Evaluacion del estatus

de HER2 y HER3

en el adenocarcinoma
gastrico resecado en
poblacidn occidental
Yy su correlacidn
con parametros
clinicopatoldgicos,
supervivencia y lugar
de recurrencia.

Nieves Martinez Lago

Programa de Doutoramento
de Investigacion Clinica en Medicina

Departamento de Medicina

Santiago de Compostela 2017

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA













Tese de Doutoramento

UNIVERSIDADE

DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

Evaluacion del estatus de HER2 y HER3 en el
adenocarcinoma gastrico resecado en
poblacion occidental y su correlacion

con parametros clinicopatologicos,
supervivencia y lugar de recurrencia.

Nieves Martinez Lago
DEPARTAMENTO DE MEDICINA
Programa de Doutoramento de Investigacion Clinica en Medicina
FACULTADE DE MEDICINA

Santiago de Compostela 2017



Nieves Martinez Lago




Autorizacion

Autorizacion do Director/es e Tutor da Tese

Prof. Dr. Rafael Lopez Lopez, Profesor Asociado de Ciencias da Saude, no
Departamento de Medicina da Universidade de Santiago de Compostela, Xefe de
Servizo de Oncoloxia Médica do Hospital Clinico Universitario de Santiago de
Compostela.

Prof. Dra. Maria Elena Padin Iruegas, Profesor Contratado Doutor de Area de
Anatomia y Embrioloxia Humana no Departamento Bioloxia Funcional e Ciencias da
Saude da Universidade de Vigo.

Como Directores da Tese de Doutoramento titulada:
“Evaluacion del estatus de HER2 y HER3 en el adenocarcinoma gastrico resecado en
poblacion occidental y su correlacion con parametros clinicopatoldgicos,
supervivenciay lugar de recurrencia”

Presentada por Dna. Nieves Martinez Lago, Alumna do Programa de
Doutoramento de Investigacion Clinica en Medicina. Departamento de Medicina.
Facultade de Medicina. Santiago de Compostela.

Autorizan a presentacion da tese indicada, considerando que reune os
requisitos esixidos no artigo 34 do regulamento de Estudos de Doutoramento, e que
como Director da mesma non incorre nas causas de abstencion establecidas na lei
30/1992.

Para que asi conste, expidese o presente certificado en Santiago de
Compostelaa28de Xullode 2017.

Fdo. Prof. Dr. Rafael Lopez Lopez Fdo. Prof. Dra. Maria Elena Padin Iruegas



Nieves Martinez Lago




DY B =T o PP 13
FAN oY AV = L U] = U PR 17
T gL oY 18 el of Lo TR PP 21
LIPS = o o =Y 3101 1o ] Lo Yo - R 23
PN o ot (o] =TI =1 4 o] [o o |1l L3 26
3. Clasificacion del carcinoma gastriCO........ieeuieeuieen e e e e 31
S 1 1= Vo g o 1] T ol o 43
5. Estadiaje: AJCC TNM 72 @diCiON...cciirniiiiiiiis e et et e e e e e e ens 46
I = Tl (o] /=Y T o o 1o 13 el 1= 50
2 I = L= 12 =Y 21 € 52

7.1 Enfermedad resecable ... i 52

7.2 Enfermedad irresecable 0 metastasiCa.......ccooveeireiiiieiniiiiiiiiiiieiiieeeen, 63

8. La familia del factor de crecimiento epidérmico humano (HER).

Q=Y [T =T - Lo L= PP 72
9. HER2 y su papel en [a tUmoOrogenesis. . ..ciuiuiiiieeieieeeeee e 76

9.1 HER2 y el carcinoma gastrico o0 de la UGE........cccceuiiiiiiiiiiiiiiiceeeean 77
10. El estatus de HER3 en el adenocarcinoma gastrico y de la UGE...................... 83
11. Tratamiento del cancer gastrico HER2 poOSitivO......cccuuveuiiiiiiiiiiiiiiieiiceeeee, 85
12. Determinacion del estatus de HER2........coouuiiiiiiiiiiiiii e 94

13. Determinacion del estatus de HERS ..ot e eeens 103



10

Nieves Martinez Lago

[ 1T 0T ] 105
L@ T oY= 177 1 109
Material ¥ METOUOS. . euiu i e e e e s e e e e a e s s en e enenranenrenens 113
1. DiseN0 del @STUAIO....cciiiieiiieiiiii et e ea e 114
2. Criterios de inclusion y eXcluSioN........ccviuiiuiiiiiiiiiiiii e 114
3. Recogida de datos CliNiCOS..iiiimiiuiiiiiiei e 116
4. Estudio histOlOgiCO.. oo e 117
SNy o 1<l o T Y] = T 1] o o L 123
DB = o [0 X S PP 127
1. Caracteristicas de la poblacion.....cccccoin i, 129
2. Estatus de HERZ... ettt et e e e e 133
3. Estatus de HER3..... e et e e e e e eea e 151
4. Relacion entre HER2 y HER3 ... i e 159
DY 1] Lo o 1 PP 175
(@0 T el 1B o [T PP 199
271 oY o Yo [ U - VR 205



indice

11



Nieves Martinez Lago

12



Resumen

Titulo:

Evaluacion del estatus de HER2 y HER3 en el adenocarcinoma gastrico
resecado en poblacion occidental y su correlacién con parametros
clinicopatoldgicos, supervivenciay lugar de recurrencia.

Introduccion:

HER2 es un biomarcador predictivo de respuesta a trastuzumab en
adenocarcinoma gastrico o de la UGE irresecable o metastasico. Ademas, el estatus
de HER2 y HER3 han demostrado su impacto pronoéstico en tumores resecados en
poblacién asiatica. Sin embargo, el papel de dichos receptores en poblacion
occidental resecable continta siendo controvertido.

Material y Métodos:

Se seleccionaron pacientes con adenocarcinoma gastrico o de la union
gastroesofagica sometidos a cirugia curativa entre Enero de 2007 y Junio de 2014 en
el Complejo Hospitalario Universitario de Santiago. La expresiéon de HER2 se
determin6 mediante inmunohistoquimica utilizando DAKO-HercepTest™ Kit y la
amplificacion génica mediante DuoCISH, con HER2 FISH pharmDX™ y DuoCISH™. La
expresion de HER3, realizada mediante inmunohistoquimica, empled el anticuerpo
HER3 clon DAK-H3-ICHER3. Se analiz6 la correlacion entre el estatus de HER2 y HER3
asi como su relaciéon con las caracteristicas clinicopatolégicas clasicas, la
supervivenciay el patron de recurrencia.
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Resultados:

Se incluyeron 106 pacientes. La expresion de HER2 fue la siguiente: 71.7%
expresion ausente o débil, 21.7% expresion moderada y 6.6% expresion intensa. Se
objetivd amplificacion de HER2 en 14 pacientes (13.2%). Se observd una asociacion
significativa entre la expresion y la amplificacién de HER2 (p<0.001). HER2 se asocid
con el subtipo intestinal de Lauren (p=0.01) y el grado de diferenciacion (p=0.008).
Ademas, se relacion6 con una peor supervivencia (p=0.029), una tendencia a una
mayor tasa de recurrencias (p=0.052) y un patron de recurrencia caracteristico
(p=0.0438).

En relacion a HER3, el 71.7% presentaron expresion ausente o débil, siendo
negativos; y el 27.3% expresion moderada o intensa, denominandose positivos.
HER3 se asocié con el mejor grado de diferenciacion (p=0.049). Sin embargo, no tuvo
impacto en la supervivencia (p=0.813), en la tasa de recurrencias (p=0.800) ni en el
patron de las mismas (p=0.838).

Se objetivo una relacion significativa entre el estatus de HER2 y HER3
(p=0.018), su relacién con el subtipo intestinal de Lauren (p=0.020) o el mejor grado
de diferenciacion (p=0.050), asi como su impacto en la supervivencia (p=0.032).



Resumen

Conclusiones:

El estatus combinado de HER2 y HER3 define un subgrupo de pacientes con
caracteristicas clinicopatoldgicas diferenciadas, impacto prondstico y un patréon de
recurrencias definido en el carcinoma gastrico o de la union gastroesofagica
resecado en poblacién occidental.

Palabras Clave:

Carcinoma gastrico, resecado, poblacion occidental, IHC, DuoCISH, HER2,
HER3, prondstico.
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Introduccion

1. Epidemiologia.

Las primeras descripciones del cancer gastrico datan ya del 3000 a. C. en
inscripciones jeroglificas y manuscritos de papiros del antiguo Egipto. Sin embargo,
para tener mas datos habria que esperar al primer gran analisis estadistico de la
incidencia del cancer y la mortalidad del cancer (utilizando datos recogidos en
Verona, Italiade 1760 a 1839) que demostré que el cancer gastrico era el cancer mas
comuny letal.

En la actualidad, el cancer gastrico representa la quinta neoplasia en
frecuencia a nivel mundial, con casi un millén de nuevos casos en el ano 2012; por
detras del cancer de pulmén, mama, colorrectal y prostata: (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia estimada de los tumores mdas frecuentes
a nivel mundial. Adaptado de IARC IA. Globocan 201 2.
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Aunque el cancer gastrico ha disminuido globalmente su incidencia a nivel
mundial, se ha producido un aumento relativo de tumores proximales, como los
localizados en launion gastroesofagica (UGE) o el cardias?2:3.

Parte del descenso de la incidencia puede deberse al reconocimiento de ciertos
factores de riesgo como el Helicobacter Pylori (HP) y otros factores, como los
dietéticos y los ambientales. Sin embargo, la disminucion claramente comenzo antes
del descubrimiento del HP, ocurriendo primero en paises con baja incidencia de
cancer gastrico como los Estados Unidos (a partir de la década de 1930), mientras
que la disminucién en paises con alta incidencia como Japén fue mas lenta. Una
hipétesis interesante es la popularizacion de los refrigeradores.

Asi, los refrigeradores mejorarian la conservacion de los alimentos,
reduciendo asi la preservacion de alimentos basada en la sal y previniendo la
contaminacion bacterianay fungica. Ademas, la refrigeracion también permitiria una
mayor disponibilidad de alimentos frescos y verduras, lo que podria ser una fuente
valiosa de antioxidantes, importantes para la prevencion del cancer4s.

El riesgo de desarrollar un cancer gastrico aumenta a partir de los 50 afios y es
maximo en la séptima década de la vida. La enfermedad es aproximadamente dos
veces mas comun en los hombres que en las mujeres. Hay una variacién geografica
marcada, con las tasas mas altas reportadas en el este de Asia, donde se situaran
aproximadamente la mitad de los casos a nivel mundial, América del Sury Europa del
Este; mientras que las mas bajas se situaran en los Estados Unidos y Europa
occidentals.
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Asi mismo, el cancer gastrico representa la tercera causa de muerte por cancer
en ambos sexos a nivel mundial, con unas 723.000 muertes, representando el 8.8 %
de las muertes por cancer. Las tasas de mortalidad mas altas aparecen en Asia
oriental, con 24 muertes por 100.000 en hombresy 9.8 en mujeres, América del Sury
Europa del Este; y las mas bajas en Europa occidental y Ameérica del Norte, con 2.8 y
1.5, respectivamente’ s,

En Europa, con 140.000 nuevos casos en 2012, el cancer gastrico representa el
sexto tumor en frecuencia y, lo que es incluso mas importante, la cuarta causa de
muerte por cancer, siendo responsable de 107000 muertes al ano
aproximadamente’.

Siguiendo esta linea, en Espana es el sexto tumor en frecuencia, con 7810
casos enelano 2012;ylaquinta causa de muerte por cancer, siendo responsable del
5.2% de las muertes por cancer en ese mismo ano. En lo referente a los datos de
nuestra comunidad auténoma, en el afno 2012 el carcinoma gastrico fue responsable
de 329 muertes en varones y 213 en mujeres, lo que supone el 2.3 y 1.6%,
respectivamentes.

25
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2. Factores etiologicos.
2.1 Factores genéticos.

Aunque la mayoria de los canceres gastricos son considerados esporadicos, se
estima que aproximadamente el 5-10% de los casos presentan agregacion familiary
el 1-3% de los casos estan asociados con sindromes hereditarios de predisposicion al
cancer. Existen tres sindromes principales asociados con el carcinoma gastrico: el
Cancer Gastrico Difuso Familiar (CGDF), la Poliposis Gastrica Proximal asociada al
Carcinoma Gastrico y el Cancer Gastrico Intestinal Familiar. A continuacién, nos
centraremos en el CGDF por ser el sindrome hereditario mas frecuentemente
asociado al cancer gastricos.

El CGDF se debe a una mutacion en linea germinal en el gen supresor de
tumores CDH1, localizado en el cromosoma 16922, que codifica la proteina de
adhesion celular E-cadherina. Se asocia con el desarrollo de carcinoma gastrico,
especialmente del subtipo difuso de la clasificacion de Lauren y con presentacion a
edades tempranas. Asi, laedad promedio al diagnéstico son 37 afios?1'.

El CGDF presenta herencia autosémica dominante (HAD) y se ha relacionado
con el 40% de las familias con cancer gastrico difuso hereditario. Ademas, presenta
una alta penetrancia, con un riesgo de desarrollar carcinoma gastrico a los 80 afos
del 80% para ambos sexos; y en el caso del carcinoma de mama lobulillar (CML),
también asociado adicho sindrome, el riesgo es del 60%2°-11.



Introduccion

Los principales criterios para el diagnoéstico del CGDF y, en consecuencia, la
realizacion del test genético son la presencia de 2 o mas casos documentados de
cancer gastrico independientemente de la edad, siendo uno de ellos un carcinoma
gastrico difuso; la presencia de un carcinoma gastrico difuso antes de los 40 afios o
la presencia de antecedentes familiares o personales de carcinoma gastrico difusoy
CML, siendo uno de ellos diagnosticado antes de los 50 afos. El estudio también
debe considerarse en pacientes con CML bilateral o antecedentes de dos o mas casos
de CML antes de los 50 afios; en pacientes con antecedentes personales o familiares
de carcinoma gastrico difuso y paladar hendido; o en aquellos que presenten
lesiones precursoras del carcinoma de células en anillo de sello®.

Debido a la mortalidad asociada con el CGDF, en los pacientes con mutaciones
patogénicas de CDH1, debera considerarse la realizacion de una gastrectomia total
profilactica en centros expertos. Sin embargo, la gastrectomia profilactica se asocia
con diversas secuelas fisioldgicas, metabolicas e, incluso, psicolégicas; por lo que
los pacientes que sean sometidos a gastrectomia profilactica deberan ser seguidos
por un equipo multidisciplinar con el objetivo de minimizar dichas secuelas®.

En lo referente al seguimiento endoscopico, cuyo papel es controvertido
debido a su tasa de falsos negativos, éste se reservara para pacientes en los que no
pueda llevarse a cabo la gastrectomia profilactica, en aquellos con variantes de CDHI1
de significado incierto y en los que cumplan criterios clinicos de CGDF pero no se
haya identificado mutacion de CDH19.
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Por ultimo, debido a la asociacion del CGDF y el CML, se realizara sequimiento
con resonancia magnética mamaria (RMN) a partir de los 30 anos en las mujeres con
CDH1911,

2.2 Factores ambientales

La presencia de diferencias geograficas y étnicas en la incidencia del cancer
gastrico en todo el mundo, asi como las tendencias en cada poblacién a lo largo del
tiempo, sugieren el papel de diversos factores ambientales en la tumorogénesis del
carcinoma gastrico.

De estos factores ambientales, la infeccion por HP es el mas estudiado dentro
del carcinoma gastrico esporadico. Se ha demostrado que la poblacion infectada por
HP presenta un riesgo de padecer carcinoma gastrico de 3 a 6 veces mayor que la no
infectada; y que dicha infeccion se relaciona con parametros clinicopatolégicos
como el subtipo intestinal y la localizacién a nivel del estémago distal.

La presencia de HP ha sido relacionada con un abanico de efectos sobre la
mucosa gastrica que abarca desde la inflamacion cronica inicial a diversos cambios
epigenéticos que conducen, finalmente, a la transformacion maligna, el proceso de
invasion y el desarrollo de metastasis. Asi, la presencia de la bacteria en la mucosa
produce un fenémeno inflamatorio que, si no es erradicada, conduce a una
inflamacion croénica, con el consecuente desarrollo de una atrofia de la mucosa,
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denominado gastritis atrofica, seguido de la aparicion de metaplasia intestinal, que
puede desembocar en displasia y, en consecuencia, el desarrollo de carcinomas
gastricos. La erradicacion ha demostrado la disminucion del riesgo de carcinoma
gastrico en pacientes con gastritis atréfica, pero no en pacientes con metaplasia o
displasia, en lo que se conoce como un fendmeno de no retorno’2.13,

Otro patogeno asociado con el carcinoma gastrico ha sido el virus de Ebstein-
Barr (VEB). En la actualidad, y como describiremos mas adelante, la infeccion por el
VEB define un subgrupo molecular de carcinomas gastricos con caracteristicas
diferenciadas'4.

Otros factores ambientales como los habitos dietéticos y el consumo de
tabaco y/o alcohol han sido asociados con el desarrollo de cancer gastrico. En lo
referente a la dieta, se ha demostrado la asociacion entre el consumo de sal y
derivados, y el riesgo de cancer gastrico. En base a dichos estudios, en el afno 2007 se
ha clasificado los alimentos salados como posible factor de riesgo. Ademas, ha sido
descrito un potencial efecto sinérgico entre los alimentos en salazén y la infeccion
por HP, aunque esto no ha sido confirmado en un estudio posteriors-18,

Por otra parte, tal y como expusimos anteriormente, se ha visto un descenso
importante en la incidencia del cancer gastrico desde la introduccion de los
refrigeradores y esto podria estar en relacion con la disminucién del consumo de
alimentos en salazén, curados o ahumados’o.
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También ha sido analizada la relacion entre el consumo de compuestos
nitrosos y la aparicion de carcinoma gastrico. Asi, en un metaanalisis se estimo6 que
un consumo de mas de 30 gr. de carnes procesadas aumentaba un 15% el riesgo de
padecer carcinoma gastrico y; en contraposicion, el consumo de frutas se asociaba a
una disminucién de dicho riesgo. Esto podria deberse al papel de la vitamina C en el
metabolismo de los compuestos nitrogenados en la cavidad gastrica. Ademas, esta
hipotesis explicaria porque el beneficio se limitaba al consumo de frutas, no
pudiéndose identificar un efecto protector en relacion al consumo de verduras20.21,

Por ultimo, también ha sido analizada la relacion entre el consumo de tabacoy
alcohol y el desarrollo de carcinoma gastrico. En este sentido, diversos metaanalisis
han demostrado relacion entre el consumo de tabaco y el carcinoma gastrico,
estimando que, aproximadamente, el 18% de los carcinomas gastricos podrian
deberse al tabaco. Sin embargo, no se ha conseguido relacionar la ingesta de alcohol
con latumorogénesis del carcinoma gastrico22.:23,
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3. Clasificacion del carcinoma gastrico.
3.1 Clasificacién anatémica.

El estbmago es la porcion mas dilatada del tubo digestivo que se situa entre el
esofago distal y el intestino delgado. El estdbmago se divide en cuatro regiones: la
unién gastroesofagica (UGE), el fundus, el cuerpo y la porcién pilérica, que a su vez
se divide en el antro piloricoy el piloro. Desde el punto de vista clinico es importante
diferenciar los tumores propiamente gastricos, que a su vez dividiremos en
proximales, que incluye a todos los tumores localizados en el cardias, el fundus vy el
cuerpo gastrico; y los distales, que incluye a los tumores localizados en el antro
gastrico y el piloro; de los tumores de la UGE, ya que difieren en términos de
incidencia, localizacion geografica, etiologia, presentacion clinica y estrategia de
tratamiento.

En lo referente a los tumores de la UGE, éstos se catalogan de acuerdo a la
clasificacion de Siewert, que subdivide a los tumores en tres tipos en funcién de su
localizacion. Asi, los tumores Siewert | representan a los carcinomas del es6fago
inferior, es decir, a aquellos cuyo centro se localiza entre 1 y 5 cm por encima de la
UGE. Por su parte, los tumores Siewert Il son los verdaderos carcinomas del cardias,
localizados entre 1 cm por encima y 2 cm de la UGE. Por ultimo, los Siewert lll,
también denominados carcinomas subcardicos, se situan entre 2 y 5 cm de la UGE24.
(Figuras 2y 3)
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cardias

cuerpo

Figura 2. Anatomia del estomago y la UGE.
Adaptado de Siewert JR et al. Ann Surg. 2000; 232(3):353-61.
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Linea Zigzag (2)
union de la mucosa

5cm esofagica y gastrica

Tipo | Tipo definicion

\

1 cm | . Carcinoma del
esofago inferior, centro
entre 1 y 5 cm por

encima de la UGE.

Tipo Il

II. Carcinoma de
cardias o en la UGE,
centro entre 1 cm por
encimay 2 cm por
debajo de la UGE.

-2 cm

Tipo Il
-5 cm

lll. Carcinoma
subcardico, centro entre
2y 5 cm por debajo de

la UGE.

Figura 3. Clasificacion de Siewert.
Adaptado de Siewert JR et al. Ann Surg. 2000; 232(3):353-61
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Sin embargo, dicha clasificacion ha sido criticada puesto que no incluye
criterios especificos para la identificacion de los adenocarcinomas de UGE. Para
ayudar a corregirlo, la clasificacion TNM ha introducido categorias simplificadas en
su 72 edicion. Asi, si el epicentro del tumor se localiza en el eséfago distal, laUGE o en
los 5 cm proximales del estbmago, pero la masa tumoral se extiende haciala UGE o el
esofago distal, se clasifica como carcinoma esofagico. Sin embargo, si el epicentro se
encuentraenlos 5 cm proximales del estomago, pero el tumor no se extienden hacia
UGE o el esofago, o si el epicentro se encuentra a mas 5 cm de la UGE, el tumor se
clasifica como gastricoz?s.

3.2 Clasificacion histologica.

Aunque la mayor parte de los canceres gastricos son adenocarcinomas, éstos
son muy heterogéneos con respecto a la arquitectura y el crecimiento, la
diferenciacion celular, histogénesis y la patogénesis molecular. Debido a esta gran
variabilidad, existe gran cantidad de clasificaciones basadas en la histopatologia.
Las mas utilizadas son las clasificaciones de Laureny la de la OMS, que describiremos
acontinuacionz26.27,

3.2.1 Clasificacion de Lauren

La clasificacién de Lauren fue descrita por el patélogo del mismo nombre en
1965 vy, debido a su utilidad, ha llegado hasta nuestros dias. Esta clasificacion
permite dividir los carcinomas gastricos, en base a su distinta presentacion
clinicopatologica, su etiologia y su incidencia en dos subtipos histologicos
predominantes: intestinales y difusos2é (Figura 4).



Introduccion

H-E (10 y 40X).

e

Tincion

de Lauren.

pe

ificacion
A-B. Subtipo intestinal. C-D Subtipo Difuso

Figura 4. Clas
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A) Carcinomas Intestinales. Son los carcinomas mas frecuentes,
representando un 54% del total. Estos tumores se caracterizan por formar
estructuras glandulares de diferente grado de diferenciacion. Suelen estar formados
por células grandes, claramente definidas y de morfologia variable. El ntcleo celular
es grande, hipercromatico y con abundantes figuras de mitosis. Aparecen de manera
habitual en el seno de mucosas con gastritis crénica y metaplasia intestinal. Su pico
de maxima incidencia se situa entre los 60 y los 69 afnos. Suelen diseminarse
principalmente por via hematodgena, principalmente a nivel hepatico.

B) Carcinomas Difusos. Representa el 34% de los casos aproximadamente.
Estan constituidos por células neoplasicas pobremente cohesionadas que infiltran la
pared gastrica de manera difusa, con escasa o nula formacién de glandulas. La
apariencia de las células suele ser redonda y pequefa, de citoplasma fragil e
indistinguible y de morfologia uniforme. Se disponen de manera aislada o en
pequefios acumulos, que simulan glandulas o reticulos. El nucleo celular es
pequeno, de borde liso, morfologia regulary rara vez hipercromatico. Estos tumores
pueden presentar pequefas cantidades de mucina intersticial y se asemejan a los
encasillados como Tumores de Células en Anillo de Sello de la clasificacién de la
OMS. La tasa mitotica de los tumores difusos es inferior a la que presentan los
tumores de tipo intestinal y presentan menor grado de inflamacion asociada,
aunque, por el contrario, el grado de desmoplasia es mayor. Aparecen a edades mas
tempranas con un pico de maxima incidencia entre los 50 y los 59 anos. Al contrario
que los carcinomas de tipo intestinal, suelen extenderse por la superficie peritoneal
en forma de carcinomatosis (Figura 5).
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Estructura Estructuras Tubulares Glandulares

Infiltracion difusa.
Escasas estructuras glandulares

Morfologia celular | Células grandes, morfologia variable.

