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RESUMEN

Antecedentes: El carcinoma de ampolla de Vater (CAV) es una enfermedad poco
frecuente, caracterizada por una gran heterogeneidad clinico-patoldgica, con un
prondstico extremadamente desfavorable y escasas opciones de tratamiento. A dia
de hoy sus caracteristicas moleculares no estan adecuadamente estudiadas, y no se
conoce si podria tener implicaciones terapéuticas.

Objetivo: Caracterizar el perfil molecular del CAV y evaluar la utilidad clinica del
analisis gendmico para identificar alteraciones tratables y guiar terapias
personalizadas.

Métodos: Realizamos un andlisis retrospectivo de las caracteristicas clinicas,
anatomopatoldgicas y gendmicas en pacientes con CAV tratados en un centro de
referencia de cdncer como es el Hospital Universitari Vall d’'Hebron, entre 2008 y
2023. Las mutaciones genéticas se categorizaron segun las vias moleculares, y las
alteraciones potencialmente accionables se clasificaron de acuerdo con la escala
ESCAT. Los hallazgos moleculares clave se validaron en una cohorte externa.

Resultados: Incluimos a 78 pacientes con una edad media de 66 afios; el 51.6% eran
mujeres, y la mayoria fueron tratados con cirugia de entrada (74.4%).
Histolégicamente, se clasificaron como pancreatobiliar (48.7%), intestinal (24.3%) y
MIX (8.3%), o no conocido (21.8%). Los porcentajes de pacientes diagnosticados en
los estadios I, 11, Il y IV fueron 23.1%, 11.5%, 37.2% y 28.2%, respectivamente. Cabe
destacar que el subtipo intestinal mostré una mayor frecuencia de alteraciones en la
via TGF-B (25.9% vs. 6.1%, p=0.03), y de forma no significativa en la via de WNT
(33.3% va 15.2%, p=0.09). En la cohorte completa, se encontraron alteraciones
moleculares potencialmente accionables en el 52% de los pacientes. Los tumores
KRAS"T mostraron un enriquecimiento en alteraciones potencialmente accionables
ESCAT I-llIA tanto en nuestra cohorte (37.2% vs. 9.4%; p=0.006) como en la cohorte
de validacién externa (23.0% vs. 9.3%; p=0.01), incluyendo un 25.6% de
amplificacién/mutacion de ERBB2, 14.0% con estado de deficiencia de
recombinacién homologa y 7.4% con estado de inestabilidad de microsatélites. Seis
pacientes recibieron terapias dirigidas segun las alteraciones después de la
progresidn a quimioterapia, con una tasa de respuesta del 50% y dos pacientes se
mantuvieron en tratamiento mas de un afio.

Conclusiones: Los pacientes con CAV presentan un enriquecimiento de alteraciones
accionables, especialmente en tumores KRAS"', lo que sugiere que podrian
beneficiarse particularmente de enfoques basados en oncologia de precision en
tumores raros.
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SUMMARY

Background: Ampullary carcinoma (AC) is a rare disease characterized by substantial
clinicopathological heterogeneity, an extremely poor prognosis, and limited
treatment options. To date, its molecular landscape has not been adequately
studied, and their potential therapeutic implications remain unknown.

Aims: To characterize the molecular profile of AC and assess the clinical utility of
genomic analysis in identifying actionable alterations and guiding personalized
therapies

Methods: We conducted a retrospective analysis of the clinical and genomic
characteristics of patients with AC treated at Vall d’Hebron University Hospital, a
tertiary cancer referral center, between 2008 and 2023. Genetic mutations were
categorized according to molecular pathways, and potentially actionable alterations
were classified based on the ESCAT scale. Key molecular findings were validated in
an external cohort.

Results: A total of 78 patients were included, with a median age of 66 years; 51.6%
were female, and most were treated with primary surgery (74.4%). Histologically,
tumors were classified as pancreatobiliary (48.7.3%), intestinal (24.3%), and mixed
(5.1%) or unknown (21.8%). The proportions of patients diagnosed at stages |, I, lll,
and IV were 23.1%, 11.5%, 37.2% and 28.2%, respectively. Notably, the intestinal
subtype exhibited a higher frequency of alterations in the TGF-B pathway (25.9% vs.
6.1%, p=0.03) and a non-significant trend in the WNT pathway (33.3% vs. 15.2%,
p=0.09). Potentially actionable molecular alterations were identified in 52% of
patients. Importantly, KRASYT tumors showed an enrichment in potentially
actionable ESCAT I-IlIA alterations in both our cohort (37.2% vs. 9.4%; p=0.006) and
the external validation cohort (23.0% vs. 9.3%; p=0.01), including 25.6% with ERBB2
amplification/mutation, 14.0% with homologous recombination deficiency, and
7.4% with microsatellite instability. Six patients received targeted therapies based
on these alterations after progression on chemotherapy, achieving a response rate
of 50%, with two patients remaining on treatment for more than one year.

Conclusions: Patients with AC exhibit an enrichment of actionable alterations,
especially in KRASYT, suggesting that they could particularly benefit from precision
oncology approaches for rare cancers.
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INTRODUCCION
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1. INTRODUCCION

1.1. INTRODUCCION GENERAL: DESCRIPCION ANATOMICA
Y FUNCION DE LA AMPOLLA DE VATER

En la confluencia del conducto pancreadtico principal, la via biliar y el tubo digestivo,
a nivel de la segunda porcion duodenal, encontramos la ampolla de Vater, epdénimo
derivado del anatomista aleman Abraham Vater quien hizo esta descripcion en
17201, Esta estructura anatdmica regula la secrecidon y liberacion de los jugos
segregados en el pancreas y la bilis a la segunda porcidon duodenal durante la
digestion (Figura 1)2.

Figura 1. Anatomia de la via biliar. Adaptado del Atlas de anatomia humana de
NETTER, Frank H. 82 edicion (2023)

Parte espiral del ducto cistiko

\ )
Cuello de la "‘ \ -Ducto hepatico derecho
vesicula biligrZ g~ | %4 Ducto hepatico izquierdo
. Ducto hepatico comun
)
’ Infundibulo {(bolsa de Hartmann)
de la vesicula biliar
Cuerpo de la vesicula bilia ) ¥ Arr
1R~
- : Parte lisa del ducto cistico

Fundus de vesicula bili Ducto colédoco

Porcién descendente
del duodeno

Ostiums glandulare
Ducto pancredtico

Papila duoden

Ampolla de Vater

18

TESIS DOCTORAL / Carles Fabregat Franco



Para poder llevar a cabo su funcidn, la ampolla de Vater consta de 3 esfinteres que
en su conjunto forman el conocido esfinter de Oddi, que regula la liberacién de jugos
pancreadticos, bilis 0 ambos en funcidn de las necesidades secundarias al alimento en
proceso de digestion, a la vez que evita la introduccién retrégrada de contenido
duodenal a través de la papila2.

La mucosa que recubre este entramado de musculo liso es un epitelio de transicion:
desde el epitelio intestinal duodenal, pasando por epitelio glandular con células
calciformes y epitelio foveolar-like, y finalmente epitelio pancreatobiliar similar al
del ducto pancreatico principal o el colédoco3.

De esta forma, se definen los carcinomas de ampolla de Vater (CAV) como aquellos
gue crecen en el complejo ampular, distal a la confluencia del colédoco y el conducto
pancreatico principal®.

1.2. EPIDEMIOLOGIA

El CAV es una entidad muy poco frecuente que representa, por los escasos datos de
qgué disponemos, tan solo el 0.2% de los canceres gastrointestinales, y alrededor del
7% de todos los canceres periampulares*.Como se trata de un tumor tan poco
frecuente, no hay datos concluyentes sobre su evolucién, aunque su incidencia
parece aumentar a lo largo de los afios (Figura 2) >®.

Figura 2. Tendencia anual de casos de CAV basada en los datos de la serie de 1973-
2005 de la Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER).
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Por otro lado, es un tumor que suele debutar en estadios localizados en el 50-70%
de los casos, y por lo tanto subsidiarios de tratamiento radical®’. Sin embargo, queda
claro que es un tumor de mal pronéstico, pues los pocos estudios retrospectivos que
hay describen una mediana de supervivencia global (SG) que varia de los 19 a los 115
meses, y en caso de los pacientes operados una supervivencia libre de enfermedad
(SLE) que varia entre los 24 y los 70 meses®°. Esto supone una tasa de SG a 5 afios
del 4-15% y del 45-71% para estadios avanzados y localizados, respectivamente>®°,

1.3. CLINICA, DIAGNOSTICO Y ESTADIFICACION

El CAV se manifiesta clinicamente de forma precoz debido a su peculiar ubicacién
anatémica, ya que el crecimiento tumoral suele ocasionar la obstruccion de la via
biliar. Esta obstruccion se traduce en sintomas de alarma, tales como ictericia, coluria
y acolia. También puede llegar a presentarse como pancreatitis aguda, y de forma
menos frecuente como vémitos vespertinos secundarios a obstruccién de la segunda
porcion duodenall®!l, La precocidad en la aparicidn de los sintomas justifica que se
diagnostique en estadios localizados en mas del 50% de los casos, como hemos
comentado anteriormente.

Sin embargo, en los tumores de gran tamafio con afectacién de estructuras vecinas,
puede resultar dificil distinguir el CAV de otros cdnceres periampulares por
afectacion de diferentes estructuras. Por lo tanto, a veces resulta dificil diferenciarlo
del carcinoma de pancreas (CP), el carcinoma duodenal (CD) o el colangiocarcinoma
(CC), en especial el distal (dCC) 1011,

Para una correcta evaluacién inicial con analitica sanguinea completa que incluya
hemograma, coagulacién, funcidn hepatica, funcién renal y marcadores tumorales
asociados a tumores digestivos altos como son el antigeno carcinoembrionario y el
Cal19.9. Ademads se debe realizar una endoscopia digestiva alta para toma de biopsia,
asi como una tomografia computarizada toraco-abdomino-pelvica con contraste
arterial y venoso para valorar su relacion con las estructuras vasculares adyacentes
y la presencia de lesiones a distancia'®.

Con los resultados de estas pruebas, se sugiere discutir el caso en un comité
multidisciplinar con presencia de equipos de radiologia, anatomia patoldgica,
endoscopia y oncologia, para decidir la mejor actuaciéon?®.
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En tumores resecables, debe plantearse la cirugia de entrada, incluso previo al
drenaje de la via biliar para evitar demoras y complicaciones asociadas a los
drenajes'>'3, Se debe plantear la necesidad de drenaje de la via biliar previo a la
cirugia, solo en los casos de colangitis asociada, valores de bilirrubina superiores a
250 mmol/L, prevision de demora de la cirugia >2 semanas por cualquier motivo, asi
como en los casos no operables por comorbilidades, irresecables por relaciones
anatdmicas, o con afectacidon metastdsical®!%13,

En caso de plantearse el drenaje de via biliar, es preferible realizarlo mediante una
colanpancreatografia retrégrada endoscoépica (CPRE) con colocacidon de stent
metaélico autoexpandible3!4,

Los resultados de estas pruebas, junto con la clasificacion TNM (octava edicidn, ver
tabla 1), orientan la eleccién del tratamiento inicial y proporcionan una estimacién
del prondstico?>.

Hay que tener en cuenta que dos cohortes independientes que incluyeron 369 y 104
pacientes han validado la octava edicién de la clasificacion TNM. Sin embargo, ambas
apuntan a una dudosa discriminacién de la categoria “T”, donde argumentan que
hay demasiadas categorias, sin ayudar estas a una gran discriminaciéon de los
resultados en supervivencial>1,
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Tabla 1. AJCC 82 edicidn de la clasificacion TNM

Definicidn TNM - AJCC 82 edicidn
T1a Limitado al esfinter de Oddi
T1b Invasion de la mucosa duodenal
T Invasidn de la muscular propia duodenal
T33 Invasidn peripancreatica <0.5cm
T3b Invasién peripancreatica >0.5cm o invasién de subserosa duodenal
T4 Afectacion de tronco celiaco o arteria mesentérica superior
NO No afectacién adenopatica
N1 Afectacion 1-3 adenopatias
N2 Afectacion >4 adenopatias
MO No metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia

Abreviaturas: TNM, tumor, nodal, metastasis; AJCC, American Joint Committee on Cancer.

Tabla 2. Estadio tumoral y prondstico asociado en términos de SG y SLR.

Estadiaje tumoral - AJCC 82 edicién y prondstico

ESTADIAJE T N M SLE (meses)® SG (meses)?®
Estadio IA Tla NO MO 160 156
Estadio IB T1b-T2 NO MO 67 81
Estadio IIA T3a NO MO 83 93
Estadio IIB T3b NO MO 18 37
Estadio IlIA T1-3 N1 MO 25 33
Estadio IlIB T4 Nx MO 11 17
Estadio IlIB Tx N2 MO - -
Estadio IVA TxNxM1 Nx M1 - -

Abreviaturas: T, tumor; N, adenopatias; M, metastasis; AJCC, American Joint Committee on Cancer;
SLE, supervivencia libre de enfermedad; SG, supervivencia global.
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1.4. DIAGNOSTICO HISTOLOGICO Y SUBGRUPOS

La mayoria de los CAV son adenocarcinomas, pero también se incluyen otros tipos
mas infrecuentes como el papilar, adenoescamoso o mucinosol”-18,

En cuanto a los adenocarcinomas, inicialmente se describieron dos subtipos
histoldgicos principales basados en el epitelio de origen y la morfologia observada
mediante tinciones de hematoxilina-eosina: el subtipo intestinal (INT) y el subtipo
pancreatobiliar (PB)*°.

El subtipo INT se origina a partir del epitelio intestinal que recubre la ampolla,
mientras que el subtipo PB se origina en el epitelio del conducto biliar comun distal
y el conducto pancreatico distal 7.

No obstante, estudios mas recientes han incorporado el uso de las tinciones
inmunohistoquimicas (IHQ) para caracterizar mejor el subtipo histolédgico, creando
para los casos que no cumplen estrictamente ninguno de los dos subtipos anteriores,
el subtipo mixto (MIX)%”. Estos subtipos definidos tanto por la morfologia como por
las tinciones IHQ, son los criterios actualmente utilizados por la Royal College of
Pathologists para clasificacidn de los CAV (Figura 3 y 4) 18.

