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1. INTRODUCCION

1.1. PREAMBULO

| cancer colorrectal (CCR) sigue constituyendo una de las primeras causas de muerte a

nivel mundial(1). El mejor conocimiento de la biologia tumoral de cada tipo de tumor

especifico ha sido crucial para el desarrollo e incorporacidn de nuevos farmacos bioldgi-

cos en el tratamiento de esta entidad llegando a alcanzar una supervivencia global supe-
rior a 30 meses en enfermedad diseminada segun datos presentados recientemente (2). Sin
embargo, pese a todos estos progresos; la quimioterapia sigue siendo la base del tratamiento
de esta enfermedad puesto que es la herramienta terapéutica que ha demostrado mayor efica-
cia. Sabemos que estos tumores presentan una alta tasa de respuesta a dicho tratamiento y tie-
nen impacto en términos de supervivencia global (SG) y supervivencia libre de progresion (SLP);
no obstante, esta eficacia se acaba perdiendo y la enfermedad adquiere resistencia al mismo.
De este modo, el CCR ha sido uno de los primeros tumores sélidos en someterse a una clasifi-
cacion desde un punto de vista molecular, dando lugar a extensas investigaciones que han pues-
to de manifiesto distintos genes y vias de sefalizacidn cruciales para el desarrollo y progresion
de estos tumores asi como la identificacién de nuevas potenciales dianas terapéuticas y estra-
tegias para revertir resistencia a tratamientos.

Asi, los ensayos clinicos mas recientes y los nuevos que se encuentran en vias de desarrollo,
estdn incorporando los Ultimos avances cientificos con el fin de pasar de una oncologia basada
exclusivamente en el tipo histoldgico para cada subtipo tumoral a una nueva practica clinica
fundamentada en la clasificacion molecular.

Las terapias dirigidas deberian ser éptimas cuando se indiquen en un contexto molecular apro-
piado. Esto supondria un tipo de farmaco que interferiria en la funcién de una molécula previa-
mente identificada en la célula tumoral pero no en las células integrantes del tejido sano. Esta
diana, desempefiaria un papel fundamental en el crecimiento anormal y/o la capacidad de inva-
sién y metastasis del tumor. La potencial especificidad que aportarian este tipo de farmacos
conllevaria una mayor eficiencia terapéutica respecto la quimioterapia estandar y ademas evi-
taria una toxicidad innecesaria a aquellos pacientes que presumiblemente, no tuvieran poten-
cial beneficio del tratamiento.

Por tanto, éste serd un objetivo a perseguir en el desarrollo de nuevas terapias en el caso con-
creto del cancer colorrectal metastasico (CRCm). En definitiva, posibilitara contribuir a validar
posibles biomarcadores predictivos para terapias moleculares dirigidas, generar informacion
valiosa en lo que se refiere a la biologia tumoral y ganar eficacia en el potencial beneficio del
tratamiento para el propio paciente.
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Este proceso ha incrementado la complejidad de la investigacidn clinica en el sentido que, las
dosis de administracién y esquemas terapéuticos de cada uno de estos tratamientos; vendra
supeditada no sélo a su perfil de toxicidad y seguridad sino también a ciertos requisitos biolo-
gicos. Esto significa que es preciso alcanzar un equilibrio que nos permita administrar los trata-
mientos a una dosis y pauta que sea segura para el paciente pero que a su vez, logre nuestra
intencidén terapéutica bloqueando la via de seifalizacidon concreta que persigamos. Los estudios
clinicos fase | son el marco idéneo para este objetivo ya que, paralelamente a los procedimien-
tos realizados para testar distintos esquemas de tratamiento y dosis administradas de la tera-
pia a estudio; se pueden asociar estudios de farmacodinamica en que se testa la diana bioldgi-
cay respuesta en las células tumorales y/o sanas. La correlacién de estos hallazgos con pardme-
tros de farmacocinética, nos conducen a la interpretacidn de la dosis dptima de tratamiento.

A lo largo de esta memoria se tratard la situacion actual del cdncer CCRm asi como la justifica-
cion de la incorporacion de nuevas drogas en esta enfermedad. Se trataran las principales vias
de sefalizacidn molecular implicadas en el desarrollo del CCR profundizando en aquellas impli-
cadas en la proliferacidn celular, particularmente en la via de sefializacién del factor de creci-
miento epidérmico (EGFR). Partiendo de esta base, se trataran de manera concreta el papel que
desempeiia MET y las integrinas en este campo. A continuacidn, se presentan los dos articulos
de tesis que siguen estas lineas de investigacion en lo que se refiere a interferir en dichas vias
de sefializacién para el tratamiento del CCRm.

En la primera publicacidn, se caracteriza el desarrollo de Flicatuzumab o SCH900105, un anti-
cuerpo monoclonal humanizado de tipo inmunoglobulina 1 (IgG1) dirigido contra el factor de
crecimiento de los hepatocitos (HGF) con efectos antitumorales debido a su capacidad de unidn
y neutralizacién de HGF libre, inhibicién de la fosforilacién de c-MET, inhibicion de la prolifera-
cion, induccion de apoptosis, angiogénesis e inhibicidn de la capacidad de invasién y motilidad
celulares (3). En el segundo trabajo se describe la caracterizacién del farmaco Abituzumab o
EMD525797 en combinacién con quimioterapia estandar en segunda linea de tratamiento para
CCRm. Abituzumab es anticuerpo monoclonal humanizado de tipo IgG2 que actua contra la
subunidad alfa-v (V) de los receptores de la integrina humana. De este modo, el farmaco tiene
el potencial de inhibir la progresidon tumoral mediante la inhibicién de la angiogénesis inducida
por el tumor y la inhibicién de la proliferacién tumoral actuando directamente sobre las células
tumorales y afectando a la migracidon y la extravasacion de las células tumorales (4). Cada una
de las dos publicaciones, se acompafia de una discusién de los resultados presentados y poten-
ciales lineas de investigacion asociadas.

1.2. ANTECEDENTES

1.2.1. BASE MOLECULAR DEL CANCER COLORRECTAL
1.2.1.1. Generalidades

A finales de la década de los 80 y principios de los 90 se sentaron las bases genéticas del CCR
mediante la descripcién de dos modelos tumorigénicos complementarios que conjuntamente
argumentaban la génesis de la mayoria de los tumores de este origen: la secuencia podlipo-ade-
noma-adenocarcinoma de Vogelstein (5, 6), responsable de la génesis de aproximadamente el
90° éde los tumores de colon y la inestabilidad de microsatélites (MSI) responsable del 10° bres-
tante descrita por Perucho (7) . Estos modelos posteriormente, se han ido completando
mediante la sedimentacién progresiva de nuevo conocimiento hasta llegar al actual panorama
molecular de la enfermedad al inicio de la era de la ultrasecuenciacién tumoral.

Asi pues, la mayor parte de tumores colorrectales son fruto de un proceso progresivo de even-

tos que dan lugar a la ganancia de mutaciones acumulativas en ciertos oncogenes y la pérdida
de funcién de genes supresores de tumores que llevan a la transicidn de lesiones benignas pre-
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existentes a la formacidn de un carcinoma. El inicio de esta cascada de carcinogénesis parte de
alteraciones del gen que codifica para una proteina llamada APC (del inglés; Adenomatous poly-
posis coli) cuya pérdida de funcidn conlleva la concatenacién de dicha sucesién de eventos
moleculares. Uno de los puntos fundamentales en la adquisicion de un fenotipo agresivo viene
dado por la incorporacién de activaciones de las vias de transduccidén que se inician en los
receptores de membrana a través de proteinas intermediarias con actividad GTPasa que provo-
can una sefial de induccion de proliferacién mediada por MAPK/ERK. Histolégicamente, esto
supone un evolucion del adenoma desde sus fases mas incipientes hasta las mas tardias con una
displasia que va alcanza progresivamente etapas de mayor severidad (5) (figura 1, adaptado de
Vogeltestein et cols (5)).

FIGURA 1: Alteraciones genéticas en la progresién del CRC. Las vias de sefializacidn mas relevantes que llevan a la
tumorigénesis se muestran en la transicion de cada estadio evolutivo. Uno o diversos genes que codifican componentes
de cada una de estas vias pueden verse alterados en cada tumor en particular. La edad indica los intervalos de tiempo
durante los cuales dichos genes suelen verse mutados.

PI3K

Vias de seiializacion Ciclo celular
TGFB

Epitelio colénico normal Adenoma incipiente

Edad cronoldgica (afios) 30-50

Estas vias de sefializacién han sido, por tanto; objeto de estudio no sélo para el mejor conoci-
miento de la biologia molecular del CCR sino también por su potencial aplicabilidad desde un
punto de vista terapéutico. A continuacion se detallara los procesos moleculares concretos que
tiene mayor impacto en la génesis y supervivencia tumoral en el caso concreto del CCR viendo
ademas, como estos han llegado y pueden llegar a constituir potenciales dianas farmacoldgicas.

1.2.1.2. Via de sefalizacién de WNT/APC/R-CATENINA

Hasta en un 80° éde los adenomas y tumores CCR, el gen supresor de tumoral APC se encuen-
tra defectuoso siendo esta una de las alteraciones moleculares mas frecuentes y precoces en la
secuencia de alteraciones genéticas acumuladas que llevan al CCR. En este tipo de tumores, la
mayor parte de mutaciones a nivel de APC suponen un truncamiento de la proteina conllevan-
do su pérdida de funcién (8).

En condiciones normales, la proteina APC degrada la 3-catenina citoplasmatica una vez ésta se
une al complejo APC/axina/GSK-3R. GSK-3R actua fosforilando a R-catenina haciendo que se
conjugue con ubiquitina y sea finalmente degradada (9, 10). Por tanto, la presencia de una pro-
teina APC no funcionante supone la acumulacién de R-catenina en el citoplasma que a su vez se
acaba traslocando al nucleo. Esta molécula no solo tiene un papel fundamental en la adhesion
celular sino que tiene una importante interrelacién con la via de sefializacién de WNT pudien-
do llegar a activarla tal y como se describe a continuacion (11, 12) (Figura 2).

El gen WNT1 codifica para una glicoproteina que desempeia un papel fundamental en la seia-
lizacién extracelular y, a su vez, forma parte de una familia de factores de crecimiento (13). No
solo WNT1, sino también otros miembros de la familia de WNT, intervienen en procesos de cre-
cimiento, diferenciacién y muerte celular. Esta via de sefalizacion se inicia con la unién de WNT
a un receptor especifico denominado Frizzled. Para que esto no ocurra, se encuentra también
un factor extracelular denominado WIF (factor inhibidor de WNT). En esta situacion fisioldgica,

12
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Frizzled no esta activado de modo que las proteinas B-catenina, APC y GSK-31 forman un com-
plejo que produce que B-catenina sea fosforilada por GSK-38; a continuacion la proteina beta-
catenina fosforilada es ubiquitinizada y degradada en el proteosoma. Igualmente, en situacion
basal, la expresion del oncogen c-MYC se encuentra silenciada por la presencia de un factor lla-
mada Groucho, que reprime la actividad pro-transcripcional del factor de transcripcién LEF (fac-
tor de las células T) y TCF (potenciador del factor linfoideo)(13, 14).

La llegada de Wnt a su receptor Frizzled provoca su activacién, lo cual a su vez activa proteinas
intermediarias como Dishevelled (Dsh), que son las responsables de inhibir la actividad quinasa
de GSK3-beta. De esta forma, GSK3-beta no puede fosforilar a R-catenina, librandose del com-
plejo APCy se trasloca al nucleo. Alli desplaza a complejos represores de la transcripcion y pone
en marcha mecanismos de transcripcion LEF/TCF induciendo la expresidén de genes, que habi-
tualmente se encuentran reprimidos como es el caso de c-MYC que precipita la divisidn celular.

FIGURA 2: Via de sefializacién de WNT/B-catenina. La via de WNT/R-catenina, tiene un papel fundamental en procesos
de crecimiento, diferenciacion y muerte celular.

