localiza en la region 12p12.1 y contiene el
gen KRAS.

Las lineas azules corresponden a los BAC del aCGH que identifican esta regién y amarillo al BAC CTD-
2174F1
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3.4.1 FISH: Marcaje directo de sondas no comerciales mediante nick translation.

El ADN de las bacterias se extrajo con una lisis alcalina estandar con el kit comercial
de Qiagen mediante minipreps (Qiagen Plasmid mini Kit), siguiendo el protocolo del
proveedor. El ADN clonado fue marcado mediante nick translation con spectrum Green
dUTP o Spectrum Orange dUTP, mediante el kit de marcaje directo de Abbott a partir de 1ug
de ADN.

Reactivos y soluciones:

- 0.2 mM Spectrum Green dUTP (Abbott Molecular)

- 0.2 mM Spectrum Orange dUTP (Abbott Molecular)

- FISH nick translation kit (Abbott Molecular Inc): nucledtidos (dATP, dCTP, dGTP y
dTTP), Buffer Nick (10XNT) y enzima.

Procedimiento
1. Las cantidades de los reactivos utilizados estan calculados para realizar el marcaje de 1ug

de ADN con lo que se obtiene un total de 50 pl de la mezcla de reaccion. Todo el proceso

debe hacerse en frio

- ADN [1 pg] Xl
- 10xNT S5ul
- ANTP 10 pl
-dTTP S5ul
- Spectrum Green/Orange 2.5 ul
- H20 (ajustar hasta 50 pl) Y ul
- Buffer Nick Sul
- Enzima Sul

2. Incubar la mezcla aproximadamente 16 horas a 15°C.

3. Colocar los tubos eppendorf en el congelador a -20°C durante 10-15 minutos.
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4. Valorar la digestion de la sonda en un gel de agarosa al 2%. Si la digestion es adecuada, se
observaréa un smear entre 300 - 600 pb. Si se aprecia una banda de ADN sin cortar se afiade de
nuevo enzima y se vuelve a incubar durante 1 hora mas.

5. Si el tamafio de la sonda es el deseado, en torno a 300 pb, se inactiva la enzima incubando
en un bafio durante 10 minutos a 70°C.

6. Precipitar el ADN marcado y purificar

Reactivos y soluciones:

- Sonda de ADN marcada con “spectrum green” o “spectrum orange”

- ADN Cot-1 humano (Roche)

- Acetato sodico 3M, pH 5.2

- Etanol al 100% a -20°C y etanol al 80% a temperatura ambiente (Merck)

Procedimiento

1. Colocar en un tubo 1 pug de sonday 10 pl Cot-1.

2. Precipitar la sonda anadiendo 10 pl de acetato sédico 3M pH 5.2 y 250 ul Etanol al 100% -
20°C. Mezclar bien e incubar -80°C durante 30 minutos.

3. Centrifugar a 12.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

4. Decantar el sobrenadante. Anadir 250 pl de etanol al 80% y centrifugar a 10.000 rpm
durante 10 minutos. Eliminar el sobrenadante y dejar secar.

5. Resuspender el ADN con 11pul de agua precalentada a 70°C.

Como resultado se obtiene la sonda marcada de forma directa a una concentracion
aproximada de 90 ng/ul. A continuacion se puede utilizar en la hibridacion o almacenar a -

20°C.

Las sondas KRAS y CCND3 han sido evaluadas en forma individual y en conjunto para
confirmar su hibridacion especifica. Para excluir toda hibridacion cruzada en cromosomas que
no fueran el cromosoma 12 y 6 respectivamente, se realizaron estudios en extendido
metafasicos. Un total de 5 extendidos metafasicos se evaluaron para realizar hibridacion
especifica de las mezclas de sondas de ADN KRAS y CEP-12, ADN CCND3 y CEP-6. En la

totalidad de los 5 casos, la hibridacion fue especifica para el cromosoma 12 y 6
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respectivamente. En ninguno de ellos se observo hibridacion cruzada en locus de otros

cromosomas.

3.4.2 Procedimiento FISH

El protocolo de esta técnica se puede subdividir en 3 apartados: pre-hibridacion,

hibridacién y post-hibridacion. A continuacion se describen los pasos realizados sobre los

cortes de parafina de las matrices de tejido de 3um de grosor.

3.4.2.1 Pre-hibridacion

Reactivos y soluciones:

- Pepsina (Sigma)
- Formaldehido 1%
- Etanol al 70%, etanol al 80% y etanol al 100% (Merck)

- Solucidén de Pretratamiento Dako

- Xilol

Procedimiento

S A e

S

10.
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Colocar las preparaciones en la estufa a 65°C por 24 horas.

Solucidén de pepsina: precalentar en un bafio a 37°C.

Solucién de pretratamiento: precalentar en un bafio a 99°C.

Desparafinar los portaobjetos en Xilol 3 veces x 10 minutos.

Lavar con etanol al 100%, 80% y 70% durante 5 minutos.

Lavar con abundante H2O destilada.

Colocar los portaobjetos en un recipiente con la solucidon de pretratamiento durante 10
minutos.

Lavar los portaobjetos con 2xSSC.

Incubar los portaobjetos en una solucioén de pepsina al 0.1mg/ml 0.01 N de HCI, durante
10 minutos en un bafio a 37C en agitacion.

Lavar los portaobjetos con 2xSSC durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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11.

12.
13.

14.
15.

Introducir los portaobjetos en una jarra couplin con formaldehido al 1% durantelQ
minutos a temperatura ambiente.

Lavar los portaobjetos con 2xSSC durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Deshidratar los portaobjetos en etanol al 70%, 80% y 100%, incubandolos 5 minutos en
cada recipiente y posteriormente dejarlos secar a temperatura ambiente.

Agregar 10ul de la sonda sobre el portaobjetos.

Cubrir con un cubreobjetos y sellar con pegamento.

3.4.2.2 Hibridacion

Introducir las preparaciones en la estacion de hibridacion HYbrite (Vysis) para la realizacién

de la desnaturalizacion de la sonda, 75°C durante 6 minutos, y de la hibridacion, 16 horas a

37°C.

3.4.2.3 Post-hibridacion

Reactivos y Soluciones

- Formamida al 50% / 2XSSC pH 7.0

- Solucidén de contratincion: DAPI (4,6 — diamidino — 2- fenilindol)

- “Vectashield” (Laboratorios Vector)

Procedimiento

1. Precalentar la solucién de formamida al 50% en un bafio a 46°C.

2. FEliminar suavemente el pegamento con unas pinzas e igualmente los cubreobjetos de las
preparaciones, introducirlas en el recipiente que contiene la solucion de formamida 50% a
46°C durante 5 minutos.

3. Realizar un lavado de 2 minutos en la solucion de 2XSSC

4. Mantener en DAPI durante 2 minutos y afadir “Vectashield”™. Mantener las

preparaciones a 4°C y protegidas de la luz.
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3.4.3 Criterios de evaluacion

El nimero de senales de hibridacion/célula se cuantifico utilizando un microscopio de
fluorescencia (Leitz Wetzlar, Alemania) equipado con un objetivo de inmersion de 100x; se

realizé un contaje de 100 nucleos no solapantes de células tumorales por muestra.

Las diferentes alteraciones numéricas en los diferentes genes fueron definidas por la pérdida,
ganancia o amplificacion de las correspondientes sefiales de fluorescencia en mas del 15% de
los nticleos®'’, para establecer un intervalo de resultados se analizé la frecuencia de aparicién
de células con un numero de sefiales de hibridacion de bajo o alto (respecto a lo esperado), en

un grupo de tejidos normales incluidas en los tissue microarrays.

El analisis del estado de los genes objeto del estudio se realizo teniendo en cuenta el
numero de copias de cada gen respecto al nimero de copias del centromero del cromosoma en
el que se localiza. En lo que se refiere al nimero de copias de EGFR y del centromero del

311
/

cromosoma 7 se realizd siguiendo los criterios de Hirsch et al”’". Se realizo la siguiente

categorizacion basada en los criterios descritos en la literatura’’>''>!> (Tabla 8).
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Tabla 8. Criterios FISH para la alteracion en el nimero de copias de los diferentes
marcadores genéticos.

Estado Descripcion
Normal Igual numero de sefiales especificas del gen que sefales del
centromero.
Ratio de sefales del gen especifico frente a sefiales del centromero
>0.8a<1.2
Ganancia El niimero de senales especificas del gen entre 1 a 4 veces mas en

relacion con el niimero de sefiales del centroémero
Ratio de sefiales del gen especifico frente a sefiales del centromero

=1.2

Delecion Una sefial especifica del gen y al menos 2 sefales del centromero
Ratio de sefales del gen especifico frente a sefiales del centromero
<0.8

Amplificacion El nimero de senales especificas del gen es mas de 4 veces el

numero de sefales del centromero. Numerosas sefiales (mas de 10)
separadas como (sucede con los dobles minutos) o un cluster de
sefiales compacto o en forma de cadena (HSR).

Ratio de sefales del gen especifico frente a sefiales del centromero
22,

3.5 Inmunohistoquimica

En nuestro trabajo la técnica de inmunohistoquimica fue realizada en los cortes de tejido
embebidos en parafina obtenidos de los tissue microarrays. Todas las tinciones
inmunohistoquimicas fueron llevadas a cabo en la plataforma automatica Leica Bond III™
(A. Menarini Diagnostics, San Diego, USA). A continuacion, se describe el protocolo seguido
para la realizacion de la técnica: Bond System (Leica Microsystems (UK) Ltd, Milton Keynes
UK). El estudio para la determinacion de la proteina HER2 en la plataforma automatizada

BenchMark ULTRA® (Ventana Medical Systems, Inc, Tucson, AZ).
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Procedimiento

- Colocar las preparaciones en la estufa a 65°C durante 24 horas.

- Colocacion de los portaobjetos, con sus controles correspondientes, en el tefiidor
automatico, en donde siguen el siguiente proceso:

- Incubacién con Bond Dewash solution durante 10 minutos a 72°C.
- Rehidratacion en una serie de alcoholes decrecientes.

- Lavado con Bond Wash Solution.

- Incubacién con Bond Epitope Retrieval 1 durante 15 minutos.

- Lavado con Bond Wash Solution.

- Incubacién con Peroxide Block al 3% durante 10 minutos.

- Lavado con Bond Wash Solution.

- Incubacidn con el anticuerpo primario.

- Lavado con Bond Wash Solution.

- Incubacion con Post-Primary durante 8 minutos.

- Lavado con Bond Wash Solution.

- Incubacion con Bond Polymer durante 8 minutos.

- Lavado con Bond Wash Solution.

- Incubacién con Mixed DAB Refine durante 10 minutos.

- Lavado con agua destilada.

- Contratincion con hematoxilina de Harris.

- Lavado con agua destilada.

- Lavado con Bond Wash solution.

- Lavado con agua destilada.

- Deshidratar y montar: Deshidratacion en alcoholes de gradacion creciente, inmersion en

xilol y montaje permanente con “DEXPEX” (Merck).

El proceso descrito anteriormente es el indicado por el fabricante del procesador, por
tanto, es el mismo para todos los anticuerpos estudiados. Lo que varia es el tiempo de
incubacion del anticuerpo primario, y la dilucidén, que son diferentes para cada anticuerpo. La

tabla 9 muestra las caracteristicas de cada uno de los anticuerpos utilizados.
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Tabla 9. Caracteristicas técnicas de la metodologia inmunohistoquimica.
HER2/neu p53 p21 Warveirt EGFR

Casa comercial Ventana Novocastra Master Diagnostica Dako (Glostrup,
(Newcastle, UK) (Granada, Espaia) Dinamarca)

Clon 4B5 DO-7 CP74 2-18C19

Tipo Monoclonal Monoclonal Monoclonal Monoclonal
Recuperacion CCl1 Bond Epitope Bond Epitope Proteinasa K
antigénica Retrieval Solutionl  Retrieval Solutionl

Diluciéon Prediluido 1/100 1/50 Prediluido
Tiempo de 16 8 8 30

incubacion (min)

Método de Ultraview Bond Polymer Bond Polymer Bond Polymer
visualizacion Universal DAB Refine Detection Refine Detection Refine Detection
Expresion Membrana Nuclear Nuclear Membrana

3.5.1 Valoracion de la expresion Inmunohistoquimica

Realizamos el estudio semicuantitativo de la expresion de las distintas moléculas

SLI63IT antificamos el

objeto del estudio. Siguiendo criterios previamente establecidos
porcentaje de células positivas para el anticuerpo utilizando la intensidad de la tincidn,
teniendo en cuenta la localizacion celular (membrana, nucleo) y las caracteristicas de la
expresion del anticuerpo estudiado. La expresion inmunohistoquimica, fue evaluada tanto en
los focos tumorales como en las afectaciones ganglionares, observando los siguientes patrones

de tincion para las cuatro proteinas evaluadas.

3.5.1.1 HER2/neu

La puntuaciéon para valorar el grado de expresion de la proteina HER2/neu se realizé

P! en los que se establece una escala de 0 a 3+

siguiendo los criterios de Hofmann et a
(Tabla 10). Se consider6 el receptor HER2 positivo s6lo cuando presentaba una puntuacion

3+.
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Tabla 10. Criterios de intensidad de tincion de membrana para HER2/neu.

Puntuacion

1+

2+

3+

Patron de tincion

Ausencia de tincion o tincion
basolateral o lateral de
membrana en menos del 10%
de las células tumorales

Tinciéon de membrana
basolateral o lateral, de
intensidad muy débil en >10%
de las células tumorales

Tincion de membrana
basolateral o lateral, de
intensidad débil-moderada en
>10% de las células tumorales

Tincion de membrana
basolateral o lateral, de
intensidad fuerte en >10% de
las células tumorales.

Valoracion de la
sobreexpresion

Negativa

Negativa

Indeterminado

Positivo
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3.5.1.2 pS3y p21 WAF1/Cipl

Los puntos de corte seleccionados coincidian con los mas frecuentemente utilizados en la
literatura para cada molécula®’>'®. Asi, se consideré que la expresion de p53 era positiva o
alterada cuando el porcentaje de nucleos tefiidos fue >10%; la de p21 negativa (estado

alterado) cuando el porcentaje de nucleos fue <10% (Tabla 11).

Tabla 11. Interpretacion de la tincion inmunohistoquimica de p53 y p21.

Valoracion de la

Puntuacion Patron de Tincion . .
expresion
Ausencia de tincion o tincion
0 en menos del 5% de las células Negativo
tumorales
1+ Tincion nuclear entre el 5% al Negativo
10% de las células tumorales g
o Tincién nuclear entre el 10% al Positivo
50% de las células tumorales
34 Tincion nuclear en mas del Positivo

50% de las células tumorales

©
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3.5.1.3 EGFR

La expresion de EGFR fue valorada siguiendo el sistema de cinco grados propuesto
por Hirsch et al’’! que tiene en cuenta dos parametros: el porcentaje y la intensidad de las
células tumorales marcadas. Para valorar la intensidad se realiz6 una valoracion
semicuantitativa 0: Ausencia de tincion, 1: Tincion apenas perceptible, 2: Tincidn moderada,
3: Tincién intensa, 4: Tinciéon muy fuerte. Posteriormente se realizd una estimacion del
porcentaje de células positivas para cada intensidad se puntu6é como: 0-100%. La valoracion
final se obtuvo multiplicando el porcentaje de células positivas por la intensidad de la tincion
obteniendo un valor que oscilaba de 0 a 400 (Figura 10). Finalmente, para analisis estadistico
el score de 0-200 fue considerado negativo/baja expresion, y score de 201-400 fue

considerado positivo / alta expresion.

Figura 10. Inmunohistoquimica de las diferentes intensidades en la expresion de EGFR.

(A) 100 (Patron de intensidad 1 en el 100% de las células), (B) 180 (Patron 2 en el 90% de las células), (C) 300
(Patron 3 en el 100% de las células), (D) 400 (Patron 4 en el 100% de las células. Imagenes tomadas con
objetivo 400x.
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El laboratorio de Patologia Molecular y otros tumores obtuvo con fecha de 30 de Marzo del
2007, la certificacion de su sistema de gestion de calidad segiin la norma ISO-9001:2000,
habiendo pasado con distincion el primer control anual a fecha del 2008, continuando con la
certificacion hasta Diciembre del 2010. Con la actualizacion de la norma ISO-9001:2008, por
tanto todos los protocolos de trabajo (PNTS) descritos en este apartado de material y métodos

estaban en la elaboracion de esta tesis certificados.

3.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico de todas las variables incluidas en este trabajo, se realizd con el
programa informatico SPSS 15.0 (Software Programs, Chicago, IL, USA). Se consideraron
diferencias estadisticamente significativas aquellas con una p<0.05. El estudio estadistico
comprendio tres aspectos. Un primer apartado descriptivo, un segundo apartado centrado en la
estadistica comparativa y un tercero, dedicado al andlisis de supervivencia y la aparicion de

recidiva tumoral.

En el apartado descriptivo se realizo un analisis de la distribucion de frecuencias o de
porcentaje en el caso de variables cualitativas, determinacion de media + desviacion estandar,

mediana, rango de las variables cuantitativas.

La comparacion entre variables cualitativas se realizo mediante el test de Chi cuadrado ()
de Pearson, cuando los casos esperados fueron menor que 5, se aplico el test exacto de Fisher.
Para la comparacion entre variables cuantitativas hemos utilizado el test t-student si la
variable categoérica es dicotoma o el test ANOVA (andlisis de varianza) en caso de presentar

mas categorias.

En cuanto al andlisis de supervivencia, para calcular el valor prondstico de las distintas
variables se ha utilizado en primer lugar, un estudio univariante de supervivencia mediante
curvas de Kaplan-Meier. De este modo se realiza un andlisis estadistico para obtener
informacion relativa a la probabilidad de sobrevivir a lo largo del tiempo ante la presencia de
una enfermedad, luego comparar la influencia de ciertas variables con poder predictivo o
prondstico sobre la supervivencia. El test Log-Rank (Mantel-Cox) aporta la significacion

estadistica de la influencia de cada una de las variables analizadas por separado.
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Para el andlisis de los factores prondsticos que influian en la supervivencia de nuestra serie, se
selecciono la regresion multiple de riesgos proporcionales de Cox como método estadistico
mas adecuado para determinar la asociaciéon entre un conjunto de variables predictoras
continuas o categdricas y una variable respuesta cuantitativa continua (supervivencia,
recidiva). Para el modelo de regresion se determinaron como estadisticos, el estadistico de la

razon de verosimilitud y el Chicuadrado global.