Figura 3. CAV subtipo intestinal. Ay B: tincién con hematoxilina-eosina que muestra
patron de arquitectura cribiforme, con pseudocromasia nuclear 'y
pseudoestratificacion. C-F: podemos observar el patrén de tinciéon IHQ con MUC1
negativo (C), y positividad para CK20 (D), CDX2 (E) y M
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Figura 4. CAV subtipo pancreatobiliar. A: tincién con hematoxilina-eosina que
muestra patron de arquitectura desestructurada, sélido y anidado con formacién de
gladndulas solo focalmente. B-F: podemos observar el patrén de tincién IHQ con
positividad para CK7 (B) y MUC1 (C), y negatividad para CK20 (D), MUC2 (E) y CDX2
(F)".

S0 -

La evidencia sugiere que estos subtipos histoldgicos también difieren en su
comportamiento bioldgico, lo que tiene implicaciones significativas en el prondstico
y los resultados clinicos®%2%.Es notable que un metaanalisis, a partir de diferentes
estudios retrospectivos, ha descrito que los CAV-PB tienen un desenlace mucho peor
gue aquellos los CAV-INT, presentando medianas de SG que oscilan entre 51-115
meses a 19-47 meses, respectivamente. Esto se traduce en una Hazard Ratio (HR)
para SG de 1.84 (95% IC 1.49-2.27) en favor del subtipo INT 2.

Sin embargo, dado que estos resultados se basan en series retrospectivas, y no se
han encontrado diferencias consistentes en todas las series, es necesario generar
mds evidencia que respalde esta hipdtesis®>12:21,
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1.5. TRATAMIENTO ESTANDAR SEGUN GUIAS DE PRACTICA
CLINICA

El abordaje terapéutico del CAV se fundamenta en la estratificacién de Ia
enfermedad segln la estadificacion y el estado de reseccidon. Este enfoque se
sustenta en el estandar propuesto por expertos, debido a la falta de evidencia sobre
cudl es el mejor tratamiento para tumores tan poco prevalentes. De hecho, segln
nuestro conocimiento, solo existe la guia de practica clinica de la NCCN, que oriente
en el tratamiento de estos pacientes, y estd basada fundamentalmente en consenso
de expertos 1°,

En pacientes con enfermedad localizada y resecable, la duodenopancreatectomia
cefdlica (DPC o cirugia de Whipple) constituye el tratamiento quirirgico de eleccién
(Figura 5), permitiendo lograr margenes quirdrgicos negativos y, en consecuencia,
mejorar el prondstico. La decisién quirdrgica se complementa con la evaluaciéon
preoperatoria mediante técnicas de imagen, como TAC, RMN y ecoendoscopia, que
permiten valorar la extension local y la posible afectacién nodal *°. Los resultados de
estas pruebas deben ser valorados en un comité multidisciplinar, como hemos
comentado anteriormente.

La DPC se asocia con una morbilidad y mortalidad significativas. Las tasas de
mortalidad perioperatoria varian entre el 1% y el 10%, con mejores resultados en
centros de alto volumen??23, Este es el motivo por el cual las autoridades regulatorias
locales (CATSALUT) establecen un minimo de 11 ciurgias pancreaticas anuales para
poder realizarlas?®. Por otro lado, la morbilidad puede alcanzar hasta el 50%, con
complicaciones frecuentes como fistula pancreatica, retraso en el vaciamiento
gastrico e infecciones intraabdominales 22:23:2>,

Algunos estudios indican como el riesgo de morbilidad, sobre todo debido a la
aparicién de fistulas pancreaticas post-quirargicas, es mayor en los CAV que en los
CP (20-30% en CAV frente a 8-16% en CP) 232>, No obstante, esta mayor tasa de
complicaciones postoperatorias no parece influir negativamente en el pronéstico a
largo plazo, probablemente debido a la menor agresividad biolégica del CAV en
comparacion con el CP%3,

Dada la alta morbilidad y el riesgo de mortalidad no despreciable asociado a la DPC,
es fundamental que cada caso sea evaluado en un comité multidisciplinario. La
correcta seleccién de pacientes candidatos a la cirugia, basada en el estado clinico y
en las pruebas complementarias, es crucial para optimizar los resultados oncolégicos
y minimizar las complicaciones postoperatorias.
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Figura 5. Duodenopancreatectomia cefdlica o cirugia de Whipple.

La rareza y heterogeneidad del CAV ha planteado desafios significativos en la
busqueda de tratamientos sistémicos eficaces. A dia de hoy no existen ensayos
clinicos de fase lll de gran envergadura dirigidos especificamente a esta enfermedad
gue nos guien en el tratamiento. Esto hace que nos tengamos que guiar por la
evidencia generada en tumores biolégicamente similares, asi como en estudios
retrospectivos donde tenemos que tomar con cautela las conclusiones que podamos
sacar a la hora de generalizar sus conclusiones en la préactica clinica diaria®®.

Vamos a revisar los ensayos clinicos donde se han incluido CAV para intentar
entender como se realiza el manejo de tratamiento sistémico a dia de hoy y con qué
evidencia.

Si nos centramos en los estudios de adyuvancia, solo encontramos el ensayo clinico
fase 3 ESPAC-3. Este tenia como objetivo evaluar la eficacia de la quimioterapia
adyuvante, incluyendo pacientes con tumores periampulares. Un 69% de los
pacientes incluidos fueron diagnésticados de CAV, un 22% de dCC y un 8% de otros.
El estudio intentaba contestar a la pregunta de si la quimioterapia adyuvante mejora
la supervivencia en pacientes con tumores periampulares, para la cual estratifico a
los pacientes en funcion de la localizaciéon en via biliar, ampolla de Vater, u otros, y
los aleatorizaba a observacién, quimioterapia con gemcitabina o quimioterapia con
5-flurouracilo (5-FU). El resultado inicial de supervivencia fue negativo, mostrando
una mejoria no significativa de la SG para los pacientes que recibian quimioterapia.
Sin embargo, tras ajustar por factores prondsticos, el estudio resulté positivo con
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una Hazard Ratio (HR) de 0.75 (Intervalo de confianza 95% 0.57-0-98, p=0.03) (Figura
6). Ademas, se compard concretamente en los pacientes con CAV, donde la SG con
gemcitabina, 5-FU u observacién fue de 70.8, 57.8 y 40.6 meses respectivamente?®.

Por lo tanto, este ensayo concluyd que la quimioterapia adyuvante mejora la SG en
los pacientes con CAV, recomendando especialmente gemcitabina, o 5-FU como
alternativa, como la estrategia dptima de tratamiento adyuvante 2. Dado que es el
Unico ensayo clinico que evaltua el efecto de la adyuvancia en estos pacientes,
debemos analizar minuciosamente las fortalezas y debilidades del mismo. Como
fortalezas destacariamos el disefio multicéntrico que involucré mas de 100 centros
de Europa, Australia, Japén y Canada, asi como el suficiente poder estadistico como
para poder ajustar los resultados a los factores prondsticos independientes, cosa que
permite extraer una conclusidn estadisticamente valida.

Sin embargo, debemos tener en cuenta las limitaciones: la inclusion de diferentes
tipos tumorales puede afiadir heterogeneidad a la muestra ya dificultar la
interpretacion de los resultados. La falta de estratificacién por factores prondsticos
como la afectacién adenopatica o el grado tumoral pudo condicionar que el
resultado del andlisis primario no consiguiese la significacién estadistica. No se
evalué el subtipo histoldgico, por lo que no se han podido realizar analisis posteriores
generadores de hipdtesis sobre el mejor esquema de quimioterapia segun el
subtipo?®.

Con estos resultados, se acepta que la adyuvancia preferiblemente con gemcitabina,
o con 5-FU como alternativa, es el tratamiento indicado tras la cirugia en los CAV,

Figura 6. Resultados de adyuvancia con Gemcitabina, 5-Fluorouracilo o observacién
en el estudio ESPAC-326.
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En cuanto a la enfermedad avanzada, segln nuestro conocimiento, no existen
ensayos clinicos focalizados Unicamente en tumores periampulares.

El ensayo ABC-02 es un ensayo clinico fase 3 que establecidé el tratamiento de
referencia de los pacientes con carcinomas de via biliar (CVB) avanzado, al demostrar
la superioridad de cisplatino-gemcitabina sobre la gemcitabina en monoterapia. Para
esto incluyd 410 pacientes con CVB avanzado, incluyendo 20 pacientes con CAV?’.
Estos datos, se complementaron con un el estudio BT22, un ensayo clinico fase 2
japonés que trataba de contestar a la misma pregunta, donde se incluyeron 4 casos
de CAV, y demostrando resultados generales similares 2829,

Estos resultados nos ofrecen evidencia sobre el uso del esquema cisplatino-
gemcitabina en primera linea para tumores de via biliar avanzados, incluyendo el
CAV. Es importante destacar que la magnitud del beneficio en toda la poblacién del
estudio para supervivencia global es con una HR de 0.65, manteniéndose en valores
similares de HR=0.71 en el subgrupo de CAV, motivo que refuerza el uso de este
esquema como primera linea en estos tumores. Sin embargo, dado el limitado
numero de casos (n=24) de CAV incluidos en estos estudios no podemos realizar
analisis en profundidad de este subgrupo de pacientes?®. Una muestra mas grande
podria proporcionarnos evidencia acerca de la eficacia segin el subgrupo
histoldgico, o segun la extensién de la enfermedad.

Necesitamos realizar mas investigacién centrada exclusivamente en el CAV para
establecer directrices de tratamiento mas definitivas para esta poblacion de
pacientes. Ademas, los estudios mas recientes de CVB avanzado en primera linea,
han excluido especificamente los CAV, por lo que no sabemos si se pueden beneficiar
de afiadir inhibidores del punto de control inmunoldgico a la quimioterapia 3931,
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Figura 7. Resultados del ensayo clinico fase Ill ABC-02, que incluyd pacientes con
CAV. A, resultados de supervivencia global. B, resultados de supervivencia libre de
progresion. C, andlisis de subgrupos, donde se aprecia que el beneficio persiste para
el subgrupo de pacientes con CAV.
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Abreviaturas: SG, supervivencia global; SLP, supervivencia libre de progresion; ECOG, Eastern
Cooperative Oncology Group.
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En segunda linea tras fallo de gemcitabina, el ensayo clinico fase 3 ABC-06 evalu¢ el
esquema FOLFOX sumado al control activo de sintomas frente a control activo de
sintomas exclusivamente en pacientes con CVB avanzados, incluyendo 13 pacientes
con CAV 32, E|l tratamiento con FOLFOX aportd una leve mejoria estadisticamente
significativa y clinicamente relevante en SG, con una HR 0.69, y una mediana de SG
de 6.2 vs 5.3 meses, p=0.031) respecto al control activo de sintomas exclusivo. Sin
embargo, dado el reducido nimero de pacientes con CAV, no podemos realizar
analisis mds en profundidad de este subgrupo, como podria ser el analisis por subtipo
histoldgico o el andlisis por sensibilidad previa a platinos3?.

A pesar de estos hallazgos, y debido a la falta de evidencia sélida, el tratamiento
rutinario de estos tumores en fases avanzadas no estd estandarizado. Aunque se
deben tener en cuenta los resultados de estos ensayos clinicos, el manejo propuesto
en las guias de practica clinica se deriva del manejo en tumores cercanos como son
el CP, el dCC o el CD1°.

Esta heterogeneidad y la escasez de evidencia hacen que, a dia de hoy, no exista un
claro consenso en la practica clinica rutinaria sobre los regimenes ideales de
guimioterapia sistémica en nuestro medio, pudiendo utilizar diferentes esquemas de
guimioterapia de 1L (CDDP-Gemcitabina, FOLFIRINOX, Gemcitabina-NabPaclitaxel o
FOLFOX), afiadiendo o no agentes biolégicos antiangiogénicos o anti-EGFR en
funcion de la disponibilidad de los farmacos.

1.6. BIOLOGIA MOLECULAR. BIOMARCADORES EN EL
CARCINOMA DE AMPOLLA DE VATER Y TUMORES
RELACIONADOS

La caracterizacién gendmica del CAV plantea desafios Unicos. Aunque algunos
estudios han mostrado hallazgos prometedores, el pequefio tamano de las muestras
y la falta de validacién externa han impedido que estos resultados influyan en la
practica clinicall. Las investigaciones actuales indican que el CAV implica una
compleja interaccion de alteraciones genéticas en vias oncogénicas clave, incluyendo
las vias Wnt/B-catenina, PI3K/AKT, TP53 y TGFB!133-36, Debemos tener en cuenta que
estos estudios se han realizado sobre series de tumores operados, sin incluir en
ninguno de ellos pacientes diagnosticados en estadios avanzados.

A pesar de estos avances, persisten importantes vacios de conocimiento en relacién
a las alteraciones gendmicas del CAV. Esta falta de conocimiento dificulta el
desarrollo de terapias dirigidas efectivas y enfoques de tratamiento
personalizados®’.
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Si analizamos los tumores relacionados, vemos ciertas diferencias y similitudes que
nos puedes ayudar a entender mejor el CAV. Vamos a desglosarlos uno por uno.