Estado inactivado Estado activado

Nucleo

[ o (prop1) |

Por tanto, alteraciones moleculares que supongan la activacidon de esta via de sefializacién
como mutaciones a nivel de APC que a su vez implican la acumulacién citoplasmatica de R-cate-
nina, supone un paso primordial para el desarrollo de tumores como el CCR.
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1.2.1.3. Via de seiializacion del factor de crecimiento epidérmico

El cancer de colon, como neoplasia epitelial, presenta una expresién muy significativa de EGF
(del inglés; epidermal growth factor-EGF o factor de crecimiento epidérmico) y/o su receptor;
EGFR. EGFR se encuentra sobreexpresado en un 75-90° éde los tumores y se ha postulado que
dicho aumento en el nimero de receptores extracelulares podria conferir peor prondstico (15).
Se trata de una proteina de membrana con funcidn tirosin-quinasa que representa una impor-
tante diana para el tratamiento contra el cancer dado que su activacion estimula una cascada
de procesos implicados en el crecimiento y progresién tumoral incluyendo mecanismos de pro-
liferacidn, angiogénesis, invasion y metastasis (16). La familia del receptor EGFR comprende 4
moléculas: EGFR (HER1), HER2, HER3 y HERA4. Estos receptores, tienen la habilidad de poder
unirse a distintos ligandos que inician la activacion de la via una vez se da la unién al receptor
(17). Se pueden definir sistematicamente tres pasos en la activacién de la sefializacion intrace-
lular dependiente de EGFR (Figura 3, adaptado de Ciardiello et cols (18)). En primer lugar, tiene
lugar la unién especifica de un ligando al receptor en la porcion extracelular del receptor EGFR
o en uno de los receptores relacionados con el mismo. A continuacidn, se da la formacion de
una homodimerizacion o heterodimerizaciéon entre los mencionados receptores que supone la
fosforilacion dependiente de adenosin-trifosfato (ATP) de residuos tirosina especificos en el

FIGURA 3: Receptores EGFR. La activacion del receptor EGFR consiste en tres pasos fundamentales en que se da la unién
especifica de un ligando a la porcién extracelular del receptor, ocurre una homodimerizacion o heterodimerizacion entre
los receptores y se fosforilan los residuos tirosina especificos en el dominio intracelular activando un programa de sefial-
izacion intracelular desde el citoplasma hasta el nucleo.
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dominio intracelular del receptor EGFR (19). Finalmente, esta fosforilacion de los residuos espe-
cificos tirosina activa un complejo programa de sefializacién intracelular desde el citoplasma
hasta el nucleo. Una de las vias de sefializacién primordial mediada por la activacidn del recep-
tor EGFR es RAS-RAF-MEK-MAPK (20). Esta via, media la transcripcion gendmica, progresion del
ciclo celular desde G1 a Sy proliferacién celular.

1.2.1.3.1. Via de sefializacion de RAS/RAF/MEK/MAPK

La sobre-activacion de la via de las MAPK es uno de los principales fendmenos en la génesis del
CCR. Como ya se ha mencionado, la activacién de la cascada de sefalizacion comienza cuando
el dominio tirosina-quinasa de alguno de los receptores efectores de membrana es fosforilado.
Tras este proceso, los grupos fosfato incorporados son capaces de atraer los dominios SH2 de
algunas de las proteinas activadoras de KRAS que reciben el nombre en inglés de Guanine
Exchanging Factors (GEPs). Cuando esto sucede, los GEPs son a su vez fosforilados producién-
dose un cambio en su conformacion que les permite atraer y unirse a las proteinas de la fami-
lia RAS. Las proteinas RAS (KRAS, HRAS y NRAS) son GTPasas, cuya funcion consiste en unir
moléculas de guanina tri-fosforiladas (GTP) y defosforilarlas, proceso mediante el cual sufren un
cambio en su conformacidn que les permite interactuar con otras proteinas. Una vez esta inte-
raccidn se ha realizado, la proteina RAS recupera su conformacidn inicial mediante la defosfori-
lacién de la molécula de GTP.

RAS es una de las proteinas que podemos encontrar mas frecuentemente mutada en tumores
humanos (21). La mayor parte de mutaciones oncogénicas de RAS se encuentran se dan en el
coddn 12 mediante la sustitucién de una glicina por cualquier otro aminoacido en esta situa-
cion. Esto implica un bloqueo de la unién GAP al complejo RAS-GTP haciendo que RAS se
encuentre constitutivamente activado en la situacion RAS-GTP (22). La activacién continua de
RAS genera una estimulacién celular constante de diversas funciones oncogénicas tales como el
crecimiento, progresion del ciclo celular a través de la fase G1-S y estimulacion de la angiogé-
nesis. Ademas, este fendmeno favorece la transformacién del metabolismo celular hacia pro-
gramas predominantemente anabdlicos que sustentan los nuevos y elevados requerimientos
derivados del comportamiento tumoral, inmortalizacién celular o el incremento de la motilidad
y potencial metastasico (23).

A continuacion, el complejo activo RAS-GTP se une a una proteina serina-treonina quinasa lla-
mada RAF mediante su fragmento N-terminal. La hidrélisis de RAS-GTP a RAS-GDP hace que RAF
sea activado mediante fosforilacién y posteriormente liberado (24). BRAF, miembro de la fami-
lia de proteinas RAF (A,B,C-RAF) es la principal efectora de RAS en la via de las MAPK. Cuando
BRAF es activada por RAS, ésta interactia con CRAF para activar a MEK, que a su vez extiende
la sefial mitogénica a la activacion de ERK que finalmente se trasloca al nucleo celular donde
activa los programas genéticos que resultan en los efectos previamente descritos (25). Hasta la
fecha, se han identificado mutaciones en tres proteinas RAF diferentes (ARAF, BRAF y CRAF) que
estdn implicadas en tumores humanos. De éstas, las mutaciones en BRAF son las mas frecuen-
tes. Se han llegado a describir mutaciones de BRAF en el 13° 4de los tumores originados en colon
y recto de las cuales, el 99° Kpresentaban transicion a V600E. Este fendmeno es mutuamente
excluyente con la presencia de mutaciones en RAS en una misma célula. La alteracién activado-
ra mas frecuente descrita es la V600E y consiste en una sustitucién de la valina en su posicidén
600 por un acido glutamico (26). Ya existe evidencia que indica que las mutaciones BRAF podri-
an actuar como un factor de resistencia a terapia anti-EGFR (27). Esto implicaria que las muta-
ciones BRAF activadas puedan suprimir la inhibicion del crecimiento inducida normalmente por
el agente terapéutico. De igual modo, también constituiria un marcador prondstico negativo en
pacientes con CCRm vy su efecto, al contrario de las mutaciones RAS, parece no estar limitado a
los resultados del tratamiento con anti-EGFR (28). Por tanto, los farmacos inhibidores de BRAF
podrian suponer una interesante alternativa terapéutica para los pacientes cuyos tumores pre-
senten este tipo de mutaciones.
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1.2.1.3.2. Via de sefializacion de PI3K/AKT/mTOR

La via de PI3K-AKT-mTOR constituye un eje central en la sefializacién celular tanto en tejidos
sanos como en la mayoria de tipos tumorales. La desregulacidén de esta via de sefializacién es
una de las alteraciones mas frecuentes en neoplasias humanas y se considera crucial para el
desarrollo tumoral (29). La sefial se desencadena con la estimulacion del receptor de membra-
na, el dominio tirosina-quinasa del cual; una vez fosforilado atrae hacia si el dominio SH2 de la
parte p85 de PI3K (siglas en inglés de Fosfo-Inositol quinasa). PI3K es una quinasa lipidica for-
mada por dos subunidades, p85 parte reguladora y p110 subunidad catalitica. Cuando la subu-
nidad p85 esta unida al grupo fosfato del receptor transmembrana, se produce un cambio con-
formacional sobre p110 que le posibilita interactuar con las moléculas de fosfo-inositol bifosfa-
to (PIP2) fosforilandolas para dar fosfo-inositol trifosfato (PIP3), mecanismo que también puede
ocurrir por la unién de KRAS directamente a la subunidad p110. El PIP3 puede ser reciclado a
PIP2 por accion de la fosfatasa homodloga del tensindgeno (PTEN) que antagoniza la funcion de
PI3K actuando como represor de la via. PIP3 es capaz de fosforilar AKT (proteina quinasa B) y
PDK1 (proteina quinasa 1 dependiente de fosfoinositol), dos proteinas situadas por debajo en
la via, que a su vez tienen como funciones mas importantes la activacion de los complejos mTOR
1y 2 (del inglés; mammalian target of rapamycin), P70S6 quinasa y también la supresion de
FOXO03a (del inglés; Forkhead box 03), provocando, entre otras cosas, la activacion del metabo-
lismo, adquisicion de resistencia a la apoptosis, un incremento de la motilidad celular, un
aumento de la angiogénesis y la progresion del ciclo celular.

La proteina PI3K se encuentra alterada por mutacion en un 10-20° éde los CCR siendo menos fre-
cuente que se encuentre amplificada (30). Por otro lado, PTEN, principal represor de la via, puede
verse mermado por mutaciones inactivadoras o por disminucién de su expresién ya sea por pér-
didas alélicas o metilacién de su promotor (31). Entorno al 19-36° éde los CCR presentan una dis-
minucion en la expresion de PTEN, alteracién que por la relacidn con la via de EGFR podria tener
un impacto en lo que se refiere al tratamiento con terapia especificas dirigidas (26).

Cabe destacar ademas, que existen numerosas interacciones entre diferentes vias de sefializa-
cion involucradas en la proliferacién y la progresion tumoral (Figura 4). Estas interacciones esta-
blecerian mecanismos de escape que permitirian al tumor escaparse del bloqueo farmacoldgi-
co. Como ya se ha mencionado, las vias de RAS-RAF-MEK-MAPK y la de PI3K-Akt-mTOR juegan
un papel importante en la tumorigénesis a través de la fosforilizacién de distintas proteinas y
factores de transcripcidon que directamente controlan el crecimiento , la diferenciacion y la
apoptosis (32). Mutaciones en los genes KRAS, NRAS, BRAF o PI3K resulta en una activacion
continua de sus proteinas de cascada RAS cascada RAS-MAPK o PI3K, de forma independiente
a la inhibicidn producida por farmacos que bloquean el receptor del EGFR.

FIGURA 4: Principales vias de sefializacidon celulares involucradas en la proliferacion y la
progresion tumoral y su interaccion.
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1.2.1.4. Via de senalizacion de MET

El proto-oncogen MET se identificd por primera vez en lineas celulares de osteosarcoma en
1984 y su proteina resultante fue posteriormente descrita como un receptor de tipo tirosin-qui-
nasa cuyo ligando es el factor de crecimiento de los hepatocitos conocido en inglés como HGF
(33, 34). La via de MET/HGF juega un papel fundamental en la formacion de los hepatocitos y la
placenta durante la embriogénesis y sus efectos son criticos para la regeneracion de tejidos (35,
36). Asi mismo, favorece la proliferacién de los queratinocitos y su migracion hacia zonas no epi-
telizadas (37). Por tanto, la desregulacidn en esta via de sefializacién favoreceria procesos de
proliferacién, apoptosis y migracidn celular que facilitarian el proceso de crecimiento tumoral y
metastatizacidon generando neoplasias dependientes de esta via.

La activacién dependiente de la unidn de MET a HGF da lugar a la dimerizacion del receptory la
fosforilacién de tres residuos de dominio tirosin-quinasa dando lugar a un proceso de autofos-
forilacion que favorece el reclutamiento de proteinas efectoras citoplasmaticas y activando la
sefializacion transmembrana. Los efectos de esta cascada de sefalizacidn se transmiten
mediante la via de las MAP-quinasas, PI3K/AKT, STAT y el factor nuclear k_ (Figura 5). Como se
ha mencionado previamente, la consecuencia final de la activacidn de estas vias de seializacion,
es la activacién de procesos citoplasmaticos y nucleares que incrementan la proliferacion celu-
lar, supervivencia, movilizacidn y capacidad de invasién (38, 39). Se ha observado que el desa-
rrollo de modelos murinos con una mutacién activadora a nivel de MET, da lugar a la aparicién
de distintos tipos de neoplasias siendo esto una evidencia mas de la actividad oncogénica que
tendria este tipo de alteracién molecular (40). Aunque la amplificacion de MET (cromosoma
7931) se ha descrito en ciertos tipos de tumores como es el caso de CCR (41); la sobreexpresion
del receptor es mas frecuentemente observada (34).