Nucleo grande, hipercromatico y
abundantes mitosis.

Células pequenas, uniformes.
Nicleo pequefio uniforme,
raro hipercromatico

y menos figuras de mitosis.

Mucosa adyacente | Gastritis cronica
Metaplasia Intestinal

Desmoplasia
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Diseminacion iiiiiiiiii Iiiii"iii iiiiii|li|ii Iiii"iiii" ‘

Figura 5. Criterios clinicopatologicos y
su asociacion con la clasificacion de Lauren.
Adaptado de Lauren P. et al. Acta Pathol Microbiol Scand. 1965;64:31-49.

Finalmente existen otros tipos de carcinomas gastricos que suponen variantes
raras y de escasa incidencia, representando, en conjunto, un 15% de los tumores.
Entre estos podemos incluir los carcinomas adenoescamosos, los carcinomas
indiferenciados, los carcinomas mixtos adenocarcinoma-carcinoide, los carcinomas
de células pequenas, los carcinomas de células parietales, coriocarcinomas, tumores
del seno endodérmico, carcinomas embrionarios, tumores de células de Paneth y

adenocarcinomas hepatoides.
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3.2.2 Clasificacién de la OMS.

Aunque la clasificacion de Lauren es simple y robusta, la clasificacién de la
OMS, que incluye las cinco principales entidades histopatoldgicas del carcinoma
gastrico, tiene la ventaja de que se corresponde con la clasificacion del resto del
tracto gastrointestinal. Las categorias de la OMS se basan en los patrones
histolégicos predominantes del carcinoma gastrico: tubulares, papilares,
mucinosos, poco cohesivos y variantes raras?’. (Figura 6)

Los subtipos tubular y papilar de la OMS se corresponden con el tipo intestinal
descrito por Lauren; mientras que los poco cohesivos, constituidos total o
parcialmente por las células en anillo de sello, se corresponden con el tipo difuso de
Lauren26.27,

3.3 Clasificacion molecular.

Recientemente, han sido publicadas varias clasificaciones moleculares del
adenocarcinoma gastrico. De ellas, nos centraremos en la de la red del Atlas del
Genoma del Cancer (TGCA), ya que ha sido llevada a cabo predominantemente en
poblaciéon occidental'4.

Para dicha clasificacion se ha llevado a cabo el analisis de perfil genémico de
295 adenocarcinomas gastricos mediante seis plataformas que incluian el analisis
de ADN, ARN y protedmica, y cuyos resultados se han fusionado diferenciandose
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cuatro categorias que incluyen los tumores con positividad para el VEB, aquellos con

Inestabilidad de Microsatélites (IMS), los Gendmicamente Estables (GS) y, finalmente,

los Tumores Cromosdmicamente Inestables (CIN).

Subtipo Codigo
Adenocarcinoma 8140/3
Tipo Intestinal 8144/3
Tipo Difuso 8145/3
Adenocarcinoma Papilar 8260/3
Adenocarcinoma Tubular 8211/3
Adenocarcinoma Mucinoso 8480/3
Carcinoma Células Anillo de Sello 8490/3
Otras Variantes
Carcinoma Adenoescamoso 8560/3
Carcinoma Células Escamosas 8070/3
Carcinoma Células Pequefas 8041/3

Figura 6. Clasificacion WHO del carcinoma gastrico. Adaptado de Bosman FT,
et AL. WHO Classification of Tumours of the Digestive System, Fourth
Edition. International Agency for Research on Cancer. 2010. p. 417.
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El carcinoma gastrico positivo para el VEB representa el subtipo menos
frecuente, con el 9% de los casos. Afecta fundamentalmente a varones (81%) y suele
localizarse en el fundus-cuerpo gastrico, en hasta un 62% del total. Se caracteriza por
la mayor prevalencia de hipermetilacion del DNA. Asi, todos los tumores presentan
hipermetilacion y, en consecuencia, silenciamiento de CDKN2A, pero carecen de
hipermetilacion del promotor de MLH1, caracteristica del subtipo con IMS. Este
subgrupo contiene mutaciones de PIK3CA en hasta un 80% de los pacientes, asi como
amplificaciones de HER2 y JAK2 en aproximadamente el 12% de los mismos. Ademas,
se asocia con sobreexpresion de PDL1 y PDL2, asi como con la presencia de
sefalizacion inmune.

En lo referente a los carcinomas con IMS, éstos representan el 22% del total. Se
asocian con una mayor edad al diagnostico, con una mediana 72 afos, son mas
frecuentes en mujeres, con un 56% de los casos, se localizan predominantemente a
nivel distal, presentan una menor afectacion ganglionar y se relacionan con ausencia
de respuesta al tratamiento con fluoropirimidinas. Se caracterizan por un sistema de
reparacion ineficiente del ADN que condiciona, en consecuencia, inestabilidad
genomica. Se han relacionado con las mutaciones germinales en los mecanismos de
reparacion genética como el sindrome de Lynch. En el caso de los tumores
esporadicos, es causado predominantemente por un fendmeno epigenético que
provoca la hipermetilacion en la region del promotor de MLH1. Ademas, han sido
identificadas diversas mutaciones en PIK3CA, HER3, HER2 y EGFR. Sin embargo, no se
han encontrado mutaciones en el gen BRAF V60OE, a diferencia del cancer colorrectal
(Figura 7).
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Figura 7. Subtipos moleculares del carcinoma gastrico y sus principales

caracteristicas. Adaptado de Bass et Al. Nature. 2014 Sep 11;513(7517):202-9.
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El tercer subgrupo estaria formado por los tumores GS, formado por el 20% de
los pacientes. Estos tumores suelen aparecer a edades mas tempranas, con una
mediana de edad de 59 afios y se asocian con frecuencia con mutaciones somaticas
del gen CDH1, presentes en hasta un 37% de los casos. Ademas, se han identificado,
de forma recurrente, mutaciones en RHOA y fusiones en CLDN18-ARHGAP. Sin
embargo, no han sido identificadas mutaciones o amplificaciones que puedan ser
utilizadas como dianas para tratamientos dirigidos.

Por ultimo, nos encontramos con los tumores CIN, el subtipo molecular mas
frecuente, que aparece en el 50% de los casos aproximadamente. Se asocian con el
subtipo difuso de la clasificacién de Lauren, presente en hasta el 73% de los casos, y
la localizacion proximal, sobre todo a nivel del cardias o la UGE en hasta dos tercios
del total. En este subgrupo se han identificado mutaciones de p53 hasta en el 73% de
los pacientes. Ademas, se ha observado la activacion de diversos receptores tirosina
quinasa, la amplificacion de VEGF-A o de mediadores del ciclo celular como CCNET,
CCND1 y CDK6.
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4. Diagnostico.

La mayoria de los pacientes con cancer gastrico en estadios iniciales se
encuentran asintomaticos o minimamente sintomaticos y, por lo tanto, el
diagnostico se hace, con frecuencia, cuando la enfermedad se encuentra en estadios
mas avanzados. Los sintomas mas comunes, al diagnostico, son la presencia de
anorexia, dispepsia, pérdida de peso y dolor abdominal. En el caso de tumores
ulcerados pueden producirse sangrados que pueden exteriorizarse en forma de
hematemesis y/o melenas; en tumores del estomago distal, que obstruyen la salida
gastrica, pueden aparecer vomitos y en aquellos situados en la UGE o el estomago
proximal, disfagia.

Ante la sospecha de una neoplasia gastrica o de la UGE debe realizarse, en
primer lugar, una endoscopia digestiva alta (EDA) con toma de biopsia para el
diagnostico histoldgico de malignidad. En caso de confirmarse dicha malignidad, se
procederaalarealizacion del estudio de extension para el estadiaje del tumor.

La estadificacion del carcinoma gastrico ha mejorado en los ultimo anos con la
incorporacion de técnicas de imagen como la ecoendoscopia (USE), la tomografia
computerizada (TC), el PET-TC, la RMN o técnicas quirurgicas como la laparoscopia
diagnéstica.

La USE representa uno de los pilares del estadiaje locorregional del carcinoma
gastrico o de la UGE, tanto para la evaluacion de la invasiéon tumoral en profundidad
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(T) como para la deteccion de adenopatias locorregionales (N). Su eficacia ha sido
demostrada en un metaanalisis, donde se objetivo una sensibilidad para diferenciar
entre carcinomas gastricos superficiales (T1-2) y avanzados (T3-4) de 0.86 (IC del
95%: 0.81-0.90). Ademas, en lo referente a los tumores superficiales (Tlavs T1b)y el
estado de los ganglios linfaticos (positivos vs negativos) la sensibilidad fue de 0.87
(0.81-0.92) y 0.83 (0.79-0.87), respectivamente. Como inconveniente de dicha
técnica cabe destacar que la precision de la USE es dependiente del operador2s.

En lo referente al TC, éste cumple dos funciones fundamentales en el
diagnostico y estadiaje del carcinoma gastrico o de la UGE. Por una parte, la
determinacion de invasion tumoral en profundidad (T), con precision estimada entre
el43yel 82%;y, porotra, la deteccion de enfermedad metastasica.

En relacion al papel del PET-TC y la RMN, cabe resaltar que dichas pruebas de
imagen no se utilizan de forma rutinaria en la estadificacion del cancer gastrico. Sin
embargo, existe evidencia que sugiere que el PET-TC podria mejorar los resultados a
través de una mayor deteccion de ganglios linfaticos afectados y enfermedad
metastasica. Sin embargo, dicha técnica no resulta siempre informativa,
especialmente en pacientes con tumores mucinosos o con histologia difusa, debido
a la baja acumulacién del trazador, lo que podria conducir a una infraestadificacion
del tumor. En el caso de la RMN, ésta se esta posicionando especialmente para la
deteccion de metastasis peritoneales, dificiles de diagnosticar con métodos de
imagen convencionales29:30,
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Por ultimo, analizaremos el papel de la laparoscopia en la estadificaciéon. La
laparoscopia diagnostica, con o sin lavado peritoneal para las células malignas, sigue
siendo un tema de controversia. Sin embargo, recientemente, grupos de expertos
han recomendado incluirla en el estadiaje de pacientes con cancer gastrico o de la
UGE potencialmente curables. Asi, en pacientes que estan siendo considerados para
la reseccidn quirdrgica sin terapia preoperatoria, la laparoscopia podria ser util para
la deteccidon de enfermedad metastasica radiograficamente oculta en pacientes con
tumores T3 y/o afectacion ganglionar en las pruebas de imagen preoperatorias.

Por otra parte, en pacientes que han recibido terapia preoperatoria, la
laparoscopia junto con el lavado peritoneal, podria ayudar en la deteccion de
enfermedad metastasica peritoneal microscopica, lo que contraindicaria la
intervencion quirurgicas’.
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5. Estadiaje: AJCCTNM 72 edicion.

EL sistema TNM es la clasificacion mas utilizada en el mundo para el estadiaje
de los pacientes con carcinoma gastrico y de la UGE, y ha sido adoptada por diversas
organizaciones como la American Joint Committee on Cancer (AJCC), la Japanesse
Gastric Cancer Association (JGCA) y la European Society for Medical Oncology
(ESMO)2s.

Esta clasificacion estratifica los adenocarcinomas gastricos en cuatro estadios
(I, 1, 1, 1IV) de acuerdo con la extension del tumor primario (T), la afectacion
ganglionar (N) y la presencia, o no, de metastasis a distancia (M) (Figura 8).

El empleo de sufijos permite determinar si el estadiaje se basa en los
resultados obtenidos en la pieza quiruargica (pTNM), si se trata de un estadificacion
clinica (cTNM), ecografica (uUTNM), o incluso si esta se ha realizado tras recibir el
paciente tratamiento antineoplasico (ypTNM).

La aceptacion universal de esta clasificacion viene justificada por su capacidad
de dividir, de manera fiable, los carcinomas gastricos en grupos segun su
pronéstico, asi como por la facilidad de su empleo y reproducibilidad de los
resultados.
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T = Tumor primario
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N = Ganglios linfaticos regionales

M = Metastasis a distancia
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Figura 8. Clasificacion AJCC TNM 79 edicion para el carcinoma gastrico.
Adaptado de Washington et al. Ann Surg Oncol. 2010 Dec;17(12):3077-9.
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6. Factores pronosticos.

Se definen como factor pronostico toda aquella variable bioldgica,
histopatologica o molecular que influye en la evolucidon de la enfermedad neoplasica,
determinando la historia natural de la misma.

En el carcinoma gastrico resecado el estadiaje tumoral, de acuerdo a la
clasificacion AJCC TNM, es el principal factor pronostico utilizado en la practica
clinica diaria. En relacion al mismo, la mayor parte de los datos disponibles se
derivan de series que estratificaron los resultados usando como referencia la
clasificacién AJCC TNM 62 edicion. Sin embargo, mas recientemente, se ha llevado
una actualizaciéon de dicha clasificacion, la AJCC TNM 72 edicion, que establece el
pronostico de los pacientes en funcion del estadiaje usando como referencia las
tasas de supervivencia de mas de 10.000 pacientes sometidos a cirugia entre 1991y
2000; la cual oscilaentre el 70.8% para los estadios IAy 4% para los estadios IValos 5
anos2s (Figura9).

Ademas, han sido desarrollados nomogramas que en base a diversos
parametros clinicopatologicos permiten predecir la probabilidad de supervivencia
condicional después de una reseccion RO. Entre las principales criticas a dichos
nomogramas se encuentra que no tienen en cuenta los tratamientos adyuvantes o
perioperatorios, y, por lo tanto, pueden predisponer el prondstico en ciertos grupos
de pacientes. A fecha de hoy, dichos nomogramas carecen de aplicabilidad en la
practica clinica diaria32-34,
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En lo referente a biomarcadores pronosticos, a fecha de hoy, carecemos de
biomarcadores pronosticos validados que nos permitan identificar subgrupos de
peor prondstico.

100 _|

80 _|

60 _|

Tasa de supervivencia

e

(A — 90.2 84.8 79.8 74.8 70.8 |
IB — 87.4 77.9 69.9 62.7 57.4
[ 82.1 67.4 57.2 50.2 45.5 |
76.8 58.3 46.0 38.4 32.8
| 66.5 42.4 29.9 23.5 19.8 |
B — 61.6 35.4 22.9 17.8 14.0
{imc — 47.4 21.8 14.2 11.0 9.2 |
v — 270 JIl 100 )| 56 )| 45 J| 4.0

Figura 9. Tasas de supervivencia tras cirugia para los diferentes estadios
acorde a la AJCC TNM 7 edicion.
Adaptado de Washington et al. Ann Surg Oncol. 2010 Dec;17(12):3077-9.
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7. Tratamiento

7.1 Enfermedad resecable.

7.1.1 Tratamiento quirurgico.

La cirugia es el tratamiento inicial y la unica opcion curativa para los pacientes
con cancer gastrico localizado. El objetivo principal de la cirugia es la reseccion
completa con margenes adecuados, de al menos 4 cm, y una linfadenectomia
adecuada. El tipo de reseccion, ya sea mediante una gastrectomia total o parcial,
junto a la extension de la diseccion ganglionar contintan siendo temas
controvertidos. En la practica diaria, la gastrectomia subtotal es de elecciéon para el
carcinoma gastrico distal, mientras que la gastrectomia total es de eleccion para los
tumores localizados en el tercio superior del estomago, histologia con células en
anillo de sello o con presencia de gastritis atréfica asociada. En estadios muy
avanzados, con afectacion de 6rganos vecinos como el pancreas, el higado, el bazo,
el colon transverso, el rindon, la glandula suprarrenal, el intestino delgado o el
retroperitoneo (T4); la cirugia requiere la reseccion en bloque de las estructuras
afectas. Por el contrario, en estadios muy iniciales (T1a), la reseccion endoscopica

podria ser una alternativa valida al tratamiento quirurgico3s-3s,
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7.1.1.1 Linfadenectomia

La linfadenectomia ha sido motivo de controversia en el carcinoma gastrico,
tanto en lo referente al nUmero minimo de adenopatias que deben extraerse, como a

los territorios ganglionares que deben abordarse.

En relacion al numero de adenopatias, un analisis retrospectivo en poblaciéon
occidental ha demostrado que la diseccion de al menos 15 ganglios linfaticos mejora
la supervivencia de pacientes con carcinoma gastrico sometidos a reseccion radical.
Asi, un analisis de la SEER , en el que se incluyeron 1377 pacientes diagnosticados de
carcinoma gastrico localmente avanzado sometidos a reseccion radical, demostré
que los pacientes en los que se habian resecado al menos 15 adenopatias N2 y mas

de 20 N3 presentaban una mejor supervivencia3f4o,

Por otra parte, en lo referente a la extension de linfadenectomia, la JGCA ha
definido las estaciones ganglionares, asi como los tipos de linfadenectomia a
realizar. Asi, para una gastrectomia total, una linfadenectomia D1 incluye una
diseccion de las estaciones 1 a 6; una DO incluye una diseccion incompleta de los
territorios anteriormente descritos y una D2 incluye, ademas de los niveles 1 a 6

anteriormente descritos, lareseccion de las estaciones 7 a 114142 (Figura 10).
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Figura 10. Tipos de reseccion ganglionar en funcion de la extension de la
linfadenectomia. Adaptado de Japanese Gastric Cancer Association.
Gastric Cancer. 2011 Jun;14(2):113-23.
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Mientras que en poblacion asiatica la combinacion de una gastrectomia, ya sea
total o subtotal, asociada a una linfadenectomia D2 se considera la técnica de
eleccion; en poblacion occidental la extension de la linfadenectomia continda siendo
un tema de controversia, debido a los resultados discordantes de los estudios
llevados a cabo en dicha poblaciony que detallaremos a continuacion.

En primer lugar, en el Estudio del Grupo Holandés de Cancer Gastrico (DGCGT),
que randomizé a 711 pacientes a una linfadenectomia D2 vs D1, la linfadenectomia
D2 se asocié a un aumento significativo de la morbilidad (25 vs. 43%, p<0.001) y la
mortalidad postoperatoria (4 vs. 10%, p=0.004), pero sin impacto en la SG (30 vs.
35%, p=0.53). Sin embargo, en los datos de supervivencia a largo plazo, con una
mediana de seguimiento de 15 afos, la linfadenectomia D2 se asocié a una menor
tasa de recidivas locales (12 vs. 22%), regionales (13 vs. 19%) y de muertes
relacionadas con el cancer (37 vs. 48%) y un beneficio no significativo en SG, con una
tasadeSGal5anosdel 21y29%respectivamente (p=0.34)4344.

Por otra parte, el British Cooperative trial (BCT) tampoco consiguiéo demostrar
el beneficio de la linfadenectomia D2 frente a la linfadenectomia D1. Asi, la
linfadenectomia D2 se asocié con aumento de la morbilidad y la mortalidad
postoperatorias sinimpactoenlaSGa5 anos (35 vs. 33%)4s.

En relacion a un estudio unicéntrico retrospectivo no randomizado llevado a
cabo en nuestro pais, en que se analizaron 85 pacientes sometidos a una
linfadenectomia D1 y 71 pacientes sometidos a una linfadenectomia D2, la D2 se
asoci6 con mejores tasas de SG (50.6 vs. 41.4%), sin diferencias significativas en la
morbilidad (48.2 vs. 53.5%) ni en la mortalidad postoperatorias (2.3 vs 0%)46.
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Por otra parte, en un estudio fase Il randomizado del Grupo Italiano para el
Estudio de Cancer Gastrico (IGCS), que comparo6 la linfadenectomia D2 y D1 en 267
pacientes, no se evidenciaron diferencias significativas en la morbimortalidad
postoperatoria, con una tasa de mortalidad del 17.9 y 12% respectivamente
(p=0.183); ni en lo referente a la mortalidad en los 30 primeros dias del
postoperatorio, con un 3% frente a un 2.2% respectivamente (p=0.722). En lo
referente a la supervivencia, no se observaron diferencias en la tasa de SG a 5 anos,
con un 66.5% frente al 64.2% (p=0.695). Sin embargo, la linfadenectomia D2 se
asocié con una tendencia no significativa a una mejor SLP en paciente con tumores
localmente avanzados y enfermedad ganglionar (p=0.055)47.48.

Por ultimo, mas recientemente, en un metaanalisis que incluy6 1642 pacientes
de 5 estudios todos ellos sometidos a cirugia curativa entre 1982 y 2005, se analiz6
el beneficio de la linfadenectomia D2 frente a la D1. Se observéo que la
linfadenectomia D2 se asocié con una mayor mortalidad hospitalaria postoperatoria
(7.5 vs 3.8%, p=0.0003), una tasa de reoperacion significativamente superior (11.4
vs. 5.1%, p=0.0001); pero, sin objetivarse diferencias en la SG a 5 afios (44.9 vs.
43.5%, p=0.58). Sin embargo, en un subanalisis de los estudios llevados a cabo mas
recientemente no se objetivaron diferencias en mortalidad entre ambos grupos (1.2
vs 1.5%, p=0.70). Por otra parte, en relacion a la mortalidad asociada a la
esplenectomia o pancreatectomia profilactica, se objetivd una mayor tasa de
mortalidad en los pacientes sometidos a la reseccién profilactica de ambos 6rganos
(5.9vs. 16.1%, p=0.02)4.
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En base a los estudios anteriormente referidos, la realizacién de una
gastrectomia, ya sea total o subtotal, en combinacion con una linfadenectomia D1 o
D2 modificada, evitando la pancreatectomia o esplenectomia profilactica, y con la
reseccion de al menos 15 ganglios linfaticos, debe ser considerado el tratamiento de
eleccidon en el carcinoma gastrico o de la UGE en poblacion occidental35-40.46-49,

7.1.2 Tratamiento complementario

Pese a los avances llevados a cabo en el tratamiento quirurgico en los ultimos
anos, que hemos descrito con anterioridad, la cirugia continua siendo curativa
exclusivamente estadios iniciales (T1). En estadios localmente avanzados
resecables, las tasas de supervivencia a los 5 afos contintan siendo pobres,
oscilando entre el 10 y el 50%, por lo que son necesarias estrategias de tratamiento
complementario?s.

Diversas estrategias como la quimioterapia perioperatoria, la
radioquimioterapia adyuvante o la quimioterapia adyuvante han sido testadas con
un beneficio absoluto en las tasas de SG en torno al 10-15%, pero sin que a fecha de
hoy exista unanimidad sobre cual es la estrategia de eleccion. Asi, mientras que la
quimioterapia perioperatoria es la estrategia mas popular en Europa, en EEUU
predomina la radioquimioterapia adyuvante y en Asia, la quimioterapia
complementariaso-ss (Figura 11).
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r N ) (@ ) (@ N N N
Estudio Poblacion Tipo Tto Estadios | D2 SG 5 anos
INT 0116 2001 EEUU RTQT IB - Iva 10% 43 vs 28%
MAGIC 2006 Europea QT periop. 1-1 28% 36 vs 23%
ACTS GC 2007 Asiatica QT ady. [1-111 100% 78 vs 69%
FNCLCC 2011 Europea QT periop. NA NA 38 vs 24%
CLASSIC 2012 Asiatica QT ady -1 100% | 71.7 vs 61.1%
ARTIST 2012 Asiatica QT ady +/- RT IB - Iva 100% 73 vs 75%
CRITICS 2016 Europea QT periop +/- RTQT IB - IVa NA 41.3 vs 40.9%

Figura 11. Estudios fase Ill en adenocarcinoma gadstrico
o UGE localmente avanzados resecables.