Respecto al CP, destacamos 4 genes conductores predominantes implicados en la
carcinogénesis como son KRAS, TP53, CDKN2A y SMAD4. KRAS es el oncogén mas
comunmente mutado, presente en mas del 90% de los casos, y su alteracidon es un
evento temprano en la carcinogénesis pancreatica asociada con la activacion de vias
de sefializacion que promueven la proliferacién celular (Figura 8) 3,

Hasta hace pocos afos, las vias de sefializacion de KRAS han sido consideradas
inbloqueables con farmacos, debido a la complejidad de la estructura terciaria de la
proteina, la facilidad de apariciéon de resistencias en otros puntos de la via de las
MAPK, asi como la alta toxicidad que puede conllevar un bloqueo de la misma. Sin
embargo, en el 10% de pacientes con KRAS wild-type (WT) si se han descrito
alteraciones moleculares tratables para las que se han desarrollado tratamientos
dirigidos como son fusiones génicas en BRAF (6.6%), FGFR2 (5.2%), ALK (2.6%), RET
(1.3%), y NRG1 (1.3%), asi como amplificaciones de FGFR3 (3%), ERBB2 (2.2%), FGFR3
(1.8%), NTRK (1.8%), y MET (1.3%)3°. Cabe decir que a dia de hoy si hay farmacos,
aun en fase de investigacion, que ponen el foco en KRAS, ya sea en mutaciones

puntuales especificas como G12C o G21D, o en la regulacién de la activacién de la
1240-43
via03,

Ademas, en aproximadamente un 7% de los casos con CP en nuestro entorno existe
una alteracién en la linea germinal de los genes encargados de la reparacién del acido
desoxirribonucleico (ADN), en especial los genes relacionados con la recombinacién
homéloga (RH) como son BRCA1, BRCA2 o PALB2%*. La alteracion en estos genes
confiere una sensibilidad aumentada a la quimioterapia basada en platino, y da la
opcién a iniciar mantenimiento con inhibidores de la Poli ADP ribosa polimerasa
(PARP) como olaparib o ribociclib*8,
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Figura 8. Panorama molecular del carcinoma pancreatico. Destaca la predominancia
de KRASMUT, asi como la presencia de genes conductores alternativos en los
pacientes con KRASWT 38
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Si nos centramos en los CVB, vemos como las alteraciones encontradas pueden ser
variables en funcién de la localizacién del tumor primario. Los CC intrahepaticos
tienen diferentes alteraciones moleculares conductoras, que dan oportunidad de
tratamientos dirigidos en més de un 40% de los casos*. Pero si nos centramos en el
dCC, por su relacion anatomica con el CAV, encontramos que los genes mas
frecuentemente alterados son KRAS (36%) y TP53 (35%), aunque podemos observar
hasta un 25% de los pacientes pueden tener alteraciones moleculares
potencialmente tratables. De estas destacan las amplificaciones y mutaciones en
ERBB2, asi como las mutaciones en PIK3CA y MYC (Figura 9)°°.
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Figura 9. Panorama molecular del colangiocarcinoma distal. Destaca la
predominancia de alteraciones en KRAS y TP53. También destacan alteraciones en
ERBB2 como alteraciones potencialmente tratables en mas de un 5% de los casos.
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Finalmente, y con respecto al CD, no hay investigaciones que hayan estudiado el
panorama molecular en series grandes en profundidad, aunque alguna serie de 12
pacientes bien caracterizados describe alteraciones principalmente en TP53 (58%), y
KRAS (25%), y alteraciones en genes relacionados con la via de Wnt en un 40% de los
pacientes con mutaciones en APC o CTNNB1 (Figura 10)Z.

Figura 10. Panorama molecular del carcinoma duodenal. Unico estudio que reporta
alteraciones en 12 pacientes, donde en 2 pacientes no se encontrd ninguna
alteracion. Predominan alteraciones en TP53, KRAS y genes de la via de Wnt>L.
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Como podemos apreciar, hay diferencias en los tumores relacionados, pero si se
repiten algunos patrones como la importancia de TP53 y KRAS. Por otro lado,
tenemos particularidades de cada tipo, como la predominancia de alteraciones
potencialmente tratables en los pacientes sin mutaciones en KRAS en CP, la
presencia de alteraciones en ERBB2 en dCC o la alteracidn en via de Wnt en el CD.

En este estudio, buscamos proporcionar una visién exhaustiva del panorama
gendmico del CAV mediante el andlisis de las caracteristicas clinicas y moleculares
de nuestra cohorte y la validacion de hallazgos clave en una cohorte independiente,
disponible publicamente. Al resaltar las alteraciones moleculares que impulsan la
tumorogénesis y la metastasis en los CAV, nuestro objetivo es allanar el camino para
enfoques de medicina de precision y terapias dirigidas que combatan esta neoplasia
agresiva.

A través de nuestra investigacion, esperamos contribuir al avance del conocimiento
y al desarrollo de estrategias de tratamiento mds efectivas para los pacientes que
padecen esta enfermedad.

1.7. NUEVOS TRATAMIENTOS EN EL HORIZONTE

La identificacidn de alteraciones moleculares especificas ha impulsado el desarrollo
de estrategias terapéuticas emergentes en tumores relacionados con la ampolla de
Vater (dCC, CP y CD) >2=>4, La integracidn de técnicas de secuenciacién de préxima
generacién (NGS, por sus sigles en inglés) ha permitido detectar alteraciones en
genes que sirven como biomarcadores —per ejemplo FGFR2, IDH1, ERBB2, BRAF,
KRAS, NRG1, entre otros—. A su vez el uso de técnicas mas sencillas y estandarizadas,
como la IHQ para la deteccion de HER2 o dMMR, complementa el analisis molecular
y abre la puerta a terapias dirigidas en estos tumores 46:52754,

Adicionalmente, se estan evaluando agentes dirigidos a alteraciones emergentes en
estudios que han incluido diversos tipos de histologias, lo que ha llevado a la
aprobacion agnéstica de algunos tratamientos, es decir, su uso independiente del
subtipo histoldgico. Entre los ejemplos mas representativos se encuentran el empleo
de entrectinib®>> o larotrectinib >® en presencia de fusiones en NTRK, el uso de
selpercantinib®’ para fusiones en RET, y de manera mas relevante para el CAV, la
utilizacién de trastuzumab-deruxtecan (TDXd) en casos de sobreexpresion de Her2>8
o de pembrolizumab en pacientes con dMMR o alta carga mutacional tumoral (TMB-
High)596°.
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Estas modalidades terapéuticas no solo prometen mejorar la eficacia del
tratamiento, sino también personalizar la estrategia terapéutica de acuerdo al perfil
molecular del tumor. En consecuencia, la adopcidon de estos nuevos tratamientos
podria transformar el paradigma terapéutico del CAV, particularmente en escenarios
donde la enfermedad es irresecable o presenta resistencia a las terapias
convencionales.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El CAV es una neoplasia rara y agresiva que representa menos del 0.2% de todos los
canceres gastrointestinales, que presenta una tasa de supervivencia a cinco anos de
aproximadamente el 30% a pesar de ser resecable en la mayoria de casos al
diagnéstico.

Estas dos condiciones subrayan las dificultades en el estudio en profundidad del
tumor, al no disponer de grandes series homogéneas y la rdpida evolucién de sus
procesos. Esta falta de conocimiento conduce a la falta de un consenso claro sobre
el manejo terapéutico éptimo de esta enfermedad, de forma que existen guias de
practica limitadas, y las pocas que existen nos remiten a la evidencia en tumores con
histologias parecidas, como el carcinoma de duodeno, el carcinoma pancreatico o el
conjunto de tumores de la via biliar. Esta falta de consenso, junto con la falta de
evidencia especifica para el CAV, deja a los médicos con una brecha de conocimiento
significativa para abordar esta patologia.

El avance de la gendmica y la medicina de precisidn ha transformado el tratamiento
del cancer, identificando mecanismos moleculares que permiten clasificar mejor los
diferentes tumores, asi como desarrollar terapias que actuen directamente sobre
ellos. Sin embargo, esta revolucién ha sido menos evidente en el CAV, debido a la
heterogeneidad del tumor, la rareza de la enfermedad y la falta de ensayos clinicos
especificos. Hasta la fecha, el panorama molecular del CAV y sus implicaciones
terapéuticas no han sido ampliamente estudiadas.

En este contexto, esta tesis doctoral titulada “caracterizacion gendmica del
carcinoma ampular peripancredtico para la deteccidn de nuevas oportunidades de
tratamiento bioldgico dirigido a nuevas dianas terapéuticas” busca abordar estas
lagunas de conocimiento mediante la caracterizacion clinica y gendmica del CAV, con
el fin de identificar qué alteraciones moleculares nos conducen al desarrollo de estos
tumores, asi como saber cuales de ellas son potencialmente accionables que puedan
abrir la puerta a nuevas estrategias terapéuticas.

Este proyecto tiene como objetivo no solo avanzar en el conocimiento cientifico
sobre el CAV, sino también contribuir al desarrollo de la oncologia de precisién para
una enfermedad que hasta ahora ha sido relegada en términos de investigacién y
opciones de tratamiento. La validacién de hallazgos en cohortes externas y el
enfoque en alteraciones moleculares accionables ofrecen un marco robusto para el
disefio de futuros ensayos clinicos, brindando esperanza a los pacientes con esta
enfermedad rara y agresiva.
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Por lo tanto, esta tesis doctoral responde a la necesidad critica de ampliar el
conocimiento sobre el CAV y explorar las posibilidades de personalizar su manejo
clinico, alineandose con las tendencias actuales hacia tratamientos dirigidos y mas

efectivos en oncologia.
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3. HIPOTESIS

3.1. HIPOTESIS PRINCIPALES

1. EI CAV presenta un patrén heterogéneo de alteraciones en vias de sefializacion
oncogénica clave, cuya distribucién varia seglin el subtipo histoldgico, lo que
sugiere una base molecular diferencial entre los fenotipos pancreatobiliar,
intestinal y mixto.

2. El perfil molecular del CAV constituye una herramienta potencialmente superior
a la clasificacion histolégica convencional, pudiendo orientar estrategias
terapéuticas personalizadas.

2.2. HIPOTESIS SECUNDARIAS

1. Laintegracién de la caracterizacidén molecular con los datos clinico-patoldgicos
permitira definir algoritmos de tratamiento mds homogéneos, facilitando tanto
el abordaje terapéutico, como el disefio de futuros ensayos clinicos especificos.

2. La identificacidn de alteraciones genédmicas accionables mediante plataformas
de NGS posibilita la ampliacién del arsenal terapéutico mas allad de lo que ofrece
la clasificacion anatomopatoldgica exclusivamente.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBIJETIVO PRINCIPAL

Caracterizar el perfil molecular del CAV y analizar su potencial utilidad en el disefio
de estrategias terapéuticas personalizadas.

4.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Describir las principales alteraciones gendmicas presentes en una cohorte de
pacientes con CAV mediante técnicas de NGS.

2. Evaluar la correlacién entre los subtipos histolégicos (PB, INT y MIX), y las vias
de sefializacién molecular.

3. Analizar la asociacién entre las alteraciones moleculares mas frecuentes y el
prondstico en términos de supervivencia.

4. Determinar la prevalencia y el impacto clinico de alteraciones gendmicas
potencialmente tratables, y su relacion con la respuesta a tratamientos
dirigidos.
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5. METODOLOGIA

5.1. TIPOS DE ESTUDIO

Hemos realizado un estudio observacional, retrospectivo, descriptivo y analitico, con
el objetivo de caracterizar clinicamente y molecularmente una cohorte de pacientes
con CAV.

5.2. SELECCION DE LA MUESTRA

Se han incluido de forma consecutiva 78 pacientes con diagndstico confirmado de
CAV entre los afios 2008 y 2023 en el Hospital Universitari Vall d’Hebréon (HUVH),
centro de referencia en oncologia gastrointestinal. Todos los datos formaban parte
de la base de datos del Grupo de Tumores Gastrointestinales Superiores y
Endocrinos, y contaban con informacién clinica, anatomopatoldgica, y en la mayoria
de casos, datos de secuenciacion molecular.

5.3. VARIABLES CLINICAS

En el estudio se han incluido diferentes variables clinicas relevantes, que se
recogieron tanto al diagnéstico como al inicio de la enfermedad avanzada, segun se
detalla en la Tabla 3.
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Tabla 3. Variables recogidas en el momento del diagnéstico y durante la evolucién
de la enfermedad, en la cohorte global y en la cohorte metastasica.

Cohorte global

Cohorte metastdsica

Variables

Eventos en la

Variables basales

Eventos en la

- Estadio clinico
al diagndstico

(fecha)
- Mejor respuesta a

dirigido

- Progresién a cada
tratamiento (fecha)
- Muerte (fecha)

- ECOG-PS al diagndstico
- Hallazgos gendmicos

basales evolucion evolucion
- Edad al - Tratamiento - Edad al diagndstico - 1L de tratamiento
diagndstico adyuvante - Sexo bioldgico - 1L de tratamiento
- Sexo biolégico | - Cirugia (fecha) - Histologia (fecha)
- Histologia - Recidiva (fecha) - Subtipo histolégico - Mejor respuesta a
- Subtipo - 1L de tratamiento | - Estadio clinico al la 1L
histolégico - 1L de tratamiento | diagndstico - Ndmero de lineas

de tratamiento
- Tratamiento

- ECOG-PS al la 1L - QT en los ultimos 6 dirigido
diagndstico - Nimero de lineas | meses antes del - Progresién a cada
- Hallazgos de tratamiento diagndstico de M1 tratamiento (fecha)
gendmicos - Tratamiento - Muerte (fecha)

Abreviaturas: ECOG-PS, Eastern Cooperative Oncology Group-Performance Status; QT,
quimioterapia; M1, metastdsico; 1L tratamiento de Primera Linea.

5.4. VARIABLES ANATOMOPATOLOGICAS Y ANALISIS
INMUNOHISTOQUIMICO

Los casos fueron valorados por una patéloga experta en tumores
hepatobiliopancreaticos. La clasificacidn histoldgica se realizé conforme los criterios
del Royal College of Pathologists /. Utilizamos los marcadores MUC1, MUC2, CDX2
y CK20, segun el siguiente esquema: el subtipo INT se definid como positivo para
CK20 o CDX2 o MUC2 y negativo para MUC1, o positivo para CK20, CDX2 y MUC2,
independientemente del patrén de tincién de MUCI. El subtipo PB se definié como
positivo para MUCL1 y negativo para CDX2 y MUC2, independientemente del patrén
de tincion de CK20. El subtipo MIX se definié como otras combinaciones de
fenotipos, incluyendo aquellos negativos para todos los marcadores (Tabla 4).
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Las tinciones IHQ fueron realizadas sobre cortes de tejido formalina-fijado e incluian
los anticuerpos mencionados en el apartado anterior. La interpretacion se realizé de
forma semicuantitativa, y los resultados fueron evaluados por un Unico observador
con experiencia en anatomia patoldgica hepatobiliopancreatica, para minimizar la
variabilidad interobservador.

Tabla 4. Definicion del subtipo histolégico segun el resultado IHQ.

Sfxbtlp’o. Tincion IHQ

histoldgico

INTESTINAL 1. Tincidn positiva para CK20 o CDX2 o MUC2, Y negativo
para MUC1

2. Tincidn positiva para CK20, CDX2, y MUC2,
independientemente de MUC1

PANCREATOBILIAR | Tincion positiva para MUC1 Y negativa para CDX2 Y MUC2,
independientemente de CK20

MIXTO Otras combinaciones de fenotipos, incluyendo negatividad
para todas las tinciones

Abreviaturas: IHQ, inmunohistoquimica.

