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RESUMEN

Introduccién

El cancer colorrectal metastasico (CCRm) sigue un patron de diseminacion no
aleatorio, con un 20% de pacientes cuya enfermedad permanece siempre
confinada al higado. Identificar precozmente a esta poblacién permitiria anticipar
su evolucion y adaptar las estrategias terapéuticas, con un impacto significativo
en supervivencia y calidad de vida. Factores intrinsecos del tumor y del
microambiente influyen en este organotropismo. En este sentido, la
secuenciacion de nueva generacion (NGS) ha generado un volumen sin
precedentes de datos genomicos disponibles, abriendo la posibilidad de
identificar posibles patrones de mutaciones especificos. Se plantea la hipétesis
de que los pacientes con CCRm y enfermedad permanentemente limitada al
higado pueden tener unas caracteristicas tumorales intrinsecas determinadas y
diferentes a la de los pacientes que desarrollan enfermedad extrahepatica. El
objetivo es caracterizar a estos pacientes desde el punto de vista clinico-

patolégico, molecular y del contexto inmunolégico del tumor.

Material y métodos

Se realizé un analisis retrospectivo de pacientes con CCRm irresecable tratados
en el Hospital Vall de Hebrén entre 2010 y 2019, excluyendo aquellos con
mutaciones BRAFV600E y/o inestabilidad de microsatélites (MSI). La poblacion fue
clasificada en tres cohortes segun el patrén de distribucion metastasica: cohorte
A, pacientes con enfermedad permanentemente limitada al higado; cohorte B,
pacientes con metastasis hepaticas y extrahepaticas; y cohorte C, pacientes con
afectacion exclusivamente extrahepatica. Se analizaron las caracteristicas
clinico-patoldgicas, los perfiles moleculares y el contexto inmunoldgico (VIGex)
de cada cohorte, utilizando datos del programa de cribado del VHIO. Ademas,

se evaluo el impacto prondstico del patron de distribucion metastasica.

Resultados
Se incluyeron 1263 pacientes, de los cuales se excluyeron 237 por presentar
mutaciones de BRAFVY600E y/o MSI. De los 1.026 pacientes restantes, 204

(19.9%) correspondieron a la cohorte A, 525 (51.2%) a la cohorte B y 297
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(28.9%) a la cohorte C. Se observé una menor proporcion de lesiones
metastasicas metacrénicas en la cohorte A (15%) en comparacién con la cohorte
B (23%) y, especialmente, con la cohorte C (59%), diferencia que resultd
estadisticamente significativa (p=0.005). Asimismo, se identificaron diferencias
en la localizacion del tumor primario, encontrandose tumores en el recto en el
15%, 24% y 28% de los casos en las cohortes A, B y C, respectivamente
(p=0.005). A nivel molecular, las mutaciones mas frecuentes fueron en APC,
TP53 y KRAS. Aunque las mutaciones se distribuyen de manera homogénea
entre las distintas cohortes, destaca una menor presencia de mutaciones en
KRAS en la cohorte A (43%) en comparacién con las cohortes B y C, con un 59%
y 62% respectivamente, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(p=0.043). La cohorte B mostré un enriquecimiento en cinco de los diez hallmarks
del cancer evaluados: invasion y metastasis, evasion de supresores del
crecimiento, resistencia a la muerte celular, proliferacién sostenida y capacidad
replicativa inmortal. El analisis mediante VIGex mostré una menor proporcion de
tumores cold en la cohorte C, en comparacién con las cohortes con metastasis
hepaticas (A + B), con un 2.6% frente a un 19.8% (p=0.041). Ademas, la cohorte
C present6 una mayor supervivencia global, con 32 meses, en comparacion con

22 meses en la cohorte A y 24 meses en la cohorte B (p<0.001).

Conclusiones

Se observa que en el CCRm irresecable, aproximadamente un 20% de los
pacientes presenta metastasis permanentemente confinadas al higado,
caracterizandose estos pacientes por presentar una mayor frecuencia de
metastasis sincronicas, menor afectacién rectal y una menor prevalencia de
mutaciones en KRAS. En contraste, los pacientes con afectacion multiple
(hepatica y extrahepatica) muestran un enriquecimiento en varios hallmarks del
cancery en lavia WNT, a expensas de mutaciones en APC, lo que podria sugerir
la necesidad de tener que adaptarse a distintos 6rganos/microambientes.
Aunque las diferencias moleculares encontradas son estadisticamente
significativas, su magnitud es clinicamente poco relevante. Destaca el perfil
inmunoldgico determinado en el tumor primario, con una mayor proporcién de
tumores cold en pacientes con metastasis hepaticas, un fendmeno que requiere

mayor investigacion.
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ABSTRACT

Introduction

Metastatic colorectal cancer (mMCRC) follows a non-random dissemination
pattern, with 20% of patients exhibiting liver-limited disease throughout its course.
Early identification of this subgroup could help anticipate disease progression and
tailor therapeutic strategies, significantly impacting survival and quality of life.
Tumor-intrinsic factors and the tumor microenvironment play a key role in this
organotropism. In this context, next generation sequencing (NGS) has generated
an unprecedented volume of mutational data, creating opportunities to identify
potential mutation patterns linked to metastatic behavior. It is hypothesized that
patients with permanent liver-liver mCRC may have distinct intrinsic tumor
characteristics compared to those with extrahepatic disease. This study aMSI to
comprehensively characterize these patients from a clinicopathological,

molecular, and immunological perspective.

Materials and Methods

A retrospective analysis was conducted on patients with unresectable mCRC
treated at Hospital Vall de Hebréon between 2010 and 2019, excluding those with
BRAFV600E mutations and/or microsatellite instability (MSI). The population was
classified into three cohorts based on metastatic distribution patterns: cohort A,
patients with permanent liver-liver disease; cohort B, patients with both hepatic
and extrahepatic metastases; and cohort C, patients with extrahepatic-only
disease. Clinicopathological characteristics, molecular profiles, and tumor
immune contexture (VIGex) were analyzed for each cohort using data from the
VHIO screening program. Additionally, the prognostic impact of metastatic

distribution patterns was evaluated.

Results

Out of 1,263 patients analyzed, 237 were excluded due to BRAFY690F mutations
and/or MSI. Among the 1,026 eligible patients, 204 (19.9%) presented with liver-
confined metastases (Cohort A), 525 (51.2%) had both hepatic and extrahepatic
involvement (Cohort B), and 297 (28.9%) had exclusively extrahepatic disease

(Cohort C). Cohort A demonstrated a significantly lower proportion of
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metachronous metastases (15%) compared to Cohorts B (23%) and C (59%)
(p=0.005). Additionally, rectal primary tumors were less frequent in Cohort A
(15%) than in Cohorts B (24%) and C (28%) (p=0.005). Molecular analysis
revealed frequent mutations in APC, TP53, and KRAS across cohorts, with a
notable lower frequency of KRAS mutations in Cohort A (43%) compared to
Cohorts B and C (59% and 62%, respectively; p=0.043). Cohort B exhibited
enrichment in five cancer hallmarks: activation of invasion and metastasis,
evasion of growth suppressors, resistance to cell death, sustained proliferative
signaling, and replicative immortality, whereas signaling pathways and other
oncogenic processes remained consistent across groups. Analysis of the primary
tumor showed that Cohort C had a significantly lower prevalence of 'cold' immune
phenotypes (2.6%) compared to cohorts with hepatic involvement (19.8%,
p=0.041). Additionally, Cohort C demonstrated superior overall survival, with a
median of 32 months, compared to 22 months in Cohort A and 24 months in
Cohort B (p<0.001).

Conclusions

In unresectable mCRC, approximately 20% of patients present permanent liver-
limited disease, characterized by a higher frequency of synchronous metastases,
lower rectal involvement, and a lower prevalence of KRAS mutations. In contrast,
patients with hepatic and extrahepatic disease exhibit enrichment in several
cancer hallmarks and the WNT pathway, primarily driven by APC mutations,
suggesting a potential need for tumor adaptation to distinct organ
microenvironments. Although the observed molecular differences are statistically
significant, their clinical relevance remains limited. Notably, the immune profile of
the primary tumor reveals a higher proportion of cold tumors in patients with

hepatic metastases, a phenomenon that warrants further investigation.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades del cancer colorrectal

1.1.1. Epidemiologia

El cancer colorrectal (CCR) constituye un reto importante para la salud publica a
nivel mundial. Segun los datos de GLOBOCAN, el CCR es el tercer cancer mas
frecuente diagnosticado en el mundo, con mas de 1.9 millones de nuevos casos
en el ano 2022, siendo la causa de aproximadamente el 9.6% de todas las
muertes relacionadas con cancer (1). Asimismo, se estima que su incidencia se
incrementara hasta un 2.5 millones de nuevos casos en el afio 2035 (2). En los
ultimos afios se ha observado un aumento de la incidencia de CCR en pacientes
jovenes en todo el mundo, especialmente en los paises desarrollados (3). Se
estima que esta tendencia continuara en los proximos afnos, con un aumento
previsto en la incidencia de cancer de colon y recto del 90% y 124%,
respectivamente, en pacientes de entre 20 y 34 anos para el ano 2030 (4). En
nuestro pais, segun datos de la REDECAN, la incidencia estimada para el afio
2024 era de 44.294 casos, siendo actualmente, en conjunto, el tumor mas

frecuentemente diagnosticado en ambos sexos (5).

1.1.2. Diagnéstico

El CCR se estadifica utilizando el sistema de clasificacion y estadificacion
TNM de la octava edicion de la AJCC. En este sistema, los estadios se asignan
en funcion de las caracteristicas del tumor primario (T) y del grado de afectacién
de los ganglios linfaticos regionales (N) y las metastasis a distancia (M). Se
considera estadio | cuando hay afectacion maligna hasta la muscular propia,
estadio Il cuando hay afectaciéon de tejidos adyacentes o de érganos vecinos y
estadio Il cuando existen ganglios regionales afectos. El estadio IV se
caracteriza por la presencia de metastasis, siendo estadio IVa cuando hay
enfermedad a distancia afectando a un solo érgano, estadio IVb si hay mas de

un organo afecto y estadio IVc si hay enfermedad diseminada a nivel peritoneal

(6).
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Los pacientes que son diagnosticados con enfermedad mas avanzada presentan
un peor pronéstico (7,8). Un reciente analisis de 16 registros de CCR de 9 paises
europeos, y que incluye 4 regiones de Espaina, ha demostrado supervivencias a
los 5 afos en los estadios | del 89.1%, en los estadios Il del 81.2%, en los
estadios Ill del 69.4% y en los estadios IV del 15.4% (9).