FIGURA 5: Via de sefializacion de MET. La unién de MET a HGF da lugar a la dimerizacién del receptor y fosforilacion del
dominio tirosin-quinasa dando lugar a un proceso de autofosforilacion que favorece el reclutamiento de proteinas efec-
toras citoplasmaticas entre las que se encuentran y activando la sefializacion transmembrana.
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También cabe destacar la interaccién de la via de MET con otras mecanismos celulares pro-
oncogénicos como HER2 y HER3. Por ejemplo, las células que expresan EGFR y MET han demos-
trado ser independientes de la activacién de MET mediante su unién propia a ligando siendo
posible este fendmeno gracias a la activacion a través de EGFR (42, 43). Por otro lado, en algu-
nos tipos de tumores en que la via de EGFR es particularmente relevante; se han hecho obser-
vaciones particulares al respecto. Se ha observado que en el cancer de pulmdn de célula no
pequeia cuyas células presentan mutacién a nivel de EGFR presumiblemente sensibles a inhi-
bidores tirosin-quinasa EGFR, la amplificacion de MET seria un mecanismo de resistencia a este
tipo de terapias mediante la activacién de la via de PI3K a través de HER3 (43, 44).

En el caso concreto de CCR, se ha observado en lineas celulares que en ausencia de mutacién a
nivel de RAS y cuando existe sobreexpresion del factor de crecimiento tumoral alfa (TGF-R)
como ligando de EGFR, da lugar a la activacion de la via de MET de modo que esto conferiria
resistencia a las terapias anti-EGFR como cetuximab o panitumumab (45, 46).

La sefalizacion mediada por MET también favorece la progresién tumoral mediante la angiogé-
nesis. MET/HGF es un inductor potente de la produccién del factor de crecimiento del endote-
lio vascular (del inglés; vascular endothelial growth factor, VEGF) tipo A y un inhibidor de la
trombospondina-1 a través de moléculas de sefializacion comunes dando lugar al incremento
de la vascularizacion (47, 48).

Finalmente, cabe destacar que también hay estudios que apuntan a un posible papel de MET
favoreciendo el mantenimiento del nicho de las células madre o pluripotentes. HGF seria secre-
tado por miofibroblastos del nicho favoreciendo su estabilizacion (49-52). Esto tiene particular
relevancia si tenemos en consideracion que la via de WNT tiene un papel fundamental en CCR.

1.2.1.5. Via de senalizacion del factor de crecimiento transformante R

El factor de crecimiento transformante R (TGF-R) forma parte de una amplia familia de péptidos
con funcion de factores de crecimiento que incluyen 5 genes altamente conservados (TGF-R1 a
TGF-R5) los productos de los cuales forman dimeros de 25 kDa. Se han identificado tres protei-
nas de la superficie celular capaces de unirse a TGFR. Estas serian los receptores de tipo 1, tipo
2 y tipo 3 de TGFR (TGFR1, TGFR2, TGFR3) que se unen a TGFR1 y TGFR2 con una alta afinidad.
El dominio extracelular rico en cisteinas de estas moléculas presenta una regién con alta iden-
tidad con la molécula DAF-1 y con el receptor de activina pero no tiene homologia con EGFR o
el factor de crecimiento derivado de las plaquetas. Los receptores TGFRR1 y TGFR2 se localizan
en la membrana citoplasmatica y se distribuyen de forma ubicua a nivel tisular. Ambos recep-
tores median la accidn de los miembros de la familia y son serina-treonina quinasas transmem-
brana. TGFR se une directamente al receptor 2 de TGFR, el cual es directamente fosforilado.

Las distintas isoformas de TGFR son potentes inhibidores de la proliferacion en muchos tipos
celulares . Sin embargo, TGFR también es secretado por una amplia variedad de células tumo-
rales y su el incremento en su produccidn frecuentemente se correlaciona con propiedades
andmalas de adhesion celular pudiendo incrementar la capacidad metastasica. TGFR es capaz
de estimular al mismo tiempo la proliferacidon de una linea celular de adenocarcinoma y promo-
cionar la invasividad tumoral como ocurre también en ciertos tipos de tumores como el cancer
de pulmdn. Sin embargo, en otro tipo de entidades como el cancer de mama, TGFR inhibe la
proliferacién posiblemente a través de la estimulacién de la proteina de unién al factor de cre-
cimiento similar a la insulina (53, 54).

Cabe destacar que la sobreactivacion del eje de TGFR es de particular relevancia en la enferme-
dad avanzada puesto que contribuyen al mantenimiento y supervivencia de las células madre
pluripotenciales a la vez que contribuye a la transicion epitelio-mesénquima (del inglés, epite-
lial mesenchymal transition, EMT) favoreciendo asi el potencial de metastatizacién (55).
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1.2.1.6. Angiogénesis
1.2.1.6.1. Generalidades

Es bien sabido que la angiogénesis juega un papel crucial en el desarrollo del CCR. Se trata de
un proceso mediante el cual se da lugar a la formacidn de nuevos capilares en un lecho vascu-
lar previo favoreciendo asi la supervivencia y crecimiento tumoral. Cuando el tumor adquiere
un tamafio critico que imposibilita la llegada de nutrientes y oxigeno, se da una situacién de
hipoxia que es el desencadenante fundamental que da lugar a la liberacion de factores angio-
génicos. VEGF es uno de los principales activadores angiogénicos. Las células endoteliales
expresan en su membrana receptores con actividad tirosin-quinasa especificos para VEGF (del
inglés; vascular endotelial growth factor receptor, VEGFR). Se conocen tres tipos de receptores
VEGF: VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3 (Figura 6, adaptado de Kerbel et cols (56)). El receptor de tipo
1 es necesario para mediar la migracion de monocitos y macréfagos y el reclutamiento de pre-
cursores hematopoyéticos, mientras que los receptores de tipo 2 y 3 estan mas implicados en
los procesos de linfangio y vasculogénesis. VEGF se expresa en la mayor parte de neoplasias
humanas asocidndose generalmente a un peor prondstico. Existen distintos factores que pue-
den incrementar la expresién de VEGF como factores microambientales tipo hipoxia, pH bajo,

FIGURA 6: Via de sefializacion de VEGF: La activacion del receptor da lugar al inicio de una cascada de sefializacién en la
que se estan implicadas otras vias intracelulares de vital importancia para la proliferacién y supervivencia tumoral como
es el caso de la via de las MAP-quinasa o la via de PI3K.
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citoquinas inflamatorias o factores de crecimiento. Otras causas, incluyen cambios genéticos
que suponen la activacidon de distintos oncogenes o pérdida de funcién de genes supresores
tumorales. La unién de VEGF al receptor desencadena una cascada de sefalizacion que pone en
marcha mecanismos que dan lugar a un incremento de la permeabilidad celular que posibilita
la entrada de otros factores de crecimiento, inducen la proliferacién celular, aumentan la capa-
cidad de migracion de la célula, inhiben la apoptosis y finalmente aumentan la supervivencia
(56). De este modo, bloquear los procesos que la angiogénesis constituye una interesante via
para tratar el CCR siendo bevacizumab, anticuerpo monoclonal dirigido a VEGF-A; el primer far-
maco biolégico incorporado al tratamiento estandar de la enfermedad avanzada (57, 58).

1.2.1.6.2. Papel de las integrinas

Las integrinas son receptores transmembrana de tipo glicoproteina formadas por una subuni-
dad oy B que median la interaccidn intercelular y con la matriz extracelular. El entorno extra-
celular juega un papel fundamental en el comportamiento celular. De este modo, las integrinas
actuarian como receptores que median la unién y migracion celular mediante el reconocimien-
to de distintas moléculas de la matriz extracelular de modo que esto tiene particular relevancia
en la angiogénesis tumoral mediante la interaccion de las células tumorales con las células
endoteliales. Las integrinas también tiene un efecto directo sobre las células tumorales estimu-
lando la sefalizacidn intercelular que puede afectar la expresidn génica y alterar la regulaciéon
de la supervivencia celular, diferenciacién y proliferacion (59-61).

Tal y como se ha descrito previamente, el rol de factores de crecimiento como VEGF y sus recep-
tores como componentes fundamentales en el desarrollo de la angiogénesis tumoral estan bien
establecidos. Sin embargo, también sabemos que los factores de crecimiento secretados en el
lecho tumoral también son de gran importancia la activacion de moléculas de implicadas en
invasion y adhesion relevantes para la angiogénesis. La supervivencia de las células tumorales,
depende en gran parte de la unién célula-célula y de su contacto con la matriz extracelular de
modo que las integrinas actuarian permitiendo estas dos funciones. Existen varios mecanismos
mediante los cuales la interaccién de la matriz extracelular con las células tumorales pueden
promover la proliferacion celular, supervivencia e invasién incluyendo aquellos mediados por
metalopoteinas-3 (MMP-3) y las integrinas (62). La interaccién que median las integrinas con la
matriz rigida extracelular y la célula tumoral resultaria en la activacién de la via de sefializacién
de RHO de modo que esto estimularia la contractilidad y la EMT, la via de ERK y; por tanto, se
induciria la proliferacion celular. De igual modo, las integrinas alfaR3/alfaR5 podrian ejercer
efectos antiangiogénicos interaccionando con vibrinectina, fibrindgeno y otras moléculas en las
células endoteliales tras la activacion de MMP-2 o trombospondina-1. Por otro lado, también
existen trabajos en que se ha observado que la sobreexpresién de integrinas en ciertos tipos
tumorales puede conferir un prondstico desfavorable (63). Asi pues, estas moléculas podrian
considerarse también potenciales dianas terapéuticas en el CCR.

Base Molecular del Cancer Colorrectal: Puntos Clave

* El modelo tradicional de desarrollo de CCR se basa en la acumulacidn progresiva de alteracio-
nes genéticas y epigenéticas que llevan al desarrollo de una secuencia de progresién adeno-
ma-carcinoma.

* Este modelo ha llevado a identificar los principales oncogenes y genes supresores de tumo-
res implicados en este proceso como KRAS, NRAS, BRAF, PI3K y APC, PTEN respectivamente.

» Las alteraciones moleculares descritas conllevan una desregulacion en vias de sefalizacidn
cruciales para la proliferacion y supervivencia tumorales siendo las mas relevantes: WNT/R-
catenina, TGFB, EGFR, via de las MAPK y PI3K.

* Laangiogénesis y los mecanismos de adhesidn intercelular y con la matriz extracelular tienen
un rol fundamental en la progresion tumoral y potencial de metastatizacion.

» Dichas alteraciones moleculares no sélo han sido base para la incorporacion de nuevos agen-
tes terapéuticos en el tratamiento del CCRm como anticuerpos anti-EGFR y antiangiogénicos,
sino que siguen una via de investigacion fundamental para la identificacién de mecanismos
de resistencia a los mismos y desarrollo de nuevas terapias dirigidas.
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1.2.2. TRATAMIENTO CONVENCIONAL DEL CANCER COLORRECTAL METASTASICO
1.2.2.1. Papel de los quimioterapicos

Si bien al principio de la década de los 80 la supervivencia media de los pacientes con CCRm
era de 6 meses, ésta se prolongd con la incorporacidn de quimioterapicos como el 5-
Fluorouracilo (5-FU) que, en combinacidon con leucovorin (LV) ofrecié datos de SG de 12
meses (64). El desarrollo de regimenes infusionales de 5-FU en combinacién con LV supuso
una mejoria en el perfil de toxicidad del tratamiento asi como en términos de eficacia. Por
otro lado, la incorporacion de las fluoropirimidinas (FP) orales como capecitabina, también ha
permitido ofrecer a estos pacientes otras alternativas terapéuticas con un buen perfil de toxi-
cidad y eficacia (65, 66). La asociacidon de 5-FU infusional a LV e irinotecan (FOLFIRI) u oxali-
platino (FOLFOX) supuso una mejoria en el prondstico de estos enfermos alcanzando mayor
TR, SLP y SG que 5-FU/LV (65, 67-69).