5.5. ANALISIS MOLECULAR

Para el andlisis gendmico se han utilizado muestras procedentes de tumor primario
o de localizacién metastasica, segin disponibilidad.

El andlisis gendmico se realizdé mediante técnicas de NGS, empleando paneles
comerciales o institucionales validados en oncologia clinica®®* La diferencia
principal entre los diferentes paneles utilizados radica en la cantidad de mutaciones
hotspot capaces de detectar en diferentes genes como podemos observar en las
tablas 5, 6 y 7, referentes a los paneles utilizados por Amplicon Seq VHIO v1.0 con 60
genes analizados, en comparacion con los mas de 300 genes analizados en paneles
mas nuevos como el panel VHIO-CARD-300 o el Foundation One CDx test®. Por otra
parte, los pacientes a los que se realizé panel Caris Life Sciences ®, se les realizaba
un estudio con andlisis completo del exoma, con mas de 23.000 genes, de los que se
reportaban los resultados de las mutaciones mas frecuentes presentes en 592
genes®?,
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Tabla 5. Genes analizados en el panel Amplicon Seq VHIO v1.0

ABL1 AKT1 AKT2 AKT3 ALK APC BRAF CDH1 CDKN2A CSF1R
CTNNB1 EGFR ERBB2 ERBB3 ESR1 FBXW?7 FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4
FLT3 GATA1 GNA11 GNAQ GNAS HRAS IDH1 IDH2 JAK1 JAK3
KIT MAG MAP2K1 MET MLH1 MPL MSH6 MTOR MYC NF2
NOTCH1 NOTCH3 NRAS PDGFRA PIK3CA PIK3R1 PIK3R5 PTCH1 PTEN RB1
RET RNF43 RUNX1 SMAD4 SMARCB1 SRC STK11 TP53 VHL ZNRF3

TESIS DOCTORAL / Carles Fabregat Franco
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Tabla 6. Genes analizados en el panel VHIO-CARD-300

ABL2 ABLL ACVR1B AKT1 AKT2 AKT3 ALK ALOX12B AMER1 APC
AR ARAF ARFRP1 ARID1A ARID1B ARID2 ARID5B ASXL1 ASXL2 ATM
ATR ATRX AURKA AURKB AXIN1 AXIN2 AXL B2M BAP1 BARD1

BBC3 BCL2 BCL2L1 BCL2L11 BCL2L2 BCL6 BCOR BCORL1 BLM BMPR1A

BRAF BRCA1 BRCA2 BRD4 BRIP1 BTG1 BTK C110RF30 CARD11 CASP8

CBFB CBL CCND1 CCND2 CCND3 CCNE1 CD274 CD276 CD79A CD79B

CDC73 CDH1 CDK12 CDK4 CDK6 CDK8 CDKN1A CDKN1B CDKN2A CDKN2B

CDKN2C CEBPA CHD2 CHD4 CHEK1 CHEK2 Cic CRBBP CRKL CRLF2
CSFIR CTCF CTLA4 CTNNA1 CTNNB1 CcuL3 CYLD DAXX DCUN1D1 DDR2
DICER1 DIS3 DNMT1 DNMT3A DNMT3B DOTIL E2F3 EED EGFL7 EGFR
EIF1AX EP300 EPCAM EPHA3 EPHAS5 EPHA7 EPHB1 ERBB2 ERBB3 ERBB4
ERCC2 ERCC3 ERCC4 ERCC5 ERG ERRFI1 ESR1 ETV1 ETV6 EZH2

FAM175A FAMA46C FANCA FANCC FANCD2 FANCE FANCF FANCG FANCL FANCM

FAS FAT1 FBXW7 FGF10 FGF14 FGF19 FGF23 FGF3 FGF4 FGF6

FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4 FH FLT1 FOXA1 FOXA2 FOXA3 FOXL2

FOXP1 FRS2 FUBP1 GABRA6 GATA1 GATA2 GATA3 GATA4 GATA6 GID4
GLI1 GNA11 GNA13 GNAQ GNAS GPR124 GREM1 GRIN2A GRM3 GSK3B

H3F3A H3F3C HGF HIST1H1C HIST1H2BD HIST3H3B HNF1A HRAS HSD3B1 HSPAS0AAL

ICOSLG IDH1 IDH2 IFNGR1 IGF1 IGF1IR IGF2 IKBKE IKZF1 IL10

IL7R INHBA INPP4A INPP4B INSR IRAK4 IRF2 IRF4 IRF9 IRS2
JAK1 JAK2 JAK3 JUN KAT6A KDMS5A KDMS5C KDM6A KDR KEAP1
KEL KIT KLF4 KLHL6 KMT2A KMT2C KMT2D KRAS LATS1 LATS2

LMO1 LRP1B LYN LZTR1 MAD2L2 MAGI2 MALT1 MAP2K1 MAP2K2 MAP2K4

MAP3K1 MAP3K13 MAP3K5 MAPK1 MAPK7 MAX MCL1 MDC1 MDM2 MDM4
MED12 MEF2B MEN1 MET MITF MLH1 MPL MRE11A MSH2 MSH6

MTOR MUTYH MYC MYCL MYCL1 MYCN MYD88 MYOD1 NBN NCOR1
NF1 NF2 NFE2L2 NFKBIA NKX2-1 NKX3-1 NOTCH1 NOTCH2 NOTCH3 NOTCH4

NPM1 NRAS NSD1 NTRK1 NTRK2 NTRK3 NUP93 PAK1 PAK3 PAK7

PALB2 PARK2 PARP1 PAX5 PBRM1 PDCD1 PDCD1LG2 PDGFRA PDGFRB PDK1

PDPK1 PHOX2B PIK3C2B PIK3C2G PIK3C3 PIK3CA PIK3CB PIK3CD PIK3CG PIK3R1

PIK3R2 PIK3R3 PIM1 PLCG2 PLK2 PMAIP1 PMS1 PMS2 PNRC1 POLD1
POLE PPP2R1A PPP2R2A PRDM1 PREX2 PRKARIA PRKCI PRKCQ PRKDC PRSS8
PTEN PTPN11 PTPRD PTPRS PTPRT QKI RAC1 RAD50 RAD51 RAD51B

RAD51C RAD51D RAD52 RAD54L RAF1 RANBP2 RARA RASA1 RB1 RBM10
RECQL4 REL RET RFWD2 RHEB RHOA RICTOR RIT1 RNF43 ROS1

RPS6KA4 RPS6KB2 RPTOR RSPO2 RUNX1 RUNX1T1 RYBP SDHA SDHAF2 SDHB
SDHC SDHD SETD2 SF3B1 SH2D1A SHH SHQ1 SLIT2 SMAD2 SMAD3
SMAD4 SMARCA4 | SMARCB1 | SMARCD1 SMO SNCAIP SOCs1 SOX10 SOX17 SOX2

SOX9 SPEN SPOP SPTA1 SRC STAG2 STAT3 STAT4 STK11 STK40

SUFU SUz12 SYK TAF1 TBX3 TERT TET1 TET2 TGFBR1 TGFBR2

TMEM127 | TMPRSS2 TNFAIP3 TNFRSF14 TOP1 TOP2A TP53 TP63 TRAF7 TSC1

TSC2 TSHR U2AF1 VEGFA VHL VTCN1 WISP3 WT1 XIAP XPO1

YAP1 YES1 ZBTB2 ZNF217 ZNF703
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Tabla 7. Genes analizados en el panel Foundation One CDx test®

ABL1 ACVR1B AKT1 AKT2 AKT3 ALK ALOX12B (F:miggB) APC AR
ARAF ARFRP1 ARID1A ASXL1 ATM ATR ATRX AURKA AURKB AXIN1

AXL BAP1 BARD1 BCL2 BCL2L1 BCL2L2 BCL6 BCOR BCORL1 BRAF
BRCA1 BRCA2 BRD4 BRIP1 BTG1 BTG2 BTK C%él’\O/II;I;)SO CALR CARD11
CASP8 CBFB CBL CCND1 CCND2 CCND3 CCNE1 CD22 CDZZi)(PD_ CD70
CD79A CD798 CDC73 CDH1 CDK12 CDK4 CDK6 CDK8 CDKN1A CDKN1B

CDKN2A CDKN2B CDKN2C CEBPA CHEK1 CHEK2 CIC CREBBP CRKL CSF1R
CSF3R CTCF CTNNA1 CTNNB1 cuL3 CUL4A CXCR4 CYP17A1 DAXX DDR1

DDR2 DIS3 DNMT3A DOTIL EED EGFR EP300 EPHA3 EPHB1 EPHB4
ERBB2 ERBB3 ERBB4 ERCC4 ERG ERRFI1 ESR1 EZH2 FAMA46C FANCA
FANCC FANCG FANCL FAS FBXW7 FGF10 FGF12 FGF14 FGF19 FGF23
FGF3 FGF4 FGF6 FGFR1 FGFR2 FGFR3 FGFR4 FH FLCN FLT1

FLT3 FOXL2 FUBP1 GABRA6 GATA3 GATA4 GATA6 (ClSCI)II)R;‘?.S)) GNA11 GNA13
GNAQ GNAS GRM3 GSK3B H3F3A HDAC1 HGF HNF1A HRAS HSD3B1

ID3 IDH1 IDH2 IGF1R IKBKE IKZF1 INPP4B IRF2 IRF4 IRS2
JAK1 JAK2 JAK3 JUN KDM5A KDM5C KDM6A KDR KEAP1 KEL

| s | SR T T | | e | | e

MAP2K4 MAP3K1 MAP3K13 MAPK1 MCL1 MDM2 MDM4 MED12 MEF2B MEN1

MERTK MET MITF MKNK1 MLH1 MPL MRE11A MSH2 MSH3 MSH6

MST1R MTAP MTOR MUTYH MycC MvcL MYCN MYD88 NBN NF1
(MYcL1)

NF2 NFE2L2 NFKBIA NKX2-1 NOTCH1 NOTCH2 NOTCH3 NPM1 NRAS NT5C2
NTRK1 NTRK2 NTRK3 P2RY8 PALB2 PARK2 PARP1 PARP2 PARP3 PAX5
PBRM1 PDCD:S (PD- PI();:DD_T_;()BZ PDGFRA PDGFRB PDK1 PIK3C2B PIK3C2G PIK3CA PIK3CB
PIK3R1 PIM1 PMS2 POLD1 POLE PPARG PPP2R1A PPP2R2A PRDM1 PRKAR1A
PRKCI PTCH1 PTEN PTPN11 PTPRO QKI RAC1 RAD21 RAD51 RAD51B
RAD51C RAD51D RAD52 RAD54L RAF1 RARA RB1 RBM10 REL RET
RICTOR RNF43 ROS1 RPTOR SDHA SDHB SDHC SDHD SETD2 SF3B1
SGK1 SMAD?2 SMAD4 SMARCA4 SMARCB1 SMO SNCAIP SOCs1 SOX2 SOX9
SPEN SPOP SRC STAG2 STAT3 STK11 SUFU SYK TBX3 TEK
TET2 TGFBR2 TIPARP TNFAIP3 TNFRSF14 TP53 TSC1 TSC2 TYRO3 U2AF1
VEGFA VHL (h\?llluss(é#) WHSC1L1 WT1 XPO1 XRCC2 ZNF217 ZNF703

Las alteraciones

encontradas fueron clasificadas segun la escala ESMO Scale for
Clinical Actionability of Molecular Targets (ESCAT, Tabla 8).5> Esta escala es una
herramienta practica que nos ayuda a categorizar cada alteracién segun la evidencia
de tratamiento dirigido para un tumor en concreto. Para esto se basa en la evidencia
disponible en forma de ensayos clinicos o series retrospectiva, los objetivos de los
estudios en particular y la robustez de los mismos. Esta escala, se complementa con
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la escala ESMO Magnitude of Clinical Benefit Scale vi.1 (MCBS V1.1), que evalua la
importancia de los objetivos analizados en los estudios, y los resultados conseguidos
en los mismos.

La utilidad de dicha escala se ha hecho patente, por ejemplo, para el estudio de
tumores heterogéneos y poco frecuentes como es el caso de los CVB, donde algunos
estudios han usado esta escala para demostrar el beneficio de la busqueda de
tratamientos dirigidos para los pacientes con alteraciones ESCAT significativas ©°.
Esto hace que sea una herramienta usada en la practica clinica diaria en muchos
centros donde existen comités para la evaluacion de las alteraciones moleculares en
pacientes que se les ha realizado un panel tipo NGS.®’

Tabla 8. Alteraciones de la escala ESCAT y el tipo de evidencia requerido para

Nivel de evidencia ESCAT Tipo de evidencia requerida

I: El tratamiento para esta diana ha I-A: EC aleatorizado demuestra en SG.

demostrado mejoria en ensayos I-B: EC no aleatorizado demuestra beneficio

clinicos clinico significativo segtin la ESMO MCBS 1.1%8
I-C: EC en diferentes histologias o EC basket

Preparado para la practica clinica demuestran beneficio clinico similar en
diferentes tumores

II: El tratamiento para esta diana [I-A: Estudios retrospectivos demuestran

tiene actividad antitumoral, pero la beneficio clinico significativo en comparacion

magnitud del beneficio es indefinida | con pacientes sin la alteracion.
[I-B: EC demuestran beneficio clinico

Datos clinicos prometedores significativo en respuestas, pero no hay datos
concluyentes de supervivencia (EC de 1 brazo)

Ill: Se sospecha un beneficio de este | llI-A: Beneficio clinico demostrado para esa

tratamiento para esta diana, por alteracion pero en otros tumores, con evidencia

datos basados en otros tipos limitada para ese tipo tumoral.

tumorales o en dianas similares [1I-B: Alteraciones que puedan ocasionar
alteraciones funcionales similares estudiadas en

Diana hipotética para este tipo el grupo |, pero sin datos clinicos concluyentes

tumoral para esta alteracidn en concreto.

IV: Evidencia pre clinica de IV-A: evidencia de accionabilidad en modelos

actionabilidad preclinicos.