82



4 RESULTADOS

83






Resultados

En la presente seccion se describen los pacientes estudiados y los resultados obtenidos
en relacion con cada uno de los objetivos propuestos, 1) andlisis de las alteraciones genéticas
detectadas mediante array CGH (aCGH), ii) validacion mediante técnicas de FISH de las
alteraciones cromosdmicas mas frecuentemente detectadas por los arrays gendmicos, iii)
expresion inmunohistoquimica de los biomarcadores seleccionados para este estudio y

finalmente, 1v) las vias de evolucién clonal a nivel intratumoral en adenocarcinomas gastricos.

4.1  Caracteristicas clinico-biologicas de la serie de pacientes analizados mediante

array de CGH

En el presente estudio se analizaron 138 pacientes diagnosticados entre 1997 y 2007
en el Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitario de Salamanca (Tabla 12).
De los 138 pacientes, 80 (58%) fueron varones y 58 (42%) mujeres, con edades comprendidas
entre los 28 y 91 afos (media de 71+11 afios). Desde el punto de vista de su localizacion, el
tercio distal fue el lugar afectado con mayor frecuencia (81 casos; 64%). El tamafio medio del
eje mayor del tumor fue de 6 cm (rango, 1-12 cm). Desde el punto de vista histopatoldgico,
de acuerdo con la clasificacion de Lauren, 65% de los tumores fueron clasificados como de
tipo intestinal, 27% de tipo difuso, 6% mixto y un 2% indeterminado. En base al grado de
diferenciacion, se clasificaron de bajo grado (bien-moderadamente diferenciado) y alto grado
(pobremente e indiferenciado) el 54% y 46% de los casos, respectivamente. En cuanto a la
profundidad de infiltracion de la pared gastrica predominaron los tumores T3 y T4 (84%). Se
encontraron metastasis ganglionares en 100 de 132 casos (76%). En el momento del
diagnostico se detectaron metastasis a distancia (M1) en 20 (14%) pacientes. Dentro de la
clasificacion de la American Joint Commitee on Cancer (TNM-UICC 2010) puede observarse
que la mayoria de los casos se presentaron en estadio Il (41%), y en estadio II (34%). Cabe
destacar que una pequefia parte de los tumores se diagnosticaron en estadios precoces (10%).
La tabla 10 muestra las técnicas quirrgicas empleadas y la intencién de las mismas, siendo
curativa en el 74% de los pacientes y paliativa en el 26% restante. Se llevaron a cabo 87

gastrectomias subtotales y un total de 51 gastrectomias totales.
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Tabla 12. Caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes con

adenocarcinoma gastrico (n=138).

Variable n (%)
Sexo
Hombres 80 (58%)
Mujeres 58 (42%)
Edad (afios) 74 (28 - 91)
Localizacién del tumor = (n=132)
Tercio superior 28 (22%)
Tercio medio 14 (11%)
Tercio inferior 81 (64%)
Afectacion generalizada 3 (3%)
Tamaiio del tumor (cm) " 6(1-12)
Tipo histolégico Lauren (n=134)*
Intestinal 86 (65%)
Difuso 37 (27%)
Mixto 8 (6%)
Indeterminado 3 (2%)
Grado histologico (n=134)"
Bajo grado 72 (54%)
Alto grado 62 (46%)
Clasificacion TNM patologica
Profundidad de invasion de la pared (pT)
T1-T2 22 (16%)
T3-T4 116 (84%)
Afectacién ganglionar (pN)* "(n=132)
NO 32 (24%)
NI1-N3 100 (76%)
Metastasis a distancia (pM)
MO 118 (86%)
M1 20 (14%)
Estadio TNM " (n=134)
I 13 (10%)
11 45 (34%)
111 56 (41%)
v 20 (15%)
Tipo de gastrectomia
Total 51 (37%)
Subtotal 87 (63%)
Tipo de linfadenectomia
<D2 116 (84%)
>D2 22 (16%)
Tipo de resecciéon
RO 102 (74%)
R1-R2 36 (26%)
Quimioterapia adyuvante
Si 64 (47%)
No 73 (53%)
Recidiva™" (n=84)
Si 41 (49%)
No 43 (51%)
Supervivencia global * (meses) 34 (2-93)
Exitus™ (n=122)
Si 74 (61%)
No 48 (39%)

* Resultados expresados como mediana (rango)

** Omision de casos debido a falta de informacion clinica
*** So6lo se estudiaron aquellos pacientes con reseccion RO

*El tipo mucinoso no fue incluido



Resultados

Contamos con informacion de seguimiento en 122 de los 138 pacientes analizados, la
mediana de supervivencia global fue de 34 meses (rango, 2-93). De entre ellos, contamos con
93 pacientes que se trataron con intencion curativa; a su vez en 84 de ellos disponemos de
datos de seguimiento. En el momento de cerrar el estudio (2008), aproximadamente la mitad
de estos 84 pacientes habian recidivado, siendo la mediana de intervalo libre de recidiva de 25
meses (rango entre 22 y 77 meses). La mediana de supervivencia libre de enfermedad de los

pacientes que recidivaron fue de 16 meses (rango entre 2 y 58 meses).

4.2 Incidencia de las alteraciones genéticas en adenocarcinoma gastrico detectados

mediante BAC-arrays

Es interesante sefialar que todos los pacientes analizados mostraron anomalias para, al
menos, dos regiones cromosomicas. La mediana de alteraciones por paciente fue de 13 (rango

de 2 a 40), y la mediana del porcentaje de genoma alterado fue del 16%.

Como se muestra en la figura 11 las pérdidas cromosomicas fueron mas frecuentes que
las ganancias (94 % vs 63 %, respectivamente). Los resultados mas relevantes en relacion
con las pérdidas y ganancias cromosomicas quedan reflejados en las tablas 13 y 14,
respectivamente. Como puede observarse, las pérdidas genéticas mas frecuentes se
localizaron en las regiones cromosémicas 17p13.3-p13.1 (130/138; 94%), 16q22.1-q24.3
(120/138; 87%), 12q24.23-q24.31 (100/138; 73%), 22q13.1-q13.2 (77138%; 56%), 7q11.22-
qll1.23 (67/138;49%) y 15921.1-q22.31 (43/138;31%), mientras que las ganancias
cromosoOmicas correspondieron a las regiones 13q21.33-q32.1 (86/138; 63%), 20p12.1-p11.21
(65/138; 47%), 10g21.2-q21.3 (61/138; 44%), 20q13.2-q13.33 (44/138; 32%), 1q31.1-q31.3
(28/138; 20%) y 6pl2.3-pl1.2 (21/138; 15%). Con menor frecuencia se detectaron
amplificaciones a nivel de 12p12.1 (5/138; 4%), 12q15 (5/138; 4%), 11q13.2-q13.3 (4/138;
3%), 20q13.2 (4/138; 3%), 6p21.1 (2/138; 1%), 8p23.1(2/138; 1%), 17q12(2/138; 1%),
20p12.3-p12.1(2/138; 1%), 18q11.1-q11.2 (1/138; 1%).
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Figura 11.

* Anomalias cromosdmicas frecuentes (>50% de los casos).

adenocarcinoma gastrico (n=138).

Fue interesante observar que en estas regiones se ubican genes relacionados en: i)
procesos neoplasicos del tracto gastrointestinal (BCL74, ERBB2, FGFR3, FLTI, HDGF,

KRAS y TNFRSF6B), i1) crecimiento celular y proliferacion (CDK2AP1, CYP1AI, DIABLO,
FLT3, KLF5, FOXA2 y ZNF217) y iii) ciclo celular (CCND3, CDK1, IFI116, IQGAP3, PML,

RBI1y TP53). (Tablas 13 y 14).
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Tabla 13. Pérdidas cromosomicas en pacientes con adenocarcinoma gastrico detectadas por

aCGH (n=138).

Region BAC Inicio/ N° de Tamaiio Frecuencia .
P . Genes candidatos*
cromosomica Final clones (pb) (%)
GS-202-L17/ TP53, EFNB3, SHBG, TRPVI,
17p13.3-p13.1 RP11-40109 21 10.055.064 94 XAFI, CDH3
RP11-123C5/ WWOX, USP10, IRFS, ZFHX3,
16q22.1-q24.3 GS-191-P24 27 21.273.956 87 GCSH, IL17C, CDHI3, TERF2IP,
- B ADAMTS18
RP11-390P24/ BRCAI, THRA, RARA, GRB7,
17q12-q21.2 RP11-156E6 6 2.213.827 86 STARD3
SOCS1, ERCC4, A2BP1, MYHI1
RP11-167B4/ ’ ; ; ’
16p13.3-p13.11 CTD-2504F3 17 9.817.970 85 USP7, EMP2, LITAF GSPTI
BCL74, DIABLO, RSRC2, CIT,
RP11-144B2/ CDK2A4PI1, CLIPI, KNTCI, PXN,
12q24.23-q24.31 RP11-338K17 6 3.576.834 73 RHOF, RNF34, SBNOI, K2API,
B SFRS9, FBXL10, ZCCHCS
RP11-497G19/
12q24.22-q24.23 RP11-322N7 4 2.572.179 63 NOSI, KSR2, HRK
CTA-229 A8/
22ql13.1-q13.2 RP5-979N1 6 717.122 56 ST13, RBXI, MKLI
RP11-214K3/
12q24.31-q24.33 GS-221-K18 12 9.396.014 49 CHFR, NCOR2, FZD10
BCL7B, CLDN4, CLDN3, FZD?Y,
7q11.22-q11.23 g‘l‘f}gsll;; 7 5.866.520 49 LIMKI, RFC2, GTF2I, EIF4H,
- WBSCR22
TRPM?7, MAPK6, RFX7, CYPI9,
15q21.1-q22.31 g}}gg‘z‘g/ 2 17.576.995 31 DAPK2, CYPI9AI, SLCI2AI,
B SMADG6, CCNB2
TLE3, SMAD3, CYPIAI, CSK,
15q22.31-q24.1 g}}%g/ 15 9871.174 29 PIPN9, NEOI, PML, NEILI,
- PIAS1, RABIIA
RP4-544D10/ DAG1,IMPDH2,LAMB2,RHOA
3p21.31 RP11-78010 6 2.459.835 28 GPX1.IP6K2.APEH.MAPA,
PLXNBI
RP11-26608/
15q26.1-q26.3 RP11-262P8 8 5.675.238 26 IGFIR, NR2F2, SIN34
GS-118-B13/ RNF4, TACC3, FGFR3, S100P,
4p16.3-pl6.1 RP11-338K13 11 8.004.636 20 DOK7. GAK. TMEM129. CTBPI
RP11-205K6/
9933.3-q34.3 RP11-417A4 13 11.383.170 18 FPGS, CIZ1, FNBP1, ASSI
CTB-87L.24/
5935.2-9q35.3 GS-240-G13 8 4.805.819 16 FGFR4, UNC5A, GRK6, DBNI,

DOK3

* Genes asociados a procesos neopldsicos y/o involucrados en cancer géstrico (negrita)
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Tabla 14. Ganancias cromosémicas en pacientes con adenocarcinoma gastrico detectadas
por aCGH (n=138).

Region BAC Inicio/ N°de Tamaifio  Frecuencia Genes candidatos®
cromosémica Final clones (pb) (%)
DZIP1, GPC5, SCEL, KLF5,
13q21.33-q32.1 gﬂ;g;gg 17 28248521 63  KLFI2, LMO7, KCTDI2,
- PIBF1, RAP24, DACHI
RP3-348M17/
20p12.1-pI1.21  phe 05 ] 8 8.347.761 47 FOXA2, SNX5, SSTR4
10g21.2-g21.3 g}}'}ggglg 5 3.797.437 44 EGR2, CDC2, ZNF365,
i JMJDIC
RP11-11167/ FLT3, FLTI, RASLIIA,
1312139123 4511 0566 6 2.702.202 36 cpxo
ZNF217, AURKA, BMP7,
NTSRI,  OGFR,  RTELI,
ZGPAT, TNFRSF6B, RAEI,
20q13.2-q13.33 224;1311\12“/ 19 11.718.589 32 BCASI, GNAS, LAMAS,
oL STX16,  CYP24A1,GATAS,
TFAP2C, OPRLI, PSMA7,
ADRM1, PMEPAI, BIRC7
RP11-292F22/
10q11.22 RP11-463P17 2 898.263 29 ANXAS
RP11-336D15/
1931.1- q31.3 RP11404H1 11 9.313.505 20 UCHLS, TMEM1834
HDGF, CRABP2, IFII6,
1q22-q25.1 g; 1522}?924/ 17 16.951.199 16 B4GALTS, I0GAP3,
i APOAIBP
RP11-334H12/
6p12.3-p11.2 RP3-429B11 10  8.467.895 15 GSTA3, RAB23, BAG2
RP11-495D4/
8q24.13-q24.3 RP11-526P7 18 13.487.390 13 MYC, WISPI, ASAP1
RP11-352E12/
7p21.3-p21.2 RP11-547G15 8 4.621.868 9 ETVI, SCIN
221213 KpaT33BY 3 1774168 7 RPA3,ICAI

RP11-304A10

* Genes asociados a procesos neoplésicos y/o involucrados en cancer géstrico (negrita)
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4.3 Significado de los cambios genomicos detectados mediante aCGH en el

comportamiento clinico-patologico y evolutivo de la enfermedad

La tabla 15 muestra las caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y bioldgicas de los
138 pacientes con ADC gastrico asociadas a las alteraciones genéticas detectadas mediante
aCGH. Queremos destacar que los pacientes con pérdidas en 4p16.3-p16.1, 12q24.22-q24.23,
15922.31-q24.1 y/o ganancias en 6pl2.3-pl11.2, 7p22.1-p21.3, 13q31.3-q32.1 y 20pl12.1-
pl1.21, mostraron tumores en estadios avanzados (III/IV). En esta misma linea, los pacientes
con ganancias a nivel de 20p12.1-p11.21 y 10q11.22 se asociaron a tumores metastaticos y a
tumores de tipo histoldgico intestinal, respectivamente. Desde el punto de vista prondstico, las
ganancias de 7p22.1-p21.3, 10q11.22, asi como las pérdidas en 4p16.3-p16.1 correspondian a

tumores recidivantes y alto grado de diferenciacion (p < 0.05).

Se identificaron un total de 15 regiones cromosdmicas que se asociaron con el
comportamiento clinico y bioldgico de la enfermedad. Estas regiones contienen 110 posibles
genes candidatos. De esta lista de genes se realiz6 un analisis de las posibles interacciones y
redes en los que estan involucrados con el software Ingenuity Pathways Analysis® (Ingenuity
Systems, Redwood City, CA, EEUU) (http:\\www.ingenuity.com). El programa detecté que
14 de los 110 genes estaban interconectados formando parte de una red comtn. Esta red esta
relacionada con el ciclo celular, el cancer y las enfermedades respiratorias (Figura 12).
Ademas, se conoce que siete de estos genes estan involucrados en la progresion del ciclo
celular y se sabe que seis de ellos juegan un papel importante en cancer de pulmén y del
tracto gastrointestinal: AURKA319‘333, CCNBZ334‘338, EGFR339'343, IGFIR344‘347, TOP24°% y
Tp53346-350

Las tres rutas candnicas mas importantes relacionadas con los genes identificados
fueron: los mecanismos moleculares en céancer, sefializacion en céncer de vejiga y

sefalizacion en cancer de pulmon de células no pequenas.
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Tabla 15. Relacion entre las alteraciones genéticas detectadas mediante aCGH y las caracteristicas clinico-patolégicas de la

enfermedad (n=138).

Reeié Estadio Diferenciacion Lauren Metastasis a distancia Recidiva
egion
cromosémica /v P Alto grado P Intestinal P M1 P Si P
(n=76) (%) (n=62) (%) (n=86) (%) (n=20) (%) (n=41) (%)
PERDIDAS
4p16.3-p16.1
Pérdida 22/28 (79%) 0.009 19/28 (68%) 0.01 13/23 (57%) 01 7/28 (25%) 01 11/15 (73%) 0.05
Normal 54/106 (51%) : 43/106 (41%) : 73/99 (74%) ’ 13/110 (12%) ’ 30/69 (44%) :
12q24.22-q24.23
Pérdida 54/84 (64%) 40/85 (47%) 54/78 (69%) 14/87 (16%) 27/51 (53%)
0.02 0.8 0.7 0.5 0.3
Normal 22/50 (44%) : 22/49 (45%) ’ 32/44 (73%) ’ 6/51 (12%) ’ 14/33 (42%) ’
12q24.23-q24.31
Pérdida 61/98 (62%) 0.03 47/98 (48%) 05 62/89 (70%) 07 16/101 (16%) 06 31/58 (53%) 02
Normal 15/36 (42%) : 15/36 (42%) ’ 24/33 (73%) ’ 4/37 (11%) ’ 10/26 (39%) ’
12q24.32-q24.33
Pérdida 42/66 (64%) 01 33/67 (49%) 05 42/63 (68%) 03 11/68 (16%) 06 21/37 (57%) 02
Normal 34/68 (50%) ’ 29/67 (43%) ’ 44/59 (75%) ’ 9/70 (13%) ’ 20/47 (43%) ’
15q21.1-q22.31
Pérdida 31/42 (74%) 0.007 20/41 (49%) 07 25/38 (66%) 0.4 9/43 (21%) 01 16/27 (59%) 02
Normal 45/92 (49%) : 42/93 (45%) ’ 61/84 (73%) ’ 11/95 (12%) ’ 25/57 (44%) ’
15q22.31-q24.1
Pérdida 30/39 (77%) 0.002 19/38 (50%) 06 22/35(63%) 0.2 9/39 (23%) 01 14/23 (61%) 02
Normal 46/95 (48%) : 43/96 (45%) ’ 64/87 (74%) 11/99 (11%) ’ 27/61 (44%) ’
15q26.1-q26.2
Pérdida 29/36 (81%) 0.001 17/34 (50%) 06 19/32 (59%) 0.1 8/36 (22%) 01 13/22 (59%) 03
Normal 47/98 (48%) : 45/100 (45%) ’ 67/90 (74%) 12/102 (12%) ’ 28/62 (45%) ’
22q13.1-q13.2
Pérdida 47/74 (64%) 01 37/74 (50%) 0.4 46/65 (71%) 09 14/76 (18%) 01 26/44 (59%) 0.05
Normal 29/60 (48%) ’ 65/60 (42%) ’ 40/57 (70%) ’ 6/62 (10%) ’ 15/40 (38%) :
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Tabla 15. Relacion entre las alteraciones genéticas detectadas mediante aCGH y las caracteristicas clinico-patologicas de la
enfermedad (n=138).