FOLFOX y FOLFIRI ofrecen una actividad similar aunque tienen distinto perfil de toxicidad fun-
damentalmente neuropatia sensorial atribuible a oxaliplatino y alopecia y mayor incidencia de
diarrea en el caso de irinotecan (68). Cabe destacar que, cuatro estudios aleatorizados han
demostrado que no hay mayores diferencias en términos de SG de un tratamiento de combina-
cion de inicio respecto una opcidn secuencial. Asi, una pauta secuencial inicidndose con FP seria
una opcion valida en determinados pacientes considerados fragiles o de riesgo para toxicidad
(70-72). De hecho, ciertos estudios retrospectivos han demostrado que la exposicion a los tres
citostdticos en distintas secuencias supone mayor SG. También existe evidencia acerca de las
triples combinaciones de 5-FU, oxaliplatino e irinotecan en pauta FOLFOXIRI mostrando benefi-
cio en todos los términos de eficacia comparado con un doblete de FOLFIRI aunque a expensas
de mayor toxicidad. Este es un régimen de tratamiento, por tanto; que se reserva a pacientes
seleccionados (73). Las segundas lineas de tratamiento se basaran en la opcion tomada en la
primera linea y no hay en la actualidad evidencia de que una opcion preferente (68).

Sin embargo, lo que ha supuesto el mayor avance en el tratamiento de esta entidad ha sido la
incorporacién de farmacos biolégicos como es el caso de los farmacos antiangiogénicos como
bevacizumab y aflibercept y los anticuerpos anti-EGFR como cetuximab y panitumumab (28, 58,
74). La exposicidon a todos estos agentes a lo largo de la historia oncoldgica del paciente es lo
que parece haber ofrecido mejores resultados de supervivencia. Recientemente se han presen-
tado estudios fase Ill que enfrentan combinaciones que incluyen anti-EGFR o antiangiogénicos
y que ofrecen SGs entorno a los 30 meses siendo este beneficio mayor en poblaciones molecu-
lares seleccionadas (75, 76).

1.2.2.2. Farmacos antiangiogénicos

Bevacizumab es un anticuerpo monoclonal que se une a VEGF evitando asi su unién a VEGFR1
y VEGFR2 que se encuentra en las células endoteliales. Esto implica una reduccién de la vascu-
larizacién tumoral y por tanto inhibe el crecimiento tumoral.

Bevacizumab ha demostrado un incremento en términos de SG, SLP y TR en primera linea de
tratamiento en combinacién con 5FU/LV e irinotecan (57). En asociacidn con oxaliplatino y FP
ha evidenciado mejoria en SLP también en primera linea de tratamiento (58). La combinacién
de FOLFOXIRI con bevacizumab ha demostrado también tener impacto en SLP y TR en compa-
racion con FOLFIRI y bevacizumab llegando a alcanzar unos de los mejores resultados de super-
vivencia hasta el momento (77). La molécula también ofrece beneficios significativos en SG y
SLP en asociacion con FOLFOX en segunda linea de tratamiento (78). Sin embargo, y de forma
mas interesante; también se ha demostrado que mantener bevacizumab una vez se cambia el
esquema de quimioterapia tras progresidn a una primera linea que incluya el anticuerpo;
impacta en SG y SLP (79). La toxicidad caracteristica de bevacizumab es la derivada de su meca-
nismo de su accidon como antiangiogénico, de modo que puede ocasionar hipertension, protei-
nuria y mayor incidencia de trombosis y sangrado entre otros. Cabe decir que a dia de hoy toda-
via no existen factores moleculares predictivos de respuesta para este tipo de agentes.
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Aflibercept es una molécula de fusiéon recombinante dirigida a bloquear VEGF-A, VEGF-B y el
factor de crecimiento placentario (PLGF). Esta molécula ha demostrado mejorar la SG, SLP y TR
en combinacion con FOLFIRI en segunda linea de tratamiento para CCRm independientemente
del tratamiento previo con bevacizumab (80, 81). Aflibercept presenta un perfil de toxicidad
muy similar a bevacizumab puesto que también se trata de un fdrmaco antiangiogénico aunque
se ha observado que se asocia a cierto incremento de los efectos secundarios de la quimiotera-
pia presentando mayor incidencia de diarrea, neutropenia o mucositis.

Regorafenib es un farmaco oral inhibidor multiquinasa que ha demostrado incrementar SG y
SLP respecto a tratamiento exclusivo de soporte en aquellos enfermos en situacion de refracta-
riedad a tratamiento estandar (81). Los efectos adversos mas frecuentemente observados en el
estudio regulatorio sindrome mano-pie, astenia, diarrea, hipertensidon y eritema o descama-
cion.

1.2.2.3. Farmacos dirigidos frente al receptor del factor de crecimiento epidérmico

1.2.2.3.1. Papel de los anticuerpos dirigidos frente al factor de crecimiento epidérmico en
el tratamiento del cdncer colorrectal metastdsico

La indicacidn de tratamiento con anti-EGFR en CCRm supone el paradigma de la terapia perso-
nalizada en esta neoplasia. Cetuximab y panitumumab son los dos farmacos anti-EGFR aproba-
dos para el tratamiento de CCRm en distintas lineas de tratamiento y bajo distintas combinacio-
nes. Ambos farmacos son anticuerpos monoclonales de tipo murino IgG1 en el caso de cetuxi-
mab y, humanizado e IgG2 en el caso de panitumumab. La potencial eficacia de los mismos, sin
embargo; viene supeditada a aquellos pacientes cuyos tumores no presentan mutacion a nivel
de los exones 2, 3y 4 de KRAS y NRAS. Se ha demostrado que la presencia de mutacion a uno
de estos niveles no solo constituye un factor predictor de no respuesta a tratamiento con a
estas drogas sino que, el empleo de las mismas en estas poblaciones; puede implicar incluso un
efecto detrimental (74, 82). De este modo, la ausencia de mutacién a nivel de RAS es requisito
para la prescripcion de ambos anticuerpos de acuerdo con la Agencia Europea del
Medicamento.

En lo que se refiere a datos concretos de eficacia, ambos anticuerpos han demostrado actividad
desde su administracion en monoterapia hasta distintas combinaciones con esquemas citosta-
ticos. Cetuximab ha demostrado beneficio en términos de SG en pacientes refractarios a trata-
miento quimioterapico estandar comparado con tratamiento exclusivo de soporte (83, 84).
Panitumumab impacta en SLP cuando se administra en monoterapia también en este subgrupo
de pacientes aunque probablemente no se llegé a demostrar beneficio en SG debido a la posi-
bilidad de administracidon del farmaco una vez se constataba progresion en la poblacién que
habia sido asignada a tratamiento exclusivamente de soporte (85, 86). Cabe decir, que ambos
anticuerpos han demostrado eficacia similar cuando se han comparado directamente (87). En
combinacidn con irinotecan, existen datos favorables acerca de la asociacién a cetuximab en
que los resultados son superiores a la administracion del anticuerpo en monoterapia siendo
esta una opcidn estandar en pacientes con tumores RAS wild type (del inglés; de tipo salvaje o
nativo, WT) y quimiorrefractarios (83-86, 88).

Los estudios de segunda linea han demostrado también beneficio en SLP y TR de combinacio-
nes basadas en irinotecan y anticuerpos anti-EGFR aunque sin llegar a alcanzar los mismos
resultados para SG probablemente por la administracidn de anti-EGFRs en lineas posteriores de
tratamiento (89-91).

En lo que se refiere a la primera linea de tratamiento, ambos anticuerpos han demostrado
beneficio en todos los términos de eficacia. En el caso de cetuximab, la combinacién con FOLFI-
Rl supera a la quimioterapia en cuanto a SG, SLP y TR en la poblacién RAS WT (28, 92). En com-
binacién con FOLFOX ha demostrado beneficio en términos de TR y SLP (93) aunque esto no se
ha reproducido en estudios que exploraban otras combinaciones basadas en oxaliplatino ya sea
con la FP oral capecitabina (CAPOX) o con bolus de 5-FU (FLOX) (93, 94). Panitumumab en com-
binacién con FOLFOX ha demostrado impacto en SG, SLP y TR en la poblacién RAS WT (24, 25).
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De este modo, la combinacién de farmacos anti-EGFR no se recomienda en regimenes que aso-
cien capecitabina o bolus de 5-FU.

La toxicidad caracteristica de estos medicamentos es una erupcién cutdnea de tipo acneiforme
asi como la hipomagnesemia. En el caso de cetuximab, al tratarse de un anticuerpo murino, la
incidencia de reacciones infusionales es mayor que con panitumumab que se trata de un anti-
cuerpo monoclonal humanizado.

A dia de hoy todavia no se ha establecido si hay una secuencia establecida para optar por un
tipo de bioldgico u otro en primera linea de tratamiento en la poblacién RAS no mutada. Existen
tres estudios cuyos resultados han sido presentados recientemente que comparan ambas estra-
tegias. El estudio CALGB80405 exploraba la combinacidn de cetuximab o bevacizumab con qui-
mioterapia en primera linea de tratamiento en poblacion KRAS exdén 2 no mutado (76). Los
enfermos se aleatorizaban a recibir cetuximab o bevacizumab asociado al esquema de quimio-
terapia escogido por el investigador siendo el objetivo principal del estudio SG. Los resultados
de este estudio se han presentado recientemente sin encontrar diferencias significativas entre
las combinaciones que incluian anti-EGFR o antiangiogénico obteniendo una SG de 29'9 meses
para la poblacién tratada con bevacizumab y 29'0 meses para los tratados con el anticuerpo
anti-EGFR. Cuando nos centramos en el andlisis en base al esquema de quimioterapia emplea-
do, los pacientes tratados con FOLFOX o FOLFIRI en combinacién con cetuximab o bevacizumab
tampoco observamos diferencias relevantes entre la asociacién de uno u otro anticuerpo.
Queda pendiente el analisis de dichos resultados en base al estudio completo del estado muta-
cional de RAS.

El estudio FIRE-3 evaluaba la combinacién de FOLFIRI con cetuximab o bevacizumab en pobla-
cién WT para exon 2 de KRAS (95). Este estudio fase Ill incluyd 592 pacientes sin encontrar dife-
rencias significativas en TR, objetivo principal del estudio, aunque se observé beneficio signifi-
cativo en términos de SG para los pacientes tratados con cetuximab siendo particularmente
relevante al analizar dichos resultados en base al resultados de RAS. Se ha postulado que estas
diferencias se puedan deber la profundidad y precocidad de respuesta al tratamiento que es
mayor para la poblacién tratada con el anti-EGFR implicando esto, una traduccién en términos
de SG tal y como ha mostrado el analisis radioldgico centralizado del estudio.

Finalmente, el estudio PEAK se trata de un ensayo fase Il que explora la combinacién de FOL-
FOX con panitumumab o bevacizumab para poblacién KRAS WT exdn 2 (96). Con el analisis com-
pleto de RAS se objetivd beneficio en términos de SLP para los enfermos que se trataron con la
combinacion que incluia panitumumab .

En definitiva, todavia queda por establecer la secuencia 6ptima de tratamiento en la poblacién
RAS WT vy, lo que pueda llegar a ser mas relevante; cuales son los mecanismos por los cuales
una poblacion ultraseleccionada para respuesta a tratamiento basado en anti-EGFRs como son
estos pacientes, pueden acabar desarrollando resistencia a dichos tratamientos.

1.2.2.3.2. Factores de resistencia a terapia dirigida frente al factor de crecimiento epidérmico

Tal y como se ha descrito anteriormente, el bloqueo de EGFR mediante anticuerpos monoclo-
nales como cetuximab y panitumumab, constituye una estrategia eficaz particularmente cuan-
do se indica basada desde un punto de vista molecular en aquellos pacientes cuyos tumores no
tienen mutacion a nivel de RAS. Sin embargo, cabe destacar que en algunos casos, aun tratan-
dose de tumores RAS nativos, existen pacientes que no responden a dicho tratamiento.