IV-B: accionabilidad predicha in silico

V: El tratamiento diana se asocia con | Estudios prospectivos demuestran que el
respuesta, pero sin beneficio clinico tratamiento dirigido se asocia con respuesta,
pero no mejora objetivos de supervivencia
X: No hay evidencia de accionabilidad | No hay evidencia de que esta alteracion
gendmica sea terapéuticamente accionable
Abreviaturas: ESCAT, ESMO Scale for Clinical Actionability of Molecular Targets; EC, ensayo
clinico; SG, supervivencia global; MCBS, magnitude of clinical Benefit Scale.
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Dentro de esta escala, las categorias I-IlIA son consideradas las clinicamente
relevantes por ser las listas para uso en la practica clinica diaria o incluyen una diana
hipotética para ese tipo tumoral que ha demostrada evidencia clinica en otros
tumores. Por esta razén, son las alteraciones en qué mas pacientes han podido
recibir tratamiento dirigido de forma razonable, y por esa razén las analizamos de
forma concreta en la cohorte.

En aquellos casos en los que se identificaron alteraciones tratables, se recogio si los
pacientes habian recibido terapia dirigida, el tipo de fdrmaco, la linea de tratamiento
en que se indico, la respuesta clinica, el tiempo de duracién de la respuesta, y el
subtipo histoldgico al que pertenecia.

5.6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis descriptivos y correlativos se llevaron a cabo utilizando el software
R, version 4.0.2.

Para los fines descriptivos, las variables continuas se resumieron mediante medianas
y rangos, mientras que las variables categéricas se expresaron como valores
absolutos y porcentajes. Las diferencias en las caracteristicas clinicas y moleculares
entre los subtipos histoldgicos INT, PB y MIX se analizaron utilizando la prueba de
chi-cuadrado.

El tiempo de supervivencia se estimo desde la fecha de diagndstico histolégico en la
cohorte general, y desde la fecha de diagndstico de metastasis radioldgica o
anatomo-patoldgica en la cohorte de pacientes metastasicos.

La mediana de seguimiento se estimd aplicando el método de Kaplan-Meier. Las
curvas de supervivencia, tanto SG como SLE, se estimaron mediante el método de
Kaplan-Meier, y se compararon utilizando el test de log-rank.

En la cohorte de pacientes resecados, se comparé la SLE entre los distintos subgrupos
definidos por IHQ, asi como entre los pacientes que recibieron quimioterapia
adyuvante y aquellos que no.

En la cohorte metastasica, se compard la SG entre los subtipos histoldgicos y entre
los pacientes que recibieron tratamiento dirigido segun alteraciones clasificadas
como ESCAT I-llIA, frente a los que no recibieron tratamiento dirigido.

La SLP a los tratamientos dirigidos fue calculada desde la fecha de inicio del
tratamiento especifico, a la fecha de progresidon o muerte.
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Los valores de p se reportaron con fines descriptivos y no se ajustaron por pruebas
multiples, dado el caracter exploratorio del estudio. No se realizd un cdlculo formal
del tamafio muestral debido al disefio retrospectivo del estudio.

5.7. CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica
(CEIC) del Hospital Universitari Vall d’Hebron, que eximié el requisito de
consentimiento informado por escrito debido al caracter retrospectivo,
observacional y no intervencionista del trabajo. La investigacion se llevd a cabo sobre
una base de datos clinica preexistente, anonimizada y gestionada por el Grupo de
Tumores Gastrointestinales Superiores y Endocrinos del centro, garantizando en
todo momento la confidencialidad de los datos personales de los pacientes vy el
respeto de su intimidad.

El estudio se realizé conforme a los principios éticos de la Declaracion de Helsinki de
la Asociacién Médica Mundial.

Desde un punto de vista normativo, se cumplié con la legislacién espafola vigente
en materia de proteccién de datos y ensayos clinicos, incluyendo la Ley Organica
3/2018, de Proteccion de Datos Personales y Garantia de los Derechos Digitales, y el
Reglamento General de Proteccién de Datos (RGPD) de la Unidn Europea. Todos los
datos utilizados en el andlisis fueron previamente codificados y anonimizados, de
modo que no fue posible identificar directamente a los pacientes incluidos.

Para la cohorte de validacién externa, se utilizé el conjunto de datos publicos
correspondiente al Baylor College of Medicine (BCM), descargado desde la
plataforma cBioPortal for Cancer Genomics, un repositorio internacional de libre
acceso que proporciona datos gendmicos anonimizados de tumores humanos. Su
uso esta autorizado con fines académicos y no requiere aprobacién ética adicional.

En conjunto, este trabajo ha respetado los principios fundamentales de la bioética
—autonomia, beneficencia, no maleficencia y justicia—, cumpliendo con los
requisitos éticos exigibles para su inclusidon en una tesis doctoral en ciencias de la
salud.
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6. RESULTADOS

6.1. CARACTERISTICAS BASALES DE LA COHORTE

Para este estudio identificamos una cohorte de 78 pacientes elegibles a partir del
registro interno de nuestro grupo dedicado a tumores digestivos altos. Todos eran
pacientes diagnosticados de CAV entre 2008 y 2023 en el HUVH. De estos, 75
disponian de informacidon gendmica. Ademas, para estudiar en profundidad la
enfermedad avanzada, estudiamos las caracteristicas clinico-gendmicas especificas
de los pacientes que desarrollaron metdstasis a lo largo del curso clinico de la
enfermedad y que disponian de informacién gendmica, siendo un total de 51
pacientes. La Figura 11 presenta un diagrama de flujo de inclusiéon de pacientes,
especificando la disponibilidad de muestras para estudio molecular y el tipo de panel
de NGS utilizado.

Figura 11. Diagrama de flujo de los pacientes incluidos en el estudio. Incluye la
disponibilidad de panel de secuenciacidn molecular y el panel utilizado.

Diagnéstico de carcinoma de ampolla
de Vater en el HUVH (2008-2023)
N=78

No disponibilidad de estudio NGS ni

{ de tejido tumoral remanente

suficiente para realizarlo N=3

Resultados de NGS disponibles
N=75

-Amplicon Seq VHIO (N=38)
-VHIO-CARD-300 (N=25)
-Foundation One CDx test (N=5)
-Caris Life Science (N=7)

ﬁo enfermedad avanzada a lo largo

del seguimiento
L N=24

Pacientes con enfermedad avanzada
y resultados de NGS disponibles
N=51

Abreviaturas: HUVH, Hospital Universitari Vall d’Hebron; NGS, Next Generation Sequencing.
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Las caracteristicas clinicas basales de los pacientes se muestran en la Tabla 9. La
mediana de edad al diagndstico fue de 68.0 afios (rango 43.1-83.4 afios), con una
proporcion equilibrada de género, 1.05:1 mujer/hombre. En cuanto a la clasificacion
TNM, el 9.0%, 11.5%, 37.2% y 28.2% de los pacientes fueron diagnosticados en
estadios |, II, lll y IV, respectivamente, utilizando la octava edicién del sistema AJCC.

Un total de 58 pacientes fueron sometidos a cirugia (74.4%), y de estos, un 62.2%
recibieron algin tipo de tratamiento adyuvante, aunque no se observd una
predominancia clara de un esquema especifico. La tasa de recurrencia
postoperatoria fue elevada (60.3%).

Si tenemos en cuenta toda la cohorte, un total de 54 pacientes (69.2%) conforman
la cohorte de pacientes con enfermedad metastasica en algiin momento del curso
de la enfermedad. De estos, el 70.4% presentaron metdstasis hepaticas. En este
contexto, el esquema de quimioterapia de primera linea mas utilizado fue basado en
Gemcitabina con o sin cisplatino, utilizado en mas de un 60% de los casos.

También revisamos la clasificacion del subtipo histolégico en 63 pacientes segun el
Dataset del Royal College of Pathologists (2019)*. Encontramos un predominio del
subtipo PB (48.7%), seguido del INT (24.3%) y del MIX (5.1%), siendo el resto no
caracterizables por falta de muestra, en linea con la literatura existente®®°,
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Tabla 9: Caracteristicas clinicas y patoldgicas basales de los pacientes con CAV.

Total (N=78)
Edad al diagndstico (mediana, rango) 68.0 (43.1-84.3)
Género (N, %)
Mujer 40 (51.3)
Hombre 38 (48.7)
Subtipo histolégico (N, %)
Pancreatobiliar 38 (48.7)
Intestinal 19 (24.3)
Mixto 4 (5.1)
Desconocido 17 (21.8)
Estadio clinico al diagnostico (N, %)
| 18 (23.1)
I 9 (11.5)
I 29 (37.2)
\Y 22(28.2)
ECOG-PS al diagnostico (N, %)
0 34 (43.6)
1 37 (47.4)
2 3(3.9)
3 4(5.1)
Cirugia (N, %) 58 (74.4)
— Tratamiento adyuvante (N=36) (N, %) 36 (62.1)
Gemocitabina 14 (38.9)
Capecitabina 8(22.2)
QTRT 5(13.9)
Gemcitabina + QTRT 3(8.3)
Gemcitabina-capecitabina 3(8.3)
FOLFIRINOX 1(2.8)
5-FU 1(2.8)
Desconocido 1(2.8)
Metastasis en algin momento (N=54) (N, %) 54 (69.2)
— Metastasis hepaticas (N, %) 38 (70.4)
1L de tratamiento metastasico (N=54) (N, %)
— Cisplatino-Gemcitabina 23 (42.6)
— Otro basado en gemcitabina 10 (18.5)
— FOLFOX 8(14.8)
— FOLFIRINOX 7(13.0)
— Otro 5(9.2)
— MTS 3(1.9)

Abreviaturas: ECOG-PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance status scale; MTS, Mejor
Tratamiento de Soporte. QTRT, QuimioRadioterapia.
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6.2. RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA

A continuacion, revisamos las curvas de SG en la cohorte global, y SLR en los
pacientes operados. Encontramos que la mediana de SG en este estudio fue de 40.8
meses (IC95% 30.7-58.2), y la mediana de SLR en los pacientes operados fue de 18.3
meses (IC 95% 12.0-NA) (Figura 12). Estos datos son valiosos, pues pocas series han
aportado datos de supervivencia incluyendo pacientes con enfermedad avanzada.

Figura 12. Resultados de supervivencia de la cohorte CAV del HUVH. (A) Curva de SG
de Kaplan-Meier en la poblacién general. (B) Curvas de supervivencia SLE de Kaplan-
Meier en los pacientes sometidos a cirugia.
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Abreviaturas: CAV, carcinoma de ampolla de Vater; HUVH, Hospital Universitari Vall d’Hebron; SG,
supervivencia global; SLE, supervivencia libre de enfermedad.

Analizamos también la SG segun estadio clinico (Figura 13A), donde se evidencian
diferencias estadisticamente significativas y clinicamente ldgicas (p<0.001),
confirmando la validez de la estadificacién en estos tumores.

Respecto al subtipo histoldgico (Figura 13B, 13D), no se observaron diferencias en
SG ni SLE entre los subtipos PB, INT y MIX (p=0.53 y p=0.21, respectivamente). Sin
embargo, cabe tener en cuenta la dificultad para hallar diferencias significativas dada
la limitacion del tamano muestral en nuestra cohorte. Por otro lado, si observamos
las curvas estimadas con el método de Kaplan-Meier, si observamos una tendencia
a una peor supervivencia en los pacientes con subtipo PB o MIX, que iria en linea a
lo publicado por un meta-anélisis de estudios retrospectivos’®.
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Entre los 58 pacientes que se sometieron a reseccién quirdrgica, la mediana de SLE
fue de 18.3 meses (IC 95% 12.0-no alcanzado (NA)). De estos, el 62.1% recibieron
algin esquema quimioterapia adyuvante, detallados en la tabla 9. Para analizar el
potencial beneficio de tratamiento con quimioterapia adyuvante, se comparo el
grupo que recibié tratamiento contra el que no recibid ningln tratamiento
adyuvante en términos de SG. En la Figura 13C podemos apreciar como no
observamos un beneficio clinicamente relevante, ni estadisticamente significativo
(p=0.85) en nuestra cohorte.

Si analizamos mas en profundidad las caracteristicas de estos pacientes,
encontramos que entre los pacientes que no recibieron adyuvancia hay un 54.5% de
pacientes con un estadio |, mientras que en el grupo que si recibieron adyuvancia
solo hay un 13.9% de estos pacientes. Ademas, del 66.7% de los pacientes con
estadio Il o superior que no recibieron adyuvancia fue por recidiva precoz en TC post-
quirargico, por lo que los grupos tampoco serian comparables.

Por lo tanto, no podemos extraer una conclusion sélida, al no poder hacer especificos
por estadios o analisis emparejados con férmulas de propensity score dada la
limitacion de la muestra y la disparidad de los grupos.
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Figura 13: Resultados de supervivencia de la cohorte CAV delL HUVH. (A) Curvas de
SG de Kaplan-Meier en la poblacidn general comparando las etapas |, II, Il y IV. (B)
Curvas de SG de Kaplan-Meier comparando pacientes que recibieron quimioterapia
adyuvante con aquellos que no. (C) Curvas de SG de Kaplan-Meier y (D) curvas de SLE
en la poblacién general comparando los subtipos PB, INT y MIX.
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Abreviaturas: CAV, carcinoma de ampolla de Vater; HUVH, Hospital Universitari Vall
d’Hebron; SG, supervivencia global; SLE, supervivencia libre de enfermedad; PB,
pancreatobiliar; INT, intestinal; MIX, mixto

6.3. CARACTERIZACION GENOMICA Y ALTERACIONES
DIANA

Para el estudio de caracterizacion gendmica, analizamos los estudios de
secuenciacion de nueva generaciéon en 75 de los 78 casos de la cohorte (96.2%)
(Figura 11). Es importante remarcar que en 38 casos se utilizd el panel Amplicon Seq
VHIO v1, mientras que en los 37 restantes se utilizaron paneles mas recientes y
amplios capaces de analizar mas de 300 genes.

Los resultados clave se validaron en una cohorte externa del BMC, que incluye un
total de 160 pacientes con CAV33,
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Al examinar las vias de sefalizacion oncogénicas alteradas, observamos algunas
diferencias segun el subtipo histolégico. En la Figura 14 se representa la frecuencia
de alteracion de cada via de sefializacion molecular segun el subtipo PB, INT o MIX.
Se evidencia una mayor frecuencia de alteracion en la via de TGF-B en el subtipo INT
(25.9% vs 6.1%, p=0.032). Asimismo, se observé una tendencia a mayor alteracion
en la via de Wnt en este mismo subtipo, aunque sin alcanzar significacion estadistica
(33.3% vs 15.2%, p=0.09).