Estadio Diferenciacion Lauren Metastasis a distancia Recidiva
Region
cromosémica v P Alto grado P Intestinal P M1 P Si P
(n=76) (%) (n=62) (%) (n=86) (%) (n=20) (%) (n=41) (%)
GANANCIAS
1q22-q25.1
Ganancia 1318(72%) 9/18 (50%) 07 10/15 (67%) 07 3/1906%) L0 M2(5%)
Normal 63/116 (54%) ' 53/116 (46%) ' 76/107 (71%) ) 17/119 (14%) ' 32/72 (44%)
6p12.3-p11.2
Ganancia 16/21 (76%) 0.05 13/21 (62%) o1 12/20 (60%) 03 321014%) L0 6/10 (60%)
Normal 60/113 (53%) 49/113 (43%) ' 74/102 (73%) ' 17/117 (15%) ' 35/74 (47%)
7p22.1-p21.3
G i 9/10 (90 8/10 (80° 5/7 (710 3/10 (30° 5/5 (100%
anancia O0%) 503 (B0%) 404 (71%) 1.0 (30%) 0.2 (100%) 4 0
Normal 67/124 (54%) 54/124 (44%) 81/115 (70%) 17/128 (13%) 36/79 (46%)
7p21.3-p21.2
Ganancia 1012(83%) 10/12 (83%) 0.01 5/9 (56%) 0q 31205%) 04 5/7 (71%) 03
Normal 66/122 (54%) ' 52/122 (43%) ) 81/113 (72%) ' 17/126 (14%) ' 36/77 (47%)
10q11.22
G i 24/40 (60° 26/39 (67° 19/33 (58° 4/40 (10 19/30 (63%
anancia ©0%) 46 ©7%) 4 002 (58%) .05 (10%) 0.4 (©3%) 9 05
Normal 52/94 (55%) 36/95 (38%) 67/89 (75%) 16/98 (16%) 22/64 (41%)
13q31.3-q32.1
Ganancia 53/84 (63%) 0.05 38/86 (44%) 55/80 (69%) 0 14/87(16%) 05 2447 (51%)
Normal 23/50 (46%) ) 24/48 (50%) ' 31/42 (74%) ' 6/51 (12%) ' 17/37(46%) '
20p12.1-p11.21
Ganancia 46/64 (72%) 30/63 (48%) 41/56 (73%) 15/65 (23%) 20/34 (59%)
0.001 0.8 0.5 0.007 0.1
Normal 30/70 (43%) 32/71 (45%) 45/66 (68%) 5/73 (1%) 21/50 (42%)
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Figura 12.
al analisis de los resultados obtenidos mediante array de CGH

En rojo se muestran los genes alterados encontrados en nuestro estudio. Las lineas solidas entre nodos
representan interacciones directas, las punteadas son indirectas. Las flechas de un nodo hacia otro indican que
ese nodo actlia sobre el otro. Las lineas sin flecha representan enlaces. Los genes sin color no fueron
identificados en nuestro analisis y se han integrado debido a su relevancia en esta red. En el cuadro de la parte
inferior se muestra la clave que indica el tipo de molécula que aparece en cada nodo de la red.
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4.4  Impacto de las caracteristicas clinico-patolégicas y de las alteraciones genéticas

en la supervivencia libre de enfermedad

Cuarenta y uno de un total de 84 pacientes intervenidos con intencion curativa (RO),
habian recaido a los 5 afios tras la cirugia. De ellos, 30 pacientes (73%) presentaron un patron
unico de recurrencia (es decir, en un solo sitio, ya sea locorregional, a distancia o peritoneal);
9 pacientes (22%) presentaron recurrencia con dos patrones, y 2 pacientes (5%) presentaron

simultdneamente los tres patrones de recurrencia (Figura 13).

I.ocorregsional

14
(34%)

Distancia Peritoneal

Figura 13. Patrones de recurrencia encontrados en 41 de 84 pacientes operados con intencion curativa

(RO).

La tabla 16 muestra las caracteristicas clinico-patoldgicas relevantes de la enfermedad que
tienen valor pronostico en la aparicion de una recidiva. Asi, podemos observar que los
pacientes con tumores gastricos de tipo histoldgico difuso muestran una supervivencia libre
de enfermedad significativamente mas corta que los tumores de tipo intestinal (mediana 20 vs
38 meses; p= <0.001). De forma similar, presentaron un peor pronostico los tumores de alto
grado (mediana 20 vs no alcanzada; p=0.02), los tumores con afectacién ganglionar (mediana
20 vs no alcanzada; p=0.001), y los tumores en estadios avanzados (estadio III) (mediana 17
vs 55; p=0.001) (Figura 14). Por el contrario, no se observaron diferencias significativas en la
supervivencia libre de recidiva al comparar el sexo, la edad, el tamafo del tumor, la
profundidad de invasion de la pared, el tipo de gastrectomia o linfadenectomia y el

tratamiento adyuvante recibido.

95



Resultados

Tabla 16. Adenocarcinomas gastricos (n=84): Caracteristicas clinico-patologicas y genéticas con impacto
pronostico sobre la supervivencia libre de recaida.

Mediana
N° de o, Supervivencia Analisis Analisis
Variable casos recidivas libre de univariante multivariante
enfermedad P P
(Meses)
Sexo
Hombres 45 56 37 NS _
Mujeres 39 41 29
Edad (aiios)
<74 41 56 37
>74 43 0 27 NS -
Tamaiio del tumor (cm) * (n= 80)
<6 48 48 38 NS _
>6 32 50 21
Tipo Histolégico Lauren (n=79) 5
Intestinal 49 41 38
Difuso 23 52 20
Mixto 5 60 9 <0.001 NS
Indeterminado 2 50 5
Grado Histologico (n=79) 4
Bajo grado 40 35 NA
Alto grado 39 56 20 0.02 NS
Clasificacion TNM patolégica
Profundidad de invasion de la pared (pT)
T1-T2 18 33 58 NS _
T3-T4 66 53 23
Afectacién ganglionar (pN)* (n=81)
NO 23 17 NA
NI-N3 53 62 20 0.001 <0.001
Estadio (TNM)" (n=81)
I 10 20 NA
I 37 38 55 0.001 NS
11 34 71 17
Tipo de Gastrectomia
Total 27 48 23 NS _
Subtotal 57 49 37
Tipo de Linfadenectomia
<D2 67 52 27 NS _
>D2 17 35 38
Quimioterapia adyuvante
Si 42 52 37 NS _
No 42 45 27
Alteracién nimero de copias
210 35 31 55
>10 49 61 22 0.02 B
Porcentaje de genoma alterado
<16% 44 36 55 0.01 _
2 16% 40 63 21 :
1q22-q25.1
Ganancia 12 75 14
Normal 72 44 37 0.03 NS
4p16.3-pl6.1
Pérdida 15 73 14
Normal 69 44 37 0.009 NS
7p22.1-p21.3
Ganancia 5 100 11
Normal 79 46 37 <0.001 0.005
10q11.22-q21.3
Ganancia 38 63 21
Normal 46 37 55 0.05 NS
12q24.31-q24.33
Pérdida 37 57 20 NS _
Normal 47 43 44
15q22.31-q23
Pérdida 24 63 17
Normal 60 43 44 0.02 0.02

NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>.05) NA: No alcanzada
* Omision de casos debido a falta de informacion clinica

* El tipo mucinoso no fue incluido.
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A pesar de no alcanzar la significacion estadistica, los pacientes con mayor
profundidad de infiltracion de la pared gastrica (T3-T4) presentaron una tendencia a una

supervivencia mas corta que los casos T1-T2.

Ademas de las caracteristicas clinico-patoldgicas, algunas alteraciones genéticas
estudiadas también mostraron una asociacion estadisticamente significativa con el tiempo
libre de recaida, entre ellas, ganancias de 1q22-q25.1 (mediana 14 vs 37 meses; p=0.03), de
7p22.1-p21.3 (mediana 11 vs 37 meses; p=<0.001), de 10q11.22-g21.3 (mediana 21 vs 55
meses, p=0.05) o de las pérdidas en 4p16.3-p16.1 (mediana 14 vs 37 meses; p= 0.009), o de
15922.31-g23 (mediana 17 vs 44 meses; p=0.02). (Figura 14).

A la hora de seguir evaluando el impacto clinico de las diversas alteraciones
cromosomicas en la supervivencia libre de recaida, decidimos en primer lugar centrarnos en
correlacionar el numero de alteraciones cromosomicas de cada tumor con su prondstico. En
este sentido, observamos que las alteraciones en las regiones cromosomicas 1q22-q25.1,
4p16.3-pl6.1, 10q11.22-g21.3 y 15922.31-q23, se asociaron con una menor supervivencia
libre de recaida. De esta manera clasifican los pacientes por el nimero de regiones
involucradas. La supervivencia libre de recaida fue superior en los pacientes que no
presentaban ninguna alteracion (mediana, 55 meses) con respecto a los que tenian una sola

alteracion (mediana, 37 meses, p=<0.001). (Figura 15A).

Una vez evaluado el impacto del nimero de alteraciones genéticas en el pronostico,
analizamos las alteraciones especificas que con mayor frecuencia se presentaban. Asi, las
alteraciones genéticas asociadas con mas frecuencia a la recaida de la enfermedad fueron la
ganancia a nivel de 10q11.22-q21.3 y la pérdida de 15q22.31-g23. La supervivencia libre de
recaida fue superior en el grupo de pacientes que no presentaban ninguna de estas 2
alteraciones (mediana de 55 meses) respecto al grupo que presentaba una sola alteracion
(mediana de 26 meses) y la que mostré ambas regiones cromosoémicas alteradas (mediana, de

14 meses; p= 0.02) (Figura 15B).
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Figura 15. Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con reseccion R0 basado en las alteraciones
(A) 1922, 4p16.3,10q11.22 y 15q22.31, (B) 10q11.22 y 15¢22.31.

El anélisis multivariante de factores pronosticos asociados a recaidas mostrd que la
afectacion ganglionar, junto con las anomalias de la region cromosémica 7p22.1-p21.3 y la
pérdida de 15q22.31-g23, constituyen la mejor combinacion de parametros individuales a la
hora de predecir la supervivencia libre de recidiva en pacientes con ADC gastrico sometidos a
una reseccion R0O. En base a estas variables, establecimos un sistema de puntuacion para
realizar una estratificacion pronostica de los pacientes. De manera que, la ausencia de
metastasis ganglionares y un nimero normal de copias en las regiones 7p22.1 y 15q22.31
presentan un valor 0; presencia de metéstasis ganglionares, ganancia de la region 7p22.1 y la
del(15g22.1) mostraron valor de 1. De acuerdo con la puntuacion de estas variables, aquellos
pacientes que no mostraron ninguno de estos tres factores prondsticos fueron considerados
con una puntuacion 0; y se clasificaron como pacientes de bajo riesgo. Por el contrario los
pacientes que cumplian con al menos dos de estos tres factores pronosticos fueron
considerados pacientes de alto riesgo; de hecho, 15 de ellos habian recaido a los 20 meses tras
la cirugia, mientras que ninguno de los que obtuvieron puntuacion 0 lo habian hecho en este

periodo de tiempo. (Figura 16).
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Figura 16. Supervivencia libre de recidiva en pacientes con reseccion R0 mediante el sistema de
puntuacion basado en los factores prondsticos independientes

4.5 Impacto de las caracteristicas clinico-patologicas y las alteraciones genéticas de

la enfermedad en la supervivencia global de los pacientes

Entre las variables clinico-patologicas evaluadas, el tipo histologico de Lauren
(p=0.003), profundidad de invasion de la pared (p=0.001), afectacion ganglionar (p=0.002),
metastasis a distancia (p=0.001), el estadio tumoral (p=<0.001) y tipo de reseccion
(p=<0.001) mostraron una influencia significativa como factores prondsticos adversos,
asociandose con una supervivencia global significativamente mas corta (Figura 17). Por el
contrario, no se encontraron diferencias significativas en la supervivencia global de los
pacientes segun su sexo, edad, localizacion del tumor, tamafio tumoral, grado histologico, tipo
de gastrectomia y de linfadenectomia, y recibir o no tratamiento adyuvante recibido (Tabla
17). Sin embargo, merece destacar que existia una tendencia, no significativa, a que los
pacientes con linfadenectomia ampliada (>D2) mostraran una mediana de supervivencia
mayor frente a aquellos en los que la linfadenectomia se limitaba al primer nivel ganglionar
(<D2). Desde el punto de vista genético los pacientes con pérdidas a nivel de 4p16.3-p16.1
(p=0.02), 12q24.31-q24.33 (p=0.02), 15922.31-q24.31 (p=0.02) y/o ganancias en 6pl2.3-
pl2.1 (p=0.02), 7p22.1-p21.3 (p=0.04) mostraron también una supervivencia global

significativamente mas corta (Figura 18).
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Tabla 17. Adenocarcinomas gastricos (n=122): Impacto pronéstico de las caracteristicas clinico-patolégicas
y genéticas sobre la supervivencia global detectadas mediante aCGH en el total de la serie.

N° de Mediana Analisis Analisis
Variable supervivencia univariante multivariante
casos
(meses) P P
Sexo
Hombres 71 26
Mujeres 51 24 NS -
Edad (aiios)
<74 61 27
> 74 61 21 NS
Localizacion del tumor” (n=111)
Tercio superior 21 20
Tercio medio 14 36 NS _
Tercio inferior 74 24
Afectacion generalizada 2 22
Tamaiio del tumor (cm)” (n=115)
<6 65 26 _
~6 50 23 NS
Tipo histolégico Lauren (n=117)*
Intestinal 72 32
Difuso 35 23
Mixto 7 15 0.003 0.02
Indeterminado 3 6
Grado histolégico (n=117) *
Bajo grado 61 26 NS _
Alto grado 56 22
Clasificaciéon TNM patolégica
Profundidad de la invasion de la pared (pT)
T1-T2 19 NA
T3-T4 103 22 0.001 0.009
Afectacién ganglionar (pN)" (n=117)
NO 29 59
NI1-N3 88 22 0.002 NS
Metastasis a distancia (pM)
MO 105 27
M1 17 12 0.001 NS
Estadio " (n=118)
I-1I 53 59
111V 65 20 <0.001 NS
Tipo de gastrectomia
Total 43 20 NS _
Subtotal 79 27
Tipo de Linfadenectomia
<D2 102 23
>D2 20 41 NS B
Tipo de reseccion
RO 93 33
RI-R2 29 14 <0.001 0.003
Quimioterapia adyuvante
Si 63 24
No 59 24 NS B
Numero de alteraciones genéticas
<10 46 41
> 10 76 22 0.008 B
Porcentaje de genoma alterado
<16% 61 41
>16% 61 22 0.02 B
4p16.3-pl6.1
Pérdida 27 22
Normal 95 26 0.02 NS
6p12.3-p11.2
Ganancia 17 15
Normal 105 25 0.02 0.02
7p22.1-p21.3
Ganancia 9 13
Normal 113 24 0.04 NS
12q24.31-q24.33
Pérdida 59 20
Normal 63 33 0.02 NS
15q22.31-q24.1
Pérdida 37 20
Normal 85 32 0.02 NS

* Omision de casos debido a falta de informacion clinica; * El tipo mucinoso no fue incluido; NS: Diferencias estadisticamente
no significativas (p>.05)
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Figura 17. Caracteristicas clinico-patolégicas con impacto significativo sobre la supervivencia global
(A) Tipo histolégico de Lauren, (B) Profundidad de invasion de la pared, (C) Afectacion ganglionar, (D)
Metastasis a distancia, (E) Estadio, (F) Tipo de reseccion.
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Figura 18. Alteraciones cromosémicas
detectadas mediante aCGH con
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El mayor problema en aquellos pacientes sometidos a reseccion curativa de carcinoma
gastrico avanzado (pT3/pT4) es la metastasis peritoneal postoperatoria temprana. Por lo tanto,
es muy importante identificar, empleando marcadores moleculares, a los pacientes con alto
riesgo de recidiva peritoneal para decidir la estrategia de tratamiento mas adecuada. En este
sentido, hemos observado que los pacientes T3-T4 que presentaban ganancia de 6p12.3-p11.2
presentaron una supervivencia significativamente mas corta, respecto a los casos T3-T4 que
no presentaban dicha alteracion (mediana de supervivencia 14 meses vs 23 meses, p=0.03).

(Figura 19).
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Figura 19. Supervivencia global en los pacientes segin profundidad de la invasion de la pared T3-T4 en
funcion de 6p12.3-p11.2

Una vez conocidos las alteraciones genéticas con valor pronostico en el estudio
univariado para cada cromosoma o regiéon cromosOmica analizada en los ADC géstricos,
nuestro interés se centrd en determinar la posible existencia de asociaciones entre dos o mas
alteraciones cromosOmicas distintas. En este sentido, lo pacientes se agruparon segun el
numero de alteraciones cromosdémicas que involucraban las regiones 4p16.3-p16.1, 6p12.3-
pl1.2, 7p22.1-p21.3, 12q24.31-q24.33, 15q22.31-q24.1 observandose que los pacientes con 2
0 mas regiones cromosomicas alteradas tenian una supervivencia significativamente mas corta
respecto a los pacientes cuyos tumores tenian una sola alteracion o ninguna (mediana de

supervivencia 18 vs 23 vs 44 meses, p=0.002) (Figura 20A).

Las regiones cromosomicas 12q24.31-q24.33 y 15922.31-q24.1 se perdian con

frecuencia de manera combinada junto con las otras alteraciones descritas previamente en este
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parrafo. Los pacientes que mostraron pérdidas en estas 2 regiones cromosomicas (mediana de
supervivencia 18 meses), tenian una supervivencia significativamente mas corta que los que

no las mostraron (mediana de 41 meses; p=0.009) (Figura 20B )
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Figura 20. Supervivencia global en Adenocarcinomas gastricos basado en las alteraciones
(A) 4p16.3, 6p12.3, 7p22.1, 12q24.31 y 15q22.31, (B) 12q24.31 y 15¢q22.31.

Ahora bien, el analisis multivariante mostré que so6lo el tipo histolégico de Lauren
(p=0.02), la profundidad de invasion de la pared (p=0.009), la resecabilidad quirtrgica del
tumor (p=0.003) y la ganancia de la region cromosdmica 6p12.3-p11.2 (p=0.02) tenian valor
pronostico independiente (Tabla 17). A la hora de constituir la combinacion de parametros
individuales que mejor prediga la supervivencia global en pacientes con cancer gastrico,
descartamos el parametro “tipo de reseccion” al tratarse de un factor que no estd

intrinsecamente relacionado con la biologia del tumor ni sus alteraciones génicas.