La implementacion de los programas de cribado ha demostrado su capacidad
para diagnosticar a los pacientes en estadios mas iniciales y/o en fase
asintomatica. En el estudio previamente mencionado donde se analiza el
impacto del cribado en 9 paises europeos, se observa un cambio significativo en
el estadio al diagndstico segun si el paciente es diagnosticado dentro o fuera del
programa de cribado. Los estadios al diagndstico son, respectivamente: estadio
I, 43% en pacientes cribados frente a 18.6% en no cribados; estadio Il, 22.6%
frente a 25%; estadio lll, 26.8% frente a 29.1%; y estadio IV, 7.6% frente a 27.3%.

(9).

En Espana, el programa de cribado se realiza mediante la deteccion bienal de
sangre oculta en heces en hombres y mujeres con edades comprendidas entre
50 y 69 afios. En caso de resultado positivo, se completa el estudio mediante la
realizacion de una colonoscopia (10). A pesar del impacto positivo del cribado en
el prondstico de los pacientes en el momento del diagndstico, aproximadamente
el 30-40% de los pacientes diagnosticados en estadios iniciales presentara una
recaida de su enfermedad (11-13). Alrededor del 95% de estas recidivas se
producen en los 5 primeros afios, siendo el 85% de ellas en los 3 primeros afos
tras la reseccion quirdrgica del tumor primario (14,15). La diseminacion del
cancer desde el tumor primario hacia érganos distantes representa, sin duda,

uno de los aspectos mas devastadores de la enfermedad.

1.1.3. Proceso de carcinogénesis

El CCR es una patologia compleja y variada, originada por la acumulacion de
multiples cambios genéticos a lo largo del tiempo. La mayoria de los casos
surgen de manera esporadica, aunque hasta un 5-7% se atribuye a sindromes
hereditarios (16). Ademas, alrededor del 25% de los casos se clasifican como
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CCR familiar, lo que indica una posible predisposicidon genética sin estar
claramente asociados a sindromes hereditarios conocidos. Los familiares de
individuos con CCR tienen un riesgo incrementado de desarrollar la enfermedad,
posiblemente debido a la combinacion de estilos de vida compartidos y
exposiciones ambientales similares, aunque en muchos casos la causa genética
especifica desencadenante no se determina con claridad (17). En la figura 1 se

resumen las principales causas asociadas al CCR.

Etiologia del CCR

Factores de riesgo del CCR Exposoma: abarca todos

No modificables los factores de exposicion
de un individuo a lo largo
Edad -
de su vida.

Enfermedad inflamatoria intestinal
(Crohn, Colitis ulcerosa, etc.)

(S5
Tabaco E.) ( h \J]
Alcohol = "

) 2

Sobrepeso/Obesidad 5 T
Falta de actividad fisica

Microbioma: La alteracién
de la microbiota intestinal
juega un papel importante
Dieta pobre en frutas y verduras en la formacion del CCR.

Consumo abundante de carne roja

Consumo de productos procesados

CCR Hereditario

= CCR Esporddico  m CCR Familiar

Figura 1. Etiologia y factores de riesgo asociados al CCR. Adaptado de “Global burden of
colorectal cancer: emerging trends, risk factors and prevention strategies” (18).

Es crucial sefalar que la gran mayoria de los CCR ocurren de manera
esporadica, siendo el exposoma un factor determinante en su desarrollo. El
exposoma engloba todas las exposiciones ambientales de un individuo a lo largo
de su vida, incluidos la dieta, el ejercicio, la exposicion a sustancias quimicas, la
radiacion o el estrés psicosocial, entre otros. Estas exposiciones pueden
interactuar con el genoma y epigenoma de una persona, favoreciendo el
desarrollo de CCR (19). Por ejemplo, dietas altas en carnes rojas y procesadas
y bajas en frutas, verduras y fibra se han vinculado a un aumento en el riesgo de
CCR. Factores como la obesidad, el consumo de alcohol, el tabaquismo y la
exposicidon a carcinbgenos ambientales también elevan el riesgo de esta

enfermedad.
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La interaccion de estas exposiciones con el genoma y epigenoma a lo largo de
la vida de una persona puede iniciar la transformacién de células normales en
malignas. Este proceso de carcinogénesis, resumido en la figura 2, presenta
principalmente tres etapas: iniciacion, promocion y progresion. En la iniciacion,
las células adquieren mutaciones debido a dafios en el ADN, ya sea por errores
internos 0 por exposicion a los agentes externos previamente mencionados.
Estas mutaciones pueden activar oncogenes o desactivar genes supresores de
tumores, favoreciendo la proliferacion celular. Durante la promocion, las células
mutadas son impulsadas a crecer y dividirse por hormonas, factores de
crecimiento y otros agentes, acumulando mas mutaciones y cambios
epigenéticos que promueven su crecimiento descontrolado. Finalmente, en la
progresion, las células adquieren capacidades invasivas y metastasicas,
desarrollando tumores primarios mayores y la capacidad de diseminarse a otros
organos (20). Es importante destacar que la carcinogénesis es un proceso
dinamico y multifactorial, y que las diferentes etapas de la carcinogénesis pueden
ocurrir en diferentes momentos y en diferentes tejidos dentro del cuerpo, lo que

hace que el proceso sea altamente variable y complejo.

INICIACION PROMOCION PROGRESION

Carcindgeno p
reimog Promotor Mutaciones ,
iniciador Metastasis

Célula normal Célula iniciada Clon preneoplasico Tumor maligno

Figura 2. Fases del proceso de carcinogénesis del CCR. Adaptado de “DNA Damage,
Mutagenesis and Cancer” (21).

En el CCR se han identificado diversas vias moleculares involucradas en la
carcinogénesis, las cuales abarcan mecanismos genéticos y epigenéticos
interrelacionados que contribuyen al proceso de desarrollo tumoral. Estas vias

se representan resumidas en la figura 3 (20).
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Inestabilidad Cromosémica (IC): Esta via, implicada en el 65-70% de los casos,

se caracteriza por cambios estructurales visibles citogenéticamente en los
cromosomas, como deleciones, amplificaciones, inversiones y translocaciones.
Estos cambios alteran el contenido génico y provocan la pérdida de
heterocigosidad en regiones especificas. Se asocia con la secuencia adenoma-
carcinoma propuesta por Vogelstein, comenzando con mutaciones en el gen
APC que desregulan la via de WNT, promoviendo la formacion de adenomas
(22,23). Con el tiempo, mutaciones adicionales en genes como KRAS y TP53

llevan a un crecimiento descontrolado y eventualmente al CCR (24).

Inestabilidad de Microsatélites (MSI): Representando el 15-20% de los casos de

CCR, la MSI es consecuencia de los defectos en el sistema de reparacion del
ADN, afectando principalmente a las proteinas MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2
(16,25). Este defecto es crucial en el sindrome hereditario no polipdsico o
sindrome de Lynch. Los tumores esporadicos con MSI| a menudo surgen por
silenciamiento epigenético de MLH1 y pueden estar asociados con mutaciones
en BRAF (20). Estos tumores suelen tener mejor prondstico en estadios
localizados, pero peor en enfermedad avanzada. La MSI aumenta la carga
mutacional y la produccion de neoantigenos, activando la respuesta inmunitaria

y favoreciendo la respuesta a la inmunoterapia.

Via del Fenotipo Metilador de Islas CpG (FMIC): Conocida también como la via

serrada, involucra la hipermetilacion de islas CpG en promotores de genes
cruciales para funciones como la apoptosis y la reparacion del ADN,
silenciandolos (26). Estos tumores pueden asociarse con alteraciones de genes
de reparacion del ADN como MGMT o PISKCA (27). Clinicamente, estos tumores
son mas prevalentes en mujeres, localizados proximalmente en el colon y

también presentan mutaciones en BRAF (28).

Cada via subraya un mecanismo distinto por el cual las células colénicas pueden

progresar hacia el cancer, resaltando la complejidad y diversidad del CCR.
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EPITELIO COLONICO

NORMAL

APC
KRAS BRAF MLHI
PIK3CA KRAS MSH?
SMAD4 Metilacién MGMT VLHT MSHG6
PH 18q Aberrante CDKN2A4 PMS2
TP53
IC*H baj al al -
FMIC - FMIC bare FMIC alte FMIC alte FMIC
EMS/TMS b EMS EMS IMS IMS
IC FMIC IMS
Via convencional Via serrada Via inestabilidad de microsatélites

Figura 3. Vias de carcinogénesis en CCR. Abreviaturas: IC: Inestabilidad Cromosémica; FMIC:
Fenotipo Metilador de Islas CpG; MSI: Inestabilidad de microsatélites; EMS: Estabilidad de
microsatélites; PH 18q: Pérdida Heterogeneidad del brazo largo del cromosoma 18. Adaptado
de “The inflammatory pathogenesis of colorectal cancer” (20).

1.2.Proceso de invasion y desarrollo de metastasis hepaticas en cancer

colorrectal

El higado es la localizacion metastasica mas frecuente en pacientes con CCR,
afectando aproximadamente al 70% de los casos y siendo, en la mayoria de las
ocasiones, la principal causa de mortalidad. Las metastasis pulmonares se
presentan en un 45-50% de los pacientes, mientras que la afectacion peritoneal
ocurre en el 40-45%, lo que las convierte en la segunda y tercera localizacién

metastasica mas comun, respectivamente (29).

Tradicionalmente, el desarrollo de metastasis a distancia se consideraba como
un evento relativamente tardio en el proceso de progresion tumoral, sin embargo,

esta diseminacion también puede ocurrir en fases muy iniciales de la formacion
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del tumor (30). Ademas, la progresion metastasica no siempre sigue un modelo
de diseminacion de células individuales o clones (modelo monoclonal); también
es posible que se produzca la diseminacion simultanea de diferentes células o
multiples clones (modelo policlonal) (31,32). Todos estos aspectos, sintetizados
en la figura 4, aumentan la complejidad de la comprension de los mecanismos

implicados en el proceso de invasion y desarrollo de metastasis.