Figure 14: Via de sefializacidon oncogénica detectada en los paneles de secuenciacién,

y comparacion entre los grupos PB, INT y MIX.
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Abreviaturas: *estadisticamente significativo. PB, pancreatobiliar; INT, intestinal; MIX, mixto.

En el estudio detallado de los genes conductores, descubrimos que en nuestra
cohorte predominaban las alteraciones gendmicas en los siguientes genes: TP53
(45.3%), KRAS (42.7%), ERBB2 (16%), PIK3CA (16%) y SMAD4 (12%). En la Figura 15
podemos ver la distribuciéon de las alteraciones gendmicas segun el subtipo
histoldgico, género, estadio y ECOG-PS.
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Figura 15: Panorama gendmico del CAV vy alteraciones tratables. Oncoplot que
representa la frecuencia las alteraciones genéticas mas prevaltentes, sutbtipo
histoldgico, género, estadiaje y ECOG-PS.
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Abreviaturas: CAV, carcinoma de dmpula de Vater. MSS, MicroSatelit stability. MSI,
microSatelit Instability. ECOG-PS, ECOG-PS, Eastern Cooperative Oncology Group
performance status scale

Dentro de las mutaciones mas frecuentes, nos hemos centrado en las presentes en
el gen KRAS por su importancia en tumores relaciones como el CP. La prevalencia de
KRASMUT fue del 42.7% en la nuestra cohorte y del 53.8% en la cohorte BMC. La
variante KRAS mas comun fue KRAS G12D en ambas cohortes (Figura 17).
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Las alteraciones en genes conductores se clasificaron segun la escala ESCAT (ver
Métodos, Tabla 8). En nuestra cohorte, encontramos alteraciones gendmicas con
evidencia suficiente como para clasificarlas como ESCAT | a ESCAT IlI-B en un 52% de
los pacientes. Dado que los grupos I-IlIA son los mas cercanos a la practica clinica
habitual, analizamos estos concretamente, observando hasta un 25.3% de pacientes
gue encajarian en esta clasificacion. Resumimos estos hallazgos de las alteraciones
ESCAT I —lllIA en la Tabla 10.

Tabla 10. Clasificacidn segun la escala ESCAT de las alteraciones gendmicas clasificadas
en los grupos I-1lIA en pacientes con CAV.

Alteracion genémica Tratamiento dirigido Clasificacion ESCAT Referencia

ERBB2 amplificado Tras:tuzumab—Deruxtecan, IC 58,71
Zanidatamab.

ERBB2 mutado Trastuzumab-Deruxtecan. | IlIA 72,73

MSI—H Pembrolizumab IC 59

KRASC2¢ Sotorasib, Adagrasib A 40,43,74,75

Alteraciones somaticas o

germinales en BRCA1, Olaparib, Talazoparib A 7677

BRCA2, PALB2, ATM

Abreviaturas: ESCAT, ESMO scale for Clinical Actionability. MSI-H, Alta intestabilidad de
microsatélites.

Para determinar si los tumores sin alteraciones en KRAS estaban enriquecidos con
alteraciones potencialmente tratables, comparamos la frecuencia de estas
alteraciones comparando el grupo KRASMUT y el grupo KRAS"'. En nuestra cohorte y
en la cohorte del BMC, hubo una mayor prevalencia de alteraciones ESCAT I-IlIA en
KRASWT (37.2% y 23.0%) en comparacion con KRASMUT (9.4% y 9.3%), mostrando
diferencias estadisticamente significativas en ambas (p=0.018 y p=0.013,
respectivamente) (Figura 16A-D).

Para profundizar mds, analizamos cuales eran estas mutaciones y en qué grado eran
accionables a dia de hoy. Encontramos que la subpoblacion KRAS"T alberga un 18.6%
de alteraciones ESCAT IC y un 18.6% de ESCAT IlIA, siendo las alteraciones
accionables mas frecuentes las amplificaciones y mutaciones en ERBB2, mutaciones
en genes DDR (PALB2, BRCA2, ATM y BRCA1) y el estado MSl-alto (inestabilidad de
microsatélites) (Figura 16D). En la Tabla 11 hemos representado las alteraciones
potencialmente accionables, la clasificacion ESCAT a dia de hoy, comparando el
subgrupo de KRAS.
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Figura 16. Estudio genémico y clasificacidon de las alteraciones tratables de forma
dirigida en el CAV segun el estado del gen KRAS. (A, B) Prevalencia de alteraciones
tratables dependiendo del estado de KRAS en las cohortes de HUVH y BMC. (C)
Prevalencia de alteraciones potencialmente tratables segln los criterios ESCAT, en
KRASMUT y KRAS"Ten la cohorte del HUVH. (D) Distribucion de los casos clasificados
de acuerdo con el mayor rango de ESCAT en la cohorte del HUVH.
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Abreviaturas: CAV, carcinoma de ampolla de Vater; VHIO, Vall d’Hebron Instituto de
Oncologia; BCM, Baylor College of Medicine; ESCAT, ESMO scale for clinical actionability of

molecular targets.
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Tabla 11. Alteraciones gendmicas tratables con tratamiento dirigido en funcién del
estado de KRAS, clasificadas segln la escala ESCAT.

KRASMUT KRASWT
Alteracion Clasificaciéon | Pacientes Alteracion Clasificaciéon | Pacientes
gendmica ESCAT gendmica ESCAT
KRAS G12C 1A 1 ERBB2*MP IC 6
BRCA2 1A 1 MSI IC 2
ERBB2MUT 1A 1 ERBB2MUT A 5
PIK3CA 1B 6 BRCA1 A 1
CHEK2 1B 2 BRCA2 A 1*
ARID1A 1B 2 PALB2 A 2
FANCA 1B 1 PIK3CA B 4
ATM 1B 1 ARID1A B 1
TP53 Y220 1B 1 BRAF G469R | 1lIB 1

(class 2)

BRAF G596R | I1IB 1
(class 3)
PTEN 1B 1

*Habia un paciente con ERBB2"YTy BRCA2. ESCAT, ESMO scale for clinical actionability of
molecular targets

Abreviaturas: ESCAT, ESMO scale for clinical actionability of molecular targets; MSI,

Inestabilidad de microsatellites.

6.4. CORRELACION ENTRE RESULTADOS CLINICOS Y
ALTERACIONES GENOMICAS

Los genes conductores alterados con mayor frecuencia fueron KRAS y TP53 (Figura
15), por lo que evaluamos los resultados de SG segun la presencia de alteraciones en

estas.

Los pacientes con tumores con KRASMUT tuvieron una SG similar a KRASY'. Revisamos
la implicacidn de la mutacién KRAS G12D al ser la mas frecuente, sin encontrar una
asociacion a peor supervivencia al comparar estos pacientes con los que albergaban
otras mutaciones KRAS (Figura 17).

TESIS DOCTORAL / Carles Fabregat Franco

66



Figura 17. Caracterizacion de los pacientes con mutaciones KRAS. (A) Comparaciéon
de las mutaciones mas prevalentes en la cohorte de HUVH y la cohorte de BMC. (B)
Curvas de SG Kaplan-Meier segun estatus de KRAS, y (C) comparando la mutacion
KRAS G12D vs otras muataciones.
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Abreviaturas: HUVH, Hospital Universitari Vall d’Hebrén; BMC, Baylor College of Medicine;
SG, supervivencia global; HR, Hazard Ratio.
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En cuanto a TP53, tampoco observamos diferencias significativas en SG entre los
pacientes que tienen o no mutacion (Figura 18). No obstante, en la cohorte
metastdsica, observamos una tasa de respuestas objetiva (TRO) del 45% en tumores
con TP53MUT y del 25% en pacientes TP53%"T (p=0.16). Estos datos no son
estadisticamente significativos.

Figura 18. Resultados de eficacia segun el estado de mutacién en TP53. (A) TRO
utilizando los critetrios RECIST 1.1 en pacientes con CAV con TP53"UT ys TP53WT, (B)

Curvas Kaplan-Meier de SG en poblacidon metastdsica, comparando TP53MUT vs
TP53WT,
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Abreviaturas: CR, Complete Response; PR, Partial Ressponse; SD, Stable Disease; PD,
Progresion Disease.
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También evaluamos la influencia de las alteraciones en la escala ESCAT en la SG de
los pacientes. Entre 51 pacientes con enfermedad metastasica que se sometieron a
analisis NGS, aquellos con tumores portadores de alteraciones gendmicas
clasificadas como ESCAT | a IllA lograron una mediana de SG de 25.8 meses, en

comparacion con 18.3 meses en pacientes con otras alteraciones (HR 0.52, IC 95%
0.25-1.08, p=0.07) (Figura 19).

Figura 19. Curvas de SG Kaplan-Meier OS en poblacién metastasica, comparando (A)
pacientes con alteraciones moleculares ESCAT I-llIA vs otras alteraciones, y (B)
especificando qué pacientes tenian con alteraciones tratables han recibido

tratamiento dirigido, y comparandolo con los que no lo recibieron o no tenian
alteraciones tratables.
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Abreviaturas: HR, Hazard Ratio; ESCAT, Esmo Scale for Clinical Actionability Treatment.
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Identificamos 6 pacientes que recibieron terapias dirigidas a alteraciones durante el
curso de su enfermedad, representados en la Figuar 20.

Cuatro pacientes tenian amplificacion en ERBB2: dos fueron tratados con
zanidatamab y dos con trastuzumab-deruxtecan (T-DXd). Un paciente con mutacion
ERBB2 S310F recibié T-DXd, y otro con estado MSI fue tratado con pembrolizumab.

Tres pacientes recibieron terapia dirigida en tercera linea (3L) y tres en cuarta linea
(4L).

Dos pacientes no fueron evaluables para TRO, ya que solo recibieron una dosis
debido a sepsis concurrente y posterior deterioro clinico. Sin embargo, los pacientes
restantes demostraron un beneficio clinico notable. En particular, un paciente con
estado MSl-alto tratado con pembrolizumab en cuarta linea logré una SLP de mas de
15 meses, mientras que otro con amplificacién de ERBB2 tratado con zanidatamab
en 4L logré una respuesta completa sostenida de mas de 16 meses, y continda en
tratamiento.

Figura 20. Swimmer’s plot de los 6 pacientes tratados con tratamiento dirigido,
especificando género, subtipo histoldgico, biomarcador para tratamiento dirigido,
ESCAT, linia en qué recibe el tratamiento dirigdo y farmaco utilizado.
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Abreviaturas: ESCAT, Esmo Scale for Clinical Actionability Treatment; CR, Complete
Response; PR, Partial Ressponse; SD, Stable Disease; NE, no evaluable; 3L, tercera linea; 4L
cuarta linea.
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Destacamos el caso de una paciente diagnosticada de CAV, operada inicialmente,
pero con recidiva en forma de linfangitis carcinomatosa y metastasis hepaticas,
habiendo progresado a primera linea con Cisplatino-Gemcitabina, segunda linea con
FOLFOX vy tercera linea con FOLFIRI. Al detectarse amplificacion en ERBB2 se propuso
tratar en cuarta linea con Zanidatamab como tratamiento dirigido. Se hizo Ila
valoracion basal, y se considerd paciente candidata para iniciar en abril de 2022. En
la Figura 21 podemos comparar los resultados de la tomografia computarizada (TC)
basal, y a las 10 semanas de tratamiento, presentando respuesta completa pulmonar
y hepatica que persiste a los 16 meses de tratamiento.

Figura 21. Valoracioén radioldgica por TC de la paciente CAV-1, en las pruebas basales
y a la primera valoracién de respuesta a las 10 semanas.

Marzo de 2022 Junio de 2022

TC basal TC de valoracién de respuesta
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7.
DISCUSION
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7. DISCUSION

7.1. VISION GENERAL DE LA COHORTE Y PERFIL CLINICO

El CAV representa una entidad oncolégica poco frecuente, de prondstico infausto, y
caracterizada por una gran heterogeneidad clinica que dificulta ain mas su estudio
en profundidad®**°, Su localizacién en la confluencia del conducto pancreético, la
via biliar y el duodeno favorece una presentacién clinica precoz y un diagndstico en
estadios resecables en mas de la mitad de los casos?”-’8. A pesar de esto, continta
siendo un tumor con un prondstico pobre, con tasas de supervivencia a los 5 afos
inferiores al 15%%’%. La rareza del tumor, la heterogeneidad clinica, y la répida
evolucién han limitado el estudio en profundidad de estos tumores, tratdndose hoy
en dia con poca evidencia sobre la que sustentar las decisiones clinicas. En
consecuencia, gran parte de las decisiones terapéuticas se han extrapolado del
tratamiento de otros tumores del drea periampular como el CP, CVB y CD,

En este contexto, la caracterizacion molecular cobra una importancia creciente. La
incorporacion de tecnologias como la NGS ha permitido avanzar en la comprension
de los mecanismos oncogénicos que impulsan estos tumores, asi como identificar
biomarcadores potencialmente accionables®?°37°.Sin embargo, la aplicacidn
sistematica de estos enfoques moleculares sigue siendo limitada en la practica clinica
habitual, especialmente en tumores con escasa representacién en estudios de gran
escala. Asi, resulta fundamental generar datos propios, contextualizados y validados,
gue permitan definir subgrupos moleculares con implicaciones prondsticas vy
terapéuticas.

Este estudio retrospectivo, realizado sobre una cohorte de pacientes diagnosticados
y tratados en un centro de referencia durante un periodo de 15 afios, se enmarca
dentro de ese esfuerzo por contribuir al conocimiento del CAV desde una perspectiva
clinica y gendmica integrada. La inclusién de 78 pacientes con datos clinicos
detallados y, en su mayoria, con andlisis moleculares disponibles, constituye una de
las series mas amplias descritas hasta la fecha con estas caracteristicas.

Desde el punto de vista clinico, los resultados observados reflejan patrones
consistentes con lo descrito en la literatura, pero también ofrecen matices
relevantes. La mediana de edad al diagndstico fue de 68 afos, y el 60% de los
pacientes fueron intervenidos quirdrgicamente, lo cual es coherente con la alta
proporcidn de estadios localizados en el momento del diagndstico®’®. A pesar de
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ello, se observd una tasa de recurrencia del 60.3% tras la cirugia, lo que pone de
manifiesto el caracter agresivo de esta neoplasia incluso en estadios tempranos.