7.1.2.1 Radioquimioterapia adyuvante

El beneficio de la radioquimioterapia adyuvante fue testado en un estudio fase Il
randomizado multicéntrico, el estudio SWOG 9008/INT-0116, que compar6é un
esquema de radioquimioterapia basal en 5-fluorouracilo (5-FU) en bolus y leucovorin
(LV) frente a observacion en 556 pacientes sometidos cirugia con intencion curativa,
69% de los cuales presentaban tumores localmente avanzados y el 85% afectacion
ganglionar. El tratamiento postoperatorio se asocié con un aumento significativo de
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la SLE y la SG, con una mediana de SG de 36 meses para el brazo de tratamiento

frente a 27 meses para el brazo de observaciéon (p=0.005). También se objetivo un
beneficio significativo en latasa de SGy SLE a los 3 afios, con una tasa SG a 3 afios de
50 vs 41% (p=0.005), y una tasa de SLE a 3 afnos de 48 vs. 31% (p<0.001),
respectivamente. En lo referente a los datos de supervivencia a largo plazo, con una
mediana de seguimiento de 10 afos, se confirmo el beneficio significativo en SG y
SLE, con una mediana de 35 vs. 27 meses y 27 vs. 19 meses, respectivamente
(p<0.00T1). Ademas, en un analisis del patrén de recurrencia, la radioquimioterapia
adyuvante se asocid a unareduccion significativa de las recidivas locorregionales, 24
vs. 36% (p<0.01), pero sin diferencias en las recidivas a distancia (11 vs 11%,
p=NS)50.56,

Sin embargo, dicho tratamiento fue relacionado con importantes tasas de
toxicidad grave, grado 3-4, entre las que se incluia un 54% de toxicidad hematologica
y un 33% de toxicidad gastrointestinal; lo que conllevé que solo un 64% de los
pacientes completaran el tratamiento adyuvante, con un 17% de suspensiones de
tratamiento por toxicidad y 3 muertes toxicas. Por dicho motivo, diversos esquemas
de alternativos de tratamiento han sido testados con un perfil de toxicidad mas
tolerable, y sin comprometer la eficacias0.5657,

Mas recientemente, otro estudio randomizado, el estudio ARTIST, testd el
papel de la adiccidn de radioterapia adyuvante a esquema de quimioterapia basado
en cisplatino y capecitabina en poblacion asiatica resecada con intencién curativa y
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la realizacion de una linfadenectomia D2. La radioguimioterapia adyuvante se asocio
con un beneficio no significativo en SLE, con una tasa a 3 afos de 78 vs 74%
(p=0.0862) ysindiferencias en SG a5 afos, 73 vs. 75% (p=0.484). Sin embargo, en un
subanalisis de los pacientes con afectacién ganglionar, el tratamiento de
combinacion se asocidé con un aumento de la SLE, con una tasa de SLE a los 3 anos
77.5vs.72.3% (p=0.0365). En base a estos resultados, se ha puesto en marcha nuevo
estudio, el ARTIST Il, que pretende testar el beneficio de la radioquimioterapia en
pacientes con afectacién ganglionar tras linfadenectomia D2 (NCT0176146)5'.

Por otra parte, el estudio CRITICS, ha comparado el papel de la
radioguimioterapia frente a la quimioterapia adyuvante tras la administracién de
guimioterapia perioperatoria y cirugia con intencion radical en poblacion europea
tras linfadenectomia D1-2. En los resultados preliminares comunicados en ASCO
2016, no se han objetivado diferencias en SG, con unatasade SG 5 afios 41.3% parael
brazo de radioquimioterapia frente al 40.9% para el brazo de quimioterapia (p=0.99).
A fecha de hoy, a la espera de la publicacion de los datos definitivos, no existe
evidencia que avale la administracion de radioquimioterapia adyuvante tras la
administracion de quimioterapia perioperatoriay cirugia con intencién radicals2.

7.1.2.2 Quimioterapia perioperatoria.

La quimioterapia perioperatoria se considera el tratamiento complementario de
eleccion para el carcinoma gastrico localmente avanzado resecable en poblacion
europea en base a dos estudios fase lll randomizados: el estudio MAGIC y el
FNCLCC5458-
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El estudio MAGIC testo la eficacia de la quimioterapia perioperatoria basada en
el esquema ECF (epirrubicina, cisplatino y 5-FU) frente a la cirugia sola en pacientes
con carcinoma gastrico o de la UGE localmente avanzado resecable, estadios Il y Ill.
Se incluyeron un 56% de pacientes localmente avanzados y un 71% de pacientes con
afectacién ganglionar. La administracion de quimioterapia perioperatoria se asocio
con un aumento significativo de la supervivencia, con unatasade SG a 5 afos del 36%
vs. 23%(p<0.001)s8,

Por otra parte, el estudio FNCLCC, que analiz6 el papel de la quimioterapia
perioperatoria basada en cisplatino y 5-FU frente a la cirugia sola en
adenocarcinomas gastricos, de la UGE o el eséfago interior resecables, mostré
resultados similares, objetivandose un beneficio significativo en SG y SLE, con una
tasade SG a 5 anos del 38% para la quimioterapia perioperatoria en comparaciéon con
un 24% paralacirugia sola (p=0.02)54.

7.1.2.3 Quimioterapia adyuvante.

La quimioterapia adyuvante es, a fecha de hoy, el tratamiento de eleccion tras
la cirugia con intencion radical en poblacién asiatica. El papel de dicha estrategia de
tratamiento ha sido testado en dos estudios fase Ill randomizados recientes en
poblacion asiatica tras linfadenectomia D2: el estudio ACTS GC y el estudio
CLASSIC53.55.59,
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El estudio ACTS GC, realizado integramente en poblacion japonesa, evaluaba
la administracion de S1 durante 1 afo frente a cirugia sola en pacientes con cancer
gastrico estadio Il-lll que fuesen sometidos a una resecciébn RO con una
linfadenectomia D2. La administracion de quimioterapia adyuvante se asocié con un
aumento significativo de la SG, con una tasa SG a 3 afnos del 80.1% vs. el 70.1% para
los pacientes sometidos exclusivamente a cirugia (p=0.003); beneficio que se
confirmaba en la tasa de SG a 5 afos (71.7% vs 61.1%). En lo referente al
cumplimiento del tratamiento, un 65.8% de los consiguié completar el tratamiento
adyuvante, lo que revela una alta tasa de cumplimiento en relacién con la

radioquimioterapia o la quimioterapia perioperatorias3s9.

Por otra parte, el estudio CLASSIC, que evalu6 el papel de la quimioterapia
adyuvante basada en una combinacion de capecitabina y oxaliplatino durante 6
meses en pacientes con cancer gastrico estadio Il-llIB tras reseccion RO con
linfadenectomia D2 vy, al menos, 15 ganglios resecados. La quimioterapia adyuvante
se asocio con un incremento significativo de la supervivencia, con una tasa de SLE a
los 3 anos del 74% para el tratamiento adyuvante frente a un 59% para el brazo de la
cirugia (p<0.0001); que se confirmaba posteriormente con una tasa de SG a 5 afos
del 78%y el 69%, respectivamente (p=0.0015)55.
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7.2 Enfermedadirresecable o metastasica.

El prondstico de los pacientes con carcinoma gastrico metastasico, a fecha de
hoy, continua siendo muy pobre con medianas de supervivencia que oscilan entre los
4 meses para los pacientes que reciben cuidados de soporte exclusivamente y los 12
meses para los pacientes que reciben quimioterapia de combinacion. Sin embargo,
debido al beneficio en supervivencia que, aunque es discreto, se asocia al
tratamiento antineoplasico, asi como al mejor control sintomatico y la mejoria en
términos de calidad de vida; la quimioterapia se considera de eleccién para todos
aquellos pacientes que presenten buen estado general y adecuada funcion de

0rganosso6’,

El tratamiento del carcinoma gastrico avanzado ha ido evolucionando en los
ultimos anos. Asi, en la década de 1980, el esquema FAM (5-FU, adriamicina y
mitomicina) era considerado el tratamiento de eleccién, en base al estudio NCCTG,
que comparaba el esquema FAM con 5-FU en monoterapia y 5-FU adriamicina, en el
que no se objetivaron diferencias en SG entre los 3 brazos, pero si unas mayores
tasas de respuesta en los brazos de quimioterapia de combinacion. Posteriormente,
un estudio fase Ill randomizado compararia el esquema FAMTX (5-FU, adriamicinay

metrotrexato) con el clasico esquema FAM, demostrando un beneficio significativo
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en SG y tasa de respuestas, convirtiendo el esquema FAMTX en tratamiento de
eleccion. Mas adelante, el esquema ECF (epirrubicina, cisplatinoy 5-FU) seria testado
frente al esquema FAMTX, demostrando un incremento significativo de SG y tasa
respuestas, convirtiéndose en el estandar de tratamiento de primera linea de
carcinoma gastrico avanzado, que ha llegado a nuestros dias. Asi, aun a fecha de
hoy, los tripletes de quimioterapia basados en epirrubicina continuan siendo

considerados tratamiento de eleccion62-65,

Sin embargo, el papel de la epirrubicina en el tratamiento del adenocarcinoma
gastrico avanzado resulta controvertido, por lo que han sido llevados a cabo dos
metaanalisis con el objetivo de intentar dilucidar dicha cuestion. Por una parte, en un
metaanalisis llevado a cabo por la Cochrane se ha sugerido el beneficio de la adiccién
de la epirrubicina a un régimen basado en cisplatino y 5-FU (HR 0.77; IC 95% 0.62-
0.95); mientras que el metaanalisis del GASTRIC group, basado en los datos
individuales de los pacientes, mostraba la ausencia de papel de la epirrubicina en
combinaciéon con una fluoropirimidina y un platino. En base a estos resultados, a
fecha de hoy, seguimos sin conocer el papel de la epirrubicina en el tratamiento de

primera linea del carcinoma gastrico o de la UGE avanzados0:66,

Por otra parte, en relacion a la composicion de los dobletes basados en
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platinos y fluoropirimidinas, varios estudios han sido llevados a cabo para evaluar la
posibilidad de sustituir el cisplatino por oxaliplatino, y el 5-FU por capecitabina, con
el objetivo de disminuir la toxicidad y evitar la necesidad de colocacion de una via

central.

Asi, el German Study Group, comparo el esquema FLO (5-FU, leucovorin y
oxaliplatino) con el FLP (5-FU, leucovorin y cisplatino); demostrando que el esquema
FLO presentaba un perfil de toxicidad favorable y una tendencia no significativaa una
mejor SLP, con una mediana de 5.8 meses para el esquema FLO frente a 3.9 meses
para el esquema FLP (p=0.077) sin diferencias significativas en la SG, con una
mediana de 10.7 vs. 8.8 meses, respectivamente. Ademas, cuando se analizaba el
subgrupo de mayores de 65 anos, el esquema FLO se asociaba con una mayor tasa de
respuestas (41.3%vs. 16.7%, p=0.012) y un aumento significativo de la SLP (6 vs. 3.1

meses, p=0.029)y1aSG (13.9vs. 7.2 meses), en comparacion con el esquema FLP¢7.

En esta misma linea, el estudio REAL-2, un estudio fase Ill con disefio dos por
dos de no inferioridad, test6 el papel de sustituir el cisplatino por oxaliplatinoy el 5-
FU por capecitabina en un esquema de quimioterapia basado en epirrubicina. No se
observaron diferencias en SG, SLP ni en tasas de respuestas entre los cuatro

regimenes de quimioterapia. No obstante, las combinaciones basadas en
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oxaliplatino presentaron un perfil de toxicidad favorable cuando se comparaban con
esquemas basados en cisplatino, con una menor incidencia de neutropenia,
alopecia, toxicidad renal y tromboembolismo; pero con mayor tasa de diarrea y
neuropatia. En contraposicion, no se encontraron diferencias en términos de

toxicidad al comparar los esquemas basados en 5-FU y capecitabinas¢s.

En paralelo, el estudio ML17032, un estudio fase Ill randomizado de no
inferioridad, comparo la combinacién de cisplatino capecitabina (XP) con el estandar
de tratamiento cisplatino 5-FU (FP). El esquema XP se asocio con la no inferioridad en
términos de SLP, con una mediana de 5.6 meses para el esquema XP frente a 5 meses
para el esquema FP. Ademas, XP se asocio con un aumento de la tasa de respuestas,
41 vs. 29%, y SG, 10.5 vs. 9.3 meses; sugiriendo que la capecitabina es una

alternativa eficaz al 5-FU en el carcinoma gastroesofagico avanzado®°.

Por otra parte, también ha sido testado el papel de los tripletes basados en taxanos.
Asi, el estudio V325 comparod la combinacion de docetaxel, cisplatino y 5-FU (TCF)
con un doblete basada en cisplatino y 5-FU. El esquema TCF se asocié con un
incremento significativo del tiempo a la progresion (5.6 vs. 3.7 meses, p<0.001), la
SG (9.2 vs. 8.6 meses, p=0.02) y la tasa de respuestas (37% vs. 25%, p=0.01) en

comparacion con el doblete CF. Sin embargo, también se relacion6é con un
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incremento significativo de la toxicidad, sobre todo en lo referente a neutropenia,
mucositis y diarrea; motivo por el cual su uso se ha visto limitado, aun a fecha de

hoy?7o.

Por altimo, también se ha estudiado el papel de irinotecan en el tratamiento
del adenocarcinoma gastrico avanzado. Asi, en un estudio fase Ill de no inferioridad,
la combinacion de irinotecan, 5-FU y leucovorin (IF) se comparé con el esquema CF;
demostrandose que IF era no inferior a CF en términos de SLP pero no en términos de
tiempo a progresion o SG. Sin embargo, el esquema IF se asocié con un perfil de
toxicidad mas favorable. Por otra parte, el estudio fase Ill del French Intergroup
Study, comparé FOLFIRI con ECX como tratamiento de primera linea. FOLFIRI se
asocié con un aumento significativo del tiempo hasta el fallo del tratamiento, con
una mediana de 5.1 meses para el brazo de FOLFIRI frente a 4.2 meses para ECX
(p=0.008) pero sin impacto en la SLP (5.3 vs. 5.8 meses, p=0.96), la SG (9.5 vs 9.7
meses, p=0.95), o latasaderespuestas (39.2%vs 37.8%). Ademas, el tratamiento con
FOLFIRI se asoci6é con un perfil de toxicidad favorable, por lo que, al igual que en el
estudio anterior, las combinaciones basadas en irinotecan podrian considerarse una

alternativa al tratamiento con platinos7'.72 (Figura 12).
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Figura 12. Estudios fase lll en primera linea de
carcinoma gadstrico avanzado o metastasico.
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En lo referente a las dianas dirigidas, en la década de los afios 2000, diversos
agentes con actividad frente a los distintos receptores del factor de crecimiento
epidérmico, las vias antiangiogénicas, las moléculas de adhesiéon y los mediadores

delatransducciénintracelulares han sido testados73-79.

De todos ellos, solo trastuzumab, un farmaco con actividad frente al receptor
de HER2, en combinacién con un doblete platino y fluoropirimidina, ha mejorado los
resultados en supervivencia, superandose por primeravez el umbral de los 12 meses
de mediana de SG para una poblacion seleccionada. Los resultados se describiran

con mayor detalle en el apartado correspondiente’s.

Sin embargo, pese a los avances producidos en los ultimos anos, el beneficio
de la primera linea de tratamiento continua siendo limitado con una mediana de SG
que oscilaentrelos 9ylos 11 meses en poblacion no seleccionada. Por dicho motivo,
se han desarrollado diversos estudios randomizados que han demostrado el
beneficio de administrar una segunda linea de tratamiento tras la progresion en
pacientes que mantengan buen estado general y adecuada funcién organica, y que

detallaremos a continuacion.
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En lo referente a la poblacién europea, dos estudios han testado el papel de la
quimioterapia de segunda linea en comparacién con el mejor tratamiento de soporte
(BSC). Por una parte, el estudio del grupo AlO, llevado a cabo en Alemania, comparé6
la administracion de irinotecan en monoterapia frente a BSC. La administraciéon de
irinotecan se asocié con un aumento significativo en supervivencia, con una mediana
de SG de 4 meses para el brazo de irinotecan frente a 2.4 meses para el brazo de BSC
(p=0.012); y con una tasa de control de enfermedad del 53%. Por otra parte, el
estudio COUGAR-02, realizado en Reino Unido, test6 el papel de docetaxel en
monoterapia, demostrando un beneficio en términos de SG, con una mediana de 5.1
meses para los pacientes que recibieron docetaxel frente a 3.6 meses para los
pacientes que recibieron BSC (p=0.01)80.81,

En paralelo, en poblacion asiatica, un gran estudio fase lll comparé la
administracion de quimioterapia, ya fuese irinotecan o docetaxel, frente al BSC. La
administracion de quimioterapia, independientemente del esquema de tratamiento,
demostrd un incremento significativo en SG, con una mediana de SG de 5.3 vs. 3.8
meses (p=0.007). Sin embargo, no se objetivaron diferencias en supervivencia entre
los pacientes que recibieronirinotecany docetaxel (p=0.116)22.

En base a estos resultados se establecidé la administracion de taxanos o
irinotecan como tratamiento de elecciéon para el carcinoma gastrico avanzado en
progresion auna primera linea de quimioterapia.
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Mas recientemente, ramucirumab, un anticuerpo antiVGEFR-2, ha cambiado el
paradigma del tratamiento de segunda linea del carcinoma gastrico avanzado en
base a dos grandes estudios: el estudio RAINBOW y el REGARD?3.84,

El estudio RAINBOW, un fase Illl randomizado que testaba la adiccion de
ramucirumab a un esquema de quimioterapia basado en paclitaxel, demostr6é un
incremento significativo en SG, con una mediana de 9.6 meses para el tratamiento de
combinacion vs 7.4 meses para paclitaxel en monoterapia (p=0.017). Ademas, se
asocidé con un beneficio en términos de SLP, tasa de respuestas y un perfil de
toxicidad manejable. Por otra parte, el estudio REGARD, un estudio fase lll que
comparaba ramucirumab con placebo en pacientes no candidatos a tratamiento con
taxanos, mostro que ramucirumab se asociaba con un incremento significativo de la
SG, con una mediana de 5.2 meses en comparacion con 3.8 meses para los pacientes
que recibian placebo (p=0.047). En base a estos estudios, la combinacion de
paclitaxel-ramucirumab se ha convertido en el tratamiento de eleccién para la
segunda linea del carcinoma gastrico avanzado. Sin embargo, en pacientes que
presentasen un peor estado general (ECOG PS2) podrian plantearse otras opciones
como los taxanos o irinotecan en monoterapia; y en aquellos no candidatos a recibir

taxanos, la posibilidad de ramucirumab en monoterapia83s4.
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8. La familia del factor de crecimiento epidérmico humano (HER).
Generalidades.

La familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico humano (HER)
estd formada por cuatro receptores: HER1, también denominado factor de
crecimiento epidérmico o EGFR; HER2, HER2-neu o ERBB2; HER3 o ERBB3; HER4 o
ERBB4.

Todos los componentes de la familia HER presentan una elevada homologia
entre si y comparten una estructura comun, formada por un dominio extracelular
(ECD) de union al ligando, un dominio transmembranay un dominio intracelular con
actividad tirosina quinasass.

La union del ligando al ECD desencadena cambios conformacionales de
receptores que exponen el dominio de dimerizacion para la union a otro receptor,
induciendo la formacién de homodimeros/heterodimeros que, posteriormente,
provocan la activacion del dominio tirosina quinasa de ambos recetores.

A pesar de poseer los mismos dominios esenciales, existen diferencias en la
actividad funcional de cada receptor de la familia HER. Asi, EGFR y HER4 poseen
actividad tirosina quinasa y varios ligandos con capacidad para unirse a su dominio

extracelular, como Betacelulina, Heregulina, TGFx, HB-EGF, Amphirregulina o

Neuregulina. Por el contrario, HER3 comparte la capacidad de unirse a varios de estos
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ligandos, pero carece de actividad tirosina quinasa intrinseca, presentando en su
lugar seis puntos de union a fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), estimulando
intensamente dichavia, en cooperacion con HER2.

Asi, HER3, una vez activado, se dimeriza, fundamentalmente con HER2, con la
activacion del receptor tirosina quinasa de dicho receptor. En lo referente a HER2, no
han sido identificados ligandos conocidos pero, en contraposicion, presenta la
actividad catalitica mas potente. Ademas, el ECD de HER2 presenta una
conformacion abierta permanentemente, por lo que puede dimerizarse con facilidad
con otros receptores de la familia HER. Debido a las caracteristicas anteriormente
descritas, el heterodimero HER2-HER3 presenta la capacidad de sefalizacién mas
potentese-20,

Tras el proceso de dimerizacion del receptor, se produce la fosforilacion
cruzada de cada uno de los dos componentes del mismo, creando un cambio
conformacional que facilita el reclutamiento y la union de los efectores de las vias a
activar y la transmision de la sefal intracelular, lo que conduce a la activacion dos
vias de sefalizacion fundamentalmente: la via de las MAP quinasas (MAPK) y la via del
PI3K-Akt.

La activacion de la via MAPK produce un incremento en la trascripcion de genes que
controlan la proliferaciéon y la migracion celular, la diferenciacion celular y la
angiogenesis a traves de un incremento en los niveles de expresion de, entre otros,
Ciclinas D1 yD2, Mycy VEGF-A.
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Por otra parte, la activacion de la via de PI3K-Akt conduce a un aumento de la
supervivencia celular y las sefales antiapoptoéticas. En primer lugar, la activacion de
PI3K se produce mediante su union y fosforilacion directa por los residuos tirosina
quinasa de los dimeros o a través de moléculas adaptadoras unidas a los dimeros
como es el complejo GRB2-Sos-Ras. Tras la fosforilacion de PI3K se produce la
activacion de Akt, familia de moléculas con actividad serina-treonina-quinasa que,
mediante sucesivas fosforilaciones en cascada de multiples proteinas, inician un
proceso que regula la supervivencia celular, el ciclo celular y la supresion de la
apoptosis a traves de la activacion o supresion de, entre otros, mTOR, p27, BAD, NK-

kB, GSK3B87.88.91-95 (Figura 13).
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Figura 13. Principales vias de senalizacion reguladas por los receptores HER.
Fornaro et Al. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2011 Jun 7;8(7):369-83.
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9. HER2 y su papel en latumorogénesis.

El oncogén HER2/neu se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosomal?7 (17q11.2-q12) y codifica la proteina HER2, una proteina de 185kDa
cuya estructura y funcién hemos descrito anteriormente. De todos los miembros de
la familia HER, ha sido el mas ampliamente estudiado, clasicamente, en el cdncer de
mamay, mas recientemente, en el cancer gastrico o de la UGE.

En lo referente al cancer de mama, el estatus de HER2 ha demostrado su papel
como un factor de mal prondstico, tanto en enfermedad metastasica como
localizada; sin embargo la aparicion de terapias dirigidas antiHER2, para las cuales la
amplificacion de HER2 es un biomarcador predictivo de respuesta a la terapia
antiHER2, ha mejorado, en consecuencia, el prondstico de estos pacientes. Ademas,
los tumores de mama HER2 amplificados se han caracterizado por un patrén
cohesivo de caracteristicas clinicas que incluye un patron de diseminacion y
recurrencias diferenciado.

Asi, en un estudio retrospectivo del MD Anderson de 2091 pacientes con
cancer de mama avanzado se analiz6 la evolucion de 3 cohortes de pacientes, las
HER2 negativas, las HER2 positivas tratadas con trastuzumab y las HER2 positivas no
tratadas con terapia antiHER2, apreciandose que las HER2 positivas tratadas con
terapia antiHER2 presentaban mejor supervivencia que las otras dos cohortes?6-9,

Por otra parte, en un estudio de 3726 mujeres, se analizd el impacto
pronostico y en el patréon de recurrencia en funcion del subtipo molecular. Asi, los
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tumores HER2/luminales y HER2 puro se asociaron con una mediana de
supervivencia significativamente inferior a los tumores luminales (p<0.01); con un
patron de recurrencia caracterizado por una tasa significativamente mayor de
enfermedad metastasica hepatica, cerebral y pulmonar; en comparacion con los
tumores luminales HER2 negativos, donde la localizacion metastasica mas frecuente
eralaenfermedad 6sea?®.

Finalmente, también ha sido estudiado el papel de la coexpresion HER2-HER3.
En un analisis retrospectivo de 100 tumores se analiz6 el estatus de HER2 y HER3, su
patrén de dimerizacion y el impacto en supervivencia. Asi, tanto la
homodimerizacion de HER2 como la heterodimerizacion de HER2-HER3, se asociaron
con un pronéstico significativamente peor, tanto en términos de SLE (p=0.008 y
p=0.00016, respectivamente), como en SG (p=0.019 y 0.001, respectivamente),
demostrandonos el impacto pronostico de la heterodimerizacion HER2-HER3 en el
cancer de mama’oo,

9.1 HER2y el carcinoma gastrico o de la UGE.
9.1.1 Expresionyamplificaciéon de HER2.

Los primeros trabajos sobre la amplificacion del gen HER2 y su sobreexpresion
proteica en carcinomas gastricos, fueron publicados en 1986. Desde entonces,
multitud de estudios han confirmado la presencia de amplificaciéon y sobreexpresion
de este oncogén, y del receptor que codifica, en el carcinoma gastrico o de la UGE. A
continuacion, nos centraremos en los principales estudios de IHC e hibridacion
llevados a cabo en poblacion occidentalor,
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El estudio GASTROHER, un estudio fase Il de un solo brazo en primera linea de
carcinoma gastrico avanzado en poblacién espafola, que, como expondremos mas
adelante, test6 la combinacion de trastuzumab y cisplatino, documento positividad
de HER2, definida como la expresion intensa de HER2 (HER2 3+) o la expresion
moderaday amplificacion acompanante mediante FISH (HER2 2+ amplificado), en 22
delos 228 pacientes sometidos a seleccion, lo que representaba un 10% del total'02,

Por otra parte, en el estudio TOGA, realizado en poblacién occidental y
asiatica, 3665 pacientes fueron sometidos a seleccion, de los cuales 810 pacientes,
un 22.1% del total, fueron considerados positivos de acuerdo a unos criterios
estandarizados, por presentar HER2 3+ o amplificacion del gen mediante FISH103.104,

Ademas, en diversos analisis retrospectivos de los principales estudios fase lll
llevados a cabo en poblacion resecable se ha analizado el estatus de HER2. A
continuacion, nos centraremos en los estudios que incluyeron poblacion occidental.