De forma andloga al estudio de la supervivencia libre de recidiva, intentamos
establecer un sistema de estratificacion pronostica de los pacientes con ADC gastrico en el
momento del diagndstico en tres grupos. Este sistema se aplico al total de la serie de pacientes
en los que se contaba con datos de clasificacion de Lauren, y profundidad de invasion de la
pared (117/122). Por consiguiente, el tipo histoldgico intestinal, la profundidad de invasion de
la pared T1-T2 y un numero normal de copias de la region 6p12.3 tienen valor 0; a su vez, el
tipo histoldgico difuso, y la ganancia de la region cromosomica 6pl2.3 tienen valor de 1. De
acuerdo con la puntuacion de estas variables, los pacientes con ADC géstrico pudieron ser
estratificados en tres grupos con tasas de supervivencia global significativamente diferentes

desde el punto de vista estadistico (p=.001). Como se muestra en la Figura 21, de entre los
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pacientes con puntuacion igual o superior a dos (n=47) 33 pacientes habian fallecido a los 5
aflos tras la cirugia (mediana, 18 meses). En contraste con lo anterior, solo tres de los 13
pacientes que presentaban una puntuacién de cero habian fallecido durante este periodo de
tiempo (mediana a los 5 afios, no alcanzada). Los pacientes con puntuacion de 1 habian
fallecido con mayor frecuencia que aquellos con una puntuaciéon de 0, con una mediana de 32

mescEs.
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Figura 21. Estadificacién prondstica en pacientes con adenocarcinoma gastrico (n=117) basada en un
sistema de puntuacion (score) relacionando tres factores prondésticos independientes

Actualmente, la cirugia es la tnica alternativa terapéutica que ofrece posibilidades de
curacion del carcinoma géstrico. La reseccion que conlleva la extirpacion tumoral completa
macroscopica y microscopica (RO) se comporta como un factor pronostico favorable
independiente. Por ello nos centramos en analizar las diferentes variables clinico-patologicas
y genéticas asociadas a la supervivencia en el subgrupo de los 93 pacientes tratados
quirargicamente con intencion curativa. Como se puede observar en la tabla 18 el tipo
histolégico del tumor tuvo impacto pronostico, mostrando mejor supervivencia el ADC tipo
intestinal, con una mediana de 47 meses, respecto al tipo difuso, con una mediana de 27
meses (p=0.02). Los tumores con mayor grado de infiltracién de la pared (T3-T4) mostraron
una supervivencia significativamente mas corta respecto a los tumores T1-T2 (mediana de

supervivencia 24 meses vs no alcanzada, p=0.007)
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Tabla 18. Adenocarcinomas gastricos (n=93): Impacto prondstico de las caracteristicas clinico-patolégicas
y genéticas sobre la supervivencia global detectadas por aCGH en pacientes con reseccion R0.

N° d Mediana Analisis Analisis
. e R . I Lo
Variable casos supervivencia univariante multivariante
(Meses) P P
Sexo
Hombres 52 33
Mujeres 41 31 NS -
Edad (aiios)
<74 46 33 —
> 74 47 26 NS
Localizacién del tumor” (n=85)
Tercio superior 15 20
Tercio medio 8 44 NS _
Tercio inferior 60 34
Afectacion generalizada 2 22
Tamaiio del tumor (cm)* (n=88)
<6 51 47
>6 37 27 NS NS
Tipo histologico Lauren (n=89) .
Intestinal 55 47
Difuso 27 27
Mixto 5 15 0.02 NS
Indeterminado 2 6
Grado histolégico (n=89) *
Bajo grado 47 47 NS _
Alto grado 42 23
Clasificaciéon TNM patolégica
Profundidad de invasion de la pared (pT)
T1-T2 19 NA
T3-T4 74 24 0.007 NS
Afectacién ganglionar (pN)* (n=90)
NO 27 59
NI-N3 63 2 0.01 NS
Estadio * (n=90)
I 11 NA
I 41 59 <0.001 NS
11 38 22
Tipo de Gastrectomia
Total 32 21
Subtotal 61 a1 NS -
Tipo de Linfadenectomia
<D2 76 27 NS _
>D2 17 NA
Quimioterapia adyuvante
Si 43 31
No 50 33 NS
Alteracién nimero de copias
<10 39 59
> 10 54 23 0.02 -
Porcentaje de genoma alterado
< 16% 49 57
> 16% 44 23 0.03
4p16.3-pl6.1
Pérdida 17 22
Normal 76 41 0.02 NS
6p12.3-p12.1
Ganancia 12 15
Normal 81 41 0.01 NS
7p22.1-p21.3
Ganancia 5 15
Normal 88 41 0.02 NS
12q24.31-q24.33
Pérdida 42 22
Normal 51 44 0.02 NS
15q21.1-q22.31
Pérdida 29 22
Normal 64 44 0.05 0.03
15q22.31-q24.1
Pérdida 26 22
Normal 67 44 0.04 0.04

* Omision de casos debido a falta de informacion clinica; NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>.05);
gl tipo mucinoso no fue incluido; NA: No alcanzada.
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Del mismo modo, la afectacion ganglionar mostré diferencias significativas en la SG
(p=0.01); asi la supervivencia fue significativamente mayor en pacientes sin afectacion
ganglionar que en los pacientes con afectacion ganglionar, (59 vs 22 meses, p=0.01
respectivamente). Finalmente, se observaron diferencias significativas (p=<0.001) en la SG
entre los distintos estadios. En el estadio I no se detectaron eventos en relacion con la SG;
mientras que para el estadio II y estadio III fue de 59 y 22 meses respectivamente. Por el
contrario, el sexo, edad, localizacion y tamafio del tumor, grado histologico, el tipo de
gastrectomia o linfadenectomia realizada y tratamiento adyuvante no mostraron asociacion

con la SG (p>0.05).

Ademas de las caracteristicas de la enfermedad, las alteraciones cromosomicas
mostraron también una influencia significativa a la hora de predecir la SG, como fueron:
pérdidas a nivel de las regiones cromosdmicas 4pl16.3-p16.1 (p=0.02), 12q24.31-q24.33
(p=0.02), 15g21.1-g22.31 (p=0.05) y 15q22.31-q24.31 (p=0.04) y ganancias en 6p12.3-p12.1
(p=0.01) y 7p22.1-p21.3 (p=0.02), mostrando un valor pronodstico independiente solo las
regiones cromosomicas 15q21.1-q22.31 y 15q22.31-q24.1 (Tabla 18). En general, no se
encontraron diferencias significativas entre los pacientes en los que se realizo cirugia con

intencion curativa y la serie total.

4.6  Validacion mediante técnicas de FISH de las alteraciones genéticas detectadas

por aCGH

Con el fin de confirmar las alteraciones genéticas detectadas por aCGH, se realizaron
estudios de iFISH mediante el uso de seis sondas dirigidas a los genes: CCND3 (6p21), EGFR
(7p12), KRAS (12pl12.1), RBI (13ql4), TP53 (17pl13), ZNF217 (20ql3.2). Nuestros
resultados mostraron un alto grado de correlacion entre ambos métodos a pesar de que se
realizd el andlisis para las regiones genéticas mas frecuentemente alteradas. (Tabla 19).
Ademés, las anomalias cromosomicas identificadas en las regiones cromosémicas estudiadas

por FISH fueron similares a las encontradas por estudios de aCGH.
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Tabla 19. Correlacion entre los resultados obtenidos por FISH y aCGH en las regiones
cromosomicas mas frecuentemente alteradas (6p21, 7p12, 12p12.1, 13q14, 17p13 y 20q13.2).

BAC del aCGH que
Sonda FISH e e o o e B

FISH
CCND3 RP11-533020 6p21 28 14 0.58/<0.001
LSI EGFR RP5-1091E12 Tpl2 21 6 0.5/<0.001
LSI KRAS RP11-707G18 12p12.1 12 13 0.95/<0.001
LSI RBI RP11-174110 13q14 61 63 0.95/<0.001
LSI TP53 RP11-199F11 17p13 90 95 0.29/0.007
LSIZNF217  RP4-724E16 20q13.2 60 39 0.56/<0.001

4.7  Estudios de expresion de HER2/neu, pS3, p21+<», EGFR en adenocarcinoma

gastrico

En nuestro estudio analizamos la expresion proteica mediante estudios de mediante
técnicas de inmunohistoquimica en un total de 170 pacientes con ADC gastrico con el fin de
profundizar en el analisis del valor pronostico de la expresion de varias moléculas implicadas
en procesos relevantes de la carcinogénesis y la progresion tumoral. Las proteinas
seleccionadas fueron: p53 (relacionada con el control de la proliferacion y la supervivencia

celular), p21 (ciclo celular), Her2 y EGFR (dianas terapéuticas).

Los resultados obtenidos del estudio inmunohistoquimico de las diferentes proteinas
analizadas se detallan en la tabla 20. Hay que sefialar que no se han podido estudiar 30 de los
170 tumores incluidos en los TMA, bien por no existir material suficiente para llevar a cabo
todos los estudios o por pérdida de cilindros en el TMA. En 70 de los 140 pacientes
analizados (50%) la tincion IHQ de los nticleos mostro positividad para la expresion de p53,
en 69 para la proteina p21 (49%) y en el resto de los casos 44 (31%) la inmunotincion fue
positiva para EGFR que se asocio con la localizacién tumoral (p=0.003) (Tabla 20). Por el
contrario, el resto de los marcadores estudiados no se asociaron con ninguna de las
caracteristicas clinico-patologicas de la enfermedad estudiadas y no presentaron influencia

significativa en el prondstico de la misma.
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Tabla 20. Adenocarcinomas gastricos (n=140): Relacion entre las caracteristicas clinico-patologicas de la enfermedad y la expresion inmunohistoquimica de los genes 7p53, p21 y EGFR.

p53 p21 EGFR
. Ne de
Variable casos Positivo Negativo P Positivo Negativo P Positivo Negativo P
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Sexo
Hombres 82 45 (55) 37 (45) 02 39 (48) 43 (52) 0.6 2531 57 (69) 08
Mujeres 58 25 (43) 33 (57) ’ 30 (52) 28 (48) ' 19 (33) 39 (67) ’
Edad (afios)" 74 (36 - 89) 74 (45 - 92) 0.6 74 (36 - 92) 71 (45-91) 0.2 73 (46 -91) 74 (36 - 92) 0.7
Localizacién del tumor ** (n=128)
Tercio superior 32 16 (50) 16 (50) 16 (50) 16 (50) 8(25) 24 (75)
Tercio medio 14 7 (50) 7 (50) 038 6(43) 8(57) 07 8(57) 6(43) 0.003
Tercio inferior 78 40 (51) 38 (49) ’ 39 (50) 39 (50) ’ 2127 57 (73) :
Afectacion generalizada 4 1 (25) 3(75) 3(75) 1 (25) 4 (100) 0 (0)
Tamaiio del Tumor (cm)” 74 (36 - 89) 6(2-12) 0.7 6(2-12) 6(1-12) 0.9 6(1-12) 6(2-12) 0.5
Tipo histolégico Lauren (n= 134) 5
Intestinal 88 46 (52) 42 (48) 41 (47) 47 (53) 27 (31) 61 (69)
Difuso 36 17 (47) 19 (53) 05 22 (61) 14 (39) 04 13 (36) 23 (64) 07
Mixto 8 5(63) 3(37) ’ 3(37) 5(63) ’ 2 (25) 6(75) ’
Indeterminado 2 2 (100) 0 (0) 1 (50) 1 (50) 0 (0) 2 (100)
Grado de Diferenciacién (n=134) 5
Bajo grado 79 42 (53) 37 (47) 038 39 (49) 40 (51) 0.9 24 (30) 55(70) 08
Alto grado 55 28 (51) 27 (49) ) 28 (51) 27 (49) ) 18 (33) 37 (67) ’
Clasificacion TNM patolégica
Profundidad de invasién de la pared (pT)
T1-T2 21 10 (48) 11(52) 0.8 10 (48) 11(52) 0.9 8(38) 13 (62) 05
T3-T4 119 60 (50) 59 (50) ’ 59 (50) 60 (50) ’ 36 (30) 83 (70) ’
Afectacién ganglionar (pN)“*(n= 135)
NO 36 17 (47) 19 (53) 07 18 (50) 18 (50) 0.9 12 (33) 24 (67) 08
NI1-N3 99 51(52) 48 (48) ’ 48 (48) 51(52) ’ 31 (31) 68 (69) ’
Metastasis a distancia (pM)
MO 119 62 (52) 57 (48) 02 56 (47) 63 (53) 02 35(29) 84 (71) 02
Ml 21 8 (38) 13 (62) ’ 13 (62) 8(38) ’ 9 (43) 12 (57) ’
Estadio”" (n=136)
I-1I 59 30(51) 29 (49) 0.9 26 (44) 33 (56) 03 18 (31) 41 (70) 07
1I-1v 77 38 (49) 39 (51) ’ 41 (53) 36 (47) ’ 26 (34) 51 (66) ’
Recidiva™ (n=81)
Si 39 15 (39) 24 (61) 01 15(39) 24 (61) 04 11(28) 28 (72) 06
No 42 23 (55) 19 (45) ' 20 (48) 22 (52) ’ 14 (33) 28 (67) ’
Exitus” (n=118)
Si 72 39 (54) 33 (46) 37(51) 35(49) 21 (29) 51(71)
No 46 21 (46) 25 (54) 0.4 20 (44) 26 (56) 0.4 15 (33) 31(67) 0.7

* Resultados expresados como mediana (rango); **Omision de casos debido a falta de informacion clinica; * El tipo mucinoso no fue incluido; *** Sélo se estudiaron aquellos pacientes con reseccion RO.
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La expresion de HER-2/neu fue observada en 10 casos (7%), siendo la frecuencia de
positividad mayor en los tumores de bajo grado (13% vs 0 %; p=0.005). Por el contrario, no
se encontr6 asociacion de expresion de HER2/neu con el resto de variables clinico-
patologicas estudiadas. Las anomalias del gen HER2/neu también se valoro mediante técnica
de FISH. La tabla 21 muestra la correlacion entre las caracteristicas clinico-patoldgicas y la
amplificacion/sobreexpresion de HER2/neu. De igual modo a lo que sucedia con la THQ, la
amplificacion de HER?2, detectada por FISH se correlaciond con el grado histoldgico del
tumor. Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre la expresion del gen
HER?2 mediante IHQ y FISH (Tabla 21). No obstante, se observéd una clara correlacion entre
la presencia de la amplificacion del gen con estadios I y II de la enfermedad (p=0.03) y con
una mayor supervivencia global (p=0.05). (Figura 22), que el grupo de pacientes que

presentaron un nimero normal de copias para el gen HER2

100
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Amplificado (n=16
60 - p (n=16)

40
Normal (n=102)

Supervivencia global (%)

0 4 P=.05
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Meses desde la cirugia

Figura 22. Supervivencia global en adenocarcinomas gastricos del gen HER2/neu
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Tabla 21. Adenocarcinomas gastricos (n=140); Relacion entre las caracteristicas clinico-
patolégicas de la enfermedad y el estado de Her2 mediante inmunohistoquimica y FISH.

IHQ FISH
N° de
Variable Nesati . No :
casos gativo Positivo . Amplificado
N (%) N (%) P Amlslzto“;:)ado N (%) P
Sexo
Hombres 82 74 (90) 8 (10) 02 68 (83) 14 (17) 01
Mujeres 58 56 (97) 2 (3) ' 54 (93) 4(7) ’
Edad (afios)” 74 (36-92) 74 (46-81) 0.5 74 (36-92) 72 (45-81) 0.3
Localizacién del tumor ™ (n=128)
Tercio superior 32 29 (91) 309 28 (87) 4(13)
Tercio medio 14 14 (100) 0(0) 06 13 (93) 1(7) 07
Tercio inferior 78 72 (92) 6 (8) ’ 66 (85) 12 (15) ’
Afectacion generalizada 4 4 (100) 0 (0) 4 (100) 0 (0)
Tamaiio del Tumor (cm)” 6 (1-12) 7 (3-12) 0.2 6 (1-12) 6 (3-12) 0.7
Tipo histologico Lauren (n= 134) a
Intestinal 88 78 (89) 10 (11) 72 (82) 16 (18)
Difuso 36 36 (100) 0(0) 01 34 (94) 2 (6) 02
Mixto 8 8 (100) 0(0) ' 8 (100) 0(0) ’
Indeterminado 2 2 (100) 0 (0) 2 (100) 0 (0)
Grado de Diferenciacion (n= 134) -
Bajo grado 79 69 (87) 10 (13) 63 (80) 16 (20)
Alto grado 55 55 (96) 0y 9005 53 (96) 24y 0005
Clasificacion TNM patolégica
Profundidad de invasion de la pared (pT)
T1-T2 21 18 (86) 3(14) 02 17 (81) 4(19) 0.5
T3-T4 119 112 (94) 7 (6) ' 105 (88) 14 (12)
Afectacién ganglionar (pN)"“(n= 135)
NO 36 32 (89) 4(11) 05 30 (83) 6(17) 03
N1-N3 99 93 (94) 6 (6) ’ 89 (90) 10 (10) ’
Metastasis a distancia (pM)
MO 119 109 (92) 10 (8) 04 101 (85) 18 (15) 0.07
M1 21 21 (100) 0(0) ’ 21 (100) 0 (0) '
Estadio™ (n=136)
I-1I 59 52 (88) 7(12) 01 48 (81) 11 (19) 0.03
aI-1v 77 74 (96) 3(4) ’ 72 (93) 5(7) :
Recidiva™ (n=81)
Si 39 38 (97) 1(3) 04 36 (92) 3(8) 01
No 42 38 (90) 4(10) ’ 33 (79) 9 (21) ’
Exitus ™ (n=118)
Si 72 68 (94) 4(6) 0 66 (92) 6 (8)
No 46 42 (91) 409 7 36 (78) 1022 004

* Resultados expresados como mediana (rango); **Omision de casos debido a falta de informacién clinica; * El tipo mucinoso no fue
incluido; *** Soélo se estudiaron aquellos pacientes con reseccion RO.