La SG en la cohorte global fue de 40.8 meses, un dato que se sitla en el rango
superior de lo reportado en otras series contemporaneas, donde la SG suele oscilar
entre los 19 y los 115 meses®°7°, Esta diferencia podria estar relacionada con el
manejo multidisciplinar en un centro terciario, el acceso a terapias oncoldgicas
avanzadas y la inclusiéon de pacientes en protocolos de tratamiento dirigidos o
inmunoterapia. La SLE en pacientes resecados fue de 18.3 meses, lo cual es
congruente con lo descrito previamente en estudios retrospectivos y pone en valor
la necesidad de un estudio en profundidad sobre la eficacia del tratamiento
adyuvante actual, asi como el desarrollo de algoritmos de clasificacion vy
tratamientos mas eficaces®®20,

En cuanto al tratamiento sistémico, se observd una considerable heterogeneidad
tanto en los esquemas utilizados en primera linea en estadios avanzados. La
combinacidn de cisplatino con gemcitabina sigue siendo el esquema mas frecuente,
derivado de los resultados de los dos Unicos ensayos clinicos aleatorizados que
incluyen este tipo de pacientes, y del que se hizo un meta-analisis conjunto de ambos
estudios?’~2%, Sin embargo, hay dos factores que nos limitan a la hora de interpretar
estos datos. Por un lado, la representatividad del CAV en ellos era de tan solo el 4.9%
del global de pacientes, manteniendo el beneficio en SG con una HR de 0.71 en el
analisis de subgrupos. Por otro lado, no se describe si se incluian los diferentes
subtipos histoldgicos del CAV ni la proporcién en ellos. En resumen, esta falta de
evidencia especifica repercute en la ausencia de guias clinicas especificas para el
CAV, y subraya la necesidad de incorporar criterios biolégicos en la toma de
decisiones.

7.2. VALOR DEL SUBTIPO HISTOLOGICO EN LA PRACTICA
CLINICA

La clasificacién histoldgica del CAV ha sido objeto de estudio y controversia en
diferentes estudios. Esto es debido al caracter retrospectivo de la mayoria de series
conocidas, que la mayoria solo incluyen pacientes en estadios precoces tratados con
cirugia, y a la definicion morfoldgica exclusiva de los subgrupos histolégicos® 708081,
Sin embargo, la mayor evidencia que se ha podido extraer depende de dos meta-
analisis de estudios retrospectivos, donde se incluyen las series de casos con CAV
sometidos a cirugia, concluyendo ambos que el subtipo PB estd asociado a una
evolucidn mas agresiva, con menor SLP y menor SG en comparacién con el subtipo
INT. En nuestra serie, no se observaron diferencias estadisticamente significativas,
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aunque si una tendencia a corroborar estos datos tanto en SLE como en SG,
definiendo los subgrupos PB, INT o MIX por una patdloga experta, siguiendo los
criterios morfoldgicos e IHQ de la Royal College of Pathologists.

Desde el punto de vista molecular, si se observaron diferencias en la activacion de
determinadas vias de sefializacion segun el subtipo histoldgico. En particular, el
subtipo INT mostré un enriquecimiento estadisticamente significativo de
alteraciones en la via TGF-B, y una tendencia no significativa en la via Wnt. Estas
diferencias podrian reflejar patrones de carcinogénesis divergentes entre ambos
subtipos, derivados de su distinto origen celular.

Por el contrario, no se identificaron diferencias relevantes en la frecuencia de las
principales mutaciones conductoras, como KRAS o TP53, ni en la carga de
alteraciones gendmicas clinicamente tratables segun la escala ESCAT. Esto sugiere
gue existe un patrén en comun en los mecanismos moleculares clave que impulsan
la carcinogénesis en el CAV, y que la clave para la mejoria de los tratamientos podria
tener un nicho compartido.

Estos hallazgos subrayan la necesidad de profundizar en la caracterizacion molecular
del CAV, no solo en términos de paneles gendmicos clinicos, sino también integrando
niveles adicionales de andlisis como secuenciacion del exoma completo,
secuenciacion del ARN, estudio epigenético y estudios de expresidon génica,
epigenética. La complejidad bioldgica de esta neoplasia, junto con la dificultad de
reclutar series clinicas debido a la baja frecuencia, justifica la exploracién de modelos
preclinicos, como los organoides derivados de pacientes, que permitirian estudiar la
evolucidn clonal tumoral, las interacciones con el microambiente y las diferencias
funcionales entre subtipos.

Este tipo de modelos experimentales seria de gran utilidad para determinar si
realmente nos encontramos ante entidades biolégicamente diferenciadas, o si la
clasificacién histoldgica actual capta solo una parte superficial de un espectro
continuo de la enfermedad. La respuesta a esta incégnita podria tener implicaciones
directas en la forma en que abordamos el tratamiento del CAV, y en el disefio de
ensayos clinicos adaptados a la biologia de cada subtipo.
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7.3. CARACTERIZACION GENOMICA DEL CAV. HALLAZGOS Y
RELEVANCIA

La caracterizacidén gendmica de nuestra cohorte permitio identificar las alteraciones
moleculares mas frecuentes en el CAV, siendo KRAS y TP53 los genes conductores
mutados con mayor prevalencia. Estos resultados son coherentes con lo descrito en
otras series que describen el panorama molecular en CAV333482 quienes analizaron
un total de 270 casos de CAV, todos procedentes de muestras de pacientes en
estadios precoces tratados con cirugia. La repeticion de estos hallazgos en cohortes
diferentes y en distintos contextos geograficos refuerza su consistencia y subraya el
valor de estos genes como ejes clave en la carcinogénesis del CAV.

En nuestra cohorte, la mutacion de KRAS se detectd en el 42.7% de los pacientes,
siendo la variante G12D la mas frecuente. La alteracion en TP53 estuvo presente en
el 45.3% de los casos. Al evaluar el impacto clinico de estas mutaciones, se observé
que los pacientes con tumores KRASMUT presentaron una SG similar a aquellos con
KRASWT. Asimismo, al analizar especificamente la variante KRAS G12D por haber sido
descrita como de mal prondstica en una serie quirurgica, sin evidenciar en nuestra
serie peor SG en comparacidon con otras mutaciones en el mismo gen®. Estos
hallazgos son coherentes con los resultados de la cohorte BMC donde tampoco se
hallaron discordancias de SG segun el estado de KRAS>3. Esto nos hace pensar que,
aunque la alteracién del gen KRAS es conductora para la carcinogénesis, en este tipo
de tumores no confiere un pronédstico diferente a los pacientes donde las
alteraciones principales se encuentran en otros genes.

En relacion con TP53, tampoco se observaron diferencias significativas en SG entre
los pacientes con tumores mutados y no mutados. No obstante, en la cohorte de
pacientes metastasicos, se identificdé una TRO del 45% en tumores con TP53MUT,
frente al 25% en pacientes con TP53"", aunque esta diferencia no alcanzé
significacion estadistica (p=0.16). Estos datos sugieren una posible tendencia hacia
una mayor quimiosensibilidad en tumores TP53 mutados, que mereceria ser

explorada en estudios mas homogéneos y con mayor poder estadistico.

Aunque los resultados sugieren que KRAS no tiene valor prondstico por si mismo, su
relevancia en el contexto terapéutico es incuestionable. La presencia de mutacion
en KRAS, podria usarse segun las guias de practica clinica como un biomarcador de
exclusién para terapias dirigidas anti-EGFR, en especial en el subtipo INT por similitud
al CCR1%, También se han desarrollado ya farmacos que inhiben la funcién de KRAS
cuando la mutacion reside en el dominio G12C, con actividad demostrada en
tumores de diferentes histologias como desarrollaremos en el siguiente punto de la
discusion?®437475 por otro lado, el actual desarrollo de fadrmacos que intentan actuar
en la via de MAPK, en especial contra mutaciones en KRAS es muy amplio y merece
la pena tener en cuenta este tipo de tumores para su desarrollo (Tabla 12)%4.
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Tabla 12. Farmacos en desarrollo con diana en la via de RAS-MAPK.

FARMACO COMPANIA DIANA Fase
RMC-6236 Revolution Medicines | PanRAS Fase lll en CP
LUNAO18 Chugai PanRAS Fase |
BI-3706674 Boehringer Ingelheim | PanKRAS Fase |
QTX3034 Quanta PanKRAS Fase |
PF-07934040 Pfizer PanKRAS Fase |
BGB-53038 Beigene PanKRAS Preclinico
ALTA-3263 Alterome PanKRAS Preclinico
LY4066434 Eli Lilly PanKRAS Preclinico
JAB-23425 Jacobio PanKRAS Preclinico
ABREVO001 Agastiya PanKRAS Preclinico
MRTX 1133 Mirati/BMS G12D Fase |
RMC-9805 Revolution Medicines | G12D Fase |
LY3962673 Eli Lilly G12D Fase |
HRS-4642 Hengrui G12D Fase |
QTX3046 Quanta G12D Fase |
INCB161734 Incyte G12D Fase |
G045416 Roche/Genentech G12D Fase |
ASP3082 Astellas G12D (degrader) Fase |

Abreviaturas: CP, Carcinoma de Pdancreas
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7.4. APLICACION CLINICA DE LA CARACTERIZACION
MOLECULAR EN EL CAV. OPORTUNIDADES
TERAPEUTICAS REALES E INTEGRACION EN LA
PRACTICA CLINICA

Uno de los aspectos mas relevantes de este estudio es la identificacion vy
caracterizacion de alteraciones moleculares potencialmente tratables en pacientes
con CAV, siguiendo la clasificacion propuesta por la ESMO con la herramienta ESCAT.
Esta escala jerarquiza las alteraciones gendmicas en funcién del nivel de evidencia
clinica que respalda el uso de terapias dirigidas, siendo los niveles | a IlIA los
considerados mas sdélidos desde un punto de vista de aplicabilidad clinica®2.

En nuestra cohorte, el andlisis reveld una clara diferencia en la carga de alteraciones
ESCAT I-IlIA entre los pacientes KRASYTy KRASMUT, siendo significativamente mas alta
en los primeros (37.2% vs. 9.4%, p = 0.018). Este hallazgo es consistente con lo
observado en la cohorte de validacidn externa del Baylor College of Medicine, donde
la proporcion fue también significativamente mayor en los tumores KRAS"7 (23.0%
vs. 9.3%, p = 0.013). Este patron sugiere que los pacientes con tumores sin mutacion
en el gen KRAS tienen mas probabilidad de tener alteraciones en genes conductores
para los cuales ya existen tratamientos dirigidos, como el estado MSI,
amplificaciones o mutaciones en ERBB2, o alteraciones en genes DDR como BRCA1,
BRCA2, PALB2 o0 ATM.

A nivel clinico, este hallazgo tuvo traduccidn directa en un subgrupo de pacientes
gue recibieron tratamiento dirigido en funcién del perfil molecular identificado. Seis
pacientes fueron tratados con terapias especificas dirigidas a alteraciones ESCAT | o
IlIA: cuatro de ellos con amplificacion en ERBB2, uno con mutacién ERBB2 S310F, y
otro con estado MSI-H. Los agentes utilizados incluyeron zanidatamab en dos casos
para ERBB2 amplificado, T-DXd en dos casos para ERBB2 amplificado y para el caso
de ERBB2 S310F, y pembrolizumab para el caso co MSI-H. Pese a haberse
administrado todos ellos mas alla de la tercera linea de tratamiento sistémico para
enfermedad avanzada, algunos pacientes presentaron beneficio clinico significativo.

Dos pacientes con MSI-H tratado con pembrolizumab y ERBB2*MP tratado con
zanidatamab se beneficiaron durante mas de 15 meses de tratamiento dirigido, un
paciente con ERBB2*MP tratado con T-Dxd se beneficiéd durante 9 meses, y una
paciente con ERBB2 S310F tratada con T-DXd consiguiendo enfermedad estable
durante 3 meses.
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Es cierto que la respuesta al tratamiento dirigido no fue valorable en dos pacientes,
ya que presentaron una complicacién asociada al tumor dentro de las primeras 4
semanas de haber empezado el tratamiento. Esta interferencia por la propia
enfermedad es comun en pacientes multitratados y evolucionados, e impide la
valoracion del efecto farmacoldgico sobre la propia enfermedad. Este hecho se ha
constatado en tratamientos dirigidos como T-Dxd y pembrolizumab en cancer de
mama y de pulmdn respectivamente8>88,

Estos resultados deben interpretarse en el contexto de la literatura sobre
tratamiento dirigido independiente de histologia, donde se incluyen tumores raros.
En estudios basket como NCI-MATCH, MyPathway, LIBRETTO-001, STARTRK-NG,
LOXO-TRK-14001, Keynote-158, Destiny Pantumour-01 o ROAR, se ha demostrado
gue la asignacion de tratamiento en funcion del perfil molecular puede producir
respuestas significativas incluso en neoplasias poco frecuentes o sin opciones
terapéuticas estandar, como el CAV>>°7598992 Ppor |3 misma razén, propondriamos
incluir el CAV en el disefio de futuros estudios basket, tanto para alteraciones ya
conocidas, como para nuevos biomarcadores que puedan aparecer.

La implicacién es clara: mds de un 50% de los CAV puede contener alteraciones
potencialmente tratables, y mas del 36% serian clasificados como ESCAT I-llIA en el
caso de los KRAS"T, por lo que puede ser considerado dentro de este paradigma
emergente de oncologia agndstica, donde la biologia del tumor, mas que su
localizacion, guia el tratamiento.

También tenemos que tener presente el uso de tratamientos dirigidos especificos en
tumores relacionados como el CP o el CC. En CP, el uso de inhibidores de Poly-ADP-
ribose Polymerase (PARP) en pacientes con mutaciones en genes reparadores como
BRCA1, BRCA2 o PALB2 ha demostrado ser efectivo como mantenimiento tras
respuesta al platino, mostrando tasas de respuesta del 22-40% y aumento de la SLP
respecto a placebo?®*8, Aunque son solo un 1% de los pacientes con CP, también se
ha demostrado eficacia del uso de zenocutuzumab para pacientes con fusiones en
NRG1°*. También se ha demostrado, tanto en CC como en CP, eficacia de los
inhibidores de KRAS G12C*%*3, En cuanto al CC, se ha demostrado actividad contra
algunas alteraciones descritas en el apartado de tumores raros, pero también
algunas especificas contra mutaciones en IDH1, y contra fusiones o reordenamientos
en FGFR2%3~%>. Tenemos que tener en cuenta que los pacientes analizados con los
paneles VHIO-CARD-300 y AmpliconSeq-VHIO v1 no incluian el analisis de fusiones,
por lo que desconocemos si pueden presentar algunas de estas alteraciones.