En el estudio INT 0116, se llevo a cabo un analisis retrospectivo no planificado
del estatus de HER2, determinado mediante IHC y FISH en las 258 muestras
tumorales disponibles de los 559 pacientes incluidos en el estudio. Se detectd
amplificacion de HER2 en 28 de los 258 pacientes, lo que representa un 10.9% de
positividad0s.

Por otra parte, en el estudio MAGIC, realizado en poblacion europea, donde el
analisis retrospectivo de HER2 se realizé mediante técnicas de IHC y BDISH, se
objetivo positividad para HER2, definida como IHC3+ o IHC2+ amplificado, en 47 de
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los 327 pacientes, un 14.4% del totalios.

Por ultimo, en un metaanalisis, en el que se incluyeron los resultados de 15
estudios realizados mayoritariamente en poblacién asiatica y que habian utilizado,
en la mayor parte de los mismos, solo técnicas de IHC para la determinacion del
estatus de HER2; se analiz6 la frecuencia de positividad de HER2, su asociacién con
caracteristicas clinicopatologicas clasicas y suimpacto pronostico. Se objetivo que la
mediana de positividad era del 13.2%, con un rango comprendido entre el 3.8 y el
18.8%. Dicha variabilidad podria explicarse por la heterogeneidad de las
poblaciones, las distintas técnicas para su determinacion y los distintos scores para
su evaluacion07,

9.1.2 HER2 y parametros clinicopatologicos clasicos.

El status de HER2 ha sido asociado con diversos parametros clinicopatoldgicos
clasicos. Desde los primeros estudios en los que se describia la
sobreexpresion/amplificacion de HER2 en poblacion occidental, ésta se ha
relacionado con el subtipo intestinal de la clasificacién de Lauren y la localizacién
proximal. Asi, en el estudio GASTROHER, descrito anteriormente, con una
positividad para HER2 del 10% de los pacientes, se observdo una asociacion no
significativa con el subtipo histolégico intestinal, con un 16% de positividad de los
tumores con diferenciacién intestinal frente a un 7% en los tumores difusos
(p=0.276); y una relacion significativa con la localizacién tumoral, con un 25% de
positividad en los tumores de laUGE y s6lo un 9.5% en los tumores localizados a nivel
gastrico (p=0.01)102,108,
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Estos datos se vieron confirmados mas adelante en el estudio TOGA, donde
también se relaciono la positividad de HER2 y el subtipo histologico y la localizacion
tumoral. Asi, en lo referente al subtipo histolégico, el 34% para los tumores
intestinales fueron clasificados como HER2 positivos, frente al 6% de los difusos y el
20% de los mixtos. Por otra parte, en relaciéon con la localizacién tumoral, la
positividad fue objetivada en el 32% de los tumores de la UGE frente a s6lo el 18% de
los tumores gastricos!04,109,

Mas recientemente, en el metaanalisis descrito con anterioridad, se analizé la
relacion entre la positividad de HER2 y diversos parametros clinicopatologicos
clasicos. Asi, la positividad de HER2 se relacion6 con el subtipo Bormann (p<0.001),
el mejor grado de diferenciacién (p<0.001), el subtipo intestinal de la clasificacién de
Lauren (p<0.001), la afectaciéon ganglionar (p=0.001) y la invasion linfovascular
(p=0.01). Sin embargo, estos resultados deben interpretarse con cautela debido a
diversos motivos como la heterogeneidad de los tumores incluidos, que incluian en
algunos estudios carcinomas esofagicos; la distinta metodologia para la
determinacion de HER2, que mayoritariamente se habia realizado exclusivamente
con técnicas de IHC; y al predominio de poblacion asiatica en la muestra'o?,

9.1.3 HER2 e impacto pronostico.
El papel de HER2 como factor pronostico en el cancer gastrico o de la UGE

continua siendo controvertido, debido a los resultados discordantes entre el estatus
HER2 y laSG en los diferentes trabajos.
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En los primeros estudios, realizados en poblacién asiatica durante los afnos 90,
se encontraron resultados dispares. Sin embargo, en la mayor parte de los estudios
se objetivd una relacion significativa entre el estatus de HER2 y un peor prondstico,
determinado fundamentalmente por el tamano al diagnoéstico y la afectacién
ganglionari1o-114,

Mas recientemente, tras la instauracion de una metodologia estandarizada
parala determinacion e interpretacion del estatus de HER2, se han realizado diversos
estudios retrospectivos en poblacion resecada con el objetivo de determinar el papel
pronéstico de HER2 en dicha poblacion. En poblacion asiatica, los trabajos realizados
han demostrado el impacto pronostico del estatus de HER2. Por ejemplo, en un
estudio de 168 pacientes de procedencia asiatica que analizé el estatus de HER2
mediante IHC y DuoCISH, se objetivo relacion estadisticamente significativa entre la
amplificacion de HER2 y una peor SG, con una tasa de supervivencia a 5 anos del 21%
para amplificados frente al 63% para los no amplificados (p<0.05). Sin embargo, en
poblacidon occidental, el impacto pronostico del estatus de HER2 continua siendo un
tema controvertido, debido a los resultados contradictorios de los pocos estudios de
los que disponemos. Asi, en un estudio en poblacion Finlandesa que analiz6 la
relacion entre la amplificacion de HER2 mediante CISH y el prondstico, se observo
qgue la amplificacion de HER2 se relacionaba con una tendencia no significativa a una
peor supervivencia, con una mediana de 6.6 meses para tumores amplificados frente
a12.7 meses los no amplificados (p=0.37). Sin embargo, en un analisis retrospectivo
de 924 pacientes de procedencia alemana e inglesa, en los que HER2 se determiné
por técnicas de IHC con diferentes metodologias de interpretacion, no se objetivo
relacion entre el estatus de HER2 y la supervivencia de los pacientes98.115,116,
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Finalmente, en el metaanalisis que ya comentamos previamente, realizado en
poblacién predominantemente asiatica, se analizo el impacto prondstico de HER2,
objetivandose una peor supervivencia en la poblacion HER2 positiva (HR=1.56, IC

95%1.05-2.07; p<0.0071)107,
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10. El estatus de HER3 en el adenocarcinoma gastricoy de la UGE.

Como ya expusimos previamente, el receptor de HER3 es un miembro de la
familia HER caracterizado por la ausencia de la actividad tirosina quinasa intrinseca,
lo que condiciona que deba heterodimerizarse con otros miembros de la familia HER,
especialmente HER2. El dimero HER2-HER3 ha sido descrito como el dimero con
mayor actividad cataliticay, en cancer de mama, ha sido relacionado con una peor SG
aligual que los tumores HER2 positivos.

En relacion al papel de HER3 en el adenocarcinoma gastrico y de la UGE,
debemos resaltar que, a fecha de hoy, carecemos de estudios en poblacion
occidental europea, por lo que tenemos que recurrir a los estudios realizados en
otras poblaciones, cuyos resultados han sido publicados recientemente’17-123,

Asi, en un metaanalisis en el que se incluyeron 1016 pacientes procedentes de
5 estudios, realizados integramente en poblacion asiatica, y en los que HER3 se
determin6 mediante técnicas de IHC. La tasa de positividad para HER3 fue del 35.5%,
con un rango que oscilo entre el 13.7% y el 62.0% en los distintos estudios. En lo
referente a la relacion entre HER3 y los parametros clinicopatolégicos clasicos, HER3
se asoci6 significativamente con la invasion tumoral (OR 0.44 1C95% 0.29-0.67,
p=0.0002), la afectacion ganglionar (OR 0.401C95% 0.20-0.77, p=0.007), lainvasién
vascular (OR 0.51 1C95% 0.27-0.6, p=0.026) y una tendencia a estadios mas
avanzados de acuerdo al estadio TNM (p=0.10).
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En lo referente al impacto pronostico, HER3 se asocié con un peor pronostico cuando
se analizaron los datos de los 5 estudios conjuntamente (RR=0.70, 95%Cl 0.62-0.80,
P<0.00001). Al analizar los datos individualmente, en cuatro de estos estudios se
mantuvo el impacto prondstico; mientras que en el estudio restante no se observo
dichaasociacion (RR=0.88, 95%Cl 0.64-1.20)122,

Finalmente, en un estudio llevado integramente a cabo en poblacion brasilefia,
en el que se testd el impacto del estatus de HERT-HER4 en carcinoma gastrico
resecado, se analizo el estatus de HER3 mediante técnicas de inmunohistoquimica,
determinando la expresion citoplasmatica y nuclear, y FISH, para la amplificacion
génica. La frecuencia de sobreexpresion citoplasmatica y nuclear fue del 64% y el
34%, respectivamente. No se objetivo amplificacién de HER3. La sobreexpresion se
asocio con el subtipo intestinal de Lauren y el mejor grado de diferenciacion
(p<0.01). En lo referente al impacto pronostico, la sobreexpresion nuclear se asocio
con una peor supervivencia (p=0.035)123,
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11. Tratamiento del cancer gastrico HER2 positivo.

En el ambito del carcinoma gastrico o de la UGE se ha procedido al desarrollo
clinico de varios farmacos con actividad frente a HER2, cuyo mecanismo
describiremos a continuacioén (Figura 14).

-.Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal que se une al dominio IV del segmento
extracelular del receptor HER2. Se han propuesto diversos mecanismos de accion
para trastuzumab entre los que se incluyen la inhibicion de la internalizacion de
HER2, la inhibicion de la via PI3K-Akt, la atenuacion de la senalizacién celular, la
citotoxicidad dependiente de anticuerpos y la inhibicion de la angiogénesis
tumoral24,

-.Lapatinib es un inhibidor tirosina quinasa dirigido contra EGFR y HER2 que induce
la detencion del ciclo celular G1 en las lineas celulares de cancer gastrico,
probablemente a través de las vias Akt y MAPK25,

-.Pertuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado contra el dominio de
dimerizacion extracelular (Dominio Il) de HER2, por lo que bloquea la
heterodimerizacion de HER2 con EGFR, HER3 y HER4. El sitio de union del
pertuzumab es diferente al del trastuzumab. In vitro, el pertuzumab fue mas eficaz
que el trastuzumab en el bloqueo de la dimerizacion de HER2/HER3 y HER1/HER?2.
Pertuzumab también posee actividad mediando la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC) de una manera similar al trastuzumab126.127,
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-.Trastuzumab Emtansina (T-DMT1) es un conjugado que incorpora las propiedades
antiHER2 de trastuzumab con la actividad citotoxica del agente antimicrotubulos
DM1 (derivado de maitansina), permitiendo la administracion de esta ultima
especificamente en las células con sobreexpresion de HER2, mejorando la eficaciay
reduciendo de forma notable su toxicidad?28.129,

Ademas, recientemente, un nuevo farmaco con actividad antiHER2 han sido
testados en carcinoma gastrico avanzado: dacomitinib. Dacomitinib (PF-00299804)
es un inhibidor tirosina quinasa que se une de forma irreversible al dominio ATP de
HER1, HER2 y HER4. En cultivos celulares ha demostrado inhibir la actividad de
células de cancer de mama HER2 positivas resistentes a trastuzumab y lapatinib13o,
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Figura 14. Farmacos con actividad frente al receptor HERZ2.
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11.1 Enfermedad irresecable o metastasica.

Dada la evidencia previamente descrita sobre el papel de HER2 en la
tumorogénesis del carcinoma gastrico y los efectos aditivos antitumorales de
trastuzumab en modelos preclinicos, éste fue testado en combinacion con cisplatino
en el estudio GASTROHER, un estudio fase Il de un solo brazo llevado a cabo
integramente en Espana. La tasa de respuestas, su objetivo primario, fue del 32% vy la
tasa de control de enfermedad, del 64%; con una mediana de tiempo a progresion de
5.1 meses. El tratamiento present6 un perfil de toxicidad manejable. En base a estos
resultados, seria llevado a cabo el estudio pivotal que supondria una revolucion en el
tratamiento del adenocarcinoma gastrico: el estudio TOGA102,104,131,

El estudio TOGA, un estudio fase Ill randomizado multicéntrico, que estudio el
beneficio de la adiccion de trastuzumab a la quimioterapia estandar basada en
cisplatino y fluoropirimidinas en carcinoma gastrico o de la UGE localmente
avanzado irresecable o metastasico HER2 positivo (HER3+/FISH+). El objetivo
primario del estudio fue la SG. De los 3665 pacientes examinados, 810 presentaban
tumores HER2 positivos y, de estos, 594 fueron incluidos finalmente en el estudio. La
combinacién de trastuzumab y quimioterapia se asocié significativamente con una
mayor SG, con una mediana de 13.8 meses para el brazo con trastuzumab frente a
11.1 meses para el brazo de quimioterapia sola (p=0.0002). Ademas, también se
relacion6 con una mayor SLP: con una mediana de 6.7 vs. 5.5 meses (p=0.005); y un
aumento significativo de la tasa de respuestas: 47 vs 35% (p=0.002). Asi mismo, tras
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un analisis exploratorio post hoc en funcion del estado de HER, se objetivd un mayor
beneficio de en supervivencia cuando se seleccionaba a los pacientes de acuerdo a
los criterios Hoffman (HER2 3+/HER2 2+ FISH amplificado); con una mediana de 16
meses para el brazo de quimioterapia y trastuzumab frente a 11.8 para el brazo de
quimioterapia sola (p=0.036); mientras que el beneficio se perdia en los pacientes
con HER2 O0-1+ FISH amplificado: 10 vs 8.7 meses. Ademas, la adiccién de
trastuzumab no se asociaba con una mayor tasa de cardiotoxicidad. En base a estos
resultados, la combinacion de trastuzumab con cisplatino y una fluoropirimidina fue
aprobada como tratamiento de primaria linea para carcinoma gastrico o de la UGE
avanzado HER2 positivo75.103,

Sin embargo, este beneficio no ha podido ser constatado con otros farmacos
con actividad antiHER2. Asi, en el estudio LOGIC, un estudio fase lll randomizado que
estudiaba la combinacion de lapatinib y un esquema de quimioterapia basado en
oxaliplatino y capecitabina (XELOX) en primera linea de enfermedad metastasica no
obtuvo los mismos resultados observados en el TOGA. Asi, aunque la combinacion
de quimioterapia y lapatinib mostré beneficio en SG, su objetivo primario, con una
mediana de SG de 12.2 vs 10.5 meses, éste no alcanzo la significacion estadistica
(p=0.30); hecho que también se constata en lo referente ala SLP, con una mediana de
6.4 vs 5.4 meses (p=0.10). Sin embargo, la adiccion de lapatinib si se asocié con un
aumento significativo de la tasa de respuestas: 53 vs 39% (p=0.0031). Sin embargo,
en base a estos resultados, no ha sido posible demostrar el beneficio de la adiccion
de lapatinib aunrégimen de quimioterapia basado en capecitabinay oxaliplatino7s.
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En lo referente a pertuzumab, se encuentra en marcha el estudio JACOB, un
estudio fase lll randomizado, que pretende analizar el papel de la combinacion de
pertuzumab y trastuzumab y un esquema de quimioterapia basado en cisplatino y
fluoropirimidinas (NCT017747869)132,

Pese a los avances en el tratamiento del cancer gastrico HER2 positivos, todos
los pacientes terminaran progresando debido al desarrollo de diversos mecanismos
de resistencia como el escape a la citotoxicidad dependiente de anticuerpos, la
sobreexpresion de otros miembros de la familia HER como HER1 y HER3, la expresién
de otros receptores tirosina quinasa como IGFR1 y MET, la activaciéon de la via PI3K-
Akt-mTOR Yy la alteraciéon de la apoptosis y el control del ciclo celular. Sin embargo, a
fecha de hoy, carecemos de estrategias de tratamiento dirigidas contra dichos
mecanismos de resistencia. Existe controversia sobre el esquema de tratamiento
optimo para el adenocarcinoma gastrico o de la UGE HER2 positivo tras la progresion
a un régimen basado en platino, fluoropirimidina y trastuzumab. A continuacion
analizaremos los datos disponibles en dicha poblacion.

En relacion a los datos de poblaciéon HER2 positiva de los dos estudios de
registro de ramucirumab, REGARD y RAINBOW, han sido llevado a cabo analisis
retrospectivos de la poblacion HER2 positiva. Asi, en el estudio REGARD, que
comparaba ramucirumab en monoterapia con placebo en pacientes no candidatos a
recibir taxanos, se realizé un subanalisis de la poblacion HER2 positiva. Asi de los
152 pacientes testados, se objetivo positivad de HER2 en 21 pacientes (14%). En el
analisis de laSG y SLP en funcion del brazo de tratamiento y el estatus de HER2, no se
objetivo ausencia de beneficio en la poblacion HER2 positiva. Por otra parte, en lo
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referente al estudio RAINBOW, que testé la adicciéon de ramucirumab a un régimen de
quimioterapia con paclitaxel, se llevo a cabo un subanalisis retrospectivo de los 39
pacientes tratados previamente con trastuzumab, demostrandose un beneficio en
SLP(HR 0.399;1C95%0.194-0.822). Asi, pese alos escasos datos disponibles en esta
subpoblacion, no existe evidencia que contraindique la administracién de
ramucirumab, ya sea en monoterapia o en combinacién, en poblacion HER2
positivasss4,133,

En lo referente a farmacos con actividad frente al receptor HER2, lapatinib y T-
DM1 han sido testados en sendos estudios fase Ill randomizados con resultados
francamente decepcionantes. Asi, el estudio Tytan, realizado integramente en
poblacion asiatica, explord la combinacion de paclitaxel y lapatinib tras el fallo al
tratamiento de primera linea. La adiccion de lapatinib a paclitaxel no aumenté de
forma significativa ni la SG, su objetivo primario, ni la SLP. Sin embargo, lapatinib si
se asocio significativamente con una mayor tasa de respuestas: 27 vs. 9% (p<0.001).
Ademas, en un analisis retrospectivo de los pacientes con expresion intensa de HER2
(HER2 3+), lapatinib si se asocio con un beneficio significativo en SG y SLP. Por tanto,
aungue se ha observado un beneficio en un subgrupo de pacientes, al no haber
alcanzado su objetivo primario, no existe evidencia para la administracion de
lapatinib y paclitaxel en segunda linea de carcinoma gastrico avanzado. Por otra
parte, el estudio Gatsby, llevado a cabo en poblacién occidental, evalu6 el papel de T-
DM1 frente a docetaxel o paclitaxel en pacientes con carcinoma gastrico HER2
positivo tras progresion a una primera linea. Tras un analisis interino, en el que T-
DM1 no demostrd beneficio en SG en comparacion con el tratamiento con taxanos,
con una mediana de 7.6 meses frente a 8.6 meses (p=0.86), el estudio ha
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sido cerrado prematuramente. Tampoco se ha objetivado beneficio en SLP ni en tasa
de respuestas, por lo que no puede recomendarse el uso de T-DM1 en segunda linea
de tratamiento de carcinoma gastrico o de la UGE avanzado'34.

Por otra parte, en lo referente a nuevas moléculas, un nuevo farmaco con
actividad panHER2, dacomitinib, ha sido testado en segunda linea de cancer gastrico
avanzado. Asi, en un estudio fase Il de un solo brazo de 27 pacientes, 7 de los cuales
habian recibido tratamiento antiHER2 previo, dacomitinib alcanz6é una tasa de
respuestas del 7.4%, su objetivo primario; una tasa de control de enfermedad del
40.7%yunaSLPde 2.1 meses'30,

Por altimo, en relacién al beneficio de continuar trastuzumab en segunda
linea, tras la progresion a un régimen de primera linea que contenga trastuzumab, en
carcinoma gastrico o de la UGE, a diferencia del carcinoma de mama, carecemos de
datos de estudios randomizados que avalen dicha estrategia. Un solo estudio
unicéntrico ha analizado de forma retrospectiva el beneficio de trastuzumab tras la
progresion, concluyendo que podria considerarse una opcion en pacientes
seleccionados'3s.

11.2 Enfermedad resecable.

A fechade hoy, carecemos de estudios randomizados, que testen el papel de la
terapia antiHER2 en el tratamiento del carcinoma gastrico o de la unidn
gastroesofagica localmente avanzados resecables. En poblacién occidental, los
escasos datos de los que disponemos, proceden fundamentalmente de dos
pequenos estudios fase Il de un solo brazo: el estudio NEOHX y el HER-FLOT136,137.
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En el estudio NEOHX, un estudio fase Il multicéntrico de un solo brazo de 36
pacientes realizado en Espafa que evalud la eficacia y toxicidad de 6 ciclos de XELOX-
Trastuzumab perioperatorios seguido de 12 ciclos de trastuzumab en monoterapia
en pacientes con cancer gastrico o de la UGE localmente avanzado resecable HER2
positivo (IHC3+ o IHC2+/FISH+); se objetivo unaSLE alos 18 y 24 meses del 71 y 60%
respectivamente. Ademas, la tasa de reseccion RO fue del 78%, la tasa de respuestas
47.3% y la tasa de respuestas patologicas del 8.3%, con un perfil de toxicidad
manejable’3s,

Por otra parte, en el estudio HER-FLOT, un estudio fase Il multicéntrico de un
solo brazo de 58 pacientes en poblacion alemana que test6 la eficacia y toxicidad de
8 ciclos de FLOT-trastuzumab perioperatorios seguido de 8 ciclos de trastuzumab en
monoterapia en pacientes con cancer gastrico o de la UGE localmente avanzado
resecable HER2 positivo (IHC3+ o IHC2+/FISH+); se observo una tasa de respuestas
completas patologicas, su objetivo principal, del 22% con un perfil de toxicidad
manejable’s?.

Actualmente, se encuentran en marcha 2 estudios para testar el papel de la
terapia antiHER2 en combinacion con la quimioterapia perioperatoria en carcinoma
gastrico o de la UGE localmente avanzado: el estudio INNOVATION, un estudio fase Il
que compara el papel de la combinacién de trastuzumab-pertuzumab frente a
trastuzumab en combinacion con cisplatino-capecitabina (NCT02205047); y el
estudio PETRARCA, un fase lI/lll que testa el papel de trastuzumab-pertuzumab con
quimioterapia segun esquema FLOT (NCT02581462)138139,
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12. Determinacion del estatus de HER2

Diversas metodologias han sido empleadas para determinar el estatus de
HER2, entre las que se encuentran las técnicas de Western Blot, ELISA e IHC para
valorar la expresion proteica; Northern Blot parael estudio de mARN y Southern Blot,
RT-PCR y técnicas de hibridacion in situ como FISH, CISH o DuoCISH para el analisis
de laexpresion génicadel ADN.

Gran cantidad de estudios han sido llevados a cabo para confirmar la presencia
de sobrexpresiéon y/o amplificacion de HER2 en carcinoma gastrico o de la UGE; con
una amplia gama de resultados, debido a la gran variabilidad en las técnicas
utilizadas y los scores utilizados para su evaluacion.

Para intentar solucionarlo, en el ano 2008, Hoffman y colaboradores,
realizaron un analisis exploratorio con el objetivo de establecer un algoritmo
diagnostico para determinacion de HER2 en el carcinoma gastrico utilizando técnicas
de IHC (Herceptest Dako®©) y FISH (HER2 pharm Dx Dako®©)103,

En lo referente ala evaluacion de lalHC, se llevé a cabo una primera evaluacion
utilizando los criterios definidos para cancer de mama; poniéndose de manifiesto
diferencias muy importantes en los patrones de expresion entre el carcinoma
gastricoy el carcinoma de mama: la presencia de tincion de membrana incompletay
heterogeneidad tumoral. Asi, por una parte, en el carcinoma gastrico o de la UGE,
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debido alas caracteristicas de las células secretoras gastricas y su mayor agrupacion
en luces glandulares, es frecuente que la tincién de la membrana celular sea
incompleta y se localice fundamentalmente a nivel de la membrana basolateral sin
presencia de tincion a nivel luminal. Por otra parte, la presencia de una mayor
heterogeneidad intratumoral, hace que muchas veces en los tumores gastricos o de
la UGE nos encontremos con zonas de expresion intensa de HER2 pero bajo
porcentaje de celularidad. Si en estas dos situaciones aplicasemos los criterios de
valoracion de cancer de mama estos casos serian clasificados como negativos (falsos
negativos).