Formacion de

metastasis
Evento Modelo
Temprano Policlonal
Evento Modelo
Tardio Monoclonal

Figura 4. Modelos del proceso de formacion de metastasis.

El proceso largo y complejo que siguen las células tumorales desde que
abandonan el tumor primario y forman nuevas colonias en tejidos distantes se
denomina cascada de invasion y metastasis. En ella participan multiples vias
moleculares y numerosos tipos celulares (33,34). Los mecanismos involucrados
en el proceso de invasion y desarrollo de metastasis se revisan a continuacion y

se resumen en la figura 5.

. . e )

NS h Yy Ny \
Invasion local Intravasacién ’_,f" Transporte Extravasacion Colonizacion
de las células | de las células sistemico de las células del higado y \
tumorales a la !. tumorales al ‘. de las células \ tumorales en el establecimient ]

matriz \ sistema | tumorales \ parénguima o de tumores
extracelular circulatorio \-}‘ B hepatico \ macroscopicas
"R 7 7 R y

\ PROCESO DE INVASION Y METASTASIS

Figura 5. Proceso de invasion y metastasis en el cancer.

36



1.2.1. Invasion local de las células tumorales en la matriz extracelular

La carcinogénesis comienza con la transformacién de las células normales en
células malignas a través de varias alteraciones genéticas y fenotipicas
celulares. Aunque el mecanismo inicial de metastasis aun se desconoce, los
datos actuales sugieren que la transicion epitelio-mesénquima desempefia un
papel crucial en esta etapa temprana de propagacion al permitir la movilidad y la
capacidad de invasion de las células tumorales. La interaccion entre el tumor, no
solo con los tejidos estromales adyacentes, sino también con el microambiente
inmunitario, es un aspecto crucial en el proceso de tumorogénesis y en la

respuesta a los tratamientos farmacolégicos (35).

Recientemente se ha propuesto un nuevo escenario en el proceso de invasion
inicial del tumor y formacién de metastasis, con la identificacion de una poblacion
de células tumorales que presentan un enriquecimiento de los genes asociados
con un mal prondstico y que se denominan HRC (por sus siglas en inglés, High
Relapse Cells). Estas células, que presentan un alto contenido de la proteina de
membrana EMP1, mantienen escasa actividad proliferativa, pero son capaces
de desprenderse del tumor primario e iniciar el proceso de formacion de
metastasis en el 6rgano a distancia. La importancia de estas células se pone de
manifiesto cundo, mediante la ablacion genética de las células con alto contenido
de EMP1, se confirma una mayor dificultad para desarrollar metastasis
hepaticas. Ademas, en modelos murinos, se ha observado que el tratamiento
con inmunoterapia neoadyuvante puede eliminar células metastasicas
residuales en las etapas tempranas de la colonizacién, lo que se traduce en un

menor indice de recaida hepatica (36).

A pesar de estos ultimos avances, los mecanismos especificos asociados al
proceso de invasion e inicio del proceso de formacion de metastasis aun estan

por esclarecerse.

1.2.2. Intravasacion de las células tumorales en el sistema circulatorio

Una vez que las células malignas se desprenden del tumor primario, el siguiente

paso es acceder a los vasos sanguineos y linfaticos. Esta intravasacion les
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proporciona un medio para que las células tumorales circulantes se desplacen a
distintos 6érganos, donde tienen la capacidad de formar nuevas colonias (37). Las
metastasis hepaticas se originan principalmente a través de la via hematdgena,
aunque la diseminacion por via linfatica también es posible (38). La circulacion
sistémica es letal para la gran mayoria de las células tumorales, y solo el 0,01%
de ellas acceden al sistema circulatorio y son capaces de desarrollar metastasis
(39). Para poder sobrevivir al entorno hostil causado por las fuerzas del torrente
circulatorio, asi como para evitar los ataques del sistema inmune durante su
transporte sistémico, las células tumorales son protegidas mecanica y
quimicamente por plaquetas y neutréfilos, o incluso mediante la formacion de
embolos celulares agrupandose entre ellas, protegiéndose también del estrés de

cizallamiento (40).

1.2.3. Transporte sistémico de las células tumorales

En el CCR, el organotropismo, o la capacidad de un tumor para metastatizar en
un organo especifico, esta influido por multiples factores, siendo uno de los mas
significativos el sistema circulatorio. Esto se debe a que el drenaje del intestino
se vacia directamente en el higado a través de la vena porta. Asi, aunque las
células tumorales puedan ser intrinsecamente poco adaptables para la
colonizacion hepatica, la gran cantidad de estas células que se acumulan en el
higado favorece la aparicion de metastasis en este sitio. Una vez que estas
células alcanzan el higado, el primer contacto se establece con los vasos
sinusoides, una red capilar hepatica especifica con diferentes poblaciones
celulares. Las células endoteliales sinusoidales, las células de Kupffer, las
células estrelladas hepaticas y las células de Pit, todas ellas desempefian un

papel crucial en la homeostasis hepatica y la metastasis del CCR (41).

1.2.4. Extravasacion de células tumorales en el parénquima hepatico

La colonizacion y formacion de metastasis en el higado no solo esta favorecida
por la gran cantidad de células tumorales que llegan a través del sistema
circulatorio, sino también depende de eventos de interaccidén especificos entre

las células tumorales y el microambiente del 6rgano diana. La interaccion inicial
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de las células tumorales con la respuesta inmunitaria innata hepatica es un arma
de doble filo. Por un lado, la inflamacion causada por la retencion de estas
células en los vasos sinusoides puede provocar isquemia/reperfusion transitoria,
lo que permite la eliminacion de algunas de ellas. Sin embargo, esta misma
respuesta inflamatoria puede facilitar la adhesién de las células tumorales a las
células endoteliales vasculares y favorecer su migracion al espacio de Disse, lo
que favorece la colonizacion (42,43). La arquitectura de las paredes de los vasos
sanguineos y la morfologia de las células endoteliales también pueden influir en
la facilidad y probabilidad de extravasacion hepatica, tal y como se expone

posteriormente (44).

1.2.5. Colonizacién del higado y establecimiento de tumores macroscépicos

Una vez en el higado, las células tumorales se enfrentan a un microambiente
unico y complejo. Las células hepaticas, tanto parenquimatosas como no
parenquimatosas, junto con las células inflamatorias e inmunitarias reclutadas,
juegan un papel en la respuesta a las células tumorales invasoras, pudiendo
inhibir o favorecer la progresion metastasica en las diferentes etapas del proceso
de colonizacion. Sin embargo, los factores que determinan el resultado de estos
efectos opuestos y el patron de crecimiento metastasico aun no estan

completamente comprendidos (43).

El crecimiento de una célula del tumoral en una colonia metastasica representa
la fase final y mas mortal de la progresién maligna de un tumor. Incluso las
células malignas que han logrado extravasarse parecen estar destinadas casi
invariablemente a ser eliminadas del parénquima del tejido o, a veces, a entrar
en un estado indolente de latencia en el que persisten durante semanas, meses

o incluso anos (45-47).
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1.3. Caracteristicas de las metastasis hepaticas en el cancer colorrectal

1.3.1. Patrones de crecimiento

Una vez establecidas, las metastasis hepaticas de CCR pueden crecer
desarrollando distintos patrones histologicos, cuyo papel como biomarcadores
prondsticos y predictivos ha cobrado creciente relevancia en los ultimos afos. El
patrén desmoplasico, asociado a un pronostico mas favorable, se caracteriza por
un anillo de estroma fibroso que separa las células tumorales de los hepatocitos
circundantes. En contraste, el patron de reemplazo, relacionado con un
prondstico desfavorable, implica que las células tumorales invaden y reemplazan
a los hepatocitos. Por ultimo, en el patron de empuje, las placas hepaticas
adyacentes a las metastasis aparecen aplanadas debido a la presion del tumor
(48,49). La figura 6 resume las caracteristicas de los patrones de crecimiento

mas relevantes de las metastasis hepaticas en CCR.

Es interesante mencionar que el patrén de crecimiento de reemplazo no usa la
angiogeénesis para obtener suministro vascular al tumor, sino que lo realiza
mediante un proceso de cooptacion de microvasos, un mecanismo para obtener
suministro vascular a partir de los vasos sanguineos normales circundantes sin
necesitar realizar el proceso de angiogénesis (50). Este aspecto le confiere una
mayor resistencia a la terapia con farmacos antiangiogénicos y, por consiguiente,
puede valorarse como un potencial biomarcador negativo de respuesta a estos
farmacos utilizados ampliamente en este tipo de enfermedades. Hay que
remarcar, no obstante, que aproximadamente dos tercios de los pacientes
presentan un patron de crecimiento mixto y, desafortunadamente, la base
biologica de esta heterogeneidad en el patron de crecimiento dentro del mismo
paciente sigue siendo desconocida (48). Sin embargo, estudios recientes indican
que los pacientes que no presentan un patron desmoplasico puro en el 100% de
sus metastasis, exhiben un pronéstico similar al de aquellos con un patrén de
reemplazo (49). Sefalar que recientemente se ha propuesto un cambio en la
nomenclatura de estos patrones de crecimiento, sugiriendo que el término
‘encapsulado’ es mas adecuado que 'desmoplasico’; sin embargo, este punto

continua siendo objeto de debate (51).
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Figura 6. Patrones principales de crecimiento histolégico de las metastasis hepaticas en
CCR. En azul se representan las células tumorales, en amarillo los hepatocitos y en rojo los
sinusoides hepaticos. El anillo fibroso esta representado mediante la linea de color verde.
Adaptado de “Growth patterns of colorectal cancer liver metastases and their impact on
prognosis: a systematic review” (52).