En este sentido, la incorporacién sistematica de paneles de NGS en el algoritmo
diagnéstico y terapéutico del CAV adquiere una importancia fundamental. Estas
tecnologias permiten detectar de forma fiable y rdpida no solo mutaciones
puntuales, sino también amplificaciones, deleciones, fusiones génicas vy
biomarcadores de inmunoterapia como MSI o TMB-High.
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La implementacidn de NGS en la practica clinica ya estd instaurada en nuestro medio
para carcinoma de via biliar por el mismo motivo, y podriamos extender este estudio
a los CAV, lo que permitiria identificar precozmente pacientes candidatos a terapias
dirigidas, optimizar el uso de recursos y mejorar los resultados clinicos,
especialmente en contextos donde las opciones terapéuticas convencionales son
limitadas.

Estos paneles gendmicos se han desarrollado rapidamente en los ultimos 10 afos, y
es uno de los motivos que justifica la heterogeneidad de los resultados obtenidos.
De los pacientes diagnosticados en los ultimos 3 afios, la secuenciacion se ha hecho
con paneles que incluyen mas de 300 genes capaces de detectar nuevas alteraciones
para las que los tratamientos han aparecido progresivamente como los genes
relacionados con la reparacién del DNA, no incluidos en el panel Amplicon Seq VHIO
v1.0. Este hecho muestra la dificultad de la correcta valoracién de parte de las
alteraciones de este estudio, y refleja la rdpida evolucién tecnoldgica que puede
conllevar una mejoria del tratamiento personalizado del CAV.

Los resultados clinicos a partir de datos gendmicos que hemos extraido en este
estudio refuerzan la necesidad de incluir la evaluacién molecular en los algoritmos
de tratamiento del CAV, incluso en estadios iniciales. En pacientes con enfermedad
resecada que presentan recurrencia precoz o quimioresistencia, el conocimiento
previo del perfil molecular permitiria tomar decisiones terapéuticas mas agiles y con
mayor precisién. Del mismo modo, en enfermedad metastasica, esta informacién
puede ser clave para planificar lineas sucesivas de tratamiento mas alld de la
guimioterapia estandar.

Ademads, el bajo nimero de pacientes con CAV por centro o por pais hace
imprescindible el desarrollo de colaboraciones multicéntricas, tanto a nivel nacional
como internacional. Solo mediante la integracién de bases de datos y biobancos
institucionales sera posible aumentar la potencia estadistica de los estudios y validar
los hallazgos moleculares descritos en cohortes mas diversas. Estas iniciativas
también permitirian compartir recursos, armonizar criterios diagndsticos y
terapéuticos, y generar evidencia mas soélida para fundamentar futuras
recomendaciones en guias clinicas.
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7.5. LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Como todo estudio retrospectivo, el presente trabajo presenta una serie de
limitaciones inherentes a su disefio, que deben ser consideradas al interpretar los
resultados. La primera y mas evidente es su naturaleza no prospectiva y
observacional, lo que implica una falta de control sobre la recogida de variables
clinicas, el seguimiento longitudinal homogéneo y la aplicacidon sistematica de
tratamientos. Aunque se trabajo con una base de datos robusta, algunas variables
pudieron estar sujetas a sesgo de registro o a pérdida de informacion.

Otra limitacidn importante es el tamafio muestral, que, si bien es considerable para
tratarse de un tumor raro como el CAV, sigue siendo limitado para realizar analisis
estadisticos con suficiente potencia en determinados subgrupos, especialmente en
el subtipo MIX o en pacientes con alteraciones moleculares poco frecuentes. Esto
puede explicar, en parte, la ausencia de significacién estadistica en algunas
comparaciones que mostraron tendencias clinicas relevantes, como la diferencia en
TRO en funcién de la presencia de mutacién en TP53, o la SG segun subtipo
histoldgico.

Ademas, la heterogeneidad en las plataformas de secuenciacion empleadas a lo largo
de los afos introduce cierta variabilidad en la deteccion de alteraciones moleculares.
Aunque todos los andlisis se realizaron en el contexto de la practica clinica habitual
y bajo plataformas clinicamente validadas, la falta de uniformidad técnica podria
haber condicionado la exhaustividad del analisis gendmico en algunos casos,
especialmente en la deteccién de fusiones génicas o alteraciones estructurales no
cubiertas por los paneles iniciales como son los genes relacionados con DDR.

Tampoco puede descartarse la existencia de sesgos de seleccion, propios de estudios
realizados en centros terciarios, donde los pacientes incluidos tienden a recibir
tratamientos mas intensivos o acceso a ensayos clinicos, lo que podria influir en la
deteccion de alteraciones tratables o la supervivencia observada. Este aspecto, sin
embargo, también puede interpretarse como una fortaleza al reflejar un escenario
clinico con un nivel de especializacion y multidisciplinariedad que marca el estandar
deseable en el manejo de tumores complejos y poco frecuentes.
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En contrapartida, el estudio presenta varias fortalezas relevantes que lo posicionan
como una de las series mas completas publicadas hasta la fecha sobre el CAV. En
primer lugar, destaca el tamafo de la cohorte, que, con 78 pacientes incluidos,
representa una muestra significativa para el anadlisis integrado clinico-gendmico de
esta neoplasia. Ademads, es la primera cohorte de CAV que realiza analisis molecular
incluyendo pacientes en estadios avanzados. En segundo lugar, la alta tasa de
caracterizacion molecular mediante NGS (96.2%), junto con la clasificacién IHQ
estandarizada en la mayoria de los casos, permitié un andlisis robusto de la
correlacién entre subtipo histoldgico, perfil molecular y evolucién clinica.

Otra fortaleza destacable es la disponibilidad de una cohorte externa para validacién,
lo cual permitid reforzar algunos hallazgos clave, como la distribucién de mutaciones
en KRAS o la mayor prevalencia de alteraciones tratables en pacientes KRASY'. La
posibilidad de comparar resultados en dos poblaciones diferentes confiere mayor
consistencia a las conclusiones del estudio y minimiza el riesgo de interpretaciones
sesgadas por el contexto local.

Finalmente, el enfoque integrador del analisis —que combina datos clinicos,
histolégicos, moleculares y terapéuticos— permite generar hipdtesis clinicas con
aplicacion directa y sienta las bases para futuras estrategias de estratificacion y
personalizacidn del tratamiento en el CAV.

En vista de estas limitaciones, se hace evidente que el avance en el conocimiento del
CAV dependerd, en gran medida, de la capacidad para establecer colaboraciones
multicéntricas que permitan incluir un nimero mas representativo de pacientes,
favoreciendo la generacién de evidencia mas robusta y generalizable. Para garantizar
la validez y comparabilidad de los resultados, estas colaboraciones deberdn
sustentarse en el uso de protocolos estandarizados de evaluacion
anatomopatoldgica y de analisis gendmico. Este enfoque permitiria no solo validar
los hallazgos actuales, sino también profundizar en el estudio biolégico del CAV
mediante metodologias como la secuenciacién del exoma completo, la
transcriptomica o el desarrollo de modelos preclinicos derivados de muestras
tumorales frescas.
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7.6. INCOGNITAS POR RESOLVER

A pesar de los avances aportados por este estudio en la comprensién del CAV,
numerosos aspectos de esta entidad permanecen sin resolver y contindan
planteando preguntas clave, tanto desde el punto de vista biolégico como clinico.

Una de las principales incdgnitas radica en la naturaleza biolégica real de los subtipos
histolégicos. Aunque tradicionalmente se han clasificado como variantes INT, PB o
MIX, basandose en criterios morfoldgicos e IHQ, no estd claro si esta clasificacion
refleja entidades bioldgicas diferenciadas o simplemente un espectro continuo de
diferenciacién celular. Si bien se han descrito ciertas diferencias en las vias de
sefializacion entre subtipos, la ausencia de divergencias significativas en Ia
frecuencia de mutaciones clave o en el nUmero de alteraciones tratables sugiere que
podrian compartir mecanismos oncogénicos fundamentales. Entender si los subtipos
histoldgicos representan procesos moleculares distintos o un espectro de
diferenciacién tumoral es crucial para poder personalizar el abordaje terapéutico con
mayor precision.

También permanece sin resolver el grado de heterogeneidad intratumoral del CAV,
tanto a nivel espacial como temporal. La posibilidad de que los tumores de la ampolla
presenten clonas con perfiles moleculares distintos, o que evolucionen bajo presién
terapéutica adquiriendo nuevas alteraciones, tiene implicaciones directas en la
eleccion de tratamiento y en el desarrollo de resistencias. La caracterizacién
longitudinal del tumor a través de biopsias liquidas o rebiopsias seriadas podria
ofrecer nuevas perspectivas sobre este fenémeno.

Desde el punto de vista terapéutico, una de las cuestiones mas urgentes es definir
gué pacientes se benefician realmente de las terapias dirigidas, y en qué momento
deben ser administradas. Aunque los resultados obtenidos en este estudio sugieren
un beneficio clinico claro en algunos casos, la evidencia sigue siendo limitada y se
requieren estudios mds sistematicos para establecer criterios sélidos de seleccién.
De igual modo, la durabilidad de las respuestas, los mecanismos de resistencia
adquirida y la posibilidad de combinaciones con quimioterapia o inmunoterapia
siguen siendo dareas de incertidumbre.

Finalmente, el impacto real que tendria la implementacién universal de NGS en
todos los pacientes con CAV también necesita ser evaluado en profundidad. Si bien
los datos de esta tesis apoyan su utilidad, cuestiones como el momento éptimo para
realizar el andlisis, su coste-efectividad, y como integrar estos resultados en
algoritmos de decision clinica aun no estan completamente resueltas.
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Estas incégnitas no solo reflejan los vacios existentes en la literatura, sino que
marcan claramente las lineas prioritarias que deberdn abordarse en futuras
investigaciones para avanzar hacia una medicina de precision real y accesible en el

CAvV.
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3.
CONCLUSIONES
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4)

5)

8. CONCLUSIONES

Mas de un 50% de los pacientes presentaron alteraciones potencialmente tratables
segun la escala ESCAT, lo que refuerza la utilidad clinica de la caracterizaciéon
molecular sistemdtica en el CAV. Dentro de estos, los tumores KRASY™ mostraron
una mayor carga de alteraciones moleculares tratables clasificadas como ESCAT |-
1A en mds de un 36%.

KRAS y TP53 fueron los genes mas frecuentemente mutados, sin demostrar valor
prondstico en términos de supervivencia.

El subtipo INT se asocio a alteraciones moleculares en la via de TGF-B y en la via de
WNT. Estas diferencias y su implicacion tienen que interpretarse con cautela, pues
vienen limitadas por la heterogeneidad de los paneles usados, asi como la limitaciéon
de la muestra a estudio.

La administracidon de tratamientos dirigidos guiados por perfil molecular demostré
beneficio clinico incluso en lineas de tratamiento avanzadas. En particular, seis
pacientes tratados para ERBB2*MP, MSI-H y ERBB2MYT, mostraron respuestas
objetivas y supervivencias prolongadas, lo que valida el potencial uso de la medicina
personalizada en este contexto.

Este trabajo contribuye al campo de la oncologia de precision en tumores poco
frecuentes, generando evidencia aplicable y validada que sugiere el uso de paneles
NGS en el CAV como una herramienta factible y clinicamente relevante, que puede
guiar tanto la practica clinica como futuras investigaciones en el CAV.
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9. LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

El presente estudio aporta evidencia novedosa sobre la caracterizacion molecular del
CAV y su potencial aplicacidon en la medicina personalizada. Por lo tanto, abre la
puerta a seguir profundizando en el estudio de esta enfermedad, por lo que se
plantean las siguientes lineas de investigacion:

9.1. INVESTIGACION CLINICA

Validacié mutlicéntrica: uno de los principales retos en el estudio del CAV es
el tamafio limitado de las series disponibles. La realizacion de estudios
prospectivos multicéntricos, que incorporen cohortes mas amplias vy
representativas, permitiria validar los hallazgos moleculares identificados,
evaluar su impacto clinico y establecer biomarcadores prondsticos o
predictivos con mayor robustez estadistica.

Incorporacion en ensayos clinicos basket. Los resultados obtenidos sugieren
que el CAV, al igual que el resto de tumores de la via biliar, pueden
beneficiarse de diferentes tipos de terapias dirigidas basadas en alteraciones
gendmicas especificas. Por tanto, su inclusiéon en ensayos clinicos basket
dirigidos por biomarcador, podria aumentar el armamento terapéutico
contra esta enfermedad.

9.2. INVESTIGACION TRASLACIONAL

Establecimiento de modelos preclinicos: modelos preclinicos especificos de
CAV, como organoides derivados de pacientes (PDOs) o modelos murinos
avatar, facilitaria el estudio funcional de las alteraciones moleculares
encontradas, asi como la evaluacién preclinica de terapias dirigidas en un
entorno mas translacional.

Integracidn de andlisis multi-6micos: La caracterizacién gendmica es solo una
parte del panorama bioldgico del CAV. La incorporacidén de herramientas
multi-dmicas (transcriptdmica, epigendmica, proteémica, metaboldmica)
permitiria entender mejor la biologia tumoral y clasificar los tumores de
forma mas precisa seglin sus mecanismos de accién subyacentes.
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Para que estas iniciativas traslacionales puedan desarrollarse de manera efectiva, y
como hemos comentado al tener en cuenta las limitaciones de nuestro estudio, seria
imprescindible la creacién de una colaboracién multicéntrica sostenida, que permita
no solo aumentar el tamafo muestral y la diversidad bioldgica, sino también
implementar un protocolo estandarizado para la caracterizacion anatomopatolégica
y gendmica de los tumores. Una vez establecida esta red colaborativa, se podrian
plantear estudios mas ambiciosos, incluyendo secuenciacion completa del exoma,
analisis transcriptdmico y la generacidon de organoides especificos a partir de
muestras frescas, con el objetivo de entender mejor la evolucién de las células
tumorales, el papel del microambiente y, en ultima instancia, definir si los subtipos
histolégicos representan entidades biolégicas diferenciadas o simplemente
fenotipos variables de una misma enfermedad.
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