Por dichos motivos, plantearon una modificacion de los criterios de evaluacion
de la expresion proteica de HER2 para adaptarlos al carcinoma gastrico o de la UGEy
procedieron alareevaluacion de la muestra.

Ademas, evaluaron la presencia de amplificaciéon génica mediante técnicas de
hibridacion (FISH), definiendo como amplificados todos los casos en los que el ratio
HER2/centrémero cromosoma 17 (CEN-17) fuese mayor oigual a 2.

Posteriormente, se analiz6 la concordancia entre las técnicas de IHC y FISH,
objetivando una concordancia global del 93.5%. Posteriormente, se observo dicha
concordancia en funcion de la expresién de HER2, viéndose que todos los casos con
expresion intensa de HER2 (HER2 3+) presentaban amplificacién del mismo y sélo 1
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de los 121 casos (0.8%) con expresion ausente o débil de HER2 (HER2 0-1+),
presentaba amplificacién del gen. Sin embargo, el mayor porcentaje de discordancia
se objetivaba en los pacientes con expresion moderada de HER2, donde s6lo 7 de los
21 pacientes (33.3%) presentaban amplificacion del gen.

En base a estos hallazgos, los autores definieron un algoritmo que combinaba
técnicas de IHC como primera eleccién, que clasificaba a los pacientes como
negativos si presentaban expresion ausente o debil (0-1+), como positivos si
presentaban expresion intensa (34) y como equivocos si presentaban expresion
moderada (2+); reservando en este subgrupo de pacientes la realizacion de técnicas
de hibridacion para clasificar a los pacientes en positivos o negativos en funcién de la

amplificacion génica (Figura 15).

Posteriormente, en el estudio TOGA, seria aplicada la metodologia descrita
por Hofmann y cols. para la evaluacién de HER2, observandose que un 73.6% de los
pacientes presentaban expresion intensade HER2 (HER2 3+) o expresion moderaday
amplificacion (HER2 2+ amplificado), definidos como positivos segun la clasificaciéon
de Hoffman; mientras que un 22.4% restante presentaban expresion ausente o débil
(HER2 0-1+) con amplificacion acompanante, motivo por el que habian sido incluidos

en el estudio. Sin embargo, cuando se analizaron los datos de eficacia para esta

subpoblacién, no se observo beneficio significativo de la adiccion de trastuzumab a
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IHC
‘0+H1+| 2+ ‘3+\
Equilvoco
| DuoCISH
<2 22

‘ Negativo ' Positivo \

Figura 15. Algoritmo para la determinacion de HER2 en carcinoma gastrico.
Adaptado de Hofmann et al. Histopathology. 2008 Jun;52(7):797-805.
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la quimioterapia de primera linea. Estos resultados dieron validez el algoritmo de
Hofmann para la seleccion de paciente candidatos a tratamiento con
trastuzumab103.,104,

Mas recientemente, ha sido llevado a cabo un estudio de validaciéon del
procedimiento para la determinacion de HER2 en carcinoma gastrico. Asi, han sido
analizadas la variabilidad entre las distintas técnicas de IHC y la variabilidad
interobservador, tanto por distintos miembros del mismo laboratorio como entre
distintos laboratorios. Ademas en dicho estudio se ha establecido el punto de corte
de al menos un 10% de células positivas en muestras quirurgicas o de 5 células en
biopsias endoscopicas’4o.

Finalmente, en los ultimos afnos diversas sociedades cientificas nacionales
como SEAP o SEOM, o internacionales como ASCO han publicado documentos de
consenso sobre el procedimiento de determinacion y evaluacion de HER2 en
carcinoma gastrico avanzado o de la UGE. Ademas, tanto técnicas de IHC como de
hibridacion in situ (FISH, DuoCISH) han sido validadas por las principales agencias
reguladoras, como la FDA o la EMA141.142,
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12.1 Técnicas de Inmunohistoquimica (IHC)

Las técnicas de inmunohistoquimica, utilizadas para determinar expresion
proteica, presentan una serie de ventajas que las hacen muy atractivas como técnicas
de primera eleccion como el hecho de tratarse de técnicas sencillas, rapidas y
relativamente baratas, que pueden llevarse a cabo en la mayoria de los laboratorios
de Anatomia Patoldégica empleando Unicamente microscopios de campo claro
estandar. Ademas, las muestras pueden ser almacenadas durante largos periodos de
tiempo y ser posteriormente reevaluadas. Sin embargo, también presentan una
serie de desventajas como la variabilidad interobservador debido a la subjetividad
inherente a la interpretacion de una escala semicuantitativa de tincion, y que los
resultados pueden alterarse por variaciones en el protocolo de tincion empleado vy,
sobre todo, por alteraciones en la fase preanalitica relacionadas con problemas de
fijacion del tejido y con la conservacion de las muestras parafinadas por periodos
prolongados.

En lo referente a la determinacion de HER2, se emplean anticuerpos mono o
policlonales contra distintos epitopos de la proteina p185. En la actualidad, uno de
los métodos mas utilizados es el kit HERCEPTESTw (Dako, Carpinteria, California
USA) que emplea el anticuerpo policlonal A805; y cuyo patréon de tincion de las
células tumorales es evaluado conforme a un sistema de interpretacion
especialmente desarrollado para dicha técnica (Figura 16).
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4 N [ \ 4 \
Score Muestra quirurgica Muestra de biopsia Evaluacion
patron de tincion patron de tincion de HER2
0 Sin reactividad o Sin reactividad o Negativa
reactividad membranosa reactividad membranosa
en <10% de las células en <5 células tumorales
tumorales
1+ Reactividad membranosa > 5 células tumorales Negativa
débil o practicamente con reactividad
imperceptible en >10% membranosa débil o
de las células tumorales; practicamente imperceptible
las células son reactivas con independencia del
solo en parte de su porcentaje de células
membrana. tumorales tefidas
2+ Reactividad membranosa > 5 células tumorales Equivoca
completa basolateral o con una reactividad
lateral de débil a membranosa completa
moderada en >10% basolateral o lateral de
de las células tumorales. débil a moderada con
independencia del porcentaje
de células tumorales tefidas
3+ Reactividad membranosa > 5 células tumorales Positiva
completa basolateral o con una reactividad
lateral fuerte en >10% membranosa completa
de las células tumorales. basolateral o lateral
fuerte con independencia

Figura 16. Criterios de evaluacion de HER2 por IHC en biopsia y muestra quiriurgica.
Adaptado de Hofmann et al. Histopathology. 2008 Jun;52(7):797-805.
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12.2 Técnicas de Hibridacion

12.2.1 Hibridacionin situ fluorescente (FISH)

El FISH es una técnica utilizada para la localizacién de una secuenciade ADN de
un gen o cromosoma en una muestra histologica mediante el anillamiento de una
cadena simple de ADN, marcada con fluorescencia, a la secuencia diana
complementaria. En el caso de HER2, es un método sensible y especifico para
identificar el niUmero de copias del gen HER2, en relacion con el nUmero de copias de
un gen usado como control, el centromero 17 (CEN-17), en caso de técnicas duales.
Existen tres métodos aprobados por las agencias reguladoras internacionales, de
ellos el mas utilizado en nuestro medio es el HER2 FISH pharmDX kit (Dako,
Carpinteria, California USA©).

Ademas, el analisis del resultado es cuantitativo y se expresa como el numero
de copias de HER2 en los casos sin control centromérico, y como el ratio HER2 /CEN-
17 enel caso detécnicas duales.

Entre las ventajas de esta técnica destaca que debido a la mayor estabilidad del
ADN respecto a las proteinas, existe menos impacto de los factores preanaliticos en
el resultado final. Ademas la interpretacién es mas objetiva y existe menor
variabilidad interobservador. Sin embargo, también presenta inconvenientes como
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la falta de control morfolégico directo del area donde se hace la determinacion, el
coste econémico y la pérdida de fluorescencia con el tiempo si no se almacena
adecuadamente.

12.2.2 Hibridacion cromogénicain situ dual (DuoCISH)

El CISH es una modificaciéon del método FISH para la detecciéon de la
amplificacion de HER2. Existen dos tipos de CISH: el CISH monocromo o el CISH dual
también denominado DuoCISH.

El DuoCISH utiliza dos sondas simultaneamente, una marcada con dioxigenina
para la deteccion de HER2 y otra con biotina para la deteccion del centromero del
cromosoma 17 (CEN-17). Asi, nos permite calcular el ratio de amplificacion génica de
la misma forma que con el FISH, asi como la deteccién de polisomias del cromosoma
17. El kit Dako DuoCISHw (Dako, Carpinteria, California USA) es uno de los mas
utilizados. La interpretacion es idéntica a la utilizada en el FISH y se expresa como el
ratio HER2/CEN17. Se considera amplificado todo aquel carcinoma gastrico cuyo
ratio es mayoroigual a 2.

Diversos estudios han sido llevados a cabo sobre la correlacion entre los
resultados de FISH y DuoCISH, con concordancias de al menos el 95%. La principal
ventaja del CISH es la determinacién de la amplificacion génica mediante el uso de un
microscopio de campo claro permitiendo disminuir el tiempo de determinacion y
eliminando la necesidad de microscopio de fluorescencia’4s.
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13. Determinacion del estatus de HER3

En lo referente al estatus de HER3, este miembro de la familia HER ha sido
mucho menos estudiado. En los pocos estudios de los que disponemos, llevados a
cabo en poblacidn asiatica, la evaluacion se ha realizado mediante técnicas de IHC,
evaluando la expresién citoplasmatica del receptor y con escalas basadas
fundamentalmente en la intensidad (O=ausencia de expresion, 1=expresion débil,
2=expresion moderada y 3=expresion intensa); donde los pacientes con expresion
moderada o intensa (2-3+) se han definido como positivos, mientras que los
pacientes con expresion ausente o débil, como negativos. Sin embargo, a fecha de
hoy, carecemos de documentos de consenso sobre la realizacion o interpretacion de
lalHC de HER3 117121,
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Hipotesis

La familia HER se ha relacionado con la tumorogénesis del carcinoma gastrico
y de la UGE. Asi, en enfermedad avanzada, ya sea irresecable o metastasica, la
positividad de HER2, definida por la presencia de sobreexpresion y/o amplificacion,
ha demostrado su papel como factor predictivo de respuesta al tratamiento basado
en trastuzumab en combinacidén con quimioterapia.

Sin embargo, su impacto prondéstico continta siendo controvertido, ya que,
mientras en poblacién asiatica la positividad de HER2 o HER3 ha demostrado ser un
factor de mal pronostico en diversos estudios y sendos metaanalisis, en poblacion
occidental su papel no hasido aclarado todavia.

Asi, en lo referente a HER2, debido a los escasos datos de los que disponemos
y la heterogeneidad de los mismos, con la inclusion simultanea de pacientes
resecables y metastasicos; de carcinomas gastricos, de la UGE o incluso esofagicos;
con diferentes metodologias para su evaluacion e interpretacion, que incluyen en
algunos casos técnicas de IHC, mientras que en otros se complementan con técnicas
de hibridacién; han llevado a la obtencion de resultados muy dispares y dificilmente
comparables. Por otra parte, en lo referente a HER3, carecemos de estudios en dicha
poblacion.

Teniendo esto en cuenta, nuestra hipotesis de trabajo es que “el estatus de
HER2 y/o HER3 define un subgrupo de pacientes con adenocarcinoma gastrico o de
la UGE resecado en poblacion occidental con caracteristicas clinicopatoldgicas
diferenciadas, peor prondstico y distinto patrén de recurrencia”.
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Objetivos

Objetivo Principal

1- Analizar si el estatus de HER2 y/o HER3 posee impacto pronostico en el
carcinomagastrico o de la UGE resecado en poblacion occidental.

Objetivos Secundarios
2- Determinar el estatus de HER2 mediante el analisis semicuantitativo de la
expresion proteica con técnicas de IHC y de la amplificacion génica mediante
DuoCISH.

3- Correlacionar el score de expresion proteica y el ratio de amplificacion
génicade HER2.

4- Analizar la relacion entre el estatus de HER2 y los parametros
clinicopatologicos clasicos.

5- Objetivar si existe relacion entre HER2 y el patréon de recurrencia.

6- Establecer el estatus de HER3 mediante el andlisis semicuantitativo de la
expresion proteica con técnicas de IHC.

7- Observar si existe relacion entre el estatus de HER3 y los parametros
clinicopatolégicos clasicos.

8- Analizar si existe relacion entre HER3 y el patron de recurrencia.

9- Establecer la relaciéon entre el estatus de HER2 y HER3, asi como sus
posibles implicaciones.
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1. Diseino del estudio.

Hemos llevado a cabo un estudio retrospectivo observacional unicéntrico cuyo
objetivo fue tratar de determinar el impacto del estatus de HER2 y HER3 en pacientes
con adenocarcinoma gastrico o de la UGE sometidos a cirugia con intencion curativa.
El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de Santiago-Lugo el
17 de marzode 2015, siendo, ademas, realizado acorde a los estandares éticos de la
Declaracién de Helsinki. Todos los pacientes firmaron consentimiento informado
antes de suinclusion en el estudio.

2. Criterios deinclusiony exclusion.

Se seleccionaron pacientes con diagnostico confirmado de adenocarcinoma
gastrico o de la UGE, sometidos a cirugia con intencion radical en el periodo
comprendido entre enero 2007 y junio de 2014 en el Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela y cuyas muestras histoldgicas se
encontraban almacenadas en el biobanco de dicho complejo. Se excluyeron a los
pacientes con antecedentes de neoplasia en los cinco afios previos, con incapacidad
para entender los procedimientos del estudio y firmar el consentimiento informado,
que hubiesen recibido tratamiento antineoplasico previo a la cirugia, que hubiesen
fallecido en el postoperatorio inmediato, definido como los sesenta dias tras la
cirugia; que careciesen de material histolégico o con datos clinicopatoldgicos o de
seguimiento incompletos (Figura 17).
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Figura 17. Criterios de inclusion y exclusion.
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3. Recogida de datos clinicos

Unavez seleccionados los pacientes candidatos a participar en el estudio y tras
la obtencion del consentimiento informado, procedimos a la revisién de las historias
clinicas para la obtencién de los datos clinicos de dichos pacientes y su posterior
recogida en el Cuaderno de Recogida de datos (CRD).

Los datos clinicos recogidos en el CRD se describen a continuacion:

a. Fecha de nacimiento.

b. Sexo del paciente.

c. Fecha de diagnéstico, definida como la fecha de realizacion de la
cirugia con intencion radical.

d. Tipo de Cirugia, incluyendo el tipo de linfadenectomia realizada de
acuerdo a la clasificacion del JGCA y subdiviendo a los pacientes en
funcion de si se habia realizado una linfadenectomia DO-1 ouna D2.

e. Tratamiento complementario recibido, incluyendo si este se habia
administrado o no (y el motivo en caso de no haberse administrado); asi
como el tipo de tratamiento complementario.

f. Fecha de Recurrencia.

g. Lugar de recurrencia, clasificando las recurrencias como locales, si se
localizaban a nivel de la anastomosis quirdrgica o en el remanente
gastrico; regionales, si aparecian en la cavidad peritoneal, incluyendo la
capsula hepatica, los ganglios linfaticos o el peritoneo; o a distancia, si
aparecian metastasis hepaticas intraparenquimatosas o en otras
localizaciones fuera de la cavidad abdominal.

h. Fecha de éxitus, de pérdida de seguimiento o de ultima visita.
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4. Estudio histolagico

Todo el estudio histologico fue llevado a cabo con muestras procedentes de
las piezas quirurgicas de las gastrectomias a las que fueron sometidos nuestros
pacientes. Previo a la realizacion de las técnicas para la determinacion del estatus de
HER2 y HER3, todas las muestras histoldgicas disponibles y los informes de anatomia
patolégica fueron revisados para la obtencion de las caracteristicas
anatomopatoldgicas basales y su posterior recogida en el CRD. En el CRD fueron
recogidos datos como la localizacion del tumor primario, el subtipo histologico de
acuerdo a la clasificacion de Lauren, el grado de diferenciacion (G), la invasién
tumoral en profundidad (T), la afectacion ganglionar linfatica (N), el nUmero de
adenopatias resecadas, el estadiaje siguiendo la clasificacion AJCC TNM séptima
edicién, lainvasion linfovascular o perineural y los margenes de reseccion.

Posteriormente, previo a la realizacion de técnicas de IHC e hibridacion, se
procedio a la seleccion de los bloques tumorales idoneos para llevar a cabo dichos
estudios. Para ello, se evaluaron todas las preparaciones histolégicas disponibles,
seleccionando muestras representativas de la neoplasia y evitando areas
hipocelulares, con necrosis o hemorragia, escasa calidad tisular, autolisis o
artefactos. En el caso de tumores mixtos se seleccionaron areas con histologia de
tipo intestinal, pues la probabilidad de observar sobreexpresiéon de HER2 es mucho
mayor que en las areas de tipo difuso. Una vez elegidas las preparaciones mas
representativas de cada caso, se seleccionaron sus respectivos bloques y éstos se
recogieron en el CRD.
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4.1 Determinacion de laexpresiondela proteina HER2 mediante IHC.

El estudio de la expresidn de la proteina HER2 se realizé mediante técnicas de
IHC utilizando el kit aprobado por la FDA para la determinacion de HER2 en
carcinoma gastrico avanzado, Herceptest Kit (Dako, Carpinteria, California USA). El
procedimiento se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante, que
brevemente describiremos a continuacion.

Serealizan cortes de 3,5 um de los bloques quirurgicos previamente fijados en

formol e incluidos en parafina. Dicho tejido se fija alos portaobjetos manteniéndolos
en calor (65°C) durante 1 hora. Posteriormente, se procede al desparafinado con
pases sucesivos de xilol (4x57), alcohol 100% (2x3 ), alcohol 96° (2x37) v,
finalmente, agua destilada (3 ). Una vez desparafinada la muestra, se procede al
pretratamiento con el buffer del kit, 40 minutos a 97°C en el equipo Dako PTLink.
Tras ello, se enfria durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, y
tras lavar las muestras, se tratan con peroxidasa durante 5 minutos vy, tras lavar
nuevamente la muestra, se aplica el anticuerpo primario durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se lava y se aplica el anticuerpo secundario durante 30
minutos a temperatura ambiente, se lava y se aplica diaminobencidina durante 10
minutos; para luego tenir con hematoxilina durante 7 minutos, deshidratar en pases
sucesivos de buffer, alcoholes de graduaciéon creciente, xilol y, finalmente, se
montan para su interpretacion.
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Tras la realizacion del procedimiento, todas las secciones fueron evaluadas
por dos observadores de forma independiente. En los casos discordantes se realizo
un acuerdo interobservadores para el analisis estadistico final.

Para la interpretacion de los resultados se siguieron las recomendaciones de
las principales guias de consenso y dichas preparaciones fueron evaluadas acorde a
la metodologia de Riischoff/Hoffman para muestra quirurgica (Figura 18).

( ) ( ) ( )

Puntuacion Descripcion Resultado

0 Ausencia de tincion o tincion en Negativo
menos del 10% de las células

1 Tincion de membrana, al Negativo
menos lateral, casi
imperceptible, en al menos
el 10% de las células

2 Tinciéon de membrana, al Equivoco
menos lateral, moderada, en
al menos el 10% de las células

3 Tincion de membrana, al Positivo
menos lateral, intensa, en al

Figura 18. Metodologia de Riischoff/Hoffman para la determinacion
de la expresion de HERZ2 por IHC en muestra quirurgica del

adenocarcinoma gastrico o de la UGE.
Adaptado de Hofmann et al. Histopathology. 2008 Jun;52(7):797-805.
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4.2 Determinacion de laamplificaciéon del gen HER2 mediante DuoCISH

Una vez analizada la expresion proteica de HER2, procedimos al estudio de la
amplificacion de HER2, usando la técnica de DuoCISH para la cual se utilizaron los
kits HER2 FISH pharmDx™ y DuoCISH™ (Dako, Carpinteria, California USA). Este
procedimiento fue realizado siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
tras la hibridacion de las secuencias diana con las sondas para la deteccion del gen
HER2 y del CEN-17 se procedio con la técnica de IHC para la deteccion de los
fluorocromos (FITC, TR). La deteccion del FITC se realizé mediante un anticuerpo
anti-FITC marcado con peroxidasa, mientras que la deteccion de TR se realizé con un
anticuerpo anti-TR marcado con fosfatasa alcalina. La tincion especifica en el lugar
de hibridacion se realiz6 mediante el empleo de dos cromdgenos consecutivos:
tincion de HER2/anti-FITC-P con Fast Red y tincion del complejo CEN-17/anti-TR-AP
con Indolium. Finalmente, se realizé una contratincion de hematoxilinay montaje en
medio permanente que no contiene etanol ni xilol.

La cuantificaciéon se realizd en un microscopio oOptico de campo claro,
empleando un objetivo de 60x en seco, excepto en los caso con altaamplificacion, en
los que se usé un objetivo de 100x eninmersion.

A pesar de que en la bibliografia principal existe un consenso de que los
pacientes con expresion positiva (3+) o negativa (0-1+) no requieren estudios
adicionales con técnicas de hibridacion complementarias, en este trabajo se ha
llevado a cabo en todos los casos con el objetivo de estudiar si existia relacion entre
laintensidad de la expresiony la amplificacion de HER2, asi como entre la intensidad
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de amplificacion y el pronostico de los pacientes. Debemos considerar que si bien, a
fecha de la finalizacion de esta tesis, la técnica aprobada por la FDA para la
determinacion de la amplificacion de HER2 en carcinoma gastrico avanzado es el
FISH, nosotros seleccionamos DuoCISH por las diversas ventajas que presenta frente
al FISH ya que puede ser realizada de forma automatizada, no requiere microscopios
de fluorescencia para su interpretacion y permite identificar con mayor facilidad los
nucleos celulares del tejido normal.

Para la interpretacion de la técnica DuoCISH se seleccionaron areas de
carcinoma invasivo identificadas en las tinciones de hematoxilina-eosina, que se
correspondiesen con las areas mayor expresion de HER2 en la IHC realizada
previamente y con citomorfologia de malignidad para ayudar a seleccionar células
idoneas. Una vez seleccionadas los campos, se procedio a la cuantificacion de las
senales de HER2 y CEN-17 acorde a las directrices del fabricante. Para ello se
seleccionaron 20 nucleos, se cuantificaron las sefiales de HER2 y CEN-17 y se calculo
el ratio entre ambas sefales. Los pacientes cuyo ratio HER2/CEN-17 fue inferior ados
fueron considerados negativos o no amplificados, mientras que los pacientes cuyo
ratio fue igual o superior ados fueron considerados positivos o amplificados.

4.3 Determinacion de laexpresion de la proteina HER3 mediante IHC.

El status de HER3 fue determinado mediante el estudio de la expresién
proteica utilizando técnicas de IHC. Para ello, se utiliz6 el anticuerpo HER3 clon DAK-
H3-ICHER3 (Dako, Carpinteria, California USA), con capacidad de union a la porcién
intracelular de HER3. El procedimiento se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Brevemente: se usaron cortes de 3,5 um de tejido embebido en parafina.
El tejido fue fijado al portaobjetos manteniéndolo en calor (65°C) durante 1 hora, tras
lo cual se procedio a la desparafinizacidén con pases sucesivos en xilol y alcoholes de
graduacion decreciente, al igual que en el protocolo aplicado para la IHC de HER2.
Seguidamente, se realiz6 un pretratamiento con un buffer de pH 9 durante 20
minutos en el equipo Dako PTLink.

Tras el enfriado a temperatura ambiente y los lavados correspondientes, se
bloquea con peroxidasa durante 5 minutos y, tras un nuevo lavado, se aplica el
anticuerpo primario durante 30 minutos a temperatura ambiente a una dilucion
1:50. Tras los lavados posteriores, se aplica el anticuerpo secundario durante 20
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, y tras lavar, se aplica
diaminobencidina durante 10 minutos. Finalizaremos con hematoxilina durante 15
minutos, tras la cual se rehidratada y se monta, siguiendo los pasos indicados para
HER?2.

Todas las secciones fueron evaluadas por dos observadores de forma
independiente. En los casos discordantes se realizé un acuerdo interobservadores
para el analisis estadistico final. La expresion de HER3 fue evaluada a nivel
citoplasmatico de acuerdo con la clasificacién que exponemos a continuacion
(Figura 19).



Material y métodos

4 N\ 4 3 4 \
Puntuacion Descripcion Resultado
0 Ausencia de tincion o tincién Negativo
en menos del 10% del citoplasma
las células
1 Tincién citoplasmatica, casi Negativo
imperceptible, en al menos
el 10% de las células
2 Tincién citoplasmatica, moderada, Positivo
en al menos el 10% de las células
3 Tincién citoplasmatica, intensa, Positivo

Figura 19. Metodologia para la interpretacion de la expresion

de HER3 por IHC.