Existen pocas evidencias sobre las alteraciones moleculares asociadas a estos
patrones de crecimiento. Destaca un estudio reciente que evalud los patrones de
crecimiento histopatolégico en 225 pacientes con CCRm. Este estudio empled
técnicas de secuenciacion de ARN espacial y analisis de célula unica con el fin
de investigar las diferencias moleculares entre los distintos patrones de
crecimiento. Se encontraron alteraciones metabdlicas especificas y una
activacion de la via de senalizacion WNT en las células tumorales relacionadas
con el fenotipo de cooptacién de vasos. El estudio revela que DKK1, antagonista
de la via de sefializacion WNT, esta implicado en la regulacion de los patrones
de crecimiento histopatoldgico. Niveles mas altos de DKK1 estan asociados con
el patron de crecimiento desmoplasico y una menor actividad de la via de
sefalizacion WNT, mientras que los niveles mas bajos se asocian con el patrén
de crecimiento de reemplazo y una mayor actividad de la via de sefalizacion
WNT. Ademas, se identificd un subtipo capilar predominantemente expresado
en el higado sano correspondiente a las metastasis asociadas a la angiogénesis,
lo que podria servir como nuevo predictor del patron de crecimiento (53). Estos
hallazgos, que necesitan ser confirmados, podrian abrir nuevas oportunidades
para el desarrollo de estrategias terapéuticas en el tratamiento de las metastasis

hepaticas.
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1.3.2. Determinantes organotrépicos

El patron de metastasis sigue una distribucion no aleatoria entre los distintos
organos del organismo, conocida como organotropismo o metastasis especifica
de organos (54). El higado es el sitio mas comun de metastasis a distancia en
todos los tumores solidos. Los canceres gastrointestinales, incluido el CCR,
drenan a través de la circulacion enterohepatica, lo que condiciona que la sangre
llegue primero al higado (55). Sin embargo, cada vez hay mas evidencia que
sugiere que el organotropismo esta regulado por otros multiples factores, como
las caracteristicas intrinsecas del propio tumor, nichos especificos de érganos y
la interaccion entre las células tumorales y el microambiente del huésped (figura
7). La identificacion de asociaciones entre las caracteristicas gendmicas y los
patrones especificos de diseminacion metastasica es un area de investigacion
activa, y en los ultimos afios se han publicado varios estudios relevantes sobre
este tema (29,56).

Firmas
tumorales
especificas

Patrén de
circulacion

ORGANOTROPISMO

Interaccion

entre células
tumorales y el
microambiente

Nichos
especificos
del organo

Figura 7. Determinantes organotrépicos de las metastasis hepaticas en CCR.

1.3.2.1. Patrones de circulacion

Uno de los aspectos mas relevantes que favorece que el cancer de colon
colonice predominantemente el higado es el hecho de que la sangre mesentérica
que drena el intestino fluye a través de la vena porta hacia el higado. La mayoria
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de las células tumorales circulantes derivadas de un tumor intestinal quedan
atrapadas en los sinusoides hepaticos e inician la formacion de metastasis en el
higado con mucha mas frecuencia que en los pulmones, el cerebro o en los
huesos (44). Los vasos sinusoides en el higado y la médula désea son
fenestrados, es decir, revestidos con una capa discontinua de células
endoteliales que proporciona una mayor permeabilidad que los vasos
sanguineos en el pulmén u otros 6rganos, que tienen uniones mas estrechas
entre las células endoteliales y presentan membrana basal (57). La arquitectura
de las paredes de los vasos sanguineos y la morfologia de las células
endoteliales también difieren entre los 6rganos y pueden influir en la facilidad y

probabilidad de extravasacion y colonizacion.

1.3.2.2. Firmas tumorales especificas

El patrén de flujo sanguineo y la retencion capilar por si solos no pueden explicar
completamente la distribucién no aleatoria de las metastasis entre los distintos
organos. Aunque los rifiones y el cerebro reciben aproximadamente el 10-20%
del volumen total de sangre del cuerpo, al igual que el higado, cada 6rgano
muestra un patron de metastasis muy distinto, independientemente del tipo de
tumor primario (58). Esto podria explicarse por la hipotesis de "semilla y suelo”,
en la que las "semillas" o células tumorales, tienen compatibilidades intrinsecas
especificas con los "suelos" u 6rganos diana (59,60). Por ejemplo, dos
histologias diferentes de un mismo 6rgano pueden generar diferentes patrones
de metastasis. Asi, el adenocarcinoma de pulmén se propaga con mas
frecuencia al cerebro y la glandula suprarrenal que el carcinoma escamoso de
pulmén (58). De manera similar, las metastasis 6seas son el tipo de metastasis
mas comun en los tumores de mama luminales, mientras que el cancer de mama
HER2+ se asocia con una mayor frecuencia de metéastasis hepaticas (61-63).
En el caso del CCR, el patron de metastasis también esta influido por la
histologia. Aproximadamente el 85% de los pacientes tienen histologia de
adenocarcinoma, el 14% presentan carcinomas mucinosos y aproximadamente
el 1% carcinomas de células en anillo de sello. Los carcinomas mucinosos son
los mas propensos a presentar diseminacion metastasica en mas de un érgano,

con una alta incidencia de metastasis peritoneales, fendmeno que también se
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observa en los carcinomas de células en anillo de sello (64). Las células
tumorales metastasicas, por lo tanto, poseen propiedades celulares intrinsecas

seleccionadas para adaptarse a érganos especificos.

Se han identificado caracteristicas especificas en subpoblaciones de células
tumorales que demuestran una mayor capacidad para colonizar diferentes
organos con sus respectivos microambientes especificos (65—67). En general, el
cerebro y los pulmones tienen niveles altos de glucosa y oxigeno en comparacion
con el higado (68). En el higado, el estrés metabdlico desempefia un papel clave
en la colonizacion metastasica, acompafiado de un enriquecimiento en la
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo y el metabolismo. La
sobreexpresion de proteinas como c-MET, TIMP-2, IGF-1 y HIF-1a se ha
observado en las metastasis hepaticas del CCR. Este perfil molecular sugiere la
existencia de un mecanismo comun que favorece la diseminacion metastasica
hacia 6rganos especificos, independientemente del tumor de origen (69-71). Las
alteraciones epigenéticas también juegan un papel en estos patrones de
metastasis. Los genes requeridos para la modificacion de la cromatina y la
metilacion del ADN estan frecuentemente mutados en tumores avanzados, lo
que destaca la importancia de la modulacién epigenética en la formacion de

metastasis (72).

1.3.2.3. Nichos especificos de 6rganos y tolerancia inmunolégica de las metastasis

hepaticas.

Los factores secretados producidos por el tumor primario y las células estromales
adyacentes inducen, en érganos distantes, la formacion de un microambiente
especifico que es propicio para la supervivencia y el crecimiento de las células
tumorales una vez llegan a su destino. Estos microambientes se denominan
nichos premetastasicos. La formacion de nichos premetastasicos se inicia con
cambios locales, como la induccion de permeabilidad vascular, la remodelacion
del estroma y la matriz extracelular, seguida de efectos sistémicos en el sistema
inmunoldgico. La deteccion temprana de los nichos premetastasicos antes de la

evidencia radiografica de la lesion metastasica sigue siendo un desafio (73,74).
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En los ultimos afos, el papel del higado en el proceso de diseminacion
metastasica del CCR ha suscitado un interés creciente. Este érgano no solo
actua como un sitio de localizacion y formaciéon de metastasis, sino que también
desempefia un papel crucial en la respuesta inmunologica a las células
tumorales. La tolerancia inmunologica de las metastasis hepaticas puede influir
significativamente en la eficacia de los tratamientos, especialmente en el
contexto de la inmunoterapia. Se ha observado que los pacientes con metastasis
hepaticas de CCR con MSI tratados con pembrolizumab tienen una menor
supervivencia en comparacion a los pacientes sin metastasis hepaticas. En el
estudio Keynote-177 se observd que los pacientes sin metastasis hepaticas
tratados en primera linea con pembrolizumab lograron una tasa de respuesta
global del 63%, en comparacién con el 21% entre los pacientes con metastasis
hepaticas. Del mismo modo, la mediana de supervivencia libre de progresion
(SLP) fue menor en aquellos pacientes con metastasis hepaticas, 6 meses,
frente a los 34 meses de los pacientes sin metastasis hepaticas (75). Este
fenobmeno también se observa en diferentes tipos tumorales,

independientemente de la inmunogenicidad especifica del tumor.

En pacientes con CCR y estabilidad de microsatélites (EMS), la combinacion de
botensilimab y balstilimab ha mostrado respuestas duraderas y un beneficio en
supervivencia global (SG) en un subgrupo tradicionalmente resistente a la
inmunoterapia. Con un seguimiento medio de 5,8 meses, el 24% de los pacientes
presentd respuesta radioldgica objetiva, mientras que el 73% logré control de la
enfermedad, con respuestas aun en curso en ocho de los 10 pacientes que
inicialmente respondieron al tratamiento (76). También se analizaron los
resultados en pacientes sin antecedentes de metastasis hepaticas, incluyendo
aquellos con metastasis hepaticas resecadas o tratadas radicalmente mediante
técnicas locorregionales como ablacion o radiofrecuencia, y sin evidencia de
recidiva. En este grupo, se observd una tasa de respuesta objetiva del 42% y
una tasa de control de la enfermedad del 96%, ambas superiores a las

registradas en pacientes con metastasis hepaticas activas.

Las interacciones entre las células tumorales, el estroma hepatico y las células
inmunes residentes desempefian un papel clave en la creacion de un estado de
tolerancia inmunoldgica. Los macréfagos hepaticos pueden inducir la pérdida de
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células T CD8+ especificas del tumor, facilitando asi la evasién inmune de las
células cancerosas. Ademas, las células tumorales liberan citoquinas
inmunosupresoras, como IL-6, IL-10 y TGF-31, que favorecen un microambiente
inmunosupresor y actuan inhibiendo la proliferacion y funcion de las células T
efectoras y promoviendo la progresion tumoral (77). Aunque se han identificado
estos mecanismos, aun es necesario profundizar en el estudio de los procesos
celulares y moleculares que permiten la evasion inmune en el contexto hepatico.
Comprender mejor estos mecanismos es crucial para desarrollar estrategias
terapéuticas mas efectivas que contrarresten la tolerancia inmunolégica inducida
por el higado y optimicen la eficacia de la inmunoterapia en pacientes con

metastasis hepaticas.