4.8  Correlacion entre la expresion HER2/neu y EGFR detectadas por

Inmunohistoquimica y el numero de copias de ADN observadas por FISH

Los patrones de expresion encontrados para HER2/neu se pueden observar en la tabla 22. En
términos generales la expresion detectada para HER2 y EGFR mostrd un alto grado de correlacion con
el nimero de copias del gen detectadas por FISH (R=0.9; <0.001). No obstante, cabe destacar que seis
casos ya que mostraron amplificacion del gen HER?2 sin detectarse sobrexpresion fueron considerados
discrepantes. Para explicar estas discrepancias procedimos a la determinacion de HER2 en secciones
completas de tejido en estos casos. De los seis casos, solo un caso mantuvo su puntuacion original tras

la repeticion de la IHQ, mientras en los cincos casos, todos ellos de tipo intestinal, observamos un caso
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Tabla 22. Correlacion entre la expresion proteica y la amplificacion de los genes
HER2/neu y EGFR mediante técnicas de Inmunohistoquimica y FISH.

FISH
THQ . No Total R%/p
Amlfl’l?;‘;;‘d" Amplificado
¢ N (%)
HER2
3+ 10 (100) 8 0 (0) 10
T
2+ 5(83) 1(17) 6 0.9/<.001
1+ 1(33) 2(67) 3
0 1(1) 120 (99) 121
Total 17 123 140
EGFR
0 0 (0) 10 (100) 10
1 (1-100) 0 (0) 35 (100) 35
2 (101-200) 0 (0) 31 (100) 31 0.6/.001
3 (201-300) 0 (0) 15 (100) 15
4 (301-400) 1 (50) 1 (50) 2
Total 1 92 93

§ Tres casos presentaron heterogeneidad intratumoral para tincion de Her2
1 Dos casos presentaron heterogeneidad intratumoral para tincion de Her2

un caso con areas de tumor con tincién fuerte para HER2 mientras que areas adyacentes del
tumor carecen de marcaje para HER2 (Figura 23A), dos casos con expresion variable de
HER2 de 0 a 3+ en el mismo tumor (Figura 23B) y en dos casos restantes se observo un clon
de células tumorales HER2+ que correspondian al 20% del area tumoral. Por el contrario, no
tuvimos que proceder a realizar estudio de FISH en tejido porque en ninglin caso encontramos

un estudio positivo 3+ para IHQ y negativo mediante FISH.

Figura 23. Heterogeneidad intratumoral para la expresion proteica de Her2/neu.
(A) Adenocarcinoma tipo intestinal con expresion heterogénea de Her2 con areas 3+ adyacente a glandulas que
carecen de expresion de Her2. (B) Diferentes patrones de tincion de 0 a 3+
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En los 93 casos de ADC gastrico, se encontro IHQ grado 0 en 10 (11%), grado 1 en
35 (38%), grado 2 en 31 (33%), grado 3 en 15 (16%) y grado 4 en 2 (2%). De los 76
pacientes con expresion negativa de EGFR, 50 pacientes (66%) presentaron disomia mediante
técnica de FISH, 25 pacientes (33%) trisomia mientras que un paciente mostrd polisomia.
Entre los 17 pacientes con expresion positiva de EGFR, 3 pacientes (18%) presentaron
disomia, 10 pacientes (59%) mostraron trisomia para el gen, tres casos (18%) polisomia y
solo un caso (5%) presentd amplificacion. Los niveles de expresion proteica se
correlacionaron significativamente con el nimero de copias del gen EGFR (= 0.9; p <.001).

(Tabla 22).

4.9 Comparacion de la expresion proteica en tumores primarios y metastasis

ganglionares

La metastasis ganglionar es un factor importante en el pronostico y tratamiento del
cancer gastrico. Se estudid la expresion de proteinas relacionadas con el control de la
proliferacion y la supervivencia celular (p53, p21) ademas de dos dianas terapéuticas (HER2
y EGFR) tanto en las metastasis ganglionares como en sus correspondientes tumores
primarios. Justificamos este subestudio: 1) para identificar cualquier heterogeneidad entre los
tumores primarios y sus metdstasis ganglionares, y ii) porque ademds podria proporcionar
informacion importante sobre el mecanismo bioldgico de la metéstasis y la respuesta de la
metastasis a la quimioterapia. Solo en 70 pacientes contdbamos con muestras pareadas tumor
primario/metastasis ganglionar con cantidad de material suficiente para realizar el estudio

IHQ con todos los marcadores.

HER2 y p53 presentaron una alta concordancia entre la metéstasis ganglionar y el
correspondiente tumor primario (Tabla 23). Por el contrario la expresion de EGFR y de p21
mostraron mayor expresion 14 casos negativos para EGFR en el tumor primario, que se
hicieron positivos en la metastasis. La proteina que mostr6 una mayor correlacion en su
expresion entre el tumor primario y sus correspondientes metastasis ganglionares fue HER2,

encontrandose solo discrepancia en un caso.
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Tabla 23. Concordancia en la expresion inmunohistoquimica entre el tumor primario y ganglios
linfaticos metastaticos de las proteinas analizadas (n=70).

Concordancia Discordancia
Proteinas Tumor primario / ganglio Tumor primario / ganglio RZ/I,
Positivo/positivo  Negativo/negativo Positivo/negativo Negativo/positivo
Her-2/neu 7 62 1 0 0.93/<.001
p53 35 29 4 2 0.83/<.001
p21 26 30 7 7 0.6/.001
EGFR 15 36 5 14 0.43/.04

4.10 Heterogeneidad genética y vias de evolucion clonal en adenocarcinoma gastrico

El uso simultaneo de tres sondas mediante FISH nos permitid caracterizar cada uno de
los clones tumorales presentes en cada una de las muestras analizadas, observandose que en
cada muestra, coexisten dos 6 mas clones de células tumorales portadoras de distintas
alteraciones cromosdmicas. De los 87 adenocarcinomas géstricos incluidos en el estudio, 21
(24%) presentaban un solo clon tumoral; por el contrario de los 66 casos restantes (76%) se
identificaron dos o mas clones tumorales: 2 clones en 56 casos (64%), 3 clones en 10 casos
(12%). Si agrupamos el tipo de alteracion cromosdmica encontrada en la célula ancestral del
tumor, observamos que la anomalia mas frecuente fue la ganancia y/o amplificacién de una o
varias regiones cromosomicas (57%) y en menor frecuencia la delecion de un locus especifico
(28%). De entre las ganancias que encontramos como alteracion inicial, el 31 % de los casos
correspondia a las regiones cromosémicas 20q13 y 13ql4 (20%) en combinaciéon con la
ganancia de 6p (11%), amplificacion de HER2 (17%), o menos frecuente la amplificacion de
KRAS (9%). Ademas de las ganancias cromosomicas encontradas, la delecion de 17p de
forma asilada (10%) o conjunta con 4p representarian los eventos citogenéticos mas
tempranos en el proceso de transformacion neopladsica de los adenocarcinomas gastricos

(Figura 24).
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Figura 24. Patrones citogenéticos encontrados en la célula tumoral ancestral (n=89).

En todos los casos analizados, se podia establecer una clara relacion entre los diferentes
clones de células tumorales encontrados en el tumor y de esta forma establecer un modelo
hipotético de evolucion clonal, a nivel intratumoral. Aunque los patrones de alteraciones
citogenéticas observados a nivel intratumoral fueron con frecuencia comunes a dos o mas
tumores, la incidencia exacta de cada uno de estos patrones era variable. Un analisis detallado
de los diferentes clones de células tumorales presentes en cada muestra analizada nos permitio
formular una hipdtesis sobre los diferentes patrones de evolucidn clonal, a nivel intratumoral
en estas neoplasias. La figura 25 resume el modelo hipotético de las vias de aneuploidizacion
intratumoral mas frecuentes encontradas en los adenocarcinomas gastricos de nuestra serie.
De acuerdo a este modelo hipotético de evolucion clonal las ganancias, en 20q y 13q como
unica alteracion cromosdmica encontrada en (n=17; 20%) o en combinacion con la ganancia
de 6p (n=10; 11%), representarian los eventos citogenéticos mas tempranos en el proceso de
evolucion neoplasica de los ADC gastricos. Trece de estos casos mostraron una evolucion en
forma de clones de células tumorales tetraploides: una copia extra del cromosoma 20q (n=5),
ganancia de 20q y 13q (n=3), ganancia de 20q y 6p (n=3) ganancia de 20q y monosomia 4/4q-
(n=1), ganancia 20q y 17/17q (n=1) y mas tarde, en un tercer clon con ganancias en

cromosomas 20q y 6p.
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Figura 25. Modelo hipotético de evolucion clonal:

Vias de aneuploidizacion intratumoral para las regiones cromosomicas mas frecuentemente alteradas (4p,6p,7p,12p,13q,17p y 20q). Los porcentajes muestran la incidencia de
casos con un clon tumoral que presenta un patron cromosoémico especifico. — Pérdida o delecion cromosémica, + Ganancia Amp amplificacion de una region cromosdmica.
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La amplificacion de HER?2 se observo en 15 casos en asociacion con la ganancia de
uno o mas de los otros cromosomas estudiados (Figura 26). En 11 casos (13%), la célula
ancestral tumoral mostré amplificacion de HER2 y ganancia conjunta de 13q, amp 7OP24
(n=2), amp TOP2A y ganancia de 20q (n=3), amp TOP24 y CCND3 (n=2), ganancia de 20q
(n=2), amp CCND3 y ganancia de 20q (n=1) y amp HER? y ganancia 13q (n=1). En los
cuatro casos restantes, 3 casos mostraron ganancia de 20q (3%) y 1 caso amplificacion de

TOP24.

La pérdida de 17p se encontré como la inica anomalia cromosdémica detectada en el
clon tumoral ancestral en 9 casos (10%) o bien en asociacion con la pérdida de 4p (17 casos
18%). La amplificaciéon de KRAS asociada con la del (17p) también fue encontrada como la

primera anomalia genética en ocho pacientes (9%).

Figura 26. Conjunto de nucleos interfasicos de un adenocarcinoma gastrico hibridados con tres sondas

una para la regiéon cromosoémica 17q21 (gen TOPO2A, puntos rojos ), otra para la region 17q11.2-q12 (gen
HER?2, puntos verdes) y otra dirigida a la regién centromérica del cromosoma 17 (17p11, puntos azules).
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A continuacion discutiremos de forma general, aunque individualizada, los resultados
obtenidos en relacion con cada uno de los objetivos, reflejo de lo descrito anteriormente en las

secciones de material, métodos y resultados de este trabajo doctoral.

5.1 Incidencia de alteraciones cromosomicas en adenocarcinomas gastricos

En este estudio analizamos el perfil genético en un grupo de 138 pacientes con ADC
gastrico y con el fin de alcanzar un conocimiento mas detallado de las alteraciones
construimos un array de CGH que permitiese, respecto a las técnicas de iFISH y CGH
convencional, una mayor resoluciéon a la hora de identificar la localizacion exacta y la
extension de los cambios existentes en el nimero de copias de las diferentes regiones
cromosomicas alteradas. La mayor resolucion de esta técnica se debe al uso de clones de
grandes insertos como son los BAC y PAC que proporcionan una intensidad de senal
suficiente para detectar cambios en una sola copia y las alteraciones pueden ser relacionadas
con los marcadores genéticos™. Creemos que este es el primer trabajo donde se ha aplicado
un “array” de CGH de alta resolucion para estudiar el impacto prondstico de las alteraciones
citogenéticas y su relacion con las caracteristicas clinico-patolédgicas y evolutivas del ADC
gastrico. En términos generales, nuestros resultados muestran que los ADC géstricos
presentan un perfil genético definido por las pérdidas de los cromosomas 17p13.3, 16q22.1,
12q24.23, 22ql13.1, 7q11.22 y 15q21.1 y las ganancias de las regiones cromosOmicas
13921.33, 20p12.1, 10g21.2, 20q13.2, 1q31.1 y 6p12.3. Estos hallazgos son similares a los de
los estudios previamente publicados realizados mediante citogenética
convencional 1919819 CGH convencional 2124126127 ,CGHI32140320351358 GNP arrayS?.

Para identificar los estudios de interés, se llevo a cabo una busqueda en la base de datos
360

Progenetix™" (www.progenetix.net), utilizando como descriptores el cddigo internacional de
enfermedades para oncologia (cddigos de la “International Classification of Diseases for
Oncology”, ICD-O-3) 8010/3: Carcinoma, NOS, 8140/0: Adenoma, NOS, 8140/3:
Adenocarcinoma, NOS, 8144/3: Adenocarcinoma tipo intestinal, 8145/3: Carcinoma de tipo
difuso, 8211/3: Adenocarcinoma tubular, 8480/3: Adenocarcinoma mucinoso, 8481/3:
Adenocarcinoma productor de mucina, 8490/3: Carcinoma de células en anillo de sello,
8560/3: Carcinoma adenoescamoso, 8576/3: Adenocarcinoma Hepatoide. Se localizaron un

122,126,131,139,145,277,280,320,361-377

total de 28 publicaciones que cumplieron con los criterios de

seleccion (las lineas celulares fueron descartadas del andlisis y como metodologia empleada
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se seleccioné CGH convencional y aCGH) correspondientes a 730 muestras. Si bien nuestros
resultados coinciden cualitativamente con los de la literatura, observamos diferencias

cuantitativas respecto a la frecuencia en que aparecen las alteraciones (Figuras 27 y 28).
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Figura 27. Frecuencia de las alteraciones cromosémicas detectadas mediante CGH en 730 casos de
adenocarcinoma gastrico

El eje X representa el numero de cromosoma mientras que el eje Y muestra las frecuencias expresadas en
porcentaje. www.progenetix.net
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Figura 28. Ideograma de la distribucion de ganancias y pérdidas de material genético detectadas por
CGH en 730 adenocarcinomas gastricos

Todas las regiones alteradas estan representadas a lo largo de los cromosomas: las lineas continuas de la derecha
en amarillo representan las regiones de ganancia, y las de la izquierda en azul representan las pérdidas de
material genomico.

La alteracion cromosdmica mas frecuentemente encontrada en el presente estudio fue
la delecion/monosomia del cromosoma 17/17p~, detectada en casi la totalidad de los pacientes
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analizados (94%). Pese a la diversidad de los resultados encontrados en la
literatura' 212413137837 13 hérdida del material genético del brazo corto del cromosoma 17,
observada con elevada frecuencia en carcinomas gastricos, podria ir asociada a la pérdida de
genes supresores de tumor localizados en este cromosoma, que, como 7P53, intervendrian en
el desarrollo neoplasico de, al menos, un grupo importante de adenocarcinomas

120,124,126,129,140

gastricos Ademas de la delecion/monosomia del cromosoma 17/17p~

encontramos como segunda region delecionada por aCGH la localizada a nivel de 16q22.1-

q24.3 (87%), descrita previamente en otros estudios'>'?"**,

encontramos genes como WWOX°*"% UsP10°%7%, [L17C**'7%?, CDH13%*% | TERF2I1P***

Dentro de esta region

39 ADAMTS18"*” | que podrian estar involucrados en la progresion de los ADC géstricos.
Los principales supresores tumorales de la region son WWOX (FOR/FRA16D)*** y CDH13

(caderina 13/H-caderina/T-caderina)*®>>"

. De ellos, merece especial atencion el gen WIWOX,
localizado a nivel de 16q23.3-q24.1 donde se encuentra la region fragil del genoma humano -

FRA16D- que se encuentra implicado en el desarrollo de neoplasias malignas tales como:

403-405 408,409

, 406 . 407 381-383
mama , esofago™, pulmén™’, pancreas

y cancer gastrico . En ADC gastricos,
la pérdida de expresion de Wwox se ha asociado con caracteristicas adversas de la
enfermedad, entre las que se incluyen profundidad de la invasion de la pared, subtipo

histologico, estadio y la presencia de metastasis ganglionares®™.

Ademas de las pérdidas en 17p y 16q, encontramos otras pérdidas cromosémicas que
afectan preferentemente a los cromosomas 12q24.23-q24.31, 22q13.1-q13.2, 7q11.22-q11.23
y 15921.1-g22.31, que han sido descritas con menor frecuencia que la pérdida del cromosoma
]7128:129.278352.364 "ot indicaria que estas alteraciones cromosémicas podrian representar
cambios genéticos primarios menos relevantes en los adenocarcinomas gastricos, o bien

alteraciones secundarias asociadas a la progresion tumoral.

Los arrays gendmicos han puesto de manifiesto que entre las ganancias detectadas en
nuestro estudio destacan las localizadas en 13q21.33-q32.1, 20p12.1-p11.21, 10g21.2-q21.3 y
20q13.2-q13.33. Las ganancias de los cromosomas 13q y 20q estan implicadas en la
progresion de adenomas a carcinomas en la carcinogénesis colorrectal’'®*!!] tanto en las
lesiones precursoras de cancer gastrico como en carcinomas, indicando que estas alteraciones
cromosomicas son eventos tempranos de la carcinogénesis gastrica'’"'*>"2 En los ADC
gastricos se han descrito tanto ganancias como pérdidas a nivel de 13q (hasta un 40% vs 30%,

respectivamente) 2130 13%143278354372 7 5 incidencia en este estudio de las ganancias en el
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cromosoma 13q21.33-q32.1 (63%) es mas elevada que la descrita anteriormente por otros

126,128,135,351,356,373 412 e . . 413
128.133351.336373:412 "Ep esta region estan localizados los genes SCEL (Sciellin)*”,

KLF5 (Kruppel-like factor 5)*'**! y GPC5 (Glypican-5)****’. La sobreexpresiéon de SCEL es

autores

considerada un marcador genético en carcinoma papilar de tiroides*"”. Sin embargo queda por
conocer el papel especifico que este gen pueda tener en cancer gastrico. El gen KLF'5, codifica
un factor de transcripcion localizado a nivel de 13g22.1 implicado en una mayor tasa de
crecimiento celular y de fenotipos transformados, por lo tanto, se correlaciona directamente
con proliferacion celular in vivo y se ha propuesto como marcador prondstico en cancer de
mama’'®. Ademas, KLF5 desempefia un papel oncogénico en la linea celular TSU-Prl de
cancer de vejiga ya que promueve la tumorogénesis de estas células en ratones’'’. En cancer
gastrico, Kwak et al*® han encontrado una mayor expresion de KLF5 en céncer gastrico
temprano, en tumores pequefios, y en tumores sin metastasis a ganglios linfaticos. No

421
[

obstante, Soon et a encuentran asociacion con alto grado tumoral, estadio clinico

avanzado, presencia de metastasis ganglionares y menor supervivencia a 2 afos. Otro gen es

GPC5 que codifica para un proteoglicano de superficie celular*

. En este sentido, estudios de
los perfiles de expresion génica en rabdomiosarcomas encuentran
sobreexpresién/amplificacién en la region 13q31-32* situando a GPC5 como gen candidato.
En esta misma linea se encuentran los resultados observados en lineas celulares de linfoma,
en las que se encuentra amplificacién de la region 13q31-g32*. Sin embargo el estudio de la

expresion de GPCS5 alin no se ha abordado en cancer géstrico.