Se han descrito distintos mecanismos potenciales de resistencia como la posibilidad de muta-
ciones a nivel de BRAF o PI3K (30), amplificacion de HER2, MET o pérdida de expresion de PTEN
(45, 97, 98). Todos estos factores tienen como caracteristica comun su interaccién en la via de
EGFR en mayor o menor medida. Ademas de estas alteraciones moleculares como posibles fac-
tores predicciones negativos a terapia anti-EGFR, también se ha apuntado al nimero de copias
del gen que codifica para EGFR como un posible biomarcador candidato para predecir respues-
ta a estos tratamientos (99). Sin embargo, la evaluacion del numero de copias del gen median-
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te FISH (del inglés; in situ fluorescence hybridation) es una técnica que difiere entre los distin-
tos laboratorios de patologia molecular de modo que no hay un consenso acerca del punto de
corte que debe considerarse para definirlo como un factor de predictor de resistencia a trata-
miento (100). La sobreexpresiéon de HER3 y el factor de crecimiento de insulina tipo 1 también
se ha postulado que pueden condicionar resistencia a la terapia anti-EGFR (101, 102). Por otro
lado, incluso aquellos enfermos que responden a estas terapias, alcanzan refractariedad a las
mismas en algin momento de su historia oncoldgica. Esto supondria lo que podriamos conside-
rar resistencias adquiridas.

La resistencia a los anticuerpos monoclonales anti-EGFR suele aparecer después de varios
meses de tratamiento. Se desconoce el mecanismo subyacente, pero datos recientes han iden-
tificado las mutaciones de KRAS como impulsores potenciales y frecuentes de la resistencia
adquirida a ambos anticuerpos monoclonales anti-EGFR, panitumumab y cetuximab. La expan-
sién de los subclones con KRAS mutado asi como las mutaciones de KRAS de novo en clones con
KRAS inicialmente no mutado parecen contribuir a la aparicidn de resistencia mediada por KRAS
después de iniciado el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-EGFR. Y lo que es mas
importante, los trabajo publicados por Misale et al y Diaz et al, indicaron que la incorporacion
de inhibidores MEK a los anticuerpos monoclonales anti-EGFR pueden representar una estrate-
gia racional para revertir la resistencia a los anticuerpos monoclonales anti-EGFR (103, 104).
Este potencial para el tratamiento combinado con inhibidores MEK y anticuerpos monoclona-
les anti-EGFR para revertir la resistencia adquirida esta siendo investigado para revertir la resis-
tencia primaria a los anticuerpos monoclonales anti-EGFR en tumores con KRAS mutado.

Otra aproximacidn que nos podriamos plantear para aumentar la efectividad en el bloqueo de
la via de sefalizacidn mediada por EGFR seria el bloquear otros receptores distintos de la misma
familia. Los receptores EGFR 2 a 4 juegan un papel fundamental mediando interacciones entre
receptores que procuran distintos mecanismos funcionales incluyendo co-activacion y/o activa-
cion de otras vias alternativas de sefializacién. HER3 se encuentra mutado sélo ocasionalmente
en CRCm, sin embargo de pueden detectar niveles elevados de mRNA y proteina (105-107). Se
ha observado una alta expresion de ERBB3 en ciertos tumores como en el caso del CCR motivo
por el que se ha pensado en el mismo como una potencial diana terapéutica fundamentalmen-
te por la interaccién que podria tener este receptor con otros de la misma familia. Ademas, dis-
tintos estudios han demostrado que ERBB3 podria tener un papel en la resistencia tumoral a
terapias que pretenden bloquear EGFR y HER2.

En la actualidad existen numerosos compuestos en desarrollo frente a ERBB3 como ciertos anti-
cuerpos monoclonales con gran afinidad especifica para unirse a EGFR y ERBB3. Una vez este
tipo de moléculas se unen a los mencionados receptores, se consigue evitar la unién de sus
correspondientes ligandos dando ligar a la inhibicidn de la sefializacién mediada por la dimeri-
zacién de EGFR/EGFR, EGFR/HER2, EGFR/HER3 y HER2/HER3. Distintos estudios preclinicos han
puesto de manifiesto la potencial eficacia aportada por estos medicamentos en tumores de
colon, pulmén, pancreas, mama u ovario (108, 109).

En relaciéon a HER2 como diana en CRCm, también existe evidencia preclinica del potencial rol
gue podria jugar esta diana (97, 110). En el estudio publicado por Yonesaka et cols no sdlo se
evidencia la amplificacion de HER2 como factor de resistencia intrinseca y adquirida a anti-
EGFRs en lineas celulares sino que también se testa en pacientes (110). Se observo que la super-
vivencia era mayor para aquellos pacientes que no presentaban amplificacién de HER2 y recibi-
an cetuximab mostrando una SG de 515vs 307 dias, y SLP de 149 vs 89 dias. Es mas, la amplifi-
cacién de HER2 se observé en una muestra tumoral obtenida posterior al tratamiento con cetu-
ximab y no en la basal en dos de los pacientes que desarrollaron resistencia al mismo. El anali-
sis de una cohorte adicional de 70 enfermos puso de manifiesto que aquellos pacientes que pre-
sentaban niveles plasticos menores de heregulina (ligando HER3/4) tenian mayor probabilidad
de respuesta a cetuximab. Estos resultados fueron consistentes con la determinacion de la
expresion de acido ribonucleico mensajero (ARNm) en la muestra tumoral de 44 pacientes. En
7 casos en los que se habia alcanzado resistencia a cetuximab, los niveles de heregulina eran
mayores tras el tratamiento que antes del mismo. Por tanto, estos resultados nos indican que
los mecanismo de resistencia intrinseca también pueden serlo de resistencia adquirida. De
hecho, la amplificacion de HER2 como un mecanismo de resistencia intrinseca también ha sido
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descrita en un estudio basado en modelos marinos de CCR. Bertotti et al pusieron de manifies-
to que aquellos especimenes que no presentaban respuesta al tratamiento aun teniendo un
estado nativo de KRAS, NRAS, BRAF y PIK3CA, presentaban amplificacién de HER2 (45). En un
trabajo posterior llevado a cabo, se confirmo este hallazgo en una cohorte de pacientes con
diagndstico de CRCm, encontrandose la amplificacion en un 5'1° éde casos. Estos hallazgos han
sido la base para el desarrollo de estudios clinicos dirigidos a esta poblacidn tras progresién a
tratamiento con cetuximab o panitumumab.

En otra linea, las alteraciones a nivel del propio receptor tirosin-quinasa también pueden con-
tribuir a la resistencia adquirida a terapias anti-EGFR. En el trabajo publicado por Montagut et
al, se evidencia la presencia de la mutacion a nivel del codén 494 (S492R) del gen de EGFR en
lineas celulares que alcanzan resistencia a cetuximab. De forma interesante, estos clones si pre-
sentaron respuesta a la introduccidn de gefitinib y panitumumab. De este modo, la mutacién
del receptor impediria la union de cetuximab al receptor (111). La determinacién de esta alte-
racion molecular se llevd a cabo en 10 pacientes diagnosticados de CRCm que presentaron pro-
gresion de la enfermedad tras respuesta inicial a tratamiento con cetuximab. En 2 de 10 enfer-
mos, se detectd la mutacién S492R en las biopsias tumorales obtenidas tras el tratamiento y la
progresion de la enfermedad. Uno de estos dos enfermos presentaba también mutacién a nivel
de BRAF (V600E) en las muestras basales y post-tratamiento pese a que se documento respues-
ta al anti-EGFR. Cabe destacar que en ambos casos se detecto amplificacidon de EGFR en las dos
muestras obtenidas. Uno de estos dos enfermos recibid tratamiento con panitumumab poste-
riormente llegando a alcanzar respuesta al mismo. Sin embargo, no se pudieron llevar a cabo
nuevos andlisis de potencial resistencia a la progresion de panitumumab tras 5 meses de trata-
miento.

Este mismo grupo de trabajo, cursé la determinacién de esta mutacién de EGFR en 156 enfer-
mos que no habian recibido tratamiento previo con cetuximab o panitumumab sin encontrar la
alteraciéon en ningun caso. Estos hallazgos fueron confirmados posteriormente en una cohorte
de enfermos de iguales caracteristicas por un grupo de trabajo distinto lo cual parece indicar
que dicho evento se tratara de un factor de resistencia adquirida (112).

Como se ha comentado previamente, HGF tiene la capacidad de unirse al receptor de membra-
na de tipo tirosin-quinasa conocido como c-Met. Esta unién, da lugar a la estimulacién de deter-
minadas funciones celulares relacionadas con su desarrollo, regeneracion tisular y homeostasis
como puedan ser la mitogénesis o la morfogénesis. Esto sucede en una amplia variedad de estir-
pes celulares incluyendo células epiteliales, endoteliales, hematopoyéticas, neuronas, melano-
citos y hepatocitos. Asimismo, la sefializacién mediada por HGF también contribuye a la onco-
génesis y progresion tumoral en distintos tipos de tumores favoreciendo la capacidad de inva-
sién celular asociada al potencial de metastatizacion. La via de c-Met se encuentra desregulada
en varios tipos de cdncer ya sea por sobreexpresion, amplificacion o mutacién. La alteracién
mas frecuentemente observada en CRCm es la sobreexpresidn y/o amplificacion. De este modo,
la activacidn de c-Met por HGF jugaria un papel fundamental en la capacidad de metastatiza-
cion de las células de CRC a nivel hepatico cooperando con la mutacién de KRAS e incrementan-
do el potencial oncoldgico de las células de CRCm (113). También cabe destacar que la sobre-
expresion del receptor c-Met y su ligando HGF se ha correlacionado con estadios avanzados de
CRC y prondstico desfavorable (114). Existen, ademads, trabajos en lineas celulares de CRC que
postulan la sobreexpresién de c-Met constituiria un factor de resistencia a terapias anti-EGFR
(45, 115, 116). La activacidn del receptor tirosin-quinasa c-MET resultaria en una autofosforila-
cion y unidn del mismo a proteinas adaptadoras que llevaria a reclutar a otras moléculas aso-
ciadas a la cascada de seializacion y activacidn de la via que daria lugar a un incremento de la
proliferacidn, supervivencia, potencial de migracidon y metastacizacion.

Convergencia de las vias de resistencia

Como se ha descrito, la evolucion de la resistencia adquirida a terapias anti-EGFR se puede defi-
nir como la consecuencia de una perturbacion en un sistema en el que el equilibrio esta basa-
do en células altamente dependientes de EGFR. El hallazgo de que la mayor parte de mutacio-
nes que emergen tras el tratamiento, involucran genes que son miembros directos de la via de
sefializacion de EGFR (EGFR, KRAS; NRAS o BRAF) indica que para escapar de esta perturbacion
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las células deben establecer un nuevo equilibrio que deberia ser de nuevo basado en salir en
cierto modo de la via de sefalizacidon de EGFR. Esta hipdtesis viene soportada por el analisis bio-
guimico de modelos de lineas celulares de CCR que desarrollan resistencia a terapia anti-EGFR
independientemente de genes/mutaciones que confieren resistencia, puesto que el desarrollo
del mismo depende de una activacion basada en la activacion de MEK y ERK definiendo por
tanto un ejemplo de una evolucién convergente. De este modo, se podria postular que cuando
se bloquea EGFR en un paciente con CCR con multiples lesiones metastasicas, el efecto que ejer-
ce la droga, desencadena la evolucién bioquimica convergente de distintos clones cada uno de
los cuales reactivaria la via de EGFR. Asi, pese a que cada metdstasis desarrollaria lo que podri-
an considerarse factores de resistencia heterogéneos en realidad estarian altamente relaciona-
dos puesto que el objetivo final sera reactivar la via de EGFR.

Esto tendria cierto impacto en el desarrollo de drogas para este tipo de tumores. En primer
lugar, este escenario homogeneizaria el perfil de resistencia inter e intrapaciente. Por ejemplo,
en pacientes con CCR que recibe terapias anti-EGFR, el abanico de alteraciones que pueden sur-
gir tras la recaida convergerian a la activacion del eje EGFR-RAS-MAPK. Asi, en el momento de
la progresidn los distintos mecanismos de resistencia podrian ser interceptados interfiriendo en
la cascada de senalizacion que es precisamente donde convergerian los distintos eventos gené-
ticos, en este caso a nivel de MAP-ERK. En segundo lugar, se podria postular que se podria
retrasar la aparicion de resistencias desde el inicio se bloquearan aquellas moléculas o genes
diana que sabemos estan implicados en dichos mecanismos de resistencia como pudiera ser la
asociacién de un inhibidor de MEK a la terapia anti-EGFR. Esta seria pues, la base para el desa-
rrollo de nuevas drogas y combinaciones designadas no sélo a optimizar la respuesta a estos
tratamientos sino también a prolongar su eficacia y retrasar la situacién de progresién.