1.3.3. Caracteristicas moleculares

El CCR es una enfermedad genética y heterogénea desde el punto de vista de
la transcriptémica. Durante la ultima década, la evaluacién del estado mutacional
de KRAS, NRAS y BRAF se han convertido en un punto esencial en el manejo
de los pacientes con CCRm (78). Las mutaciones en RAS ocurren en
aproximadamente el 50% de los pacientes y constituyen un factor determinante
de resistencia a anticuerpos monoclonales anti-EGFR (79-81). La presencia de
la mutacion de BRAFV620E que ocurre en el 8-12% de los pacientes, define una
poblacion de peor prondstico y alta tasa de metastasis a nivel ganglionar y
peritoneal (82). Otro biomarcador necesario, en este caso para la respuesta a la
inmunoterapia, es el estudio de la maquinaria de reparacion del ADN o del estado
de los microsatélites. La MSI esta presente en el 15% de todos los pacientes con
CCR en general, y en el 3-5% de los tumores metastasicos en particular (83).
Finalmente, otros biomarcadores como amplificaciones de HER?2, fusiones de
NTRK, ALK o ROS1, con una baja incidencia, tienen un creciente interés al

disponer de tratamientos dirigidos (84).

Numerosos estudios han evaluado la correlacidén entre las mutaciones del tumor
primario y las metastasis hepaticas. Uno de los estudios mas destacados, que
analizé las mutaciones de KRAS en 305 tumores primarios y sus

correspondientes metastasis hepaticas, reveld una tasa de discordancia del
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3.6%. (85). Ante dichos hallazgos, las guias sugieren que la determinacion de
dichas alteraciones moleculares se puede realizar tanto en el tumor primario

como en la metastasis hepatica (86).

Se han realizado numerosos intentos para clasificar esta enfermedad en grupos
bioldgicamente diferenciados segun su patron de expresion geénica y las
alteraciones moleculares asociadas. En 2015, a través de un consorcio
internacional, se realizé la integracion de la informacion obtenida de los analisis
de mutaciones, los cambios en el numero de copias, el patron de metilacion, la
expresion del microARN y la protebmica de 4.000 pacientes con CCR,
consensuandose cuatro subtipos moleculares (87). Este analisis, realizado en
tumores primarios, identifico la distribucion de los subtipos moleculares CMS. El
CMS1 (inmune, 14%) se asocia con hipermutacion, MSI y una fuerte infiltracion
inmunitaria. El CMS2 (canonico, 37%) presenta activacion de las vias de WNT y
MYC, mientras que el CMS3 (metabdlico, 13%) se caracteriza por desregulacion
metabdlica, mutaciones en KRAS y baja alteraciéon en el nimero de copias.
Finalmente, el CMS4 (mesenquimal, 23%) muestra una activacion prominente
del TGF-B, infiltracion estromal y angiogénesis. Ademas de definir las
caracteristicas genéticas del CCR, este consorcio correlacion6 los perfiles
moleculares con los datos clinico-patolégicos y el prondstico de la enfermedad.

Sin embargo, a dia de hoy, esta clasificacién no se utiliza en la practica clinica.

Cuando se aplica esta clasificacion CMS a las metastasis hepaticas, se observa
una discordancia significativa con el perfil molecular del tumor primario. Pitroda
y colaboradores reportaron datos del analisis de 324 muestras de metastasis
hepaticas, observandose presencia de patrones CMS2 y CMS4 en el 62% y 12%
de las metastasis con una notable ausencia de los patrones CMS1 (1%) y CMS3
(0%). Estos resultados eran independientes de si la enfermedad era resecable o
irresecable o con las distintas localizaciones tumorales. Ademas, el 30% de las
metastasis hepaticas no se pudieron clasificar segun los subtipos del CMS. Este
mismo grupo, realizé un analisis propio de expresion de las metastasis hepaticas
y, mediante analisis computacional, pudieron establecer 3 subtipos moleculares
distintos diferenciados. El subtipo 1 o candnico, presente en el 33% de los casos,
con un pronéstico intermedio, tiene poca infiltracion inmune y estroma, y se
encuentra enriquecida en alteraciones de la via de E2F/MYC. El subtipo 2 o
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inmune, presente en el 28% de los casos y con un pronostico mas favorable,
tiene una alta infiltracién inmune, enriquecimiento por interferén alfa y activacion
via de TP53. El subtipo 3 o estromal, presente en el 39% de los casos y con un
prondstico desfavorable, se caracteriza por mayor infiltracibn estromal,

angiogeénesis y transicion epitelio-mesénquima (88,89).

Existen otras propuestas de clasificacion molecular de las metastasis hepaticas
basadas en el perfil de expresidén génica. En otro estudio reciente, orientado a
establecer una estratificacion molecular en CCRm, se analizaron datos de
expresion génica de 170 pacientes tratados quirurgicamente, junto con 34 lineas
celulares y 15 organoides derivados de metastasis hepaticas resecadas. Se
encontraron cinco subtipos de metastasis hepaticas distintos, cada uno con
caracteristicas moleculares y clinicas diferentes. El estudio mostr6 que estos
subtipos se correlacionan con la supervivencia y la respuesta al tratamiento. El
Subtipo 1 (LMS1), presente en 13-18% de los casos, presenta un fenotipo
epitelial con expresion similar a MSI y tumores BRAF, y se asocia a un peor
prondstico. En contraste, el Subtipo 5 (24-32%), de perfil mesenquimal, muestra
mayor afectaciéon estromal y una mayor probabilidad de debut metastasico

sincroénico (90).

Si bien estos resultados, que se encuentran sintetizados en la tabla 1, pueden
proporcionar un marco para futuros estudios relacionados con la clasificacion
molecular de pacientes con enfermedad metastasica, actualmente no tienen
repercusion en la practica clinica habitual ni en la toma de decisiones

terapéuticas.
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Pitroda y col. Moosavi y col.
Subtipo 1 Subtipo 2 Subtipo 3

L. LMS1 LMS2-4 LMS5
Candnico Immune Estromal
Prevalencia 33% 28% 39% 13-18% 55-59% 24-32%
Alteraciones NOTCH NRAS, CDK12 KRAS
’ ! SMAD3 TP53
moleculares PIK3C2B EBF-1 TP53
{ inmune y T inmune S:ﬁziitzr:criméan Infiltracién
Fenotipo / estroma Sefializacién MSI-Like Amplificacién del
. T . . KRAS P inmune y
firmas Sefializacion de MYC interferén transito celular
Dafio celular ViaTP53 TEMYy estromal
moleculares angiogénesis
Caracteristicas  Metdstasis multiples Olirometastasis Metdstasis [ Heterogeneidad  “"Heterogeneidad Metdstasis
clinicas érganos 8 muiltiples érganos tumoral tumoral sincrénicas
P . Muy mal
Prondstico. Intermedio Favorable Desfavorable

prondstico

Tabla 1. Clasificacion molecular de las metastasis hepaticas en CCR. Comparativa entre los
modelos propuestos por Pitroda y col. y Moosavi y col. Adaptado de “Integrated molecular
subtyping defines a curable oligometastatic state in colorectal liver metastasis” y “De novo
transcriptomic subtyping of colorectal cancer liver metastases in the context of tumor
heterogeneity” (90,91).

1.3.4. Enfermedad metastasica limitada al higado.

En general, una vez establecida la afectacion metastasica, el prondstico de los
pacientes es desfavorable. A pesar de que en los ultimos afios se ha logrado
incrementar progresivamente la SG de estos pacientes, actualmente situandose

alrededor de 36 meses, la SG a 5 afios sigue siendo inferior al 15% (92).

El 15-25% de los pacientes presentaran enfermedad hepatica sincrénica en el
momento del diagnostico, con presencia de metastasis limitada exclusivamente
al higado en el 70-80% de estos casos (93). Este aspecto es especialmente
relevante, ya que los pacientes con enfermedad confinada al higado pueden
beneficiarse de estrategias terapéuticas mas alla de los tratamientos sistémicos
estandar, lo que no solo influye en su prondstico, sino que, en algunos casos,
podria ofrecer una opcion curativa a pesar de tratarse de una enfermedad
metastasica. La reseccion hepatica, por ejemplo, que ha experimentado un
incremento en su practica en los ultimos afos, logra tasas de supervivencia a los
5y 10 afos del 42% y 25%, respectivamente (94,95). Ademas, en los ultimos
afos, se ha explorado el trasplante de higado en pacientes con enfermedad

limitada al higado como una nueva opcion terapéutica, alcanzando supervivencia
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global a 5 afnos del 60 al 83% en pacientes ultraseleccionados (96—98).
Asimismo, existen numerosos tratamientos locorregionales para pacientes

oligometastasicos y enfermedad limitada al higado (99).

La enfermedad metastasica limitada al higado también influye en el prondstico
de pacientes con CCR irresecable. Un analisis del estudio fase Il FIRE-3/AIO
KRKO0306 evalud su impacto en pacientes con CCRm RAS no mutado, tratados
con FOLFIRI mas cetuximab o bevacizumab. De 400 pacientes, 133 (33,3%)
presentaban enfermedad confinada al higado, con una SG significativamente
mayor frente a aquellos con afectacion extrahepatica (36,0 vs. 25,4 meses; HR
= 0,66; p=0,002). En el analisis multivariante, la enfermedad hepatica limitada se
identific6 como un factor prondstico independiente, indistintamente de si se

hubiera realizado reseccion hepatica o no (100).

1.3.5. Factores pronésticos

La supervivencia de los pacientes con enfermedad hepatica limitada al higado
esta influida por multiples factores, incluyendo la biologia tumoral, la distribucién
del tumor, la presencia de enfermedad extrahepatica y la respuesta a

tratamientos sistémicos, entre otros.

En la enfermedad metastasica irresecable, mas alla de la gran importancia que
tienen las caracteristica moleculares del tumor, hay que destacar que la
presencia de metastasis hepaticas se correlaciona generalmente con un peor
pronoéstico (101,102). Ademas, tal y como se ha mencionado en el apartado
anterior, la presencia de enfermedad limitada al higado se asocia a una mejor
supervivencia en comparacion con aquellos que presentan otras localizaciones

metastasicas afnadidas (100).