5. Aspectos estadisticos.

5.1 Calculo del tamano muestral.

Para el calculo del tamafno muestral hemos asumido un error tipo | del 5%, un
nivel de significacion del 95%, un poder estadistico del 80%, una proporcién de
pacientes positivos del 20%y una diferencia en la supervivencia a 3 anos del 30%, que
se considera clinicamente significativa. Con todo ello, el tamafio muestral resultante
es de 97 pacientes. Ademas, si asumimos un porcentaje de pérdidas de 5%, el

tamano muestral total serade 100 pacientes.
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5.2 Andlisis estadistico.

Los datos recogidos, tanto variables clinicas como anatomopatologicas
procedentes del CRD, fueron volcados en una tabla Excel (MS Excel, Microsoft Office
2007, Microcomputer Software, Redmond, Washington, USA).

El analisis estadistico se realizé usando el software estadistico SPSS 19.0. En
primer lugar, se efectu6é un analisis descriptivo de las diferentes variables
cualitativas y cuantitativas objeto del estudio. Se procedio6 al analisis de frecuencias o
porcentajes de las variables cualitativas y a la determinacion de media y desviacion
estandar, mediana y rango de las variables cuantitativas. La comparacion de grupos
independientes, respecto a las variables cuantitativas, se realiz6 mediante la
aplicacion del test t de Student (comparacion de dos grupos), o Anova (comparacion
de mas de dos grupos) cuando la variable seguia una distribucion normal. En
aquellos casos en que la variable no siguiese una distribucion normal, se aplico el
test no paramétrico Wicoxon-Mann-Whitney (para la comparacion de dos grupos) o el
test no paramétrico Kruskall-Wallis (comparacion de mas de dos grupos). Las
comparaciones de las variables categodricas se analizaron utilizando la prueba de
Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher en funciéon del tamano de la muestra de
subgrupos.

En lo referente a los datos de supervivencia, en primer lugar definimos los
conceptos de SG y SG especifica. Asi, se denominé la SG como el intervalo entre la
fecha de la cirugia hasta la fecha de la muerte por cualquier causa o la pérdida
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seguimiento. En lo referente a la SG especifica por carcinoma gastrico, esta se
determin6é como el intervalo desde la fecha de la cirugia a la fecha de muerte por
dicha patologia, siendo censurados los pacientes fallecidos por otras causas.

Para el analisis de la SG y la SG especifica se realizé aplicando en primer lugar
un modelo de Kaplan-Meier, estimando la medianay el intervalo de confianza (IC) del
95%. Las diferencias en las curvas de supervivencia fueron comparadas mediante el
test de Log-Rank. Para todos los analisis realizados se establecié un riesgo bilateral,
o nivel de significacion p=0.05.
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1. Caracteristicas de la poblacion.

En nuestro estudio se incluyeron 106 pacientes, 68 de los cuales eran hombres
(64.2%) y 38, mujeres (35.8%); con un ratio 2:1. La mediana de edad de dicha
poblacion fue de 69 afos, con un rango comprendido entre 38 y 81 afos. En lo
referente a la localizacion tumoral, que clasificaba como proximales a los tumores
localizados en la UGE, el fundus o el cuerpo gastrico, y como distales a los
localizados en el antro o piloro; 35 pacientes (33%) presentaban tumores de
localizacion proximal, 11 de los cuales (10.4%) se encontraban a nivel de la UGE;
mientras que 70 (66%), presentaban tumores distales y solamente un paciente tenia
afectacién de todo el estomago. Todos ellos fueron sometidos a intervencién
quirurgica con intencion curativa.

En relacion a la histologia, y siguiendo la clasificacion de Lauren, 77 pacientes
(72.6%) fueron clasificados como intestinales y 25 (23.6%) como difusos y los 4
pacientes restantes (3.8%), debido a que presentaban areas concurrentes de ambos
subtipos, fueron clasificados como mixtos. Cuando se analiz6 el grado de
diferenciacion, 17 pacientes (16%) presentaban tumores bien diferenciados, 47
(44.3%), moderadamente diferenciados, 39 (36.8%), pobremente diferenciados y 3
pacientes (2.8%), tumores indiferenciados.

La mediana de ganglios extraidos fue de 24, con un rango entre 3 y 65. Cuando
dividimos a los pacientes en funcion de si se ha realizado una linfadenectomia
correcta, definida con la reseccion de al menos 15 adenopatias, ésta se llevd a cabo
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en 88 pacientes (83%). En lo referente a la extensién de la linfadenectomia, una
linfadenectomia D2 se realiz6 en 62 pacientes (58.5%) mientras que una DO-D1, fue
realizadaen 44 (41.5%).

Durante el estudio anatomopatologico, se catalogaron las muestras en base a
la clasificacion TNM AJCC 72 edicion. En lo referente a la infiltraciéon tumoral en
profundidad (T), 15 pacientes (14.2%) fueron clasificados como T1, 28 (26.4%), como
T2; 56 (52.4%) como T3 y 7 (6.6%) como T4, por infiltracion de estructuras
adyacentes. En relacion a la afectacion ganglionar, 48 pacientes (45.3%) no
presentaron afectacion ganglionar. De los 58 pacientes con ganglios afectos, 22
pacientes (20.8%) presentaban de 1 a 2 adenopatias afectas, por lo que fueron
clasificados como N1; 18 pacientes (17%) presentaban de 3 a 6 adenopatias afectasy
fueron clasificados como N2, y 18 pacientes (17%) presentaban mas de 7
adenopatias afectas y fueron definidos como N3. Cuando se analiz6 la infiltracion
linfovascular y/o perineural, se observo su presencia en 58 (54.7%) y 54 (50.4%)
pacientes, respectivamente.

Tras el tratamiento quirdrgico los pacientes fueron valorados para la
administracion de tratamiento adyuvante. De los 106 pacientes sometidos a
reseccion radical, 60 (56.6%) pacientes recibieron tratamiento complementario con
radioguimioterapia. Los 46 pacientes restantes no recibieron tratamiento adyuvante
debido a diversos motivos: 25 pacientes (23.6%), por tratarse de estadios iniciales
(T1-2NO) y los 21 restantes (19.8%), por las caracteristicas del paciente como la edad
avanzada, el estado general y/o la presencia de comorbilidades (Figura 20).
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Figura 20. Caracteristicas de la poblacion.
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2. Estatus de HER?2.

2.1 Expresion proteicay amplificacién génica.

En primer lugar, procedimos al analisis de la expresion de HER2 mediante
técnicas de IHC. Asi, de los 106 pacientes incluidos en el estudio, en 60 (56.6%) no se
aprecio expresion de HER2, por lo que se evaluaron como SCORE 0 o 0+; en 16
pacientes (15.1%) observamos expresion débil y fueron clasificados como SCORE 1 o
1+;en23(21.7%), expresion moderaday se interpretaron como SCORE2 0 2+yenlos
7 pacientes restantes (6.6%) la expresion fue intensa, siendo clasificados como
SCORE 3 0 3+.

Tras la evaluacion de la intensidad de la expresion de HER2 los resultados
fueron clasificados en 3 categorias. Asi, 76 tumores con expresion 0-1+ fueron
etiquetados como negativos, 7 con expresion 3+ fueron clasificados como positivos
ylos 23 restantes, con SCORE 2, se catalogaron como equivocos.

Posteriormente, procedimos al andlisis de la amplificacién de HER2 mediante
DuoCISH. Asi, de los 7 pacientes con expresion intensade HER2, HER2 3+ o positivos,
todos presentaron amplificacién génica. Por el contrario, en ninguno de los 76
pacientes con ausencia de expresion o expresion débil de HER2, HER2 0-1+ o
negativos, se observo amplificacion de HER2. En lo referente a los 23 pacientes con
expresion moderada, 2+ o equivocos, encontramos el mayor grado de discrepancia,
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ya que sélo 7 pacientes (30.4%) presentaron amplificacion de HER2 mientras que los
16 pacientes restantes (69.6%) no tuvieron amplificacion del mismo. De manera
global, 14 pacientes fueron clasificados como HER2 positivos (13.2%), mientras que
los 92 restantes (86.8%), se designaron como HER2 negativos. Al analizar la relacion
entre los resultados de expresion proteica mediante IHC y amplificaciéon génica
mediante DuoCISH, se objetivd una relacion significativa entre ambas técnicas
(p<0.001) (Figura21y22).

DuoCISH
(Ratio HER2/CEN-17)
IHC <2 >2 Total
0-1+ 76 0 76
2+ 16 7 23
3+ 0 7 7
Total 92 14 106

Figura 21. Relacion entre la intensidad de expresion proteica y la amplificacion
génica de HERZ2. Analisis combinado de los resultados de IHC y DuoCISH.
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Figura 22. Expresion y amplificacion de HER2. A-D Técnicas de IHC (40x).
A. Ausencia de expresion (SCORE 0 o 0+). B. Expresion débil (SCORE 1 o 1+).
C. Expresion moderada (SCORE 2 o 2+). D. Expresion intensa (SCORE 3 o 3+).
1-2. Amplificacion de HER2 mediante DuoCISH.
1. DuoCISH no amplificado. 2. DuoCISH amplificado.
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Tras el estudio del estatus de HER2, de acuerdo a las distintas técnicas de
determinacion, procedimos a analizar la mediana de los ratios de amplificacion de
HER2 en funcién de laintensidad de expresion proteica con el objetivo de determinar
si existia relacion entre el numero de copias del gen y la expresion proteica
observada. Asi, en los 7 pacientes con expresion intensa de HER2 la mediana del ratio
de amplificacion, determinada por el cociente HER2/CEN-17, fue de 8.1 (rango 5.4-
13.3). En contraposicién, en los 76 pacientes negativos, con expresion ausente o
débil, el ratio de amplificacion fue de 1.1 (0.9-1.6), sin que existiesen diferencias
entre los pacientes con expresion ausente y en aquellos con expresiéon débil. En lo
referente a los 23 pacientes con expresion moderada o equivocos, en este grupo
existe una gran heterogeneidad en los resultados, con un ratio de 1.3 (0.9-6.1). Por
dicho motivo, procedimos al subanalisis de los pacientes con expresion moderada
en funcion de si los pacientes presentaban o no amplificacion de HER2; objetivando
que en los 7 pacientes amplificados la mediana era de 4.2 (2.3-6.1), mientras que en
los 16 no amplificados, ésta era de 1.1 (0.9-1.6). Por ultimo, clasificamos a los
pacientes en funcién del estatus de HER2 en positivos o negativos, obteniendo un
ratio de 1.1 (0.8-1.6) en los 92 pacientes HER2 negativos, sin diferencias entre los
distintos subgrupos; mientras que en los 14 pacientes HER2 positivos, la mediana
erade 5.2 y un rango comprendido entre 2.3y 13.3, observandose diferencias entre
los pacientes con expresion moderada y aquellos con expresion intensa,
observandose un ratio de 8.1 (5.4-13.3) para los pacientes con expresion intensa
frente a 4.2 (2.3-6.1) para los con expresion moderada amplificados, como ya
describimos con anterioridad (Figura 23).
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IHC

106 pacientes

0+

61 pacientes

1+
15 pacientes

2+

23 pacientes

Equ i|voco

~

<2

16 pacientes

Negativo
92 pacientes

| DuoCISH

3+
7 pacientes
22
7 pacientes
Positivo

%

14 pacientes

Figura 23. Clasificacion de los pacientes en funcion de la
expresion proteica y la amplificacion génica de HERZ2.

137



Nieves Martinez Lago

138

2.2 Asociacion con parametros clinicopatologicos clasicos.

Tras el analisis de las caracteristicas de la poblacion seleccionada, de las
frecuencias de expresion y amplificacion de HER2, asi como de la relacion entre
ambas técnicas de determinacion del mismo, procedimos al analisis entre el estatus
de HER2 y los parametros clinicopatologicos clasicos con el objetivo de determinar si
el estatus de HER2 definia un subgrupo de pacientes con caracteristicas
diferenciadas.

En primer lugar, detectamos una relacion significativa entre la positividad de
HER2 y el subtipo intestinal de la clasificacion de Lauren (p=0.010), observandose
que el 100% de los pacientes HER2 positivos pertenecian al subtipo intestinal frente
al 68.5% de los HER2 negativos.

Ademas, HER2 también se asoci6 con mejor grado de diferenciaciéon
(p=0.008). Asi, mientras el 92.9% de los pacientes HER2 positivos presentaban
tumores bien-moderadamente diferenciados, solo el 55.4% de los pacientes HER2
negativos presentaban dicha diferenciacion.

Asi mismo, en lo referente a la invasion tumoral en profundidad de la pared
gastrica, definida como T en la clasificacibn TNM, se observdé una relacion
significativa entre la positividad de HER2 y una menor invasién en profundidad
(p=0.018). Asi, mientras que el 71.4% de los tumores HER2 positivos presentaban
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invasion limitada a la muscular propia, definidos como T1-2; solo el 35.9% de los
pacientes HER2 negativos presentaban tumores T1-2. Estos resultados podrian
sugerirnos que HER2 se relacionaba con estadios mas iniciales. Sin embargo, cuando
procedimos al analisis de la afectacion ganglionar, observamos una tendencia no
significativa a una mayor afectacion ganglionar en la poblacion HER2 positiva con un
64.3%frenteaun 53.3% paralos tumores HER2 negativos (p=0.568).

Por dicho motivo, procedimos a un subanalisis de la relacion entre la invasion
tumoral en profundidad (T) y la afectacién ganglionar (N) en funcion del estatus de
HER2.

Asi, cuando analizamos la relacion entre el T y el N en los tumores HER2
negativos, nos encontramos que ninguno de los pacientes con enfermedad limitada
a la muscular propia presentaba afectacién ganglionar, apareciendo ésta en los
pacientes con enfermedad localmente avanzada, definida como T3-4. Ademas, en lo
referente a los 6 tumores con afectacion de 6rganos vecinos, definidos como T4, 4
no presentaban afectacion ganglionar. Sin embargo, en los tumores HER2 positivos
observamos que 7 de los 10 pacientes con tumores T1-2 presentaban afectacion
ganglionar y, de estos, 3 presentaban al menos 7 adenopatias afectas. En
contraposicion, solo 1 paciente presentaba un tumor T4, con afectacion ganglionar
(Figura 24).
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Figura 24. Relacion entre la invasion tumoral en profundidad (T)
y la afectacion ganglionar (N) en funcion del estatus de HERZ2.
A. Tumores HERZ negativos. B. Tumores HERZ positivos.
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En lo referente a la localizacion tumoral, observamos una asociacién no
significativa entre la localizacion proximal y la positividad de HER2 (p=0.074), con un
42.9% de tumores proximales para los tumores HER2 positivos frente al 31.5% de los
HER2 negativos.

Sin embargo, en nuestro estudio no hemos objetivado relacion entre el estatus
de HER2 y la edad al diagnostico (p=0.753), el sexo (p=0.370), la invasion
linfovascular (p=0.539) o lainvasion perineural (p=0.776) (Figura 25).
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Figura 25. HERZ2 y su asociacion con los parametros
clinicopatologicos clasicos.
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2.3 Relacién entre el estatus de HER2 y la supervivencia.

Una vez estudiada la relacion entre el estatus de HER2 y diversos parametros
clinicopatologicos, procedimos a analizar el impacto pronéstico de HER2.

En primer lugar observamos que, con una mediana de seguimiento de 54
meses, lamediana de SG en poblacion no seleccionada erade 93.9 meses.

Posteriormente, procedimos al analisis de la SG en funcion del estatus de
HER2, de acuerdo a la metodologia utilizada en nuestro estudio. Asi, en primer lugar
analizamos la SG en funcién de la expresion de HER2, que clasificaba a los pacientes
en positivos, negativos y equivocos; objetivandose una tendencia no significativa a
una peor SG, con una mediana de SG de 25.9 meses para los tumores positivos frente
a 93.9 meses para los negativos y no alcanzandose la mediana de SG en los
equivocos (p=0.102); tendencia que se mantenia en el analisis de la SG especifica por
carcinomagastrico (p=0.194).

Tras esto, analizamos la SG en funcion del estatus de HER2, en base a los
resultados combinados de IHC y DuoCISH de acuerdo a nuestro algoritmo de
determinacion, mostrandose una mediana de SG de 32.3 meses para la poblacion
HER?2 positiva frente a 93.9 meses para los HER2 negativos (HR 0.42; IC 95% 0.18 -
0.93 Log Rank p=0.028); objetivandose asi una asociacion significativa entre la
positividad de HER2 y una peor supervivencia, que se confirmaba en el analisis de la
SG especifica por carcinoma gastrico (HR 0.37; 1C 95% 0.14-0.93 Log Rank p=0.029)
(Figura 26).
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IHC 104 IHC + DuoCISH
— Negativo — Negativo
— Equivoco — Positivo
— Positivo
0,8 0,8
0,6 0,6
0,4 0,44 \_
0,2 0,2
4 p=0.102 004 p=0.028
T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
SG (meses) SG (meses)

Figura 26. Curvas de Kaplan-Meier de SG para estimar
el impacto pronostico del estatus de HERZ2.
A. Impacto prondstico en funcion de la expresion de HERZ2.
B. Impacto prondstico en funcion de la expresion y amplificacion de HERZ2.
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1,04 IHC 1,04 IHC + DuoCISH
— Negativo — Negativo
— Equivoco — Positivo
— Positivo
0,8+ -+ 0,8
0,6 0,6
0,4- 0,4-
0,2 0,2
004 p=0.194 004 p=0.029
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Figura 26 (cont.). Curvas de Kaplan-Meier de SG especifica para estimar
el impacto pronostico del estatus de HERZ2.
C. SG especifica por carcinoma gdstrico en funcion de la expresion de HERZ2.
D. SG especifica por carcinoma gadstrico en funcion del estatus de HERZ2.
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Finalmente, procedimos a la realizacion de analisis de subgrupos con el
objetivo de identificar a pacientes con prondstico diferenciado. Asi, por una parte,
analizamos los tumores clasificados como HER2 negativos, comparando los tumores
con expresion ausente o débil (HER2 0-1+) y los tumores con expresion moderada o
equivocos no amplificados (HER2 2+ no amplificados); sin observarse diferencias
significativas en SG con una mediana de SG no alcanzada para los pacientes 2+ no
amplificados frente a 93.3 meses para los 0-1+ (p=0.778). Por otra parte,
comparamos a los pacientes etiquetados como HER2 positivos, comparando los
tumores con expresion intensa de HER2 (HER2 3+) frente a los con expresion
equivoca amplificada (HER2 2+ amplificados); objetivandose una mediana de SG de
25.9 meses para los pacientes 3+ frente a 32.3 meses para los pacientes 2+
amplificados (p=0.680), no evidenciandose diferencias significativas entre ambos
subgrupos (Figura 27).

147



Nieves Martinez Lago

148

1,0- HER2
= 0-1+
— 24+ no amp
0,8+
0,6
0,4
0,2+
004 p=0.778
T T T T T T
0 20 40 60 80 100

SG especifica (meses)

1,0+

0,8+

0,6

0,4+

0,2+

0,0

p= 0.680

HER2

2+ amp
3+

T T T T T
0 20 40 60 80

SG especifica (meses)

Figura 27. Curvas de Kaplan-Meier de SG para estimar el
impacto pronostico del estatus de HERZ2. Analisis de subgrupos.
A. Poblacion HER2 negativa (0-1+ vs. 2+ no amplificados).

B. Poblacion HERZ positiva (2+ amplificado vs. 3+).
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2.4 Patronderecurrenciasy segundas neoplasias.

Por ultimo, procedimos al analisis de las recurrencias, la localizacién de las
mismas, y su relacion con el estatus de HER2. En este sentido, del total de 106
pacientes, 24 (30.2%) presentaron recidiva de la enfermedad: 18 HER2 negativos y 6
positivos, representando un 19.6% de los tumores HER2 negativos frente al 42.8% en
el caso de los tumores HER2 positivos (p=0.052); lo que nos indicaria una tendencia
no significativa entre la positividad de HER2 y la recidiva de la enfermedad. Al
analizar el lugar de recurrencia, 2 pacientes, ninguno de ellos HER2 positivo,
presentaron recidivas locales; 8 pacientes, 1 de ellos HER2 positivo, presentaron
recidivas regionales; y los 14 pacientes restantes, 5 de ellos HER2 positivos,
presentaron recidivas a distancia. Cuando analizamos la relacién entre el patrén de
recurrencia y el estatus de HER2 se encontré6 un relacion estadisticamente
significativa entre la positividad de HER2 y la recidiva a distancia (p=0.048), sin
presencia de recidiva locorregional acompanante (Figura 28).

HER2 Recidiva local | Recidiva regional  |Recidiva a distancia
Negativo 2 7 9
Positivo 0 1 5
Total 2 8 14

Figura 28. Patron de recurrencias en funcion del estatus de HERZ2.

149



Nieves Martinez Lago

150

En dltimo lugar, en lo referente el desarrollo de segundas neoplasias, 7
pacientes, todos ellos HER2 y HER3 negativos, presentaron una segunda neoplasia.
Dicha neoplasias fueron: 3 pacientes presentaron un carcinoma epidermoide de
pulmoén localmente avanzado, 1 de ellos fallecido por dicho motivo; 1 paciente con
un adenocarcinoma ductal de pancreas metastasico y 1 paciente con un
adenocarcinoma de sigma metastasico, ambos fallecidos a las pocas semanas del
diagnéstico; 1 con un carcinoma de mama HER2 negativo y 1 carcinoma de labio,
ambos en seguimiento sin evidencia de recidiva.
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3. Estatus de HER3.

3.1 Expresion proteicade HER3.

El estatus de HER3 fue determinado mediante el analisis de la expresion de
HER3 por técnicas de IHC. Asi, de los 106 pacientes incluidos, en 45 pacientes
(42.5%) no se observo expresion de HER3 y se clasificaron como SCORE 0 o 0+, 32
(30.2%), presentaron expresion deébil y, siguiendo el patron usado para HER2, se
codificaron como SCORE 1 o 1+, 21 pacientes (19.8%) contaban con expresion
moderada, SCORE 2 o 2+ y los 8 pacientes restantes (7.5%) expresion intensa,
denominada SCORE 3 o 3+. (Figura 29).
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Figura 29. A-D Expresion citoplasmatica de HER3 mediante técnicas de
Inmunohistoquimica (40x).
A. Ausencia de expresion (SCORE 0 o 0+). B. Expresion débil (SCORE 1 o 1+).
C. Expresion moderada (SCORE 2 o 2+). D. Expresion intensa, (SCORE 3 o 3+).

En base a estos resultados, siguiendo nuestra clasificacion, 77 pacientes
(72.7%) con SCORE 0-1 o0 0-1+ fueron etiquetados como negativos, mientras que los
otros 29 pacientes (27.3%) con SCORE 2-3 0 2-3+, como positivos (Figura 30).
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3+
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Negativo Positivo
77 pacientes 29 pacientes
72.7% 9

Figura 30. Clasificacion de los pacientes en funcion
de la expresion proteica de HER3.

3.2 Asociacion parametros clinicopatologicos.

Tras el analisis de la expresidon y, en consecuencia, la determinacion del
estatus de HER3; procedimos a determinar la relacion entre la positividad de HER3 y
los parametros clinicopatoldgicos clasicos.

En este sentido, la positividad de HER3 se asocio significativamente con una
menor edad al diagnéstico (p=0.035); con un 44.8% de pacientes menor de 65 afos
HER3 positivos frente aun 23.4% HER3 negativos.
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Ademas, también se objetivd una relacidon significativa entre el estatus de
HER3 y el grado de diferenciacion (p=0.049), con un 75.9% de pacientes grado 1-2
HER3 positivos en comparacion con un 54.5% en pacientes con ausencia de
sobreexpresion de HER3.

Asi mismo, aunque no alcanzo6 la significacion estadistica, HER3 se asocio a
una mayor afectacion ganglionar, con un 69% en pacientes HER3 positivos vs. un
49.4% en tumores HER3 negativos (p=0.083).

Sin embargo, HER3 no se asocié con el sexo de los pacientes (p=0.365), la
localizacion tumoral (p=0.253), el subtipo histologico (p=0.465), la invasion tumoral
en profundidad (p=0.659), la invasion linfovascular (p=0.667) o la invasiéon
perineural (p=0.516) (Figura 31).