FIGURA 7: Mecanismos moleculares de resistencia primaria y secundaria a terapias anti-EGFR. Los mecanismos genéti-
cos responsables de la resistencias de novo y adquiridas se solapan ampliamente a excepcion de las mutaciones a nivel
del receptor EGFR. Como punto comun, convergen en la activacion del eje de las MAP-quinasas, MEK y ERK.
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Tratamiento convencional del cancer colorrectal metastasico: Puntos Clave

* La quimioterapia sigue siendo base del tratamiento del CCRm. Las opciones de tratamiento
para esta poblacién han evolucionado desde el empleo del 5-FU en monoterapia hasta la
combinacion de regimenes con oxaliplatino e irinotecdan.

* El empleo de farmacos bioldgicos dirigidos frente a dianas moleculares como los anticuerpos
antiangiogénicos: bevacizumab y aflibercept; anticuerpos anti-EGFR: cetuximab y panitumu-
mab y el inhibidor multiquinasa regorafenib, es la maniobra que ha ofrecido mayor impacto
en la supervivencia de estos pacientes.

» La evidencia derivada de estudios clinicos fase Ill prospectivos y aleatorizados todavia no han
demostrado una secuencia preferente en lo que se refiere al empleo de anticuerpos antian-
giogénicos o anti-EGFR vy viceversa. La eleccion del tratamiento debe basarse en el objetivo
del mismo y perfil de toxicidad del esquema seleccionado.

* El beneficio de los anticuerpos anti-EGFR viene supeditado a una subpoblacién molecular
concreta basada en la ausencia de mutacion a nivel de los exones 2, 3 y 4 de KRAS y NRAS y
posiblemente a la ausencia de mutacion a nivel de BRAF.

» La eficacia de los farmacos anti-EGFR estd condicionada a determinados factores de resisten-
cia entre los que destacan, alteraciones genéticas a nivel de la via de sefalizacién de RAS-
RAF-MEK, mutaciones del receptor EGFR, sefializacién mediada por otros receptores EGFR o
alteraciones que conllevan una desregulacion en la via de MET. Estos factores de resistencia
constituyen, a su vez, base para el desarrollo de nuevos agentes dirigidos o nuevas estrate-
gias terapéuticas investigacionales.

1.2.3. NUEVAS ViAS DE INVESTIGACION EN CANCER COLORRECTAL METASTASICO

En la introduccion de esta memoria se ha descrito la base molecular del CCR, las principales vias
de sefializacién implicadas en la misma y alteraciones que llevan al desarrollo de la entidad, asi
como la identificacidon de dianas moleculares base para el desarrollo de nuevos agentes tera-
péuticos. Sin embargo, el empleo de nuevas técnicas de ultrasecuenciacion han permitido un
analisis molecular mds exhaustivo del CCR tal y como se llevé a cabo por The Cancer Genome
Atlas Network (117). Asi, teniendo en cuenta la tasa de mutaciones, el CCR se podria clasificar
en dos grupos: tumor hipermutados o no hipermutados. Los tumores hipermutados presenta-
rian eventos somaticos ya sea en los genes reparadores o genes relacionados con la reparacion
del ADN lo que caracteriza a los tumores con IMS. Por contra, los tumores no hipermutados ten-
drian mas alteraciones en el nimero de copias de genes y mas incidencia de mutaciones a nivel
de TP53. Cabe destacar que hasta en un 50° éde los tumores hipermutados se encontraron
mutaciones a nivel de BRAF o TGFRBR2 mientras que sdlo se observd en un 5° éde las muestras
que habian sido clasificadas como no tumores no hipermutados. No sdlo esto, sino que ademas,
las mutaciones a nivel de KRAS y PI3K condicionan la activacion de la via las MAPK y PI3K en los
tumores no hipermutados. Sin embargo, pese a estas diferencias la inactivacidn de la via de
sefializacion de WNT vy la inactivacidn de la via de TGFR que resultan en un incremento de la
transcripcién de MYC son elementos practicamente ubicuos en CCR. Otro tipo de alteraciones
como a nivel de EGFR incluyendo la amplificacion de EGFR2 también se describen en un grupo
reducido de muestras de ambos subtipos. Por tanto, la complejidad del CRC va mas alld de los
biomarcadores hasta ahora descritos y sobretodo aquellos validados para decision terapéutica
que, a dia de hoy; serian exclusivamente KRAS y NRAS.
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Recientemente, varios grupos de investigacién han aplicado métodos de agrupacion no super-
visada de datos gendmicos para intentar definir los subtipos intrinsecos de CCR llegando a iden-
tificarse hasta 6 potenciales subgrupos. Sin embargo, existen tres subgrupos que se constatan
independientemente del grupo de trabajo. De este modo, existiria un subtipo de tumores que
serian hipermutados, con IMS, con mayor indice de mutaciones de BRAF que serian aquellos
tumores que podriamos considerar de perfil inflamatorio. Un segundo subtipo serian tumores
sin IMS de tipo epitelial proliferativo con una sobreactivacién de la via de WNT. Finalmente,
existiria un tercer subtipo comun identificado que considerariamos de tipo mesenquimal carac-
terizado por ausencia de IMS y enriquecido por células madre pluripotenciales. Cabe decir, que
pese a que existen ciertos subtipos bien identificados y caracterizados como los previamente
descritos, las caracteristicas clinicas y moleculares se solapan en mayor o menor medida depen-
diendo del trabajo publicado. Por este motivo, el Colorectal Cancer Subtyping Consortium, surge
con objetivo de consensuar una clasificacion molecular definitiva del CCR que sirva ademas
como base para el desarrollo de nuevas vias de investigacion y terapias dirigidas para cada sub-
tipo molecular concreto. Asi, podriamos hipotetizar que las alteraciones que hasta el momento
hemos venido testando en la practica clinica rutinaria es un modo muy grosero de clasificar este
tipo de tumores. La clasificacion molecular puede dar explicacién al perfil prondstico de cada
uno de ellos asi como de la respuesta o resistencia al tratamiento instaurado.

En cualquier caso, si bien esta es la direccidn en la que estd evolucionando la investigacion en
CCR; el modelo actual se desarrollo farmacoldgico se basa en la identificacion de alteraciones
moleculares concretas que vehiculicen una sefializaciéon aberrante subsidiaria de bloqueo far-
macoldgico especifico.

En el momento del desarrollo de los estudios clinicos objetivo de esta memoria, esta ultima fue
la base para su disefio, hipétesis y objetivos tal y como se describe a continuacion.
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2.1. Articulo de tesis (l)

2.1.1. APHARMACODYNAMIC/PHARMACOKINETIC STUDY
OF FICLATUZUMAB IN PATIENTS WITH ADVANCED SOLID
TUMORS AND LIVER METASTASES

Tabernero J, Elez ME, Herranz M, Rico |, Prudkin L, Andre J et al. Clinical cancer research; An official Journal of the American Association for Cancer Research.
2014; 20(10):2793-804.
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2.2. Articulo de tesis (2)

2.2.1. ABITUZUMAB COMBINED WITH CETUXIMAB PLUS IRINOTECAN VERSUS CETUXIMAB
PLUS IRINOTECAN ALONE FOR PATIENTS WITH KRAS WILD-TYPE METASTATIC COLORECTAL
CANCER: THE RANDOMISED PHASE 1/11 POSEIDON TRIAL

Elez E, Kokakova |, Hohler T, Mertens UM, Bokemeyer C, Van Cutsem E et al. Annals of Oncology: official Journal of the European Society for
Medical oncology / ESMO. 2015; 26(1): 132-140
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2.2.2. CONCLUSIONES ARTICULO DE TESIS (I1)

Abituzumab o EMD 525797 es un antagonista del anticuerpo monoclonal IgG2 que actua contra la
subunidad owv de los receptores de la integrina humana y que se ha desarrollado para el tratamien-
to del cancer. Las integrinas son una familia de moléculas de adherencia celular que intervienen en
una amplia variedad de interacciones entre las células y la matriz extracelular (MEC) y entre las
células entre si (118). Se trata de receptores transmembranarios heterodiméricos para las protei-
nas de la MEC, formados por una subunidad o y otra B y se activan uniéndose a sus respectivos
ligandos de la MEC. Después de esta interaccidn, las integrinas pueden poner en marcha cascadas
de quinasas intracelulares para modular la proliferacién y la supervivencia celulares, y asociarse al
citoesqueleto de actina para dirigir la adhesién y la locomocion celulares (119).

EMD525797 se une especificamente a la cadena o, de forma que inhibe la unién de ligandos
a todos los heterodimeros de dicha cadena (av1p, avP3, avp5, avp6, avPs). Las integrinas oL
se expresan en los vasos sanguineos de los tumores angiogénicos proliferantes y en determina-
dos tipos de células tumorales. Asi mismo, en ciertos tumores; el aumento de la expresion de
oLVP3 se asocia a un incremento de la invasion y la metdstasis celulares (120). Se ha demostra-
do que los miembros de la familia de integrinas av desempefian una funcién directa en la pro-
gresion tumoral, la angiogénesis tumoral y la metdstasis (121). Los datos de inmunohistoquimi-
ca y los ensayos in vitro realizados con lineas celulares de CCR y con células endoteliales han
demostrado que la integrina oL se expresa en la vasculatura tumoral y en células de CCR (122).
Por consiguiente, abituzumab tiene el potencial de inhibir la progresién tumoral mediante la
inhibicién de la angiogénesis inducida por el propio tumor, la inhibicién del crecimiento tumo-
ral actuando directamente sobre las células neopldsicas y afectando a la migracién y la extra-
vasacion de las células tumorales metastasicas.

Se ha demostrado que las integrinas diana ov de EMD525797 se expresan en la vasculatura y
células tumorales CCR. En muestras congeladas de CRC se ha detectado expresion de o33 mode-
rada a intensa en las células estromales y mds pronunciada a nivel de los vasos sanguineos, y una
expresion moderada a intensa de VP35 en las células tumorales (122). Como se ha descrito pre-
viamente, también se ha propuesto que la expresion de las integrinas podria tener implicaciones
prondsticas para el CCR. El andlisis de la expresion de o6 en pacientes con CCR puso ha pues-
to de manifiesto que los pacientes con expresion elevada de c:v36 presentan menor SG (63). Por
otro lado, abituzumab ofrece también potencial antiangiogénico. De este modo, la actividad
antiangiogénica del fdrmaco aumentaria su actividad en el tratamiento del CCRm.

Tras considerar los datos obtenidos de los modelos preclinicos mencionados y la eficacia de la
combinacion de irinotecdn y cetuximab en pacientes con diagndstico de CCRm KRAS exén 2 no
mutado en el momento del desarrollo de dicho estudio, este protocolo se diseiid para evaluar
la eficacia de la combinacién de abituzumab, cetuximab e irinotecan en sujetos con CCRm KRAS
exon 2 no mutado.