En relacion con los factores prondsticos con enfermedad hepatica resecable,
existen distintas escalas prondsticas que se deben considerar en la practica
clinica habitual. Histéricamente, los factores de mal prondstico establecidos por
Fong en 1999 incluyen la presencia de metastasis multiples, metastasis de

dimensiones superiores a 5 cm, metastasis sincrénicas o diagndstico en un
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intervalo inferior a un afo, asi como la afectacién adenopatica locorregional (N+)

y/o niveles de CEA superiores a 200 ng/mL (103).

Desde entonces, se han desarrollado distintos modelos de puntuacién prondstica
para estratificar a los pacientes con enfermedad hepatica en diferentes grupos
de riesgo y predecir la supervivencia tras la cirugia. Entre ellos, uno de los mas
destacado es el Genetic and Morphological evaluation o GAME score (104,105).
El GAME score incorpora un criterio molecular (KRAS) y el Tumor Burden Score
(TBS), una herramienta que combina el tamafio y numero de tumores para
evaluar la carga tumoral y su relacion con la evolucion de la enfermedad. Permite
identificar a los pacientes de peor prondstico, ya que una puntuacion de 6-7 se
asocia a una supervivencia del 0% a 5 afios. Ademas, ofrece una estratificacion
mas precisa en comparacion con el sistema de Fong, mejorando la diferenciacién

entre pacientes de alto y medio riesgo (106).

Recientemente se ha propuesto por el grupo de René Adam un nuevo modelo
de puntuacion prondstica que incluye la edad, el numero de lesiones, el diametro
de las lesiones, la localizacion del tumor primario, la afectacién hepatica unilobar
o bilobar, la presencia de enfermedad extrahepatica y la resecabilidad en el
momento del diagndstico. La suma de la puntuacion segun la presencia o no de
estos parametros permite dividir a los pacientes en cuatro grupos con diferencias

estadisticamente significativas de supervivencia global (107).

CRITERIOS DE FONG GAME score Modelo R. ADAM
Metastasis multiples (>1) Tumor Burden Score Edad (>60 afios)
Diametro mayor > 5 cm Mutacién de KRAS Numero de lesiones (1-2;3-9;>10)
Sincroénico (< 12m) Enfermedad extrahepatica Diametro mayor (> 5cm)
N+ N+ Localizacion tumor primario
CEA = 200ng/mL CEA > 20 mg/dL Afectacion hepatica bilobar

Enfermedad extrahepatica
Enfermedad irresecable

Tabla 2. Comparativa entre los principales indices prondsticos quirtrgicos para las
metastasis hepaticas de CCR.
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Como se observa en la tabla 2, el GAME score es el unico sistema que considera
las caracteristicas moleculares del tumor, aunque su enfoque se limita
exclusivamente a la mutacion de KRAS. Este aspecto es particularmente
relevante en el contexto actual, donde la evaluacion molecular de RAS, BRAF e
MSI se recomienda para guiar las decisiones terapéuticas en pacientes con
CCRm. Existe, ademas, abundante evidencia que correlaciona el perfil molecular

con el prondstico también en pacientes con enfermedad resecable.

Las mutaciones de BRAF y RAS se correlacionan con una peor supervivencia a
5 afios tras la realizacion de una cirugia hepatica (105,108). En uno de los
mayores estudios en el que se analiza el impacto prondstico de KRAS, se detectd
una peor supervivencia en comparacion con los pacientes con KRAS no mutado,
con una SG media de 42.5 meses frente a 26.6 meses a favor de los pacientes
no mutados (109). El estudio mostré también que las recurrencias pulmonares
son mas comunes en pacientes con mutaciones de KRAS (110-112). Ademas,
un estudio reciente mostré que los pacientes con mutaciéon en KRAS tratados
con quimioterapia adyuvante mediante infusién arterial hepatica, combinada con
quimioterapia sistémica, presentaron una peor supervivencia libre de reseccion
a los 3 ainos y una mayor tasa de metastasis pulmonares, 6seas y cerebrales en

comparacion con los pacientes sin mutacion de KRAS (113).

Por otro lado, la mutacion de BRAF constituye también un factor prondstico
negativo en los pacientes sometidos a cirugia hepatica. En un estudio con 292
pacientes, la SG a los 5 afios tras una hepatectomia fue del 55% en el global de
la poblacién, pero de tan solo 2.1 % en aquellos pacientes con mutacion de
BRAF (114).

Finalmente, hay que destacar la inclusién de los patrones de crecimiento
histolégico como factor prondstico en aquellos pacientes ya operados. EI HICAM
score integra la edad y el TNM en el momento del diagndstico, la puntuacion de
la carga tumoral (TBS), los niveles de CEA 220 ng/mL, la reseccion del tumor
primario y los patrones de crecimiento histolégico. En este analisis, el patron de
crecimiento desmoplasico/encapsulado se asocia con una mejor SG, con una
mediana de 89,3 meses en comparacion con 49,3 meses para el patron de
crecimiento no desmoplasico (HR 0,48; p=0,011) (115). Si bien este impacto es
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significativo, el papel de los patrones de crecimiento histolégico aun debe ser

validado y evaluado en mayor profundidad.

Actualmente, se estan realizando multiples esfuerzos para caracterizar los
patrones de crecimiento histolégico (HGPs por su siglas en inglés) de manera
prequirargica mediante radidmica, con el objetivo de optimizar la estratificacion

de pacientes y la planificacion terapéutica

1.3.5.1. Biopsia liquida y metastasis hepaticas

En los ultimos anos, ha aumentado el interés en el uso del ADN tumoral
circulante (ADNtc) como biomarcador prondstico en pacientes sometidos a
cirugia, tanto para enfermedad localizada como tras la reseccion de metastasis.
La determinacién de ADNtc puede ser util para detectar enfermedad minima

residual postquirurgica.

Se ha observado que los pacientes ADNtc positivos (ADNtc+) después de la
cirugia hepatica tuvieron una supervivencia libre de recaida de 12.7 meses en
comparacion con los 27.4 meses de pacientes ADNtc negativos (ADNtc-) (116).
En esta misma linea, un estudio reciente observo que, después de la reseccion
de las metastasis hepaticas, los pacientes con ADNtc+ tenian el doble de
probabilidad de tener una mutacion concomitante que involucraba RAS 'y TP53,
considerandose como un biomarcador prondstico significativo (47% frente a
23%). Al ano de la hepatectomia, las tasas de recurrencia fueron
significativamente mas altas en los pacientes ADNtc+ en comparacion con los
pacientes ADNtc- (94% frente a 49%) (117).

Un metaanalisis reciente evalud el papel del ADNtc como biomarcador en la
seleccidon de pacientes con metastasis hepaticas. Se analizaron 11 estudios, de
los cuales 9 fueron incluidos en el metaanalisis. Los resultados mostraron que la
presencia de ADNtc+ tras la cirugia se asociaba a un mayor riesgo de recurrencia
(HR 3.12; 2.27-4.28, p < 0.00001) y menor SG (HR 5.04; 2.53-10.04, p <
0.00001). Sin embargo, no se encontrdé una relacion significativa entre el ADNtc
prequirargico y el riesgo de recurrencia o SG. A pesar de su valor pronéstico, la

incorporacion del ADNtc en el algoritmo de manejo de las metastasis hepaticas
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requiere validacion adicional, especialmente en su papel como biomarcador
predictivo. En la tabla 3 se resumen los principales estudios que han evaluado

su utilidad tras la cirugia hepatica. (117-125).

Autor D';:;“’ Nde  Tipode NGS/ Ag“\?zt":" Tiempo sg:tfv";?: SLR G
Afio estudio  Pacientes test PCR  |nformado &Xtraccion negativo
ADNic++:
Guardant Previo y u ADNIc +/+: 6m ADNIc +/+: 42m
CIDTITHASE  FREE s 48 adaptado NGS Agnastico. posterior a la 43/,“ = ADNIc -~ 33m ADNIc - NA
al. 2022 Unicentro 23 . ADNtc-/-: 34% —0.001 ~0.015
(23 genes) cirugia ADNtC+-- 23% (p=0.001) (p=0.015)
SLR al afio:
. Panel 70 ADNic+: 30%
Nishiokaet Refrospectiv - Posteriora la T 2o, ADNtc + 94%
al. 2022 o Unicentro 105 genes NGS  Agndsico cirugia ADNIc=70% aDNic —: 49%
p=0.003).
SLR al afio:
Previo, posterior ~ ADNic+: 65%
Ogaardet  Prospectivo. Perfil de . st =ty ADNic + 61.9%
al. 2022 Unicentro e metilacion EURER LSS zéa jlrr;geftg (DNEs 3 ADNIc - 12.8%
g (p<0.0001)
Bolhuiset P cli KRAS y Antes neoAdy., ADNic+: 26% ADNic +: 4.8m
:I 2uOI:1E &iﬁ?&nl‘r’uﬂ 23 NRAS ddPCR Informado previo y posterior ~ ADNtc-: 74% ADNtc -2 12.1m
y analisis ala cirugia (p=0.03)
. ADNic+: 80%  ADNic+: 12.5m ADNtc+: 78.1m
Kobayashi  Prospectivo. Guardant3 . Previo a la J o . .
et al. 2021 Unicentro L 60® EES RUTEEIEE cirugia Bz A0 AE}EE:OSA AI(:S:%:1 :;A
SLRalos 5 o
Antes neoAdy, o SG a los 5 afios:
Test ! ADNic+: 24% afios:
Tie et al. Prospectivo. Previo y h - ADNic+ 31.7%
2021 Multicentro 54 per;ggahz NGS Informacio posterior a la ADNic- 78% ’:%wg ;?g;’f ADNtc-: 77.7%
cirugia (p<0.001) (p=0.001)
ADNtc Antes neoAdy, ADNtc+:
: : ! ADNtc+: 6.8m
Wang etal. Prospectivo. panel 451 . Previo y 41.4% )
2021 Unicentro 52 genes LCS RETESIEE posterior a la ADNtc-: 58 6% AEZNE%'O}ﬁ':“?m
NGS cirugia p=0.
. Previo y ADNic+: 20% ADNtc+: 5m
He et al. Prospectivo. Panel - ; , ,
2020 Unicentro 20 Coloncore NGS Agnadstico posterloT ala ADNtc-: 80% AD[\ltc-, NA
cirugia (p=0.472)
SLRa los 2
Mutacidn Intraoperatorio y ~ ADNic+: 67% afios:
L Bsrshin 60 APCy NGB inomado  posteriorala  ADMic:33%  ADNicr 79%
TP53 cirugia ADNic-: 90%
(p=0.02)

Tabla 3. Principales estudios sobre el valor prondstico del ADNtc postquirurgico en las
metastasis hepaticas de CCR. Abreviaturas: NA: No alcanzado.