Desde el punto de vista citogenético, la ganancia del cromosoma 20 es de especial interés
debido a la presencia de un locus de susceptibilidad para enfermedades hereditarias, que
incluye por ejemplo al cancer de prostata*®. Diferentes estudios de CGH han mostrado que
ganancias tanto en 20pl2.]1'2+128132133140278356 o/ 90010 13121 122124.126,120,145,358.372429
constituyen la segunda anomalia cromosdmica mas frecuentemente detectada en cancer
gastrico. Dada la relevancia clinica de la region 20q12-q13, diferentes autores han tratado de
profundizar en la caracterizacion de los posibles oncogenes especificos y genes amplificados

en varios tipos de canceres, tales como: hepatocelular*’

pulm()n436’437, ovario438'44°, osteosarcoma‘m, mama***4% , gastrico y de la unién

124,125,358,429

1431—433 434,435
5

, colorrecta , pancreas

. 319,321,330
gastroesofagica KA,

. Dentro de esta region encontramos genes como AUR
CYP2 4358,431,444, TEAP? C353’445, NABC ]446’ INF21 7135,351,358,447, C200rf ]412’
TNFRSF6B™ #4544  grx1671%7 y GATA5% 74! De entre estos genes, merece especial

atencion el gen ZNF217 que codifica un factor de transcripcion que estd involucrado en la
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inmortalizacion de las células de cancer de mama cuando se sobreexpresa.****°. En los ADC
gastricos, la amplificacién de este gen se encuentra en aproximadamente en el 10% de los
casos "7 y se ha asociado con el tipo intestinal y tipo mixto en comparacién con el tipo
difuso (p=0.02)*". Otro gen candidato de esta region es TNFRSF6B (Tumor Necrosis Factor
Receptor Superfamily Member 6B), conocido también como DcR3 (Decoy Receptor 3). Este
miembro de la familia TNFRSF, es una proteina de secrecion que ejerce efecto supresor sobre
la muerte celular mediada por FasL induciendo apoptosis***. La sobreexpresion de este gen en
cancer gastrico se correlaciona con presencia de metastasis ganglionar (pN1-3) (p=0.02) y los

niveles séricos de TNFSF6B se correlacionan con estadio tumoral**®*%°.

En resumen, comparando estos resultados con los obtenidos por otros grupos en los

que emplearon como metodologia de analisis CGH convencional y aCGH'?%!2%140:373

se
confirmé que las regiones mas frecuentemente afectadas en ADC gastricos fueron las
pérdidas en 17p (94%), 16q (87%) y las ganancias en 13q (63%), 20p (47%) y 20q (32%). Por
el contrario, en nuestro estudio se observaron mas casos con pérdidas en 12q (73%) y 22q
(56%) asi como un menor nimero de casos que mostraron ganancias en 8q (13%) y pérdidas
en 18q (12%) que los descritos hasta ahora'?®'?*13%14937> Egtaq diferencias podrian estar
relacionadas con la baja resolucion de la CGH convencional y el pequefio nimero de

pacientes analizados en una importante proporcion de estos trabajos.

La frecuencia relativamente elevada de alteraciones encontradas en el presente trabajo
contrasta con los resultados descritos previamente en la literatura. Tal discrepancia podria
explicarse, al menos en parte, por la baja resolucion de la CGH convencional o al bajo
numero de casos analizados en los estudios de CGH arrays, hasta en el momento de iniciar
este trabajo, en nuestro conocimiento no se habia descrito una serie tan amplia en cuanto a

namero de casos.

Nuestra serie cuenta con un patrén de alteraciones génicas similar al de otras series de
casos de pacientes europeos. Estos patrones son diferentes en los pacientes europeos respecto
a los asiaticos. Estas diferencias en el patron de alteraciones genéticas en cancer gastrico entre
los estudios europeos y japoneses podrian estar relacionadas a una manera diferente de
carcinogénesis gastrica en el grupo de bajo riesgo de los pacientes europeos y la poblacion de
alto riesgo de Japon. No obstante, se requieren estudios en series mas amplias de pacientes

donde se comparen el perfil de alteraciones de poblaciones de bajo y alto riesgo, para verificar
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si estas diferencias genéticas, de hecho implican un riesgo diferente para el desarrollo de

cancer gastrico.

5.2 Impacto de las alteraciones genéticas en el comportamiento clinico de los ADC

gastricos.

La existencia de cambios citogenéticos directamente relacionados con la agresividad

biologica y el pronostico de los ADC gastricos, es un dato ampliamente referido en la

121,122,127,128,132,133,140,280,351,354-356,367,373,453,454 En

literatura la actualidad, siguen siendo

relativamente escasos los trabajos en los que se explora y demuestra de forma fehaciente la
asociacion entre el tipo de alteraciones genéticas concretas de la célula tumoral y el
pronostico del cancer gastrico. Asi, la mayoria de los estudios referidos en la literatura se ha
analizado el impacto pronodstico de la ganancia o amplificacion del cromosoma
20q?#320331353358412447 " oy que se haya podido demostrar una asociaciéon clara entre la
ganancia/amplificacion del cromosoma 20 y el comportamiento clinico, bioldgico y
pronostico de la enfermedad, a excepcion de una mayor de incidencia en los tumores de

1280,320,351,353,412

subtipo histologico intestina , ganglios linfaticos metastasicos™', estadio'** y

recidiva*?’. La comparacion de nuestros resultados con los de otros estudios se presenta en la

figura 29 y tabla 24. Los hallazgos de estudios previos han correlacionado ganancias en los

355 412

cromosomas 10q™" y 7p

respectivamente, que también esta de acuerdo con el presente estudio.

con tipo histologico de Lauren y grado de diferenciacion
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Figura 29. Alteraciones genéticas detectadas mediante CGH y aCGH en ADC gastricos relacionadas con las caracteristicas clinico-patologicas y evolutivo de la
enfermedad en 9 estudios.
Las ganancias (verde) y las pérdidas (rojo). Los 9 estudios son numerados por orden cronolégico.

.Wu et al, 2001"!

. Wu et al, 2002%%°

. Kimura et al, 2004'**

. Kang et al, 2006

. Tsukamoto et al, 2008
. Furuya et al, 2008

. Buffart ez al, 2009°*'

. Buffart et al, 2012

. Cheng et al, 2012*?
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Tabla 24. Resumen de 9 estudios de CGH relacionados con las caracteristicas clinico-patologicas y evolutivas en adenocarcinomas gastricos.

o T z 5 3 3
Estudio Metodologia Lauren q Gra(?o oV Met.astaSI.s a Estadio Recidiva Supervivencia Sl.lpel‘VlV?ll.C @
€asos diferenciacion Distancia global Libre recidiva

1 mCGH 53 8q',13q",17q%, 5q" 8q", 169~

2 mCGH 62 3q28-qter’, 20q", 3pl27, 5q14-q23~ 1p32-p36°, 5ql4-

3p25-pter q237, 9p21-p23~

3 mCGH 102 18q~

4 aCGH 28 4ql15.2°, 4q21.217, 49237, 4q28.2° 4923, 9p23,
4q28.27, 14q31.1° 14q31.17, 18q21.17

20q12"

5 aCGH 30 4q13.1-q22.1 °, 4q27-q28.1

4q28.1-q32.27 4q32.3-qter’,

15925.3-q26.27,

16q22.1-q23.27 12q14.2-q15"
6 aCGH 83 4q34.15  5q33.2°5  8p21.3]

14932.35, 15q15.37 17ql3.27

10p15.3%, 10q24.2"

7 aCGH 63 20q"

8 aCGH 206 5q11.2 —q313
14932.11-q32.127,
14q32.13-q32.33~

9 array de 27 7p21.1%, 7p15.2"

oligonucleotidos 20q13.33"

10 aCGH 138 10q11.22* 4p16.3-p16.17 20p12.1-p11.21"  4p16.3-p16.1; 4p16.3-p16.17 4p16.3-p16.17 1922-q25.1°,
7p22.1-p21.3", 12q24.22-q24.31°, 22q13.1-q13.275  12q24.31-q24.337, 7p22.1- p21.3%,
7p21.3-p21.2°, 15921.1-q24.17, 7p22.1-p21.3", 15q22.31-q24.17, 10q11-22-q21.3",
10q11.22" 15926.1-q26.2 10q11.22" 6pl2.3-p11.2", 4pl16.3-pl6.17

7p22.1-p21.3" 12q24.31- q24.33,,

15922.31-q23"
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Las alteraciones cromosomicas que con mayor frecuencia se asociaron a las diferentes
caracteristicas-clinico-patoldgicas fueron la ganancia de 20q y pérdida de 4q asociandose a
tumores histologicos de tipo intestinal. En general, la concordancia de los estudios reflejados
en la tabla 24 y figura 29 es baja. Esto podria explicarse en parte por las diferencias en las
plataformas de CGH, el sistema de andlisis de resultados empleado, las caracteristicas clinico

biologicas de los tumores y el nimero de casos analizados en los diferentes estudios.

Nuestros resultados muestran un mayor numero de alteraciones cromosdmicas
asociadas a las diferentes caracteristicas clinico-patologicas, que podria explicarse por ser una
serie de pacientes con seguimiento prolongado. Ademads, el paquete informatico empleado
para el analisis de correlaciones como: el CGHtest que incluye los scripts CGHPermutations,
CGHlogrank. Aparte de los test estadisticos citados, ambos “scripts” establecen una tasa de

falsos positivos (FDR).

El andlisis de la posible relacion existente entre las alteraciones cromosomicas
encontradas mostr6é una asociacion estadisticamente significativa entre la pérdida de 4p16.3-
pl6.1 con: estadios avanzados, alto grado de diferenciacion histologica, mayor tasa de
recidiva, menor supervivencia libre de recidiva y/o supervivencia global. La pérdida del
cromosoma 4 ha sido descrita como frecuente en cancer de: vejiga, colorrectal, hepatocelular,
esofago, estdbmago y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello'**5% En
carcinoma renal de células claras Klatte et al** empleando técnicas de citogenética
convencional encuentra una asociacion estadisticamente significativa con metastasis a
distancia, tamafio tumoral, grado de Fuhrman y menor supervivencia global. En céancer
colorrectal en estadio I'y II Al-Mulla et al* la pérdida de 4p se asocié con mayor frecuencia
a tumores y ademas es un factor prondstico independiente para supervivencia libre de recidiva

y en ADC ductal de pancreas Gutierrez et al’®. Se asocia con estadios avanzados y una

menor tasa de supervivencia.

La presencia de pérdidas en la region 12q24.31-q24.33 en el presente trabajo se
relaciond con estadios avanzados y menor supervivencia global. En algunas series de cancer
gastrico las pérdidas de la porcion distal de 12q se observan con una frecuencia del 37-
47%'29278364  por el contrario, otros estudios, realizados mediante estudios de CGH,
encuentran incidencias de pérdida de esta region menores o simplemente no las

120,124,126,132,133,372

encuentran . Esta region contiene a dos genes candidatos, CDK2API y
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DIABLO relacionados con cancer gastrico. CDK2AP1 actua como un supresor del crecimiento
celular en queratinocitos normales, fue identificado y aislado por primera vez en un modelo
de cancer oral en hamster'®’. Codifica una proteina de 115 aminoacidos con un peso
molecular de 12.4 kDa (punto isoeléctrico 9.62) denominada p12*°®. p12 es una proteina
asociada especificamente a la quinasa dependiente de ciclina Cdk2, parece estar implicada en
la regulacion negativa de la actividad de Cdk2 mediante el secuestro de mondémeros de Cdk2
y marcandolos para proteolisis. Ademas, interacciona con la DNA polimerasa alfa/primasa y
actua como mediador en la fosforilacion de la subunidad grande p180, lo que sugiere un papel
regulador de la replicacién de ADN durante la fase S del ciclo celular*®*™. La expresién
disminuida de P12 se asocia al desarrollo de cancer oral y en lineas celulares de cancer

colorrectal con inestabilidad de microsatélites*’'. Asi, Shintani et al’”?

ha sugerido que la
mayoria de los carcinomas orales de células escamosas presentan una disminucion o ausencia
de pl2 y esta disminucidon se asocia con presencia de metéstasis ganglionares cervicales y

menor supervivencia a 5 afios. En cancer gastrico, Choi et al’”

en 180 pacientes encontrd
expresion disminuida de p12 en el 77.8% de los casos analizados y asociacion con una mayor
profundidad de invasion de la pared y estadios avanzados. EI gen supresor tumoral
Smac/DIABLO, localizado en 12q24.31 que codifica una molécula proapoptotica®**”>. Los
niveles de expresion varian dependiendo del tipo de cancer: 70% estdmago, 40% pulmoén y
22% de los sarcomas’’®. Ademas, en cancer de pulmén y carcinoma renal la expresion

disminuida de Smac/DIABLO se asocia con progresion tumoral y peor prondstico’’ 7%,

La relacion entre las diferentes alteraciones cromosdémicas con recidiva en cancer

133,280,479

gastrico es escasa . En el presente trabajo, la pérdida de 22q13.1-q13.2 se asoci6 con

_ - . 133
tumores con mayor frecuencia de recidivas. Asi, Morohara et al

encuentra que las
ganancias de 5pl4, 7q31 asi como la pérdida en 22q11.2 estan asociadas con diseminacion
peritoneal y/o citologia peritoneal positiva en cancer gastrico. Esta region contiene varios
genes candidatos S773, RBXI, MKLI. Sin embargo, en la actualidad queda aun por definir
que el papel especifico que jugaria cada uno de ellos en el proceso de metéstasis peritoneal en

cancer gastrico.

Entre las ganancias cromosdmicas detectadas que se asociaron con las diferentes
caracteristicas clinico-patoldgicas encontramos 10ql11.22 con alto grado histoldgico, tipo
histoldgico intestinal, mayor frecuencia de recidivas y menor supervivencia libre de recidiva.

Asi, se ha descrito que la frecuencia de ganancias en 10q en ADC gastricos se relaciona con
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356

metéstasis ganglionares>°, tipo histologico de Lauren®® y profundidad de invasion de la

pared*'2. Un posible gen candidato de esta region es la Anexina A8. Las anexinas son una
familia de proteinas reguladoras del calcio que se unen a la membrana celular y proporcionan
el enlace entre la sefializacion del calcio y las funciones de la membrana celular’™**!. La

anexina A8 es un miembro relativamente poco descrito de la familia de las anexinas

1482,483

encontrandose en el endotelio corneal, pulmon, rifidon y pie . En cancer de pancreas,

Karanjawala er al” encuentra sobreexpresion de Anexina A8, estos hallazgos han sido

corroborados por estudios mediante analisis de cDNA y arrays de oligonucleétidos™*°. La

sobreexpresion de Anexina A8 en cancer de pancreas es bioldgicamente interesante por varias
razones. Las anexinas tienen funciones reguladoras del calcio y un nimero de proteinas
reguladoras de calcio particularmente de la familia de las proteinas S100. Estas tltimas se

encuentran sobreexpresadas en cancer de pancreas sugiriendo su papel critico para la

487-490

homeostasis del calcio en cancer de pancreas Algunos estudios de microarrays en

cancer de mama en el subtipo basal encuentran Anexina A8 asociada a peor prondstico® %>

Como hemos comentado anteriormente, las ganancias en 20p12.1-p11.21 estan entre

128
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las descritas con mayor frecuencia en cancer gastrico, Kimura et a/’*® encuentra asociacion

con invasion linfatica y la clasificacion de Ming. Un posible gen candidato en esta region es

FOXA2; este es un factor de transcripcion. Asi, Lehner et al **

encuentra que HNF6 sirve
como proteina coactivadora en la transcripcion de FOXA2. HNF6 se encuentra aumentado en
los extractos nucleares de las metéstasis hepaticas colorrectales, pero no en colon normal, ni

en el tumor primario.

Desde el punto de vista clinico, se ha analizado extensamente la repercusion que tiene la

presencia de ganancia del cromosoma 1q con menor supervivencia en entidades tumorales

497

como: neuroblastoma®*®’ , meduloblastoma496, mieloma multiple™’, tumor de Wilms*”® y

carcinoma papilar de tiroides*”. De acuerdo con los resultados de estos estudios en el
presente trabajo, la ganancia de 1q22-q25.1 mostrd una asociacion significativa con menor
supervivencia libre de recidiva. Esta region contiene varios genes candidatos: HDGF,
IQGAP3, APOAIBP. El factor de crecimiento derivado de hepatoma (HDGF Hepatoma-

derived growth factor) se purificd inicialmente a partir de la linea celular HUH-7 de

500,501

carcinoma hepatocelular . Se observa un aumento de su expresion en varios tejidos

fetales y esta involucrado en el desarrollo de 6rganos tales como pulmén, musculo, vasos,

502-506

higado y rifion , tiene una funcidén mitogénica en carcinoma hepatocelular, fibroblastos,
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células endoteliales, células musculares lisas vasculares, y hepatocitos fetales®>0+%0-508,

HDGF se transloca al ntcleo y en su localizacion nuclear estimula el crecimiento

503,509
celular™

. Diferentes estudios encuentran asociacion entre la sobreexpresion de HDGF' 'y
peor prondstico’ *°'2. Asi, Yamamoto ez al’" evalta la expresion de HDGF y su relacion con
las caracteristicas clinico-patologicas y prondstico en carcinomas gastricos. Encuentra que el
nivel 2 de expresion de HDGF se asocia con tamaio tumoral, patron de crecimiento
infiltrante, invasion vascular y linfatica, metéstasis ganglionares, invasion tumoral y estadio.
Ademas los pacientes con niveles 2 de HDGF mostraron una mayor tasa de recurrencia y
menor supervivencia libre de enfermedad y/o supervivencia global. En el analisis
multivariante se mostré que el nivel de expresion de HDGF como un factor prondstico
independiente intervalo libre de enfermedad y/o supervivencia global. Natrajan er al>'*
quienes clasifican a los tumores de Wilms segun el nimero de copias de 1q, mostrando
claramente que los tumores que presentaban un alto nimero de copias de 1q tenian una
menor supervivencia libre de recidiva en comparacion con aquellos que presentaban un bajo
nivel de copias. La familia de las proteinas IQGAP interacciona con numerosas proteinas y
constituye a regular la polimerizacion de la actina, la migraciéon y la adhesion celular’' ™',
IQGAP3, codifica una proteina de 180 kDa que regula la proliferacion celular por la cascada
de sefializacion Ras/ERK’"” y se encuentra presente en cerebro, pulmon, intestino delgado y

. 517-519
colon®! 7,

53 Impacto de las alteraciones moleculares en la supervivencia libre de recidiva y

supervivencia global.