Los objetivos principales en la parte de seguridad del estudio fueron caracterizar el perfil de
seguridad y tolerabilidad de la administracién de diferentes niveles de dosis de EMD525797 en
combinacion con cetuximab e irinotecan en pacientes con CCRm de tipo KRAS wt a la progre-
sién del tratamiento de primera linea basado en oxaliplatino. En la parte aleatorizada, se eva-
lud la actividad antineopldsica de dos dosis de abituzumab en lo que se refiere al tiempo de
supervivencia sin progresidn en pacientes con CCRm de tipo KRAS exén 2 no mutado después
del fracaso del tratamiento de primera linea con una pauta con oxaliplatino. Como objetivos
secundarios se estudio la eficacia de dos dosis de EMD525797 con respecto a la duracidn de la
SG, el SLP, TR y el tiempo hasta el fracaso del tratamiento (TFT); el perfil farmacocinético de
EMD525797 y sus efectos sobre cetuximab, y el perfil farmacocinética de cetuximab y su efec-
to sobre EMD525797. Cabe destacar que el estudio contemplaba como objetivos exploratorios
el identificar posibles marcadores de prediccidn de la respuesta al tratamiento en investigacion,
estudiar la relacion existente entre las proteinas candidatas circulantes en la sangre y/o expre-
sadas por el tumor y los criterios de valoracidn de la eficacia y la seguridad, explorar el efecto
de las variaciones genéticas en el genoma del anfitrion y/o en el genoma tumoral sobre los cri-
terios de valoracién de la eficacia y la seguridad y finalmente establecer una correlacidon entre
modelos de expresidn génica en muestras de sangre y/o en muestras tumorales y los criterios
de valoracion de la eficacia y la seguridad
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Los resultados del estudio POSEIDON demuestran que la molécula a estudio, abituzumab; tiene
un adecuado perfil de seguridad en combinacién con irinotecan y cetuximab en la poblacién a
estudio llegando a alcanzar dosis de 1000 mg. En la parte aleatorizada del estudio fase Il del
estudio en que se incluyeron entorno a 70 pacientes con caracteristicas clinicas bien balancea-
das en cada una de las ramas de tratamiento, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en lo que se refiere a SLP, objetivo principal del estudio. Tampoco se encontraron
diferencias en términos de TR aunque si se evidencié una tendencia a la mejoria en lo que a SG
se refiere para los pacientes tratados con la combinacion investigacional respecto a los que reci-
bieron sélo irinotecan y cetuximab. De forma interesante, aquellos pacientes cuyos tumores
presentaban una alta expresidn de integrina w36 y que recibieron tratamiento dentro de algu-
nas de las ramas que contenida abituzumab, presentaron mejor SG (rama A; HR 0.55 [0.30-
1.00], rama B; HR 0.41 [0.21-0.81]).

Este es el primer estudio clinico publicado dirigido a pacientes con diagndstico de CCRm que
explora el papel de un anticuerpo anti-integrina. Como se ha descrito previamente, irinotecan
en combinacién con cetuximab a la progresidn a terapia previa con oxaliplatino, tiene una acti-
vidad limitada en CCRm. Sin embargo, el andlisis exploratorio pre-especificado en el estudio
sugiere que abituzumab puede impactar en términos de SG en aquellos pacientes con tumores
que expresen integrina o6 constituyendo esta, una linea de investigacidn futura. Ademas, la
expresion de arvP6 constituiria un factor prondstico negativo a tenor de la media de SG en los
pacientes con expresion elevada de integrina ccvB6 que resulta ser entorno a 4 meses inferior
respecto a los enfermos que con niveles bajos de la misma tal y como se habia observado en
estudios previos para enfermedad limitada. Sin embargo, los resultados obtenidos del estudio,
sugieren que afiadir abituzumab al tratamiento estandar en los pacientes con owvp6 elevada
reduciria el riesgo de muerte entorno a un 56° Kcomparado con la rama de tratamiento estan-
dar. La SLP y TR también tienden a mejorar cuando se selecciona la poblacién en base a dicho
biomarcador.

Cabe destacar que existen trabajos que postulan que la integrina ovvP36 estd implicada en tran-
sicion epitelio-mesénquima (TEM) que, a su vez, intensificaria el fenotipo agresivo de tumores
epiteliales como el CCRm. El proceso de TEM también puede contribuir a la enfermedad metas-
tasica, y los altos niveles de ovvf36 a nivel de las metdstasis hepaticas y del sistema linfatico
sugieren que esta integrina conferiria mayor agresividad al CCRm. Por otro lado, esta integrina
también es una factor activador de TGF-3 que, como se ha comentado previamente, también
estimula el crecimiento e invasion tumorales durante la progresién del CCR. Por tanto, las tera-
pias cuya diana sea owP6, tendrian el potencial de interferir en la capacidad de invasién y
metastatizacion de las células tumorales justificando asi la mejoria obtenida en OS y PFS para
los pacientes tratados con abituzumab y niveles altos de ovvf36. Ademas, TGF-§ también tiene
un papel clave en la regulacion de la inmunidad y sabemos que las integrinas son elementos cri-
ticos para este proceso. Ademas, la capacidad de abituzumab para bloquear o6 disminuiria
la actividad inhibitoria de TGF-P sobre la respuesta antitumoral siendo este otro potencial
mecanismo de accién adicional para la molécula.

Cabe decir, que si bien los resultados particularmente obtenidos en esta poblacién molecular
seleccionada son muy alentadores, los datos deben interpretarse con cautela. Una de las limi-
taciones del estudio es que se trata de un estudio fase Il y que los datos referentes a los bio-
marcadores explorados se basan en un andlisis pre-especificado aunque puramente explorato-
rio. Se necesitan estudios adicionales para conformar el potencial valor prondstico y predictivo
de las integrinas owv en pacientes con CRCm tratados con abituzumab.

En definitiva, nuestros datos indican que las terapias dirigidas a integrinas pueden tener un
papel en el tratamiento del CRCm en poblaciones moleculares seleccionadas. Los analisis explo-
ratorios desarrollados en el marco del estudio POSEIDON indican que el tratamiento basado en
abituzumab puede ser de particular interés en aquellos pacientes con CCRm con niveles eleva-
dos de expresion de awP6 que, a su vez, se trataria de pacientes con particular mal prondsti-
co. Filiar el impacto real de esta potencial estrategia terapéutica, implica, sin embargo, el desa-
rrollo y estandarizacion de una técnica diagnostica adecuada y una poblacién particularmente
seleccionada.
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3. DISCUSION

La investigacion dirigida a profundizar los mecanismos moleculares de desarrollo y progresion
del CCR ha permitido conocer eventos genéticos y epigenéticos fundamentales para su desarro-
llo asi como vias de sefializacidn celular cruciales para su progresion, supervivencia y potencial
de metastacizacion. La investigacion traslacional ha logrado, por tanto, acelerar la integracion
de la investigacion basica y clinica permitiendo poner a disposicion del paciente los ultimos
avances en investigacion molecular, abordando la enfermedad desde todos los angulos posibles
y creando sinergias entre la investigacion molecular y clinica a la vez que se emplean estos
medios como plataforma clave en el proceso de desarrollo de farmacos. En el caso concreto del
CCR, el empleo de biomarcadores se inici6 mediante la determinacién del estado mutacional
del exén 2 de KRAS como factor predictor de respuesta negativo para anticuerpos anti-EGFR.
Hoy sabemos, que aquellos pacientes cuyos tumores presentan una mutaciéon no sdélo a nivel
del exdn 2 de KRAS sino también en los exones 2, 3 y 4 de KRAS y NRAS no obtienen beneficio
del tratamiento con estos farmacos siendo incluso detrimental su empleo. En el desarrollo de
esta memoria se han tratado temas de particular relevancia en el marco de la investigacion del
CCRm en lo que se refiere a biologia molecular, principales mecanismos de desarrollo y vias de
sefializacion para supervivencia. Se han descrito las drogas empleadas en el tratamiento de
esta entidad enfatizando aquellos dirigidos a dianas moleculares concretas como son los farma-
cos antiangiogénicos, inhibidores multi-quinasa y anticuerpos anti-EGFR incluyendo potenciales
mecanismos moleculares de resistencia a los mismos. La evidencia presentada constata que
cuando la indicacién de las terapias diana se basa en la seleccion de pacientes con caracteristi-
cas moleculares concretas, el impacto en términos de TR, SLP y SG es mayor.

Las dos publicaciones aportadas exploran el papel de exploran el papel de dos anticuerpos
monoclonales dirigidos a potenciales dianas relevantes en CCRm como es el caso de flicatuzu-
mab como anticuerpo anti-HGF capaz de interferir en la via de sefializacién de MET, y abituzu-
mab como anticuerpo anti-integrina ov con capacidad antiproliferativa, antiangiogénica y
moduladora de la via de TGF. Ambos estudios podrian considerarse paradigma del desarrollo
farmacolégico de las terapias diana. Empezando por el disefio del estudio, es preciso mencio-
nar que los estudios fase | permiten no sdlo testar distintos esquemas y dosis de tratamiento,
sino que paralelamente a los procedimientos realizados con este objetivo, se pueden asociar
estudios de farmacodindmica en que se testa la diana bioldgica y respuesta en las células tumo-
rales. La correlacion de estos hallazgos con parametros de farmacocinética, nos conducen a la
interpretacion de la dosis éptima de tratamiento tal y como se ha descrito para ambas drogas
y en ambos casos con un perfil similar al tratarse de anticuerpos monoclonales. Y esto nos lleva
a una segunda caracteristica comun para ambos estudios: la seleccidn poblacional. En ambos
estudios la seleccién poblacional se basa en caracteristicas moleculares concretas siendo en el
estudio POSEIDON la ausencia de mutacion a nivel del exén 2 de KRAS, y la sobreexpresion de
p-MET determinada por inmunohistoquimica en el estudio de ficlatuzumab. Una de las criticas
que podemos apuntar acerca del estudio POSEIDON es que, en el momento de su disefio, la
indicacion de los anticuerpos anti-EGFR venia supeditada a la ausencia de mutacién en el exdn
2 de KRAS. Como se ha mencionado previamente, se precisa el estado salvaje de los exones 2,
3y 4 de KRAS y NRAS para obtener beneficio de estos farmacos. Asi, los resultados obtenidos
podrian verse condicionados por entorno a un 17° éadicional de mutaciones que pudieran inter-
ferir en la eficacia del anticuerpo anti-EGFR tal y como se ha descrito previamente. El estudio
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de ficlatuzumab basaba la inclusién de pacientes en histologias en que la via de sefializacién de
HGF/c-Met juega un papel relevante para su desarrollo, entre ellas CCR. De nuevo, las publica-
ciones mas relevantes focalizadas en CCR que describen la amplificacién o sobreexpresion de
MET como una factor de resistencia a terapias anti-EGFR son posteriores al desarrollo de dicho
estudio en que idealmente se deberia haber restringido la poblacién CCR a enfermos sin muta-
cion a nivel de RAS, tratados previamente con farmacos anti-EGFR y con posterior constatacién
de alteracién a nivel de Met en biopsia tumoral obtenida a la progresién de cetuximab o pani-
tumumab. Alternativamente se podria haber seleccionado en base a presencia de mutacién
nivel de KRAS. Precisamente siguiendo esta linea de investigacidon se ha desarrollado el estudio
Mercuric del que el Vall d'Hebron Institut d'Oncologia es uno del los centros investigadores
principales (123). Mercuric se trata de una colaboracién paneuropea, financiada por el progra-
ma marco EU FP7, que se basa en usar una estrategia de ensayos clinicos basada en la medici-
na personalizada particularmente focalizada en dos proteinas clave para el CCR como son MEK
y MET, que como se ha comentado estdn desregulados tanto en CCR RAS no mutado como RAS
mutado. El estudio postula que una doble inhibicion de MEK y MET en combinacion puede
impactar en supervivencia en pacientes con CCRm refractarios a tratamiento estandar. El estu-
dio incluird dos cohortes de pacientes. Por un lado, se reclutaran pacientes afectos de CCRm
RAS no mutado en progresidén a terapia anti-EGFR y con sobreexpresién o amplificacion de MET
en una biopsia tumoral obtenida previamente a la inclusidn en el estudio. De este modo, la
combinacion investigacional trata uno de los potenciales mecanismos de resistencia a terapia
anti-EGFR tal y como se ha constatado mediante biopsia. Por otro lado, existird una cohorte de
pacientes con CCRm RAS mutado. En este segundo grupo, sabemos que la inhibicién de MEK1/2
como efector conocido en la cascada de sefializacion mediada por EGFR y RAS, es una potencial
estrategia terapéutica de particular interés de interés. Existen distintos modelos preclinicos in
vivo que demuestran que los inhibidores de MEK pueden frenar el crecimiento de tumores CRC
RAS mutado (124, 125). Sin embargo, el empleo del fdrmaco en monoterapia tiene una eficacia
limitada debido a la activacidn de otras vias alternativas de resistencia o supervivencia, de ahi
el racional de combinarlo con un inhibidor de MET (124). El ensayo clinico consta de un progra-
ma de investigacion traslacional asociado que incluira el empleo de tecinas de secuenciacién de
nueva generacion (del ingles; next generation sequencing, NGS), asociadas a estrategias diag-
nosticas de micro-RNA con el objetivo de identificar subgrupos de pacientes que mas puedan
beneficiarse de estrategia terapéutica.