1.4. Tratamiento de las metastasis hepaticas

El abordaje interdisciplinar dentro de un comité de tumores, con el objetivo de
individualizar el manejo diagndstico y las distintas estrategias terapéuticas, ha
demostrado impactar significativamente en los resultados y evolucion de los
pacientes oncologicos (126). En los pacientes con CCR, este aspecto tiene
especial relevancia a la hora de valorar las estrategias 6ptimas en cada caso, en
una enfermedad donde la afectacibn metastasica puede ser tratada con
intencion curativa en multiples ocasiones. A continuacién, revisamos las
principales opciones de tratamiento para los pacientes con enfermedad
metastasica limitada al higado.

54



1.4.1. Cirugia

En los afios 60 Woodington y Waugh, cirujanos de la Clinica Mayo, publicaron
los primeros resultados favorables del tratamiento quirdrgico de las metastasis
hepaticas del CCR, enfermedad considerada hasta entonces como incurable
(127). Desde entonces y hasta la actualidad, el uso de este abordaje terapéutico
se ha incrementado. Como se ha mencionado anteriormente, la cirugia de las
metastasis hepaticas en CCR logra actualmente supervivencias alos 5y 10 afos
del 42% y 25%, respectivamente, en comparacién con menos del 15% logrado
con tratamientos sistémicos (92,95). En este sentido, son numerosos los
esfuerzos realizados en los ultimos afos para incrementar el porcentaje de

pacientes a les que se les podra plantear este abordaje terapéutico.

Desde el punto de vista quirurgico, ha sido clave el cambio en las indicaciones
quirurgicas para las metastasis hepaticas de CCR. Histéricamente, los criterios
de resecabilidad eran muy estrictos. Estos criterios incluian, entre otros, la
presencia de menos de tres metastasis, un tamafo maximo inferior a 5
centimetros, un margen de reseccion negativo y niveles bajos de CEA
preoperatorios. Sin embargo, el transito hacia criterios mas pragmaticos, que se
centran en la posibilidad de resecar completamente todas las metastasis
hepaticas dejando al menos un 30% de higado remanente, ha ampliado
considerablemente la poblacion de pacientes elegibles para cirugia (95,128).
Este cambio de paradigma ha ido acompafiado del desarrollo de nuevos
procedimientos quirurgicos, como la embolizacién de la vena porta, la ablacion
por radiofrecuencia combinada con hepatectomia, la hepatectomia en dos
tiempos y la particion hepatica asociada a ligadura de la vena porta para una
hepatectomia escalonada (ALPPS por su siglas en inglés), que han permitido
ampliar las indicaciones de la cirugia para pacientes con CCR irresecable con

un impacto positivo en supervivencia (129-137).

Desde el punto de vista oncoldgico, el avance de la quimioterapia sistémica, con
o sin terapias dirigidas, ha permitido poder llevar a cabo una cirugia incluso en
pacientes con metastasis hepaticas inicialmente consideradas como
irresecables. Lograr la resecabilidad es fundamental para estos pacientes, ya

que el pronostico es obviamente mucho mejor si las metastasis pueden ser

95



eliminadas quirurgicamente en comparacion con aquellas que no pueden ser
resecadas. El registro internacional LiverMetSurvey, que incluye mas de 33.000
pacientes de 326 centros distintos en mas de 70 paises, ha demostrado que la
tasa de supervivencia a 5 afnos se situa alrededor del 32% para los pacientes
con enfermedad considerada inicialmente como irresecable, que se convirtié en
resecable tras quimioterapia eficaz neoadyuvante (95). Si bien es cierto que este
porcentaje es inferior al 46% de supervivencia lograda a 5 afios para los
pacientes con enfermedad considerada como resecable desde el inicio, sigue
siendo muy superior a la supervivencia obtenida en los pacientes que no se pudo
realizar un rescate quirurgico, que en este registro se situa por debajo del 10%
(95). Asi mismo, el planteamiento de una cirugia de metastasis hepaticas no
deberia ser restringido a un escenario exclusivo de primera linea de tratamiento,
ya que se han reportado datos de supervivencia similares en pacientes

resecados tras buena respuesta al tratamiento sistémico de segunda linea (138).

Por otra parte, la seguridad de la reseccion hepatica ha mejorado notablemente
en las ultimas décadas. Hoy en dia, la tasa de mortalidad postoperatoria tras las
resecciones hepaticas es <5% en centros de experiencia con alto volumen de
este tipo de cirugias (139). Estas mejoras han sido paralelas a la mejor
comprension de la anatomia vy fisiologia hepatica, a una mejor seleccion de los

pacientes y los avances en las técnicas quirurgicas y cuidados perioperatorios.

A pesar de lograr un tratamiento quirurgico 6ptimo de las metastasis hepaticas
de estos pacientes, hay que considerar que las recurrencias tras la reseccion
inicial de las metastasis hepaticas pueden ocurrir en hasta el 57% de los
pacientes, siendo el higado nuevamente el lugar mas comun de recurrencia
(140). Una segunda cirugia para estos pacientes es una opcion factible y segura
tal y como han reportado varias series de casos, con tasas de mortalidad
perioperatoria inferiores al 5%, y con tasas de supervivencia global a 5 afios que
oscilan entre el 20 y el 43%, destacando que los pacientes con un intervalo libre
de recurrencia de mas de un afio parecen tener un resultado mas favorable (141—
145).
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1.4.2. Otros tratamientos loco-regionales

En general, los tratamientos loco-regionales de las metastasis hepaticas en CCR
se pueden clasificar en dos grandes grupos, tal y como se puede observar en la
figura 8. El primero corresponderia a los tratamientos ablativos locales, donde
se incluyen principalmente la cirugia, asi como también la radiofrecuencia y la
radioterapia estereotactica corporal. El segundo grupo aglutinaria a las terapias
intraarteriales, incluyendo la radioembolizacién transarterial, la quimioterapia

intraarterial y la quimioembolizacion (99).

Terapias locorregionales de las
metastasis hepaticas en CCR

Terapias

Tratamiento de
ablacion local

.. Radioterapia . S uimioterapia . o
L Ablacion por P Radioembolizacion Q p Quimioembolizacion
Cirugia . . corporal . intra-arterial .
radiofrecuencia L transarterial ‘L transarterial

estereotactica hepatica

Figura 8. Terapias locorregionales de las metastasis hepaticas en CCR. Adaptado de
“Metastatic colorectal cancer: ESMO Clinical Practice Guideline for diagnosis, treatment and
follow-up” (99).

intra-arteriales

La integracion de tratamientos locales en el manejo del CCRm puede tener
distintas indicaciones. En pacientes con enfermedad oligometastasica, pueden
ofrecer una opcidn de erradicacion definitiva, especialmente cuando la cirugia no
es viable debido a contraindicacidon o complejidad. En ausencia de ensayos
aleatorizados que comparen estrategias quirurgicas y no quirurgicas, la ablacion
térmica y la radioterapia estereotactica han mostrado altas tasas de erradicacion
tumoral en lesiones pequefas, sirviendo como alternativas cuando la cirugia no

es posible o resulta demasiado agresiva (146—148).

Ademas, estos tratamientos pueden retrasar o evitar la necesidad de terapia
sistémica, siendo especialmente utiles en tumores de lenta progresion o en

pacientes con tolerancia limitada a estos tratamientos. También pueden
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emplearse como terapia de consolidacion tras un tratamiento sistémico inicial,

prolongando el tiempo antes de reintroducir la terapia sistémica.

La eleccion del tratamiento depende de factores clinicos como la extension,
ubicacion y tamafio de las metastasis, asi como del estado general del paciente.
Sin embargo, la experiencia del centro en cada técnica sigue siendo un criterio

determinante en la seleccion terapéutica (99,149).

1.4.2.1. Ablacion térmica

Las técnicas de ablacion térmica inducen la muerte de las células tumorales
mediante el calentamiento por friccion, lo cual resulta en la carbonizacion del
tejido; o mediante la agitacion electromagnética de las moléculas de agua, lo que
resulta en necrosis por coagulacion. Se aconseja la ablacién térmica para
pacientes con menos de tres lesiones, cada una de ellas con un diametro menor
de 3 cm y preferiblemente situadas lejos de estructuras vulnerables (150). En
ocasiones se ha explorado el uso de la ablacion térmica en casos mas
avanzados con hasta nueve lesiones, cada una con un diametro menor de 5 cm.
En general, se recomienda un margen de ablacion de al menos 5 mm alrededor
de la lesion para lograr un control local adecuado (151). Entre los estudios mas
destacados, un ensayo de fase Il aleatorizé a 119 pacientes con metastasis
hepaticas de CCR a recibir quimioterapia sistémica sola o en combinacién con
ablacion por radiofrecuencia y/o reseccion quirurgica. El tratamiento combinado
mostré una mediana de SG de 45,3 meses en comparacion con 40,5 meses del

tratamiento sistémico solo (p=0,22) (152).

Recientemente se han reportado los resultados del estudio fase Il COLLISION,
que compard directamente la reseccion hepatica de lesiones metastasicas con
la termoablacién. Este ensayo multicéntrico, aleatorizado y de no inferioridad
incluy6 a 342 pacientes con enfermedad metastasica exclusivamente hepatica,
con hasta 10 lesiones de tamano < 3 cm, cuya resecabilidad o posibilidad de
ablacion fue evaluada por un comité multidisciplinario de expertos. El objetivo
primario de SG mostré medianas similares en ambos grupos, cumpliendo asi con

la hipotesis de no inferioridad. Notablemente, la tasa de complicaciones
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favorecié al grupo de termoablacion, con un 82% de pacientes sin eventos
adversos, en comparaciéon con el 54% en el grupo quirurgico. Ademas, la
estancia hospitalaria fue menor con la ablacién, y la mortalidad fue del 0%, frente

al 2,2% en los pacientes intervenidos quirurgicamente (153).