El cancer gastrico es una de las neoplasias con mayor incidencia en nuestra sociedad,
con un manejo diagndstico y terapéutico dificil y asociado con una mortalidad elevada. A
pesar de las mejoras introducidas en el tratamiento oncologico y de soporte, el pronodstico de
los pacientes sigue siendo ominoso salvo en aquellos casos, infrecuentes, en los que es posible
la realizacion de una cirugia con intencion curativa y no se encuentra evidencia de afectacion
PP . Ly . , . . ., ., .« 520
linfatica locorregional en el analisis anatomopatoldgico de la pieza de reseccion quirargica™ .
El tratamiento quimioterapico de la enfermedad avanzada aporta cierto control de la
enfermedad, aumentando de manera significativa la supervivencia de los pacientes y

. . . 191,93,94,521-523 . ., .

mejorando su calidad de vida . A pesar de ello, la introduccion de tratamientos

citotoxicos mas complejos no se ha visto acompafniada de una mejora de los resultados de los
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mismos, habiéndose alcanzado una fase de meseta en la supervivencia de los pacientes®** que

solo se ha logrado superar actualmente con la adicion de un agente, Trastuzumab, dirigido
frente a una alteracion molecular especifica: la sobreexpresion y/o amplificacion génica del
receptor de membrana con actividad tirosina Kinasa perteneciente a la familia de receptores

de factores de crecimiento denominado HER2”.

En la actualidad, el Unico tratamiento potencialmente curativo para el cancer gastrico
es la gastrectomia, la reseccion completa del tumor no garantiza que no se produzca recidiva;
asi, aproximadamente del 40% al 65% de los pacientes susceptibles de reseccion quirtrgica

con intencién curativa sufriran una recidiva®>>>?®. Hasta la fecha el estadio tumoral es el

r o (o « o 43,529,530
factor prondstico mas importante y decisivo """

. Refleja una informacion global sobre la
extension de la infiltracion del tumor, invasion locorregional, presencia de adenopatias, su
localizacion y namero de éstas™”. Aporta una medida objetiva para la estratificacion de los
pacientes segun el riesgo de recidiva y supervivencia, sirve de guia para la seleccion del
tratamiento y facilita la clasificacion y el analisis de resultados. Sin embargo, el estadio
tumoral no es un parametro perfecto. Las estimaciones sobre el prondstico evolutivo tras una
intervencion quirirgica poseen ciertas limitaciones. Se trata de un sistema valido para obtener

predicciones globales, pero es muy limitado para predecir individualmente la evolucion mas

probable.

De todas las caracteristicas clinicas e histopatoldgicas analizadas, la edad®*'"% el

533,534 532,535-538 67,71,539-541

tamafio del tumor , el subtipo histolégico y el tipo de reseccion ,
constituyen los factores prondsticos de mayor valor predictivo en relacion con la
supervivencia libre de recidiva de los ADC gastricos. Ademas, existen otras caracteristicas
clinicas que influyen en la recidiva de estos pacientes como son la localizacion tumoral®®*>*,
el género®”®. Pese a estas asociaciones prondsticas, en la actualidad seguimos sin disponer de
un sistema de estratificacion pronostica en el que se combinen caracteristicas clinicas,
bioldgicas y genéticas de estos pacientes, y que permitan predecir, a corto versus largo plazo,
la evolucion de los pacientes con ADC gastrico, especialmente entre aquellos que muestran
un mejor comportamiento. En este sentido, merece destacar los esfuerzos realizados por
diferentes grupos, para establecer sistemas de puntuaciéon prondstica basados en la
combinacion de la informacién genética y otras caracteristicas clinicas y/o histoldgicas del

447,543-551

tumor . Aun asi, el grado de aceptacion de estos sistemas de puntuacion ha sido

limitado, probablemente debido a la combinacion de diversos factores, entre los que cabe
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resaltar la escasa difusion de los estudios genéticos en ADC géstricos, la carencia de sistemas
predictivos a corto vs largo plazo, y la necesidad de confirmar los hallazgos de estos estudios

en series mas amplias, a nivel multicéntrico.

En el presente trabajo, confirmamos el valor prondstico independiente de la afectacion
ganglionar, constituyendo este pardmetro junto con las anormalidades cromosomicas en
7p22.1-p21.3 y 15922.31-g23 la mejor combinacion de variables independientes para predecir
la recidiva tumoral en céncer gastrico. En conjunto, estos resultados indican que los pacientes
con presencia de metastasis ganglionares y/o presencia de alteraciones en estas regiones
cromosOmicas son mas propensos a desarrollar recidivas. No obstante todo lo anterior, merece
destacarse que la informacion disponible en la literatura acerca del pronostico de los pacientes
con cancer gastrico, se ha centrado habitualmente en la supervivencia libre de recidiva a
medio/largo plazo (a los 2 y 3 afios respectivamente)’>>°*>"7. Desde el punto de vista
practico, esto no favorece el establecimiento al diagnostico de un sistema de estratificacion
pronostica que ayude a identificar aquellos pacientes con un mayor riesgo de recidiva a corto
plazo, en los que seria ademds recomendable realizar un seguimiento mas estrecho. En este
sentido, tomamos como punto de referencia para considerar una recidiva como precoz, la
supervivencia libre de enfermedad a los 20 meses de la cirugia del tumor primario, ya que
durante este periodo es en el que se producen alrededor de la mitad de las recidivas. En
nuestro conocimiento, este representa el primer intento de clasificacion pronodstica de los
ADC gastricos en el que se incluye informacion sobre las alteraciones citogenéticas del

tumor.

Desde el punto de vista clinico, se ha analizado extensamente la repercusion que tiene

la presencia de pérdidas del cromosoma 15q en diferentes neoplasias como por ejemplo

558-560 562,563 564,565
5

carcinoma de mama , colorrectalS61, mesotelioma , carcinoma pancreatico

567-569

. 566 J o . r . 570
carcinoma escamoso de cabeza y cuello™, ovarico , neuroendocrino gastrico 0

572,573 : : 559,560
72373 v e relaciona con estadios tumorales avanzados™ . De hecho,

esofagico’”" y pulmén
se han identificado varios genes supresores de tumor en la region 15q22-q24; entre ellos se
incluyen los genes RPS27L 15q22.2°™, PIASI 15q22.3°", PML 15q22°"° y Sin34 15q24.2°"
que muestran una interaccion con 7p353. De entre estos genes merece destacar el gen PML. Se
conoci6 en relacion a su fusion con el receptor de acido retinoico implicado en la

translocacion cromosomica t(15;17) asociado con leucemia promielocitica aguda®*>**. PML

regula la progresion del ciclo celular, la transcripcién de genes y apoptosis®™. Varios estudios
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han evaluado la expresion de PML en diferentes tipos de tumores solidos. ***°%. Asi, Gurrieri
et al’ valord los niveles de expresion de PML en diferentes tipos de cancer encontrando
expresion disminuida en carcinoma de prostata (28%), adenocarcinoma de colon (17%),
carcinoma de mama (31%), carcinoma de pulmén (21%), linfomas (69%) , tumores del
sistema nervioso central (49%) y tumores de células germinales (48%). Estos hallazgos
indican que la pérdida de la proteina PML no es especifica de un tipo de tumor. En ADC
gastricos, Lee et al™ encontraron la existencia de una asociacion estadisticamente
significativa entre edad avanzada, invasion linfatica, estadios avanzados y una supervivencia
global inferior y la pérdida de la expresion de PML. Estos hallazgos sugieren que la pérdida
de PML podria jugar un papel importante en el desarrollo y/o proliferacién del tumor. Por el
contrario, se encuentra sobreexpresion de PML en sarcoma de Kaposi, linfoma de Hodgkin,
carcinomas de células escamosas de laringe y de esofago, carcinoma hepatocelular y
carcinoma de cuello uterino’>******%_Ppor lo tanto, es posible que PML tenga funciones

diferentes segun el origen histolégico del tipo de cancer.

Las ganancias en 7p se han identificado como alteraciones frecuentes en los

H 121,126,133,145,157,362,373

adenocarcinomas gastricos en estudios de CG , encontrando asociacion

con diferentes caracteristicas clinico-patologicas tales como el subtipo intestinal®’, la

invasion venosa'>® y la clasificacién histologica de Ming®®

. Un posible gen candidato de esta
region es RPA3, encargado de la recombinacién, reparacion y replicacion del ADN. Asi,
Kabbrach ef al”®* en un grupo de 25 tumores primarios y 61 metastasis de melanoma analiz,
mediante arrays de oligonucleotidos la presencia de ganancias y pérdidas de material
genético, RPA3 como uno de los genes candidatos involucrados en procesos metastasicos en

melanomas .

La supervivencia del cancer gastrico a los 5 afos a nivel mundial sigue aportando
malos datos, con cifras alrededor del 20%'". En Europa y Espaiia las cifras alcanzan el 24.9%
y el 31.8%, respectivamente'’. Por ello, en los ultimos afios se ha buscado con ahinco
identificar factores pronosticos que pudieran ayudar a predecir, desde el momento del
diagnostico, qué pacientes tratar y en qué momento de la evolucion de la enfermedad
conviene hacerlo. Hoy se reconoce el impacto pronostico de diferentes caracteristicas clinicas,

asociadas a supervivencia global. Dentro de ellas, aquellas que se asocian con una menor

I_43,49,593—597 13,43,46
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, estadio clinico
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supervivencia incluyen la afectacion metastdsica gangliona
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t1111,1,101_608—612

. En el presente trabajo nos centramos en determinar cudl seria la mejor
combinacion de factores pronodsticos mas relevantes a la hora de predecir la supervivencia
global de los pacientes. De hecho, la ganancia de 6p junto con el tipo histolégico de Lauren y
profundidad de invasion de la pared, constituian la mejor combinacion de factores

pronosticos.

La ganancia de 6p se detecta frecuentemente mediante estudios de CGH convencional
en tumores como el melanoma uveal, adenocarcinoma sobre esofago de Barrett y ADC
gastrico'2*12013:614 " E] gen candidato de esta region es RAB23 localizado en 6p12.1 y es un
miembro de la familia Rab GTPasa®®. Hou et a/®'® sugiere que RAB23 regula la invasion
celular en céncer gastrico, y en dos cohortes independientes de pacientes, la sobreexpresion de
RAB23 tanto a nivel de RNA como proteico se asocio con el tipo difuso. El hecho de que
RAB23 se encuentra asociado con el tipo difuso es particularmente interesante ya que los tipo
difusos son fenotipicamente mas invasivos que el tipo intestinal. En esta misma linea, RAB23
se encuentra sobreexpresado en tejidos gastricos no malignos (por ejemplo, gastritis atrofica
con metaplasia intestinal) en comparacion con la mucosa normal géstrica617. Debido a que la
gastritis atrofica puede aumentar el riesgo de ADC gastrico, estos resultados plantean la
posibilidad de que la sobreexpresion de RAB23 pueda estar involucrada en una etapa
temprana de la carcinogénesis géstrica. Aunque el mecanismo celular exacto de RAB23 no
estd claro, RAB23 desempeiia un papel en la facilitacion del transporte vesicular, controlando
la progresién endocitica a los lisosomas®'®. Curiosamente, a pesar de que RAB23 se describid
inicialmente en cerebro®®®!’. Estudios posteriores demostraron que, también esta implicado
en la carcinogénesis. La sobreexpresion de RAB23 se ha descrito en pacientes con carcinoma

hepatocelular y asociada con mayor tamafio tumoral®®.

54 Estudios de expresion de HER2, TP53, P21 Y EGFR en adenocarcinomas

gastricos

La sobreexpresion de la proteina Her2 en cancer gastrico usando IHQ fue descrita en
1986°%!%%? Desde entonces multitud de estudios han confirmado la presencia de amplificacion
y sobreexpresion de este oncogén. La incidencia de sobreexpresion proteica de HER2 oscila
en la literatura de acuerdo a dos revisiones publicadas en el 2012°%* entre el 4.4%% y

53.4%" (media, 18%). Del mismo modo, la frecuencia de amplificacion del gen por FISH
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oscila su frecuencia entre el 7.1% al 27.1% (media, 15.2%)%°.

En el presente estudio la
amplificacion del gen fue del 13%, en comparacion con otras series espafiolas que encuentran
el 7.5%%7 y 18.2%"**. Estas diferencias pueden ser explicadas por dos razones: primero que
en nuestro estudio se incluyeron pacientes en todos los estadios clinicos a diferencia del

estudio de Gomez-Martin et al®?®

que solo involucrd a pacientes con enfermedad metastasica
siendo conocido la mayor expresion de HER2 en estadio avanzados y segundo, la baja
frecuencia de ADC de la unidn gastroesofagica en nuestro estudio fue del 2% comparado con
otros estudios. El estudio ToGA encontr6é que la positividad fue mas alta en los tumores de la

union gastroesofagica que del estdmago (33.2% vs 20.9%; p=<.001).

Desde el punto de vista clinico, se ha analizado extensamente la repercusion que tiene
el oncogén HER2 como factor pronodstico en ADC géstricos. Una revision publicada en
2012°** que recogid los estudios presentados entre 1990 y enero 2011 en los cuales se
analizaba la asociacion de HER2 con caracteristicas clinico-patoldgicas y supervivencia, en
cancer gastrico®. En varios de estos estudios se encontrd una relacién entre la
sobreexpresion y/o amplificacion de HER2 con un menor grado de diferenciacion

163,178,248,249,625

tumora , estadios tempranos®’, una mayor supervivencia en los pacientes con

628630631 Aunque se observd una mayor incidencia de casos con

sobreexpresion
sobreexpresion proteica y/o amplificacion del gen entre los tumores con tipo histologico
intestinal esta diferencia no fue estadisticamente significativa; estos resultados estdn de

acuerdo con nuestros hallazgos®**32-%.

En los ADC gastricos, la concordancia entre la expresion proteica y la amplificacion
de HER? ha sido estudiada en varios trabajos con resultados diversos. Los primeros estudios
fueron publicados entre 1990 y 1991 y no evidenciaron una elevada concordancia entre ambos
métodos diagnosticos. En una serie de 40 casos™* se encontré sobreexpresion de HER2 en un
26% de los casos, pero solo un 13% de los casos mostraba al mismo tiempo amplificacion
génica. Se mostré un resultado similar en un trabajo publicado en el afio anterior ®*’. A pesar
del pequefio nimero de muestras analizadas en este trabajo, s6lo 34 casos, se objetivo en
alguno de ellos la existencia de sobreexpresion proteica sin amplificacion del gen. Estos
resultados plantearon la posibilidad de que la amplificacién del oncogén no fuese el principal
mecanismo por el cual se produce la sobreexpresion del receptor en la membrana celular,
pudiendo estar implicados otros procesos posttranscripcionales o mecanismos de activacion

de la transcripcion mediados por otros genes diferentes™*.
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En esta tesis hemos estudiado la correlacion entre los resultados de andlisis
inmunohistoquimico de la sobreexpresion de HER?2 con la determinacion de su amplificacion
por técnicas de hibridacion in situ fluorescente. La correlacion entre los resultados del estudio
de THQ y de FISH fue muy alta y estadisticamente significativa. Estos resultados apoyan lo
descrito en los ultimos afios por diversos autores que, empleando métodos de IHQ y FISH
estandarizados encontraron entre los resultados de ambas técnicas en el 86% a 96% de los
casos’*%¥641 Eg notable la coincidencia de nuestros resultados con los obtenidos en el
estudio ToGA realizado en 3807 muestras. En dicho estudio, la concordancia entre los
resultados (considerando los casos 3+ y 2+ con FISH amplificado) y FISH fue del 87.5%.
Aunque este dato se enmarca dentro del rango de estudios anteriormente publicados, ha sido
ampliamente debatido el que un 23% de los casos presentaran amplificacion del gen HER?2 sin
sobreexpresion proteica del mismo en la membrana celular (IHQ 0, IHQ 1+). En nuestra serie

el 17% de los casos amplificados, de acuerdo con el resultado de FISH, no presentaban

sobreexpresion de HER2.

La diferencia con la pobre concordancia entre IHQ y FISH publicada en los primeros
estudios realizados en cancer géstrico, viene posiblemente explicada por el empleo actual de
métodos diagndsticos estandarizados en todos los trabajos, con diferencias menores tanto en
la fase analitica como en la postanalitica o de interpretacion de los resultados. Esta
discordancia de resultados entre las series publicadas, tanto en mama como en cancer gastrico
se ha intentado explicar considerando los siguientes pardmetros: método de determinacion de
Her2, falta de consenso en la metodologia y evaluacion de la inmunohistoquimica y la

heterogeneidad tumoral.

Un aspecto que diferencia el cancer gastrico del cancer de mama y que no debemos
desdefiar es la heterogeneidad en la expresion y amplificacion de HERZ2 en el primero. La
heterogeneidad de HER?2 y la posibilidad que esto conlleva de falsos negativos o de ausencia

de correlacion entre dos muestras del mismo tumor determinadas por técnicas diferentes.

Un ntmero significativo de pacientes con cancer de mama adquieren resistencia

642,643
b

durante el tratamiento con Trastuzuma . Una de las posibles causas de la resistencia

terapéutica es la heterogeneidad intratumoral de HER2, que puede conducir al fracaso del
tratamiento debido a la seleccién de clones que carecen de amplificacion de HER2%.

Recientemente el Colegio Americano de Patologos ha publicado la guia de heterogeneidad
138



Discusion

de HER? para cancer de mama que la define como el ratio de senales del gen HER? frente a
sefiales del cromosoma 17 mayor de 2.2 en mas del 5% pero menos del 50% de las células
tumorales®®. Sin embargo, hay pocos estudios sobre la heterogeneidad intratumoral en cancer
gastrico, con resultados contradictorios, cuya frecuencia oscila entre el 1.5% y 50% segun las
series publicadas 1002038646630 "By oste sentido, Marx et al®® encuentra amplificacion
homogénea de HER?2 en un estudio realizado en microarrays de tejidos. Por el contrario, Lee
et al’® en 322 casos encuentran un 16.8% de heterogeneidad (46 IHQ 2+ y 8 IHQ 3+) la cual
se asocid estadisticamente con los casos IHQ 2+. La frecuente aparicion de expresion
heterogénea de HER2 de un 4.2% en nuestra serie, tiene importantes implicaciones en la
evaluacion de la expresion de HER?2 en biopsias endoscopicas sobre todo en los pacientes con
enfermedad avanzada irresecable debido al riesgo de falsos negativos en tumores que tienen

un menor numero de clones HER?2 positivos.