Si bien efectivamente los estudios presentan las mencionadas limitaciones, cabe decir que en
ambos casos hemos constatado de una forma directa o indirecta el efecto que ejerce el farma-
co dirigido frente a su diana. Esto lleva a preguntarnos el motivo por el que no hay una directa
en términos de eficacia. A modo de ejemplo, en el caso de los pacientes con CCRm sin eviden-
cia de mutacidn a nivel de RAS, BRAF o incluso otros biomarcadores no tan concluyentes como
es el caso de PIK3CA o PTEN, seguimos sin identificar la causa por la que estos enfermos no lle-
gan incluso ni a responder al tratamiento con anti-EGFRs. O por el contrario, en el caso de tumo-
res con mutacion a nivel de BRAF, podemos llegar a observas respuestas. Un fendmeno similar
lo observamos en el caso de los estadios mds precoces de CCR. Existen CCR en estadio Il que
presentan recurrencias precoces y estadios mas avanzados como un CCR en estadio lll, con
afectacién ganglionar N2 que no llegan a recaer nunca aun habiendo aplicado en ambos casos
un tratamiento éptimo quirurgico y sistémico con el mismo esquema de quimioterapia (126).
De este modo, cuando clasificamos los tumores desde un punto de vista histopatoldgico, segui-
mos sin poder ciertos tumores de alto riesgo o bien, podriamos incluso llegar a sobretratar CCR
sin apenas riesgo de recurrencia. Precisamente en el campo de la adyuvancia se han llevado a
cabo estudios de firmas de expresién génica que predecirian el riesgo de recurrencia de esta-
dios precoces de CCR. Oncotype DX® se basa en la expresién de 12 genes determinados en
muestras de tumor parafinado que clasifica los tumores en alto, intermedio o bajo riesgo de
recurrencia. ColoPrint® determina 18 genes en tejido congelado estableciendo alto o bajo ries-
go de recaida. Ambos han sido validados en grandes series de pacientes con CCR. Cabe desta-
car que un hallazgo comun en estos estudios es el alto grado de discordancia entre el riesgo de
estratificacidon entre el perfil de expresion fénica y los factores prondsticos anatomo-patoldgi-
cos convencionales (127, 128). Por tanto, en la enfermedad mestastasica podria darse un fené-
meno similar en que la determinacién y resultado determinados biomarcadores puede no ser
suficiente para etiquetar el comportamiento de cada tipo de tumor concreto. Como se ha des-
crito previamente, varios grupos de investigacion han aplicado métodos de agrupaciéon no
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supervisada de datos gendmicos para intentar definir los subtipos intrinsecos de CCR. El
Colorectal Cancer Subtyping Consortium, surge con objetivo de consensuar una clasificacion
molecular definitiva del CCR mediante el intercambio de datos a gran escala y un meta-analisis.
Asi, el CRCSC consiste en 6 grupos de investigacion formados por mas de 15 instituciones refe-
rentes en CCR que analizaron mas de 30 cohorte de pacientes con datos de expresién abarcan-
do multiples plataformas y métodos de preparacion de muestras. Cada uno de los 6 clasificado-
res que establecian de 3 a 6 subtipos moleculares distintos de CCR, se aplicé a una coleccidon de
4000 muestras de CCR principalmente estadios Il y lll. La concordancia entre cada subtipo mole-
cular y las caracteristicas clinicas, moleculares y vinculadas a vias de sefializacidn concretas se
analizaron centralmente por un equipo independiente. El analisis de dichos datos mostré que,
pese a la heterogeneidad en las cohortes y los métodos, el andlisis de concordancia por subti-
pos establecié cuatro subtipos moleculares claros de CCR (del inglés; clinical molecular subty-
pes: CMS). De este modo, CMS1 o inflamatorio se tratarian de tumores hipermutados, con IMS
y activacién potente del sistema inmune. CMS2 o candnico, se trataria de un subtipo de tumo-
res de tipo epitelial, sin IMS y con una activacién pronunciada de la via de WNT y MYC. El grupo
CMS3 o metabdlico estaria constituido por neoplasias epiteliales con una evidente desregula-
cion metabdlica. Finalmente, el subtipo CMS4 o mesenquimal en que tendria un papel funda-
mental la activacion de la via de TGFf, presentaria invasion estromal y la angiogénesis tendria
un papel relevante. En este ultimo subtipo, el andlisis protedmico objetiva la representacién
que tendrian moléculas como NOTCH VEGFR o las integrinas. Por tanto, este trabajo pondria
de manifiesto que, efectivamente; la clasificacion del CCR iria mds alld de los biomarcadores
actualmente validados. Los resultados de este trabajo han sido base para disefiar el proyecto
MoTriColor (del ingles; Molecularly guided trials with specific treatment strategies in patients
with advanced newly molecular defined subtypes of colorectal cancer) (129). Se trata de un pro-
yecto de investigacién que pretende aplicar la clasificacion molecular propuesta etiquetando a
los pacientes en CSM1-4 de modo que en funcidn del perfil diagnosticado el paciente tendria
acceso a estudios clinicos disefiados especificamente para el subtipo molecular concreto al que
pertenece. En el estudio POSEIDON, se consigue identificar una subpoblacién de pacientes que,
a la vez que parece presentar peor prondstico, es la subgrupo de enfermos que mas beneficio
obtiene del tratamiento. Estos enfermos serian aquellos cuyos tumores exhiben una expresidn
alta de integrina 6. Como se ha mencionado, el subtipo molecular CMS4 o mesenquimal, se
caracteriza por la activacion de la via de TGF_, con importante componente de invasion estro-
mal y procesos angiogénicos de los que las integrinas forman parte. Como centro coordinador
del proyecto MoTriColor, se ha iniciado un proyecto paralelo que va a tener como objetivo tipi-
ficar por CMS los pacientes del estudio POSEIDON con alta expresion de otv36. En caso de cons-
tatar que los pacientes con expresion elevada de dicha integrina presentan un perfil mesenqui-
mal, el tratamiento con abituzumab seria una opcidn de tratamiento dentro de ensayo clinico
para el subtipo CMS4.

En definitiva, ambas moléculas ofrecen un atractivo mecanismo de accién y base molecular
para su empleo en el tratamiento del CCRm. Sin embargo, la indicacidén de las mismas puede
optimizarse mediante una mejor seleccién poblacional como en pacientes que presenten un
perfil molecular de tipo mesenquimal en que ambas vias de sefializacion (HGF/MET, Integrinas)
tienen un papel fundamental por su interrelacion con TGFp.
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4. CONCLUSIONES

1. El conocimiento de la biologia molecular del CCR y en concreto las vias metabdlicas y de
sefializacién involucradas en la diferenciacién, crecimiento y supervivencia celular han per-
mitido el disefio de farmacos dirigidos a dianas clave en este tipo de tumor e identificar
mecanismos de resistencia a los mismos.

2. Lavia de sefalizacién HGF/c-Met contribuye a la oncogénesis y progresién tumoral en dis-
tintos tipos de neoplasias favoreciendo la capacidad de invasidon y metastasis. Esta via, se
encuentra desregulada en varios tipos tumorales por sobreexpresion, amplificacion o
mutacion. La alteracion mas frecuentemente observada en CRCm es la sobreexpresion y/o
amplificacion constituyendo una potencial diana terapéutica para el tratamiento de esta
entidad.

3. Ficlatuzumab (SCH900105) es un anticuerpo humanizado que neutraliza la uniéon de HGF a
c-Met inhibiendo asi la fosforilacion de c-Met. Ficlatuzumab explorado a dosis de 2 mg (6
pacientes), 10 mg (7 pacientes) y 20 mg (6 pacientes) ev en ciclos de 14 dias ha demostra-
do tener un perfil de seguridad aceptable presentando como toxicidad mds habitual aste-
nia, edema periférico, tos e hipoalbuminemia. Ninguno de estos eventos adversos llegd a
cumplir criterios de toxicidad limitante de dosis reproduciendo los resultados previamente
reportados para la molécula. La dosis recomendada de 20 mg/kg ev cada dos semanas se
basa en criterios de tolerancia y, fundamentalmente; parametros de farmacodinamica.

4. El mecanismo de accion de ficlatuzumab ha sido corroborado en el estudio mediante la
obtencidn de biopsias tumorales hepaticas antes y después de del tratamiento con el far-
maco mediante la modulacidn de los biomarcadores p-Met, p-ERK, p-AKT y HGF. La admi-
nistracion de ficlatuzumab a 20 mg/kg ev cada dos semanas disminuye los niveles tumora-
les de p-Met en un 53°9/p-ERK en un 43° Jy p-AKT en un 2° ée incrementa los niveles de
HGF en un 33° € Los niveles séricos de HGF se correlacionan con la dosis y numero de ciclos
de tratamiento administrados. Por todos estos motivos, la dosis biolégica recomendada de
ficlatuzumab es 20 mg/kg ev cada dos semanas.

5. En el estudio P05670 no se llegaron a evidenciar respuestas parciales con ficlatuzumab en
CCR. Esto puede ser bien por no haber seleccionado correctamente la poblacidn a estudio
o por requerir de la combinacidn con un agente dirigido que procure vencer mecanismos
de supervivencia celular o resistencia asociados. Por tanto, el desarrollo de farmacos diri-
gidos a la via de sefializacidon de Met constituye una linea de investigacidn garantizada en
el campo del CCR particularmente en aquellos pacientes que desarrollan resistencia a tera-
pias anti-EGFR o con resistencias primarias a modo de mutacidn a nivel de RAS en cuyo caso
la asociacidn a inhibidores de MEK tendria particular interés.
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Las integrinas se encuentran sobreexpresadas de forma variable en CCR y estan implicadas
en fendmenos de progresion tumoral y metdstasis confiriendo mal prondstico a estas enti-
dad.

Abituzumab (EMD525797) es un anticuerpo monoclonal dirigido a las integrinas owv que ha
demostrado presentar accion sinérgica con irinotecan y cetuximab en modelos preclinicos
de CCR. La combinacidn de abituzumab con irinotecan y cetuximab explorado a dosis fijas
de 250 mg, 500 mg, 750 mg o 1000 mg ha demostrado tener un adecuado perfil de seguri-
dad siendo los efectos secundarios mas frecuentemente observados; diarrea, mucositis y
astenia sin llegar a cumplir criterios de toxicidad limitante de dosis. Las dosis recomenda-
das de 500 mg y 1000 mg para la parte aleatorizada del estudio POSEIDON se basaron en
datos de farmacocinética y eficacia.

La triple combinacion de cetuximab, irinotecan y abituzumab en segunda linea de trata-
miento para pacientes con CCRm KRAS exdn 2 no mutado a dosis de 500 mg o 1000 mg no
ha demostrado un beneficio significativo en términos de SLP, objetivo principal del estudio; o
SG. Sin embargo, se observa una tendencia a la mejoria en SG para aquellos pacientes trata-
dos con abituzumab y con tumores con expresion alta de integrina w36 indicando por un
lado signos indirectos de la actividad del farmaco en cuanto a mecanismo de accién e indi-
cando una posible poblacion de pacientes que podrian beneficiarse de dicho tratamiento.

Incorporar pruebas de determinacion de biomarcadores en los estudios clinicos permite,
no sélo corroborar el mecanismo de accion del farmaco; sino también identificar posibles
subpoblaciones de pacientes que mas puedan beneficiarse del mismo. Sin embargo, los
biomarcadores empleados de rutina como es el caso de RAS/BRAF en la practica clinica ruti-
naria, o la determinacion aislada de otros candidatos en el area investigacional como se ha
descrito en esta memoria para p-Met o la integrina avf36; siguen presentando limitaciones
puesto que aun constatando la accidn del farmaco sobre la diana a estudio, no se obtiene
traduccion en términos de eficacia.

La seleccidn poblacional basada en la caracterizacidn molecular es fundamental para
impactar en supervivencia cuando escogemos una terapia dirigida. Las caracteristicas clini-
cas, histoldgicas y moleculares explican sélo parcialmente el comportamiento de estos
tumores ya sea en cuanto a prondstico o sensibilidad/resistencia a tratamiento. Por tanto,
la clasificacion molecular del CRC debe ser un objetivo primordial en la investigacidon de
esta entidad puesto que las aplicaciones terapéuticas podrian suponer un nuevo paradig-
ma en el tratamiento de la misma.
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