Finalmente, destacar que tanto la ablacion por radiofrecuencia como la ablacion
por microondas muestran tasas de éxito técnico, resultados y seguridad
comparables en pacientes con metastasis hepaticas de origen colorrectal (154).
Sin embargo, la ablacion por microondas presenta una ventaja técnica sobre la
ablacion por radiofrecuencia debido a un efecto de disipacion de calor reducido
y, por lo tanto, puede ser favorable en metastasis hepaticas que se encuentren

cerca de vasos principales (146).

1.4.2.2. Radioterapia estereotactica corporal

La radioterapia ha desempefado histéricamente un papel secundario en el
tratamiento potencialmente curativo de pacientes con metastasis hepaticas
debido a la radiotolerancia limitada del higado y a las altas dosis requeridas para
lograr un control local adecuado. La radioterapia estereotactica corporal es una
técnica de radioterapia que permite administrar de manera bien delimitada
grandes dosis de radiacion en una o pocas fracciones utilizando una guia de
imagen y manejo del movimiento (155). Debido a su naturaleza no invasiva y a
las altas tasas de control local, se ha convertido en una opcion atractiva para
pacientes con oligometastasis (148). Los resultados a largo plazo del ensayo
clinico aleatorizado fase 1| SABR-COMET han demostrado una mejora en la SG
a los 5 anos (17.7% frente al 42.3%; p=0.006) con el uso de radioterapia
estereotactica corporal en el manejo de la enfermedad oligometastasica en
distintos tipos tumorales, incluido el CCR (156). Un registro prospectivo realizado
en Reino Unido mostr6 que el uso de esta técnica en pacientes con
oligometastasis en cualquier localizacion secundarias a CCR lograba una SG al

afno y a los dos afios del 92% y del 80.3% respectivamente (157).

Aunque no hay ensayos aleatorizados de fase Ill que evaluen especificamente
el uso de la radioterapia estereotactica corporal en las metastasis hepaticas de

CCR, varios estudios prospectivos de fase | y Il, junto con series de casos
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retrospectivas, han demostrado resultados prometedores en cuanto a la SG, el
control local y el perfil de toxicidad (158-160). La SG media en estos estudios se
situa entre 16 y 32 meses, y la tasa de control local varia del 50% al 95% al afo,
con resultados mas favorables en los afios recientes (161). El amplio rango de
resultados reportados probablemente se debe a la heterogeneidad de los
pacientes incluidos, a las diferentes lineas de tratamiento sistémico utilizadas a

lo largo del tiempo y a la variabilidad de la biologia tumoral.

1.4.2.3. Radioembolizacion transarterial (TARE)

La embolizacién transarterial (TARE, por sus siglas en inglés) con radioisétopos
es una técnica intraarterial basada la administracion focal de una alta dosis de
radiacion directamente en las lesiones hepaticas, lo que resulta en necrosis
tumoral y fibrosis (162). Generalmente se utilizan microesferas cargadas con el
radiador B itrio-90 (90Y), aunque también existen microesferas cargadas con
holmio-188 (166HO) (163). La evidencia de esta estrategia terapéutica se centra
en el control de enfermedad hepatica en pacientes que no han respondido al
tratamiento sistémico o en combinacién con quimioterapia en pacientes con
enfermedad hepatica irresecable (149). Los resultados combinados de los tres
ensayos clinicos fase lll, SIRFLOX, FOXFIRE y FOXFIRE Global, que evaluaron
la efectividad de TARE juntamente con la administracion de FOLFOX como
tratamiento de primera linea para 1.103 pacientes con metastasis hepaticas de
origen colorrectal no tratadas previamente, no mostraron beneficio en SG en
comparacion con FOLFOX solo, logrando una mediana de SG de 22.6 meses
frente a 23.3 meses con quimioterapia sistémica sola (p=0.61) (164). Es
interesante destacar que, en un analisis posterior de los pacientes incluidos en
el estudio SRIFLOX, se observé una mayor tasa de resecabilidad de lesiones
hepaticas tras el tratamiento combinado en comparaciéon con la quimioterapia
sola (38.1% vs. 28.9%; p<0.001) (165). No obstante, se necesitan biomarcadores
mas robustos para seleccionar mejor a qué pacientes y en qué momento se debe

plantear esta opcién terapéutica.
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Recientemente se han presentado datos de la radioembolizacion en
combinacion con quimioterapia en segunda linea de tratamiento. Este estudio
fue positivo para los dos objetivos primarios. Se evidencié SLP de 8 meses en el
brazo de combinacion frente a 7.2 meses en el brazo de quimioterapia sola (HR
0.69; 0.54-0.88, p=0.003), asi como SLP hepatica de 9.1 meses frente a 7.2
meses (HR 0.59; 9.46-0.77, p<0.0001) a favor del tratamiento de quimioterapia
mas radioemboliazacion. No obstante, no se evidenciaron diferencias en SG
(166).

1.4.2.4. Quimioterapia intraarterial

La infusion de quimioterapia directamente en la arteria hepatica se ha utilizado
para aumentar el numero de pacientes elegibles para cirugia. En un estudio
retrospectivo, 49 pacientes con enfermedad considerada irresecable recibieron
infusidon de floxuridina en la arteria hepatica junto con quimioterapia sistémica
FOLFOX o FOLFIRI hasta que la enfermedad fuera resecable o hasta
progresion. De los pacientes tratados, 45 mostraron respuestas, con un 8% de
respuestas completas y un 84% parciales, lo que permitié que el 47% pudiera
someterse a cirugia, cifra que aumentd al 57% entre aquellos que no habian
recibido quimioterapia previamente. En este ultimo grupo, la SG fue de 50.8
meses (167). En otro estudio fase I, el 52% de los pacientes (33/64) lograron
conversion a reseccion tras recibir infusion de floxuridina en la arteria hepatica
combinada con quimioterapia sistémica. La tasa de respuesta global fue del 73%,
siendo de hasta el 86% en pacientes sin tratamiento previo. En 25 pacientes
resecados, se observé mas del 75% de necrosis tumoral en las metastasis. Entre
los 31 pacientes no resecados, uno obtuvo respuesta completa, 18 respuestas
parciales y 12 enfermedad estable. La conversion a reseccion se asocio con una

SG a 5 afios del 63,3%, frente al 12,5% en los no resecados (168).

Otro de los escenarios donde la quimioterapia intraarterial ha demostrado
actividad es en el contexto adyuvante tras una cirugia de metastasis hepatica.
Destaca la serie del Memorial Sloan Kettering Cancer Center, con 2.368
pacientes intervenidos de metastasis hepaticas de CCR que recibieron

quimioterapia sistémica y, de los cuales, 785 también recibieron infusién
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adyuvante de floxuridina directamente a través de la arteria hepatica. A pesar de
una carga de enfermedad mas alta, los pacientes que recibieron terapia
combinada tuvieron una mediana de SG mas larga, de 67 meses, en
comparacion con los 44 meses que presentaron los pacientes que fueron
tratados solo con quimioterapia sistémica adyuvante (p<0,01) (169). La
supervivencia a 10 afos fue del 38,0% en el grupo de infusién de la arteria
hepatica y terapia sistémica en comparacién con el 23,8% en el grupo de terapia

sistémica sola (170).

Recientemente, dos estudios fase Il han evaluado esta estrategia terapéutica. El
estudio PACHA-01 analiz6 su eficacia en pacientes con alto riesgo de
recurrencia tras cirugia hepatica (>4 metastasis hepaticas). A pesar de una
toxicidad aumentada pero manejable, la combinacién terapéutica mostréo un
intervalo libre de recurrencia superior (25 vs. 12 meses; HR 0.598; p=0.027) en
comparaciéon con quimioterapia adyuvante sola (171). Por otro lado, el estudio
HARVEST no confirmd que la intensificacion del tratamiento adyuvante con
infusion intraarterial hepatica de quimioterapia tras la cirugia hepatica mejore el
intervalo libre de recurrencia. Sin embargo, los pacientes de alto riesgo, aquellos
con multiples metastasis, mutaciones en RAS o biopsia liquida positiva tras la
cirugia, parecen beneficiarse mas de la combinacién de quimioterapia

intraarterial y tratamiento sistémico (172).

Una de las principales barreras para la implementacion global de esta estrategia
terapéutica ha sido reunir la experiencia multidisciplinaria adecuada para
manejar las complejidades del tratamiento, asi como la falta de evidencia de nivel

1 a favor del tratamiento (149).

1.4.2.5. Quimioembolizacion transarterial

Esta estrategia busca administrar dosis focales elevadas de quimioterapia a las
metastasis hepaticas de origen colorrectal, aprovechando su vascularizacion
abundante y reduciendo la exposicion sistémica y la toxicidad. Las microesferas
con liberaciéon de farmacos cargadas con irinotecan (DEBIRI) permiten una
liberacidn sostenida y controlada del agente quimioterapéutico, superando a la

quimioembolizacion convencional. En los ultimos afios, han sido objeto de un
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creciente interés, con tasas de respuesta promedio del 51-56% y una toxicidad
severa en aproximadamente el 10% de los pacientes. Su uso se ha centrado en
pacientes con metastasis hepaticas irresecables y/o refractarios a tratamiento

sistémico (173).

Los datos sobre la quimioembolizacién con microesferas cargadas con irinotecan
en un contexto neoadyuvante para metastasis hepaticas son limitados. En un
estudio con 40 pacientes, tratados un mes antes de la cirugia, se reporté una
supervivencia global de 50,9 meses, comparable a la quimioterapia
neoadyuvante estandar. El tratamiento fue bien tolerado, sin retrasos quirurgicos
ni toxicidad sistémica relevante, y la mayoria de las metastasis resecadas
mostraron una respuesta patolégica mayor o completa, similar a la obtenida con
quimioterapia sistémica (174). Sin embargo, es necesario mejorar la seleccién

de pacientes y explorar su combinacién con otros tratamientos sistémicos.

Terapia Referencia n Caracteristicas Resultados Complicaciones
Scorsettietal. . . = aro Fatiga (55%), elevacion