Caracteristicas Total HER3 negativo | HER3 positivo P
106 (%) 77 (72.6%) 29 (27.4%)

Edad
>65 afos 75 (70.8) 59 (76.6) 16 (55.2) 0.035
<65 afios 31 (29.2) 18 (23.4) 13 (44.8)

Sexo
Hombre 68 (64.2) 47 (61.0) 21 (72.4) 0.365
Mujer 38 (35.8) 30 (39.0) 8 (27.6)
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Figura 31. Expresion de HER3 y su relacion con los parametros
clinicopatologicos clasicos.
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3.3 Impacto pronostico de HER3

Una vez estudiada la expresion de HER3 asi como su relacion con los
parametros clinicopatoldgicos clasicos, procedimos a determinar si existia relacién
entre la positividad de HER3 y la SG, para determinar si HER3 poseia impacto
pronotico.

Asi, cuando analizamos la SG en funcion de la positividad de HER3, dividiendo
a los pacientes en positivos, con expresion moderada o intensa, o negativos, si
presentaban expresion ausente o débil; obtuvimos que, en pacientes HER3 positivos
no se habia alcanzado la mediana de SG frente a los pacientes HER3 negativos con
una mediana de 93.9 meses (HR 1.39; IC 95% 0.61 - 3.21; Log Rank p=0.441);
objetivandose la ausencia de impacto del estatus de HER3 sobre la SG; hecho que se
confirmaba al analizar la SG especifica por carcinoma gastrico (HR 0.898; IC 95%
0.37-2.18; LogRank p=0.813). (Figura 32)
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10 HER3 ro. HER3
— Negativo — Negativo
— Positivo — Positivo
0,8+ 0,8
rl-'—fH—"
0,6 0,6
0,4+ 0,4
0,2+ 0,2
p= 0.441 004 p=0.813
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Figura 32. Curvas de Kaplan-Meier de SG
para estimar el impacto pronostico de HER3
A. SG en funcion del estatus de HER3.
B.SG especifica por carcinoma gdstrico en funcion del estatus de HER3.
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3.4 Patréon derecurrencia.

Seguidamente, procedimos a determinar la relacion entre latasay el patron de
recurrencia y el estatus de HER3. Asi, cuantificamos que 24 pacientes (22.6%)
presentaron recidiva de la enfermedad, 17 pacientes HER3 negativos y 7 HER3
positivos, lo que representaba una tasa de recurrencia del 22.1% y el 24.1%,
respectivamente; no encontrando relacion entre el estatus de HER3 y el desarrollo de
recurrencia (p=0.800).

En lo referente al patréon de recurrencia, 2 pacientes (8.3%), ninguno de ellos
HER3 positivo, presentaron recidiva a nivel de la anastomosis quirurgica; 8 pacientes
(40.6%), 3 con sobreexpresion de HER3, presentaron recidiva regional; y, la mayor
parte, 14 pacientes (58.3%), 4 de ellos HER3 positivos, presentaron recidivas a
distancia. No se objetivo relacion entre el estatus de HER3 y el patron de recurrencias
(p=0.838) (Figura 33).

HER3 Recidiva local | Recidiva regional |Recidiva a distancia
Negativo 2 5 10
Positivo 0 3 4
Total 2 8 14

Figura 33. Expresion de HER3 y patron de recurrencia.
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4. Relacion entre HER2 y HER3.
4.1 Coexpresionde HER2 y HER3.

El siguiente paso en nuestro estudio fue profundizar un poco mas en el
conocimiento del cancer gastrico y los receptores HER2 y HER3, para lo cual nos
planteamos estudiar larelacién entre ambos receptores.

Para ello, en primer lugar, estudiamos la relacion entre la intensidad de
expresion de ambos receptores, estratificando a los pacientes en 3 grupos: ausencia
de expresion o expresion débil (0-1+), expresiéon moderada (2+) y expresion intensa
(34).

Asi, primeramente, observamos que ningun paciente presentaba expresion
intensa de ambos receptores (HER2 3+-HER3 3+). De los 7 pacientes con expresion
intensa de HER2 (HER2 3+), 5 pacientes (71.4%) exhibian expresion de HER3 0-1+,
definidos como HER3 negativos, y solo 2 pacientes (28.5%) mostraban expresion
moderada. En lo referente a los 8 pacientes con expresion intensa de HER3 (HER3
3+4), 7 (87.5%), presentaban expresion de HER2 0-1+ y solo 1 paciente (12.5%)
mostraba expresion moderada de HER2 sin amplificacion de HER2 acompanante
(ratio HER2/CEN-17 1.2). Cuando procedimos al analisis de las 23 muestras con
expresion moderada de HER2 (HER2 2+); 1 paciente (4.3%) demostraba expresion
intensa de HER3 (HER3 3+), 10 (43.5%), mostraban expresion moderada de HER3
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(HER3 2+) y los 12 restantes (52.2%), ausencia o expresion débil de HER3 (HER3 O-
1+). Al analizar las 21 muestras con expresion moderada de HER3 (HER3 2+), 10
muestras (47.6%) mostraban expresion moderada concomitante de HER2 (HER2 2+);
9 (42.9%), ausencia o expresion débil de HER2 (HER2 0-1+) y las 2 muestras restantes
(9.5%), expresion intensa de HER2 (HER2 3+) con amplificacién acompanante. Por
ultimo, 60 pacientes (56.6%) presentaban expresion ausente o débil de ambos
receptores, definida como HER2 0-1+-HER3 0-1+. (Figura 34)

Expresion HER3 (IHC)
0-1 2 3 Total
Expresion r 0-1 | 60 9 7 76
HER2 2 12 10 1 23
(IHC) 3 5 2 0 7
rTotaI 77 21 8 106
——

Figura 34. Comparacion de la expresion de HER2 y HER3.
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Posteriormente, realizamos una comparativa del estatus de HER2 y HER3
teniendo en cuenta los datos combinados de expresion y amplificacién en el caso de
HER2, y en consecuencia, dividiendo a los pacientes con expresion moderada de
HER2 en funcion de si presentaban amplificacion génica.

En base a esta division, de los 23 tumores con expresion moderada de HER2,
16 fueron clasificados como no amplificados y los 7 restantes, como amplificados.
De los 16 no amplificados, 9 pacientes (56.2%) presentaban expresion de ausente o
débil de HER3, 6 pacientes (37.5%) presentaban expresion moderada de HER3 y 1
paciente (6.2%) expresion intensa de HER3. Por el contrario, de los 7 pacientes
amplificados, 3 pacientes (42.9%) presentaban expresion ausente o débil de HER3 y
los 4 restantes (57.1%) expresion moderada de HER3. Ninguno de los pacientes
presentd amplificacion de HER2 y expresién intensa de HER3 de forma concomitante.
Al analizar la relacion entre el estatus de ambos receptores, objetivamos una
asociacion significativa entre ellos (p=0.018). (Figura 35).
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Expresion HER3 (IHC)
0-1 2 3 Total
Estatus 0-1 60 9 7 76
HER2 2 no amp 9 6 1 16
2 amp 3 4 0 7
3 5 2 0 7
¢ Total 77 21 8 106

—

Figura 35. Tabla Comparativa entre el estatus de HER2 y HER3.

Tras el analisis de la relacion entre el estatus de HER2 y HER3, decidimos
clasificar a los pacientes en funcion de dicho estatus. Asi, dividimos a los pacientes
dependiendo de si presentaban positividad para HER2, positividad para HER3,
expresion moderada de ambos receptores o negatividad para los mismos. Como ya
describimos con anterioridad, 14 pacientes fueron clasificados como HER2 positivos
y, los 92 restantes, como HER2 negativos. De los 92 pacientes HER2 negativos, 16
pacientes fueron clasificados como HER3 positivos, 7, como HER2-HER3 expresién
moderada, definidos como HER2 expresion moderada no amplificados-HER3
positivos, y los 69 restantes, como HER2-HER3 negativos.
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Posteriormente, tras la génesis de estos 4 subgrupos, analizamos su relacion
con las caracteristicas clinicopatoldgicas clasicas. En primer lugar, objetivamos una
asociacién significativa entre el subtipo intestinal y los subgrupos con
sobreexpresion del receptor HER2 (p=0.032), observando que mientras el 100% de
los tumores HER2 positivos y el 85.7% de los tumores HER2-HER3 expresion
moderada se correspondian con tumores intestinales, solo el 68.7% de los HER3
positivos y el 66.6% de los HER2-HER3 negativos presentaban dicho subtipo
histologico.

Por otra parte, en lo referente al grado de diferenciacion, observamos una
relaciéon significativa entre un mejor grado de diferenciacion y el estatus de los
receptores HER (p=0.015), mostrandose que, mientras el 92.9% de los tumores HER2
positivos, el 71.4% de los HER2-HER3 expresion moderada y el 68.7% de los HER3
positivos presentaban tumores G1-2, esta diferenciacion solo se objetivaba en el
50.7% de los tumores HER2-HER3 negativos.

También se mostré una tendencia no significativa en relacion a la invasion
tumoral en profundidad (p=0.076) y la afectacion ganglionar (p=0.077).

Sin embargo, no se encontro6 asociacion entre el estatus de los receptores HER
y la edad al diagnostico (p=0.100), el sexo (p=0.150), la localizacién tumoral
(p=0.290), el estadio (p=0.818), la invasion linfovascular (p=0.922) o perineural
(p=0.668). (Figura 36).
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Figura 36. Caracteristicas clinicopatologicas y su relacion
con el estatus de los receptores HER2 y HER3.
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Seguidamente, con el objetivo de detertminar el impacto prondstico de dicha
clasificacién, analizamos la SG especifica por carcinoma gastrico en funcion de la
misma. Asi, observamos una asociacion significativa entre la positividad de HER2 o
HER3 con una peor SG (p=0.046), en comparacion con la poblacion HER2-HER3
negativa, con un porcentaje de muertes por carcinoma gastrico del 43.2% en
poblacion HER2 positiva y del 31.2% en poblacion HER3 positiva, respectivamente;
frente a un 18.8% en poblacién HER2-HER3 negativa. En contraposicion, en lo
referente a la poblacion HER2-HER3 expresion moderada, observamos una
asociacion con una mejor SG especifica, ya que ninguno de los pacientes fallecié
como consecuenciade laenfermedad (Figura 37).

1,0+

0,8

0,6

0,4

02 HER2-HER3
—_ HER Negativo
— HER2 Positivo
— HER3 Positivo

00— p= 0.046 — HER2-3 Exp. Mod.

T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Figura 37. SG especifica por carcinoma gadstrico en funcion de HER2 y HER3.
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4.2 Analisis delaSG en funciondelos subgrupos de expresién de receptores HER

Aunque en la clasificacion anteriormente descrita parecia intuirse
comportamiento diferenciado, asociado con determinadas caracteristicas
clinicopatolodgicas e impacto pronostico, dicha clasificacion presentaba una serie de
limitaciones, como el hecho de que no dividia la poblacion HER2 amplificada en
funcion de si presentaba positividad para HER3 y que incluia a los pacientes con HER2
expresion moderada no amplificados sin coexpresiéon de HER3 como poblacién
HER2-HER3 negativa. En base a estos hallazgos decidimos subdividir nuestra
poblacion en seis grupos diferenciados de pacientes. Asi, 60 pacientes, que
presentaban expresion ausente o débil de HER2 y HER3, se clasificaron HER2-HER3
negativos; 9 pacientes, que presentaban expresion moderada de HER2 sin
amplificacion acompanante ni expresion de HER3, se denominaron HER2 expresién
moderada no amplificados-HER3 negativos; 16 pacientes, que mostraban expresién
ausente o débil de HER2 y expresion moderada o intensa de HER3, se definieron
como HER2 negativos-HER3 positivos; 7 pacientes, con expresion moderada de HER2
no amplificados y expresion moderada o intensa de HER3 acompanante, se
denominaron HER2 expresion moderada no amplificados-HER3 positivos; 8, que
presentaban amplificacion de HER2 sin positividad de HER3 acompafante, se
clasificaron como HER2 positivos-HER3 negativos y, los 6 restantes, que
presentaban amplificacién de HER2 y positividad para HER3, se definieron como
HER2-HER3 positivos.

Posteriormente, procedimos a analizar la relacién entre los parametros
clinicopatologicos clasicos y dichos subgrupos.
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Asi, observamos una relacion entre el subtipo intestinal de Lauren y aquellos
subgrupos que presentaban sobreexpresion de HER2 (p=0.020), encontrandose que
el 100% de los tumores HER2 positivos-HER3 negativos, HER2-HER3 positivos y HER2
expresion moderada no amplificados HER3 negativos y el 85.7% de los pacientes
HER2 expresion moderada no amplificados-HER3 positivos presentaban dicha
diferenciacion; frente al 68.7% de los pacientes HER2 negativos-HER3 positivos, y el
61.7% de los pacientes HER2-HER3 negativos; confirmandose asi los resultados
descritos con anterioridad.

En lo referente al grado diferenciacion, encontramos una asociacion entre el
estatus de HER2 y/o HER3 y un mejor grado de diferenciacion (p=0.050), con un
100% de tumores HER2-HER3 positivos, un 87.5% de tumores HER2 positivos-HER3
negativos, un 71.4% de los tumores HER2 expresiéon moderada no amplificados-
HER3 positivos, un 68,7% para los tumores HER2 negativos-HER3 positivos y un
66.7% para la poblacion HER2 expresion moderada no amplificada-HER3 negativa
con tumores bien o moderadamente diferenciados; mientras que soélo un 48.3% de
la poblacién HER2-HER3 negativa presentaban dicho grado de diferenciacion.

Sin embargo, no encontramos asociacion entre el estatus de los receptores
HER y la edad al diagnéstico (p=0.132), el sexo (p=0.284), la localizacién tumoral
(p=0.187), la invasion tumoral en profundidad (p=0.189), la afectacién ganglionar
(p=0.130), el estadio (p=0.441), la invasion linfovascular (p=0.902) o perineural
(p=0.871). (Figura 38)
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Figura 38. Tabla comparativa de los subgrupos de expresion de
receptores HER y los parametros clinicopatoldgicos clasicos.
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Tras la génesis de estos 6 subgrupos y el analisis de la relacion con los
parametros clinicopatoldgicos clasicos, procedimos al estudio de la SG especifica
por carcinoma gastrico, observando, en primer lugar, un porcentaje de muerte por
carcinoma gastrico del 22.6% en poblacion no seleccionada. Al desglosar la
supervivencia en funcion de los distintos subgrupos observamos una asociacion
significativa entre la mortalidad y el estatus de HER2 y HER3 (p=0.032). Asi, mientras
los pacientes HER2-HER3 negativos presentaban un 15% de muertes producidas por
el propio carcinoma gastrico, este porcentaje ascendia al 50% y el 44.4% en los
pacientes HER2 positivos-HER3 negativos y en aquellos con HER2 expresion
moderada no amplificados-HER3 negativos, respectivamente. Sin embargo, cuando
analizabamos la poblacion con expresion de HER3 concomitante, la mortalidad
especifica por carcinoma gastrico se situaba en un 33.3% para la poblacién HER2
positiva-HER3 positivay un 31.2% en los pacientes HER2 negativos-HER3 positivos y
la ausencia de muertes por carcinoma gastrico en la poblacion HER2 expresion
moderada no amplificados-HER3 negativos.

Asi, observamos que los mayores porcentajes de recurrencia se correspondian
con la poblacion con expresion de HER2, ya fuese con expresion moderada no
amplificada o con amplificacién del HER2, sin presencia de coexpresién de HER3, con
un porcentaje de recurrencia en torno al 50%. Sin embargo, dicho porcentaje de
recurrencia disminuia sustancialmente cuando los tumores presentaban expresion
de HER3 concomitante, con un porcentaje de recurrencia del 33.3%, el 31.2% vy el 0%
para poblacion HER2-HER3 positiva, HER2 negativa-HER3 positiva y HER2 expresion
moderada no amplificada-HER3 positiva, respectivamente.
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Ademas, con excepcion de la poblacion HER2 expresion moderada no
amplificada-HER3 positiva, todos lossubgrupos presentaban porcentajes de
mortalidad especifica superiores a la poblacion HER2-HER3 negativa (Figura 39).

ol HER2-HER3
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0,8 — HER2-3 exp. mod HER3 positivo
HER2 negativo HER3 positivo
— HER2 positivo HER3 positivo
0,6 (
0,4+ —‘ S
0,2+
004 p=0.032

T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Figura 39. SG especifica por carcinoma gastrico en funcion
de los subgrupos de expresion de receptores HER.
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Discusion

El uso de trastuzumab en pacientes con cancer gastrico o de la UGE HER2
positivo avanzado ha sido el primer ejemplo de éxito de la medicina personalizada
en el carcinoma gastroesofagico. Sin embargo, los resultados decepcionantes de
otros estudios con farmacos dirigidos contra esta via subrayan la importancia de
entender el papel de la via de HER2 en la tumorogénesis del carcinoma gastrico,
empezando por su papel en laenfermedad localizada 75.76.133,

Por dicho motivo, en nuestro estudio hemos analizado el papel del estatus de
HER2 y HER3, asi como la relaciéon entre ambos receptores, en 106 pacientes
sometidos a cirugia con intencion radical con el objetivo de determinar si definian un
subgrupo con caracteristicas clinicopatologicas diferenciadas, impacto pronosticoy
patréon de diseminacién y/o recurrencia diferenciado.

En primer lugar, procedimos al analisis de las caracteristicas
clinicopatoldgicas de nuestra poblacion, encontrandonos que éstas no diferian de
las encontradas en otros estudios previamente publicados.

Asi, en relacién a la edad al diagnéstico, la mediana de edad de nuestra
muestra fue de 69 anos, consistente con la epidemiologia del carcinoma gastrico,
cuyo pico de maxima incidencia se situa en la séptima década de la vida. En lo
referente a la distribucion por sexos, un 64.2% de los pacientes eran varones, lo que
aparece en concordancia con el ratio 2:1 que caracteriza dicha patologia '43.

En lo que respecta a las caracteristicas anatomopatologicas de los tumores de
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nuestro estudio, destacar que el porcentaje obtenido variaba minimamente al
compararlo con el estudio que validaba la metodologia para la determinacion de
HER2, realizado en poblacion europea 103.

Asi, el 10.4% de los pacientes presentaban tumores localizados en la UGE,
porcentaje ligeramente inferioral 11.3% de la serie anteriormente descrita 103,

Ademas, cuando clasificamos a los pacientes de acuerdo a los subtipos
histolégicos de Lauren, objetivamos que el subtipo intestinal es el subtipo
histologico mas frecuente, estando presente en el 72.6% de nuestros tumores,
porcentaje muy similaral 71.5% obtenido en la serie de Hofmann y cols 103,

Por otra parte, al observar el grado de diferenciacion, se evidenciaron ligeras
diferencias con nuestra poblacion de referencia. Asi, el 16% de tumores se
etiqguetaron como bien diferenciados, frente al 3% de la serie de Hofmann; el 44.3%,
como moderadamente diferenciados, en comparacion con el 55% previo; el 36.8%,
como pobremente diferenciados, en comparaciéon con el 41.1%, y el 3% restante, vs
0.5% de Hofmann y cols, como tumores indiferenciados. Sin embargo, al clasificar a
los pacientes como bien y moderadamente diferenciados frente a pobremente
diferenciados e indiferenciados, nos encontramos con frecuencias muy similares a
las referidas con anterioridad, con el 60.3% frente al 58%, para los tumores mejor
diferenciados; y el 39.6% vs. 41.6%, para los tumores con peor grado de
diferenciacion; lo que nos indica la similitud entre nuestra serie y la de Hofmann y
cols 103,
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En lo referente al tipo de cirugia realizada, procedimos al analisis de la técnica
quirurgica llevada a cabo con el objetivo de determinar si los pacientes se habian
sometido a cirugias con intencion curativa, y si dicha cirugia cumplia los estandares
definidos para la cirugia gastrica, ya que la realizacion de una cirugia suboptima
podria sesgar los resultados de nuestro estudio.

En primer lugar, destacar que todos los pacientes incluidos en nuestro estudio
fueron sometidos a cirugia con intencién curativa, definida por la presencia de
margenes libres. En relacion a la reseccion ganglionar, se realizé la exéresis de al
menos 15 adenopatias en el 83% de los pacientes, umbral definido por su impacto
pronéstico; y el 58.5% de los pacientes fueron sometidos a una linfadenectomia D2
modificada, considerada cada vez mas, a pesar de los resultados contradictorios de
varios ensayos randomizados, como la técnica quirurgica de eleccién en poblacion
occidental 39.

El hecho de que la mayor parte de los pacientes hayan sido sometidos a una
gastrectomia con margenes adecuados, acompafada de un linfadenectomia extensa
y minuciosa, refleja la tendencia observada en los ultimos anos en la que los
cirujanos europeos optan por la realizacién de cirugias mas amplias, emulando las
cirugias llevadas a cabo en poblacion asiatica. Dichos datos no han sido recogidos en
los estudios previos realizados sobre el impacto de la familia HER en carcinoma
gastrico o de la UGE resecado, aportando solidez a nuestro estudio y dandonos una
idea de la calidad de lacirugiaala que fueron sometidos nuestros pacientes 35-40,46-49,
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En lo referente al estadiaje patolégico, de acuerdo a la clasificacion AJCC TNM
72 edicion, nos encontramos con que en nuestro estudio se incluyeron un 9.4% de
pacientes con tumores limitados a la mucosa sin afectacion ganglionar, definidos
como T1NO o estadio IA. Esta poblacién, caracterizada por su excelente prondstico,
no habia sido incluida en los estudios de biomarcadores realizados con anterioridad
ni en aquellos que testaban el papel del tratamiento complementario. Entre las
causas de que dicha poblacién no haya sido incluida nos encontramos el hecho de
que la técnicas endoscopicas se hayan consolidado como técnica de eleccion en
dicho estadio, condicionando que contemos con una menor muestra tumoral para la
realizacion de estudios anatomopatolégicos, incluyendo los de
biomarcadores50.55:58,103,

Por otra parte, en relacion al estadiaje de la poblacion global de estudio,
destacar que mas de la mitad de los pacientes presentaban tumores localmente
avanzados, definidos por una invasién tumoral que sobrepasaba la capa muscular
y/o la presencia de afectacion ganglionar, lo que nos indica que nos encontramos
frente a una poblacién de alto riesgo de recurrencia; hecho que se confirma por la
presencia de invasion linfovascular y/o perineural en, aproximadamente, la mitad de
los mismos. Al intentar realizar un analisis comparativo con los estudios previos
realizados en poblacién occidental, nos encontramos con que dichos estudios
carecen de datos sobre el estadiaje tumoral, hecho que da mas peso a nuestra serie
enlaque tenemos unarelacion detallada de las caracteristicas de la poblacionto3,
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1. Estatus de HER2.

Tras analizar las caracteristicas clinicopatolégicas de nuestra poblacion, asi
como su concordancia con los estudios previamente publicados, procedimos al
analisis del estatus de HER2, asi como sus posibles implicaciones.

En nuestro estudio hemos detectado positividad para HER2 en 14 de los 106
pacientes incluidos (13.2%). Dicho porcentaje se encuentra en consonancia con los
estudios previamente publicados, realizados en poblacién occidental, con
enfermedad avanzada, y que combinaban técnicas de expresiéon proteica y
amplificacion génica; cuyo porcentaje de positividad oscilaba entre el 10% vy el
20%14,102-104_

En relacion a la metodologia utilizada para la determinacion de HER2, uno de
los puntos fuertes de nuestro estudio es que hemos empleado técnicas de
determinacion aprobadas por la FDA, como la IHC, para determinar la expresion
proteica, y el DuoCISH, para la amplificacion génica. Ademas, las muestras han sido
evaluadas de acuerdo a las principales guias de consenso para la determinacion e
interpretacion de HER2 en carcinoma gastrico avanzado, con la unica salvedad de
que las técnicas de hibridacion han sido realizadas en todos los pacientes, y no solo
en aquellos con expresiéon moderada o equivoca; con el objetivo de identificar casos
discordantes, como la presencia de tumores negativos amplificados o viceversa,
para asi validar la utilidad del algoritmo de interpretacion de HER2 en enfermedad
avanzada parasu aplicacién en enfermedad localizadar41.142,
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En nuestra poblacion, todos los pacientes con expresion intensa, clasificados
como positivos mediante IHC, y ninguno con expresion ausente o débil, definidos
como negativos, presentaron amplificacién génica, mostrandonos una concordancia
del 100% en estas subpoblaciones para las dos técnicas de determinacion. Sin
embargo, en los pacientes con expresion moderada, denominados equivocos,
donde, segun los principales guias de consenso, la realizacién de técnicas de
hibridacion es mandatoria, se ha objetivado amplificaciéon en el 30.4% de los
pacientes, en la linea con los estudios previos en enfermedad avanzada que
observaron amplificacién génica en, aproximadamente, un tercio de los tumores con
expresion moderada’03,140,141,

En base a esto, confirmamos la validez del algoritmo de HER2 en enfermedad
avanzada para su uso en poblacion localizada, en el que las técnicas de IHC son de
primera eleccion en todos los pacientes y las técnicas de hibridacion se reservan para
los pacientes con expresion moderada o equivocos, minimizando los costes y el
tiempo parala determinacion.