Una caracteristica especial de nuestro estudio es que se ha llevado a cabo no en
secciones completas de todo el tumor, sino en matrices tisulares que contienen varias
pequeinias muestra de cada tumor, obtenidas con cierto margen de azar (seleccion en el bloque
de parafina a partir de marcas de las areas representativas sobre la preparacién microscopica
correspondiente) y que representan una proporcion baja del volumen total del tumor. Este
disefio, que podria suponer que las muestras fueran menos valorables, obvia este
inconveniente incluyendo varias muestras de cada caso (por triplicado) y, otro lado,
permitiendo estudiar con maxima rapidez y eficacia un gran nimero de tumores. Cuando hay
que hacer una valoracion semicuantitativa de positividades, el empleo de micromatrices
tisulares, en las que se tifien todas las muestras por igual, supone una mayor homogeneidad en
los resultados de la inmunohistoquimica. Por otro lado, con un disefio basado en
micromatrices tisulares, se estd analizando también la aplicabilidad de las moléculas
estudiadas a biopsias endoscopicas, de las que el TMA puede considerarse en cierto modo una
simulacion. En nuestro analisis de microarrays de tejidos, la amplificacion de HER2 por FISH
fue mas robusto, ya que a menudo identifica HER2 positivos debido a la frecuente aparicion
de expresion heterogénea de HER2 por IHQ en ADC gastricos y adenocarcinoma de la union
gastroesofagica. Es importante destacar que, tumores con tincion heterogénea de HER2 por
IHQ a menudo muestran amplificacion del gen HER2 en 4reas que carecen de sobreexpresion
de HER2. Ademas, la expresion heterogénea de HER2 se observd en los adenocarcinomas
que no muestran heterogeneidad morfologica, es decir, las glandulas neopléasicas que

muestran la sobreexpresion de HER2 son histologicamente idénticas a los que carecen de
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sobreexpresion de HER2 y se encontraban entremezcladas. Curiosamente, en el estudio
ToGA, los pacientes que tenian tumores que mostraban amplificacion del gen HER?2 por FISH
pero que carecen de sobreexpresion de la proteina por IHQ parecen no beneficiarse de la
adicion de trastuzumab al régimen de quimioterapia. Esto sugiere que el nivel de expresion de
HER2, independientemente de la presencia de amplificacion génica, predice la respuesta a la
terapia con trastuzumab. Sin embargo, no estd claramente indicado en el estudio ToGA qué
proporcion de casos HER2 FISH positivo/I[HQ negativos fueron de piezas quirdrgicas o de

muestras endoscopicas.

En el cancer géstrico se han realizado numerosos estudios para la deteccion de alteraciones
del gen TP53 a través de técnicas moleculares e inmunohistoquimicas, habiéndose encontrado
una frecuencia de alteraciones que oscila entre un 17%-84 % de los casos en (50% en nuestro
estudio)’*®1%%3 | La influencia de la expresion inmunohistoquimica de p53 en el prondstico
es controvertida, encontrandose resultados muy variados en los diferentes trabajos, algunos de

200,218,220

los cuales asocian la positividad de p53 a un peor prondstico , mientras que otros

demuestran que no existe asociacion significativa con el estado de la proteina p53%2'**%% La
expresion de p21 se encuentra regulada directamente por p53. En los carcinomas gastricos se
ha publicado expresion de p21 en 32-75%°*. En nuestro estudio, el 49% de los carcinomas

WAFI
1

fueron positivos para p21. Varios autores encuentran que la sobreexpresion de p2 y

KIP1 g 192 -
p27 es un factor de buen prondstico °, aunque algunos estudios muestran resultados

opuestos® > Ly et al®®

sugieren que la valoracion combinada de la expresion de
p21VARL 5278”1y b53 permite una estimacion precisa del prondstico en pacientes con
cancer gastrico. En nuestro estudio no se encontrd correlacion entre la falta de expresion de
p21 y p53 con ninguna de las caracteristicas clinico-patologicas. En nuestra serie detectamos
la presencia de ganancias del cromosoma 7 en el 46% de los casos, correspondiendo estas
alteraciones tanto a trisomias, como a tetrasomias, aunque la amplificaciéon de EGFR no era
una alteracion frecuente en los adenocarcinomas gastricos. Se encontrd en el 18% Ila
sobreexpresion proteica. Existe discrepancia en la literatura acerca de la frecuencia de
amplificacion y sobreexpresion del EGFR en ADC gastricos, y esto es debido a diferentes
circunstancias, tales como distintos métodos de deteccion y de evaluacion, el origen étnico de
los pacientes. Una de las dificultades mas importantes del uso de la FISH es la interpretacion
de los resultados. En la actualidad se tiende a incluir como resultados positivos no sélo los

casos con verdadera amplificacion, sino también aquellos con alta polisomia®'***. Utilizando

este criterio, aproximadamente el 16% de los ADC gastricos presentan un resultado de FISH
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positivo®™. En relacion con los estudios inmunohistoquimicos, se estima que entre el 2% al
570,62.343,659-662

La principal via de diseminacion del ADC gastrico son las metastasis a los ganglios
linfaticos regionales. Ademas, la presencia de enfermedad metastdsica en los ganglios
linfaticos es uno de los factores mas importantes que determina el tratamiento y el prondstico
de estos pacientes. Por tanto, es fundamental conocer los mecanismos implicados en el

desarrollo de metastasis si queremos avanzar en el conocimiento de la enfermedad.

A diferencia del cancer de mama, actualmente no hay datos definitivos disponibles
que aborden el estado de HER2 en el tumor primario y sus metastasis en pacientes con cancer
gastrico. En tres estudios, se encuentra una alta concordancia entre el estado de HER2 en el
tumor primario y su correspondiente metastasis, lo que sugiere que el estado de HER2 se

mantiene sin cambios durante el proceso de metastasis en la mayoria de los casos®*°*%* Por

el contrario, Kim et al’®

en cuatro cohortes independientes que consistian en: 325 tumores
primarios por triplicado y 250 metastasis por duplicado: 124 tumor primarios y su metastasis
sincronicas en ganglios regionales, 65 tumores primarios y sus metastasis sincronicas a sitios
distantes, 61 tumores primarios y metastasis metacronicas de sitios distantes. En el analisis
FISH de los 325 tumores primarios por triplicado, 8 casos (2.5%) mostraron amplificacion
con un patrén heterogéneo, mientras 27 casos (8.3%) amplificacion homogénea. En los
resultados de FISH en las 250 lesiones primarias y sus correspondientes metastasis siete casos
fueron discordantes (2.8%). En 6 casos se produjo la conversion positiva en la metastasis
(2.4%), mientras que la conversion negativa solo ocurridé en un caso (0.4%). Cuando los 7
casos discordantes se evaluaron en secciones completas de tejido mediante FISH, 6
mostraron amplificacion heterogénea en el tumor primario y de estos 6, 3 casos presentaron
amplificacion heterogénea, 2 casos amplificacion homogénea y un caso no presento
amplificacion en la metdastasis. El caso restante fue negativo por FISH en el tumor primario y

amplificacion heterogénea en la metastasis.

So6lo hay un estudio previo que haya analizado la expresion proteica en un nimero

666
elevado de casos

. En dicho estudio se evaliia la expresion de 32 proteinas asociadas a
cancer gastrico en 250 muestras pareadas de tumor primario y su correspondiente metastasis

ganglionar mediante [THQ usando matriz de tejidos. En las metéstasis ganglionares, se
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observo mayor expresion de EGFR, HER2, y TFF1 y expresion diminuida de B-catenina, E-
cadherina, FHIT, GST-pi, KAIl y NF kB en los tumores primarios.

La proteina que mostré una mayor correlacion en nuestro estudio (sélo habia un caso
discrepante) fue HER2, lo cual es congruente con que sus alteraciones son un evento precoz
en la carcinogénesis y que se mantendrian durante el desarrollo. En las proteinas p53 y p21 no
habia un predominio claro de casos positivos ni negativos, lo que indica que las alteraciones
de estas proteinas no tienen un papel favorecedor de la metéstasis, tal como confirman
estudios previos. Sin embargo, el mantenimiento del funcionamiento anomalo de p53 en las
metastasis permitiria la proliferacion celular incontrolada, al igual que en el tumor primario.
Respecto a EGFR la expresion en la metastasis se hallaba incrementada respecto al tumor
primario. En la mayoria de los casos en que habia discrepancia, se aprecidé que se trataba de
casos con expresion cercana al punto de corte elegido para la dicotomizacion, por lo que
pequefias variaciones en la expresion entre el tumor primario y la metastasis pudieron explicar
los resultados discrepantes. Nuestro estudio confirma que la mayoria de las alteraciones
moleculares existentes en las metastasis ganglionares ya estan presentes en el tumor primario.
Esto indica que la capacidad metastdsica se adquiere ya precozmente durante la
carcinogenésis y se mantiene durante la progresion tumoral. Desde el punto de vista practico,
dado que las alteraciones moleculares que favorecen la diseminacion metastdsica estan
presentes en el tumor primario, su deteccion permitiria identificar a los pacientes con mayor

riesgo de tener metastasis.

La unica limitacion de nuestro estudio es la ausencia de muestras de metastasis a
distancia a parte de los ganglios linfaticos regionales. No hemos podido incluir muestras de
metastasis a distancia, debido a la escasez de material de tejido extirpado. El mecanismo de
metéstasis a distancia es principalmente hematogena y puede variar dependiendo del érgano
diana en contraste con la metastasis a ganglios linfaticos regionales. Por lo tanto, la
comparacion entre los tumores primarios y sus metastasis a distancia podria mostrar

diferentes resultados al de este estudio.
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5.5  Heterogeneidad genética y vias de evolucion clonal en los adenocarcinomas

gastricos.

Estudios recientes indican que los ADC gastricos son tumores citogenéticamente
heterogéneos, que con frecuencia muestran cariotipos complejos en los que se asocian cuatro
o mas alteraciones cromosomicas de tipo numérico y/o estructural®®”*'#%7 A pesar de su
marcada heterogeneidad genética, en la mayoria de los trabajos publicados se comparte la
hipotesis de que el evento mas temprano, implicado en la formacion del tumor es la pérdida
de 17p y ganancia del cromosoma 20. Posteriormente a la ganancia del cromosoma 20, se
irlan incorporando a la célula neoplasica otras anomalias cromosomicas que afectan
principalmente a los cromosomas 13q, 6p, 4p, 17q. La elevada frecuencia de cambios
genéticos asociados a pérdidas y ganancias cromosOmicas sugiere que las anomalias
asociadas a la inestabilidad cromosdémica juegan un papel importante tanto en el desarrollo

como en la progresion de los ADC gastricos.

En los ultimos afos, en diferentes trabajos se han postulados modelos hipotéticos
donde se recogen las vias de evolucion clonal asociadas a la progresion de los ADC géstricos,
basandose en los cambios cariotipicos encontrados en tumores segin el tipo histologico de
Lauren. Sin embargo, estos modelos hipotéticos de evolucion clonal se fundamentan en la
extrapolacion de los resultados citogenéticos obtenidos por diferentes tumores y no se han
contrastado a nivel intratumoral. Un pre-requisito importante a la hora de estudiar la
heterogeneidad genética a nivel intratumoral, es la disponibilidad de técnicas que a través de
la identificacion simultdnea de dos o mads alteraciones cromosdémicas en una misma célula
tumoral, permitan la caracterizacion de todas y cada una de las distintas poblaciones celulares
presentes en el tumor, en ausencia de seleccion clonal. En este sentido, mediante el empleo de
técnicas de FISH, sobre nucleos interfasicos en una serie amplia de ADC gastricos,
observamos que en una importante proporcion de los casos analizados coexistian dos o mas
clones de células tumorales portadoras de distintas alteraciones cromosémicas. Ademads, en
todos los casos analizados, se podia establecer una clara relacion entre los diferentes clones de
células tumorales encontrados en el tumor y de esta forma establecer un modelo hipotético de
evolucion clonal, a nivel intratumoral. Aunque los patrones de alteraciones citogenéticas
observados a nivel intratumoral fueron con frecuencia comunes a dos o mas tumores, la

incidencia exacta de cada uno de estos patrones era variable. Para poder identificar la
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secuencia mediante la que posiblemente se fueron acumulando distintas anomalias
cromosdmicas en un tumor que presentase multiples subclones en el momento del
diagnodstico, asumimos que las alteraciones comunes a todos los subclones representaban
cambios tempranos; por el contrario, los cambios citogenéticos tardios unicamente estarian
presentes en algunos de los subclones que formaban parte del tumor. De acuerdo con este
concepto de evolucion clonal’®, la ganancia de 20q, 13q , amplificacion de HER2 y KRAS, la
delecion de 17p de forma aislada o en combinacion con la pérdida de 4p, representarian los
eventos citogenéticos mas tempranos en el proceso de transformacion neoplasica de los
carcinomas gastricos. Estos resultados estan de acuerdo con los observados por otros autores
En este sentido, Uchida er al’”’, empleando aCGH encuentran que la ganancia de 20q y la
pérdida de 17p, constituye un hallazgo frecuente en el Carcinoma in situ (CIS) (50%
respectivamente), menos frecuente en los adenomas de alto grado (7.7% respectivamente). Es
interesante comentar que la frecuencia de ganancias de 20q es alta en ADC gastricos
avanzados, al igual que en los CIS. Estos resultados sugieren que los carcinomas gastricos
avanzados se derivan de CIS y demuestran que la ganancia de 20q es un evento temprano en

la carcinogenésis gastrica.

En nuestro conocimiento este constituye el primer intento para establecer un modelo
de evolucion clonal a nivel intratumoral en ADC gastricos basados en estudios de iFISH.
Hasta la fecha, solo Peng e al”’ habian propuesto un modelo de evolucion clonal en ADC
gastricos basado en los hallazgos de CGH convencional y aCGH. Sin embargo, en este
modelo se recogen solo aquellos casos de tipo difuso; ademas estos casos fueron divididos de
acuerdo a estadios tempranos y avanzados en este subtipo histologico. Los demas modelos de
progresion tumoral estan basados en las diferencias observadas en los patrones citogenéticos
en los subtipo intestinal y difuso®’7*%*  Estos modelos asumen que los ADC gastricos en
estadios tempranos progresan a estadios avanzados de la enfermedad, a la vez que irian

acumulando un mayor nimero de anomalias cromosomicas.
Debido a que en el presente trabajo solo se estudio una pequefia parte de cada tumor y

a que la técnica de iFISH s6lo analiza una parte de todo el genoma, no podemos excluir la

posibilidad de que existan subclones tumorales adicionales a los encontrados.
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Conclusiones

En relacion con la incidencia de alteraciones cromosomicas en los adenocarcinomas

gastricos.

- Latécnica de array de CGH ha permitido definir el perfil de pérdidas y ganancias de
regiones cromosomicas en adenocarcinomas gastricos. Las pérdidas genéticas mas frecuentes
se localizaron en las regiones cromosdmicas 17p13.3-p13.1, 16q22.1-q24.3, 12q24.23-q24.31,
22q13.1-q13.2, 7q11.22-q24.3 asi como a ganancias de 13q21.33-q32.1, 20p12.1-p11.21,
10g21.2-21.3, 20q13.2-q13.33 y 1q31.1-q31.3.

En relacion con el impacto clinico y prondstico de las alteraciones cromosomicas en

adenocarcinomas gastricos:

- Las alteraciones genéticas que se asocian a las siguientes caracteristicas clinico-
patologicas : estadios avanzados, alto grado de diferenciacion histologico, tipo histologico de
Lauren y metastasis a distancia, son las pérdidas en las regiones cromosomicas 4p16.3-p16.1,
12q24.22-q24.33, 15q21.1-q24.1, 15926.1-q26.2, 22q13.1-q13.2 y las ganancias en 7p22.1-
p21.2,10q11.22, 13931.3-q32.1 y 20p12.1-p11.21.

- Los pacientes con adenocarcinoma gastrico con ganglios linfaticos metastaticos y la
presencia de anormalidades cromosomicas en las regiones 7p22.1-p21.3 y 15q22.31-q23, son
aquellos que presentan una probabilidad mas elevada de recidivar de forma precoz tras cirugia
curativa. Estos hallazgos sugieren la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas,

encaminadas a establecer un tratamiento mas efectivo, en este subgrupo de pacientes.

- Lapresencia de anomalias numéricas de la region cromosdmica 6p12.3-p11.2
constituye un factor pronostico adverso independiente en los adenocarcinomas gastricos. La
combinacion de esta variable con el tipo histologico de Lauren y la profundidad de la invasion
de la pared, permite predecir desde el momento del diagnostico, grupos de pacientes con

diferente supervivencia global.
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Conclusiones

En relacion con la expresion de HER2, p53, p21 y EGFR entre el tumor primario y su

correspondiente metastasis ganglionar.

- El marcador molecular que mostrd una asociacion significativa con las caracteristicas
clinico-patologicas en esta serie ha sido la sobreexpresion proteica del receptor HER2 o su
amplificacion determinada por FISH, que se relaciona con bajo grado histologico, estadios
tempranos y ademas permite identificar a un subgrupo de pacientes con mejor supervivencia

global.

- Nuestros resultados demuestran la existencia de heterogeneidad intratumoral en el
4.2% de los casos de adenocarcinoma gastrico. Por lo tanto se recomienda siempre que sea
posible evaluar el estado de HER2 en secciones procedentes de las piezas quirtrgicas. Al
tratarse de tumores en estadio avanzado o irresecables el material disponible generalmente
serd una biopsia endoscopica. Cuando los resultados de HER2 es negativo debe considerarse

evaluar el estado de HER2 de los sitios metastaticos.

- Nuestros resultados muestran una estrecha relacion de la expresion proteica entre el
adenocarcinoma gastrico primario y su correspondiente metastasis ganglionar, lo que sugiere
que las alteraciones moleculares existentes en el tumor primario se mantienen en la mayoria
de los casos sin cambios durante el proceso metastatico. Estos hallazgos indican que la
capacidad metastasica se adquiere precozmente durante la carcinogénesis y se mantiene

durante la progresion tumoral.

En relacion con la heterogeneidad genética y las vias de evolucion clonal en los

adenocarcinomas gastricos:

- Los adenocarcinomas gastricos son tumores genéticamente heterogéneos que
presentan diferentes patrones de alteraciones cromosomicas, coexistiendo dos o mas clones
tumorales en la mayoria de los casos. Las vias de evolucion clonal asociadas a inestabilidad
cromosOmica son variables, siendo las ganancias del cromosoma 20q, 13q, el evento
temprano mas frecuente, a la vez que la tetraploidizacion constituiria la anomalia tardia mas

habitual.
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