Por otra parte, hemos analizado el impacto del ratio de amplificacion génica en
funcién de la intensidad proteica asi como su importancia prondstica. Asi, en lo
referente a la poblacion HER2 negativa, definida como aquella con ausencia de
expresion, expresion débil o expresion moderada no amplificada, hemos hallado un
ratio de amplificacion HER2/CEN-17 1.1 (0.8-1.6), sin observarse diferencias en
dicho ratio entre los distintos subgrupos ni impacto de los mismos en la SG
(p=0.778). Por otra parte, cuando analizamos la poblacién HER2 positiva, que incluia
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los tumores con expresidon intensa o expresiéon moderada no amplificados,
observamos resultados mas heterogéneos, ya que mientras el subgrupos con
expresion moderada amplificado presentaba un ratio de 4.2 (rango 2.3-6.1), el
grupo de expresion intensa poseia un ratio de 8.1 (rango 5.4-13.3). Al estudiar el
impacto pronéstico de dichos subgrupos, aunque observamos diferencias en
términos absolutos de SG, con una mediana 25.9 meses para la poblacién con
expresion intensa frente a 32.3 meses en aquellos con expresion moderada
amplificada, estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (p=0.680),
probablemente debido al escaso numero de pacientes de estas subpoblaciones. En
esta misma linea, en enfermedad avanzada fue llevado a cabo un analisis
retrospectivo de pacientes incluidos en el TOGA, objetivandose una relacion entre el
ratio de amplificacion de HER2 y la respuesta tumoral y estableciendo un nuevo
punto de corte que discriminaba mejor a los pacientes respondedores y los no
respondedores’4s,

En base a estos resultados, seria interesante la realizacion de un estudio
prospectivo multicéntrico con un tamano muestral que nos permitiese determinar si
el numero de copias de HER2 podria tener impacto prondstico o predictivo de
respuesta.

Otro aspecto a destacar es el hecho de que hemos observado, por primera vez
en poblaciéon occidental europea resecada, la asociacion entre la positividad de HER2
y parametros clinicopatologicos clasicos como el subtipo intestinal de la
clasificacion de Lauren y la localizacion proximal, ya identificados previamente en
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enfermedad avanzada; asi como el mejor grado de diferenciaciéon, observado con
anterioridad en el metaanalisis de poblacion fundamentalmente asiatica sobre el
impacto de HER2102,104,107,

Ademas, en esta misma linea, hemos identificado un distinto patrén de
relacién entre lainvasion tumoral en profundidad (T) y la afectacion ganglionar (N) en
funcion del estatus de HER2; documentando, por primera vez en el carcinoma
gastrico o de la UGE HER2 positivo, un fenémeno de diseminacion ganglionar precoz
caracterizado por la afectacion ganglionar en tumores confinados a la capa
muscular, hecho no presente en la poblacion HER2 negativa. Por otra parte, también
hemos documentado un patron de recurrencia caracteristico en la poblaciéon HER2
positiva, consistente en la presencia de metastasis, a nivel intrahepatico o mas alla
de la cavidad peritoneal, sin la presencia de recidiva local o en forma de
carcinomatosis peritoneal.

El hecho de que la positividad de HER2 defina un subgrupo de pacientes con un
patron de diseminacién y recurrencia diferenciado nos orienta a que,
probablemente, HER2 y sus vias de senalizacion tengan influencia en la evoluciéon de
la enfermedad, lo cual no habia sido documentado previamente en el carcinoma
gastrico o de la UGE y podria tener diversas implicaciones, al igual que ocurre en el
carcinoma de mama HER2 positivo, donde algunos autores proponen que, debido a
su patron de recurrencia caracteristico, se tenga en cuenta la determinacion de HER2
en el seguimiento del paciente con enfermedad resecable.
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Otro aspecto destacable de nuestra serie es que, ademas de haber
documentado la asociacion de HER2 con determinados parametros
clinicopatologicos, e identificado un patron de diseminaciéon precoz y de
recurrencias diferenciado; también hemos objetivado el impacto pronoéstico de HER2
en poblacién occidental europea resecada, condicionado una SG significativamente
inferior, asi como su asociacién con un mayor porcentaje de recurrencias26.14s,

Todos estos hallazgos nos dan una idea de la agresividad de este subtipo
tumoral, y se encuentran en la linea con los estudios realizados previamente en
cancer de mama, en la que los tumores HER2 positivos habian sido relacionados con
un peor pronoéstico y una mayor tasa de recurrencias, predominantemente a nivel
visceral, frente a los subtipos luminales caracterizados por una mejor supervivencia
y asociados con larecurrencia a nivel 0se096-98,99,

El hecho que HER2 perfile un subgrupo con caracteristicas diferenciadas,
sobre todo en lo referente a prondstico, porcentaje y patron de recurrencias, podria
tener no sb6lo implicaciones prondsticas sino también terapéuticas. Asi, en lo
referente a las estrategias de tratamiento complementario clasicas, como la
radioquimioterapia adyuvante, que ha demostrado beneficio en la tasa de
recurrencias, esencialmente disminuyendo las recurrencias locorregionales pero sin
impacto en las a distancia, esta estrategia podria carecer de utilidad en poblacién
HER2 positiva, tal y ha sido observado en el analisis retrospectivo no planificado del
estudio INTO116 en funcion del estatus de HER, donde el beneficio aparecia limitado
a la poblacion HER2 negativa. Ademas, actualmente se encuentran en marcha dos
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estudios randomizados que evaluan el papel de la terapia antiHER2 en combinacion
con quimioterapia perioperatoria en carcinoma gastrico o de la UGE localmente
avanzado, y cuyos resultados nos daran una idea del valor predictivo de HER2 en

poblacion resecable asi como de suimpacto en las tasas de reseccidon y supervivencia
de estos pacientes50,56,105,138,139,
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2. Estatus de HER3

Con anterioridad a nuestro estudio, disponiamos de pocos datos sobre el
estatus de HER3, procedentes de 5 estudios en poblacion asiaticay 1 en brasilefia,
conunamedianade sobreexpresion del 35.5%, y unrango entreel 13y el 64%117-123,

En nuestro estudio, el primero llevado a cabo en poblacién occidental europea
resecada, realizado con técnicas de IHC, hemos identificado sobreexpresion
citoplasmatica de HER3 en el 27.3% de los pacientes, en la linea de lo reportado
previamente de manera global. Sin embargo, un hecho que llama la atencidn es la
gran variabilidad en la sobreexpresion citoplasmatica de HER3 en los diferentes
estudios, con un rango que oscila entre el 13.7 y 62%. Dicha variabilidad, que
también habia sido observada en los primeros estudios en los que se testaba la
sobreexpresion de HER2, podria atribuirse a diversos factores como la ausencia de
kits validados para su determinacion o de guias de consenso para su interpretacion.
Para intentar afrontar esta limitacion, hemos optado por un anticuerpo monoclonal
que habia sido utilizado previamente en estudios en cancer de mama, hemos
incluido controles positivos y negativos de forma interna para testar la fiabilidad de
la técnica, hemos implementado una estrategia estandarizada de interpretacion y
ésta hasidollevada a cabo por dos observadores de maneraindependiente!17-122,

Una posible limitacion a la hora de comparar los resultados de nuestra serie
con los previamente mencionados, es el hecho de que dichos estudios han sido
realizados en poblacién fundamentalmente asiatica, dado que como ya conocemos
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el comportamiento del carcinoma gastrico o de la UGE difiere en poblacién asiaticay
occidental'22,

Una critica a nuestra serie podria ser el hecho de que hayamos determinado el
estatus de HER3 utilizando una sola técnica de determinacion, la IHC. Cuando
planteamos nuestro estudio, aunque ya conociamos que la sobreexpresion de HER3
poseia impacto pronostico, al menos en poblacion asiatica, desconociamos el papel
de la amplificacion de HER3, dado que solo disponiamos de los datos de 1 serie
brasilefia en la que no se habia identificado ningin paciente con amplificacion de
HER3. Mas recientemente, el TCGA ha publicado los datos de amplificacion de HER3
mediante técnicas de secuenciacion, sobservandose la presencia de amplificacién en
el 1-2% de los pacientes; asi como su ausencia de relacion con la expresion de HER3 y
el pronostico, por lo que hemos desestimamos la realizacion de técnicas de
hibridacion paralaamplificacion de HER3, dado su coste y rentabilidad4.117-123,

En base a lo anteriormente descrito, aunque hemos identificado la presencia
de sobreexpresion de HER3 en carcinoma gastrico o de la UGE en poblacion
occidental europea resecada, utilizando técnicas de IHC con una metodologia de
interpretacion estandarizada, adaptada de la utilizada para HER2, creemos que
deberia plantearse un estudio prospectivo validacion con el objetivo de confirmar el
porcentaje de positividad de HER3 descrito en nuestro trabajo'17-123,

Ademas de la determinacion de HER3, hemos identificado su asociacion con
parametros clinicopatolégicos como el mejor grado de diferenciacion.
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Asi, en nuestra serie hemos identificado la presencia de tumores bien-
moderadamente diferenciados en el 75% de los tumores HER3 positivos. Dicha
asociacion, ya habia sido identificada previamente en un estudio en poblacion
resecada, llevado a cabo en poblacion brasilefa, y ademas se encuentra en la linea
con los datos previos referentes a HER2117-123,

En lo referente al impacto pronéstico de HER3, en nuestro estudio no hemos
objetivado relacion entre el estatus de HER3 y la SG, lo que contrasta con la mayor
parte de los estudios realizados en poblacién asiatica, en los que HER3 definia una SG
significativamente inferior. Por otra parte, tampoco se ha identificado, a diferencia
del estatus de HER2, impacto de HER3 en el porcentaje o patrén de recurrencias. Es
importante recordar que, debido a variaciones genéticas y en la exposicion a factores
de riesgo, existen diferencias considerables entre la poblacion occidental y la
asiatica que afectan, incluso, a la reproducibilidad de la clasificacion molecular del
TCGA. Es muy posible que el peor pronoéstico de los pacientes HER3 positivos se vea
compensado por otros factores que no se han explorado en este estudio. Por
ejemplo, la mayor parte de casos con alteraciones en la via de HER2 y HER3 en
pacientes occidentales se producen en el subgrupo CIN, un subgrupo que no tiene
correspondencia directa en pacientes asiaticos, y son raras en el subgrupo MSI,
mucho mas frecuente en pacientes asiaticos y de mejor pronostico17-123,147,

Asi, aunque hayamos identificado sobreexpresién de HER3 y su relacion con
caracteristicas clinicopatoldgicas clasicas como el grado de diferenciacién, su
ausencia de impacto prondstico y en el porcentaje y patron de recurrencia, nos
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orienta a que probablemente HER3 no defina la evolucién de estos tumores, a
diferencia de lo previamente identificado con HER2. Este fendmeno podria explicarse
en base a la estructura de los receptores HER, ya que HER3, como expusimos con
anterioridad, carece de actividad tirosina quinasa propia, lo que le obliga a la
heterodimerizacién con otros miembros de la familia, especialmente con HER2, dada
su facilidad para la heterodimerizacion en base a su conformacién
permanentemente abierta y, en consecuencia, activando las principales vias de
sefalizacion, principalmente del receptor HER286-90,

En base a lo anteriormente descrito, una vez demostrado el impacto
pronéstico de HER2, su relacién con caracteristicas clinicopatolégicas como el
subtipo intestinal de Lauren o un mejor grado de diferenciacion, asi como una
historia natural caracterizada por la afectacion ganglionar precoz y la
metastatizacion a distancia; y la presencia de sobreexpresion de HER3 y su
asociacion con caracteristicas como el mejor grado de diferenciaciéon, pero sin
impacto en el pronostico o en el patron de diseminacion y/o metastatizacion;
procedimos a analizar la relacion entre ambos receptores asi como sus posibles
implicaciones.
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3. Relacion entre HER2 y HER3.

Aunque el estatus de HER2 y HER3 habia sido estudiado de manera
independiente en diversos estudios en el carcinoma gastrico o de la UGE, ninguno ha
analizado de forma detallada larelacion entre ambos.

Por dicho motivo, en nuestro estudio hemos analizado de forma detallada la
relacion entre el estatus de ambos receptores, asi como sus implicaciones
pronosticas.

Hemos observamos que, mientras la expresion intensa de HER3 o la
amplificacion de HER2 se acompafnan de expresion ausente o debil del otro receptor,
los fendbmenos de coexpresion aparecian fundamentalmente en los pacientes con
expresion moderada de ambos receptores. Asi, objetivamos una asociacion
significativa entre el estatus de HER2 y HER3, no documentada previamente en la
literatura, probablemente a través de los fenomenos de heterodimerizacion que
hemos descrito con anterioridad.

Para intentar confirmar nuestros resultados, hemos analizado la relacién del
estatus de HER2 y HER3 utilizado los datos procedentes del TCGA, en los que hemos
observado que ninguno de los pacientes presenta sobreexpresion de HER3 vy
amplificacion de HER2 concomitante y, por el contrario, hemos identificado que la
presencia de coexpresion HER2-HER3 aparece en los pacientes con expresion
moderada; lo que viene a confirmar los datos de nuestro estudio .

191



Nieves Martinez Lago

192

Posteriormente, con el objetivo de analizar las posibles implicaciones de la
relacion entre el estatus de HER2 y HER3, hemos elaborado dos clasificaciones para
estudiar las relaciones entre dichos receptores.

Como ya expusimos con anterioridad, inicialmente, creamos una clasificacién
de 4 categorias, dividiendo a la poblacion en HER2 positiva y HER2 negativa v,
posteriormente, dividiendo a la poblacion HER2 negativa en funcion de si presentaba
positividad para HER3, expresiéon moderada de ambos receptores o negatividad para
los mismos. Sin embargo, dicha clasificacion presentaba 2 limitaciones
fundamentales, por una parte el hecho de que no dividia a la poblacion HER2 positiva
en funcion de si presentaba expresion de HER3 concomitante y, por otra, que
clasificaba a la poblacion HER2 expresion moderada no amplificada sin expresion de
HER3 como poblacion HER2-HER3 negativa.

Por dicho motivo, para poder analizar de manera mas detallada el inpacto del
estatus de HER2 y HER3, procedimos a la creacién de una segunda clasificacion con 6
categorias en funcién del estatus de dichos receptores: HER2-HER3 negativo, HER2
expresion moderada-HER3 negativo, HER2 negativo-HER3 positivo, HER2 expresion
moderdada-HER3 positivo, HER2 positivo-HER3 negativo y HER2 positivo-HER3
positivo; solventando asi las limitaciones descritas con anterioridad.
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Tras la definicion de estas clasificaciones, asi como de los diversos subgrupos
que las integran, analizamos su relacion con los parametros clinicopatoldgicos
clasicos, objetivando una asociacion significativa entre la sobreexpresion de HER2 y
el subtipo histoldégico intestinal de Lauren; y una relacién significativa entre la
positividad de HER2 y/o HER3 y el mejor grado de diferenciacion.

En relacion al subtipo histoléogico de Lauren, hemos identificado una
asociacion significativa entre el subtipo intestinal y la positividad de HER2, comun a
las 2 clasificaciones. Asi, en la primera clasificacion, el subtipo intestinal se ha
asociado con los subgrupos HER2 positivo y HER2-HER3 expresion moderada;
mientras que en la segunda clasificacion, se ha relacionado con los subgrupos que
contenian sobreexpresion de HER2: HER2 expresion moderada-HER3 negativo, HER2
expresion moderada-HER3 positivo, HER2 positivo-HER3 negativo y HER2 positivo-
HER3 positivo. Estos resultados confirmarian la asociacion previamente descrita
entre el estatus de HER2 y el subtipo intestinal de Lauren, con la salvedad de que,
segun estos nuevos datos, no tendrian que tenerse en cuenta solo en los pacientes
con criterios de positividad para HER2, sino también aquellos con expresion
moderada que no presenten amplificacion génica.

Por otra parte, en lo referente al grado de diferenciacion, el estatus de HER2
y/o HER3, en comparacion con la poblacion HER negativa, se ha asociado con
tumores con mejor grado de diferenciacion en ambas clasificaciones, confirmando la
relacion de HER2 y HER3, ya documentada individualmente con anterioridad, y un
mejor grado de diferenciacion.
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Finalmente, tras el analisis de la relacion entre HER2 y HER3, |la creacion de 2
clasificaciones en funcion del estatus de dichos receptores, asi como su relacion con
parametros clinicopatoldgicos como el subtipo histologico intestinal de Lauren o el
mejor grado de diferenciacién; hemos analizado el impacto prondstico de los
distintos subgrupos definidos por el estatus de HER2 y HER3.

Asi, al analizar la poblacion de acuerdo a la primera clasificacion, hemos
objetivado la asociacion de la positividad HER2 o HER3 con un peor pronostico en
comparacion con la poblacién HER negativa; confirmando asi el impacto pronéstico
de la poblacion HER2 positiva descrita con anterioridad, siendo esta poblacion la de
peor pronoéstico con un 43.2% de muertes por cancer. En lo referente al estatus de
HER3, que carecia per se de impacto pronostico, la poblacion HER3 positiva presentd
una peor SG, con una tasa de muertes del 31.2%, intermedia entre la HER2 positiva
descrita con anterioridad y la poblacion HER negativa con un tasa de muertes por
cancer del 18.8%. Sin embargo, un hecho llamativo es la poblacion HER2-HER3
expresion moderada con un porcentaje de muertes por cancer del 0%, pese a no
haberse evidenciado diferencias en factores de mal pronéstico como el estadiaje o la
invasion linfovascular o perineural.

Tras el analisis de la SG de esta primera clasificacién y, con el objetivo de
confirmar los hallazgos obtenidos, procedimos al analisis de laSG en funcion de los 6
subgrupos de la segunda clasificacion. Identificamos que la positividad de HER2 y/o
HER3 se asocio con un mayor porcentaje de SG en comparacion con la poblacién
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HER negativa, a excepcion del subgrupo HER2 expresion moderada-HER3 positivo
que, como ya describimos en la primera clasificacién, no presenté ninguna muerte
por carcinoma gastrico o de la UGE. Asi, los subgrupos con sobreexpresion de HER2
aislada, ya fuese HER2 expresion moderada no amplificada o amplificacion de HER2,
sin coexpresion de HER3 presentaron las mayores tasas de muerte por cancer, en
torno al 44-50%; mientras que aquellos con coexpresion de ambos receptores, ya
fuesen HER2-HER3 positivos o HER2 negativos-HER3 positivos, presentaban unos
porcentajes intermedios, situados en torno al 30-33% de los pacientes; frente al 15%
de los pacientes HER negativos.

Estos resultados confirmarian el impacto prondstico del estatus de HER2 y
HER3, asi como de la relacién entre ambos receptores. Asi, mientras que en lo
referente a HER2, dichos resultados vienen a ratificar su impacto en SG; en relacién a
HER3, observamos resultados muy interesantes, ya que, a diferencia de cuando
analizamos el impacto de HER3 per se, el cual carece de asociacién con la SG, el
estatus de HER3 en funcién de su relacion con HER2 si posee importancia en el
pronéstico de dichos pacientes, ya que segun los resultados de nuestra serie HER3
modularia el impacto pronostico de HER2.

Otro hecho interesante, es el subgrupo de pacientes con expresion moderada
pero sin criterios de positividad de HER2 que, segun el algoritmo clasico para
determinacion de HER2 deberian clasificarse como HER2 negativos, pero que segun
nuestra serie poseen un pronostico similarala poblacion HER2 positiva.
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En base a los hallazgos de nuestro estudio, creemos que deberia crearse un
nuevo algoritmo de determinacion, que incluyese el estatus de los receptores HER2 y
HER3, y que los clasificase en las 6 categorias anteriormente descritas. Ademas dicha
clasificacién, asi como sus implicaciones, ya sean prondsticas o predictivas,
deberian servalidadas en estudios prospectivos.

Asi, en lo referente al impacto pronéstico, dicha clasificacion podria
ayudarnos a estratificar a los pacientes en 3 categorias en funcion del riesgo de
recurrencia; de alto riesgo, si presentaba sobreexpresion de HER?2 aislada; de riesgo
intermedio si presentaba coexpresion de HER2 y HER3; y bajo riesgo si se trataba de
la poblacion HER negativa. En lo referente a HER2-HER3 expresiéon moderada
creemos que su impacto pronoéstico deberia ser validado en una nueva serie
prospectiva.

Por otra parte, en lo referente al impacto predictivo de dicha clasificacion, esta
nos ayudaria a orientar la mejor estrategia de tratamiento para nuestros pacientes.
Asi, en poblacion con sobreexpresion de HER2 aislada, el tratamiento de elecciéon
podria ser una combinacién de quimioterapia y farmacos antiHER2. Sin embargo, en
los pacientes con coexpresion HER2-HER3, dado que poseemos farmacos que
presentan no solo actividad frente a HER2 sino también frente a la dimerizacién
HER2-HER3, como Pertuzumab, la combinacion de terapia antiHER2 y con actividad
frente a la dimerizaciéon HER2-HER3 con quimioterapia podria ser la estrategia de
eleccién. Sin embargo, dichas estrategias de tratamiento carecerian de utilidad en la
poblacion HER negativa, donde deberian buscarse nuevas dianas moleculares.
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Para poder confirmar dicha hipétesis, deberian llevarse a cabo estudios para
conocer el estatus de HER3, tanto en lo referente al analisis de estudios
retrospectivos en enfermedad avanzada, como el TOGA, como en enfermedad
localizada, en los estudios ya comunicados como NEOHX o HER-FLOT; asi como en
los estudios en marcha como INNOVATION o PETRARCA, ya que podrian ser de
utilidad ala hora de determinar laimportancia predictiva de dicho receptor.

Asi mismo, en lo referente a la poblacion con expresién moderada sin criterios
de positividad de HER2, con o sin presencia de HER3 concomitante, considerada
clasicamente como HER2 negativa, seria interesante testar el papel de la terapia
antiHER2 y con actividad contra la dimerizacion HER2-HER3, en base al
comportamiento diferenciado identificado en nuestro estudio en comparaciéon con la
poblacién HER negativa'36139,
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Conclusiones

Conclusion 1: Hemos observado la presencia de sobreexpresion y amplificacién de
HER2 en poblacién occidental europea resecada. Ademas ha sido identificada una
asociacion significativa entre la expresion proteicay la amplificacion génica, con una
concordancia del 100% en poblaciéon con expresion positiva o negativa y de un 33%
en poblacién equivoca.

Conclusion 2: Se confirma la validez del algoritmo de determinacion de HER2 en
enfermedad avanzada para su aplicacion en enfermedad resecada, en el que las
técnicas de IHC son de primera eleccidon y se reservan las técnicas de hibridacion,
como el DuoCISH, para los pacientes con expresion moderada o equivoca por IHC,
minimizando los costes y el tiempo para la determinacién.

Conclusion 3: Hemos identificado la asociacién entre la positividad de HER2 vy
determinados parametros clinicopatologicos clasicos, observandose que todos los
pacientes se corresponden con el subtipo intestinal de Lauren y mas de un 90%
presentan tumores bien o moderadamente diferenciados.

Conclusion 4: Hemos demostrado que la positividad de HER2 se asocia con un peor
prondéstico en el adenocarcinoma gastrico o de la UGE resecado en poblacién
occidental europea.

Conclusion 5: La positividad de HER2 define la evolucion de un subgrupo de tumores
gastricos o de la UGE, no previamente identificados, caracterizados por la
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diseminacién ganglionar precoz, en tumores confinados a la capa muscular, y la
metastatizacion adistancia, sin presencia de recidiva locorregional concomitante.

Conclusion 6: Hemos identificado la presencia de sobreexpresion de HER3 en
carcinomas gastricos o de la UGE en poblacion occidental resecada.

Conclusion 7: Hemos hallado una relacion entre el grado de diferenciacion y el
estatus de HER3, observandose que el 75% de los pacientes HER3 positivos presentan
tumores bien o moderadamente diferenciados.

Conclusion 8: HER3 no ha mostrado impacto pronostico ni influencia en la tasa o el
patron de recurrenciade la enfermedad.

Conclusion 9: Hemos definido un nuevo algoritmo para estratificar a los pacientes
en 6 categorias en funcion del estatus de HER2 y HER3, con implicaciones
pronosticas.

Conclusion 10: La presencia de sobreexpresion de HER2 aislada, se asocia con una
mayor tasa de mortalidad, mientras que los pacientes con sobreexpresion de HER3,
ya sea aislada o concomitante con HER2, presentan una mortalidad intermedia entre
la poblacion HER2 y la poblacién HER negativa.

Conclusion 11: La sobreexpresion de HER3 modula el impacto pronostico de HER2
en el carcinoma gastrico o de la UGE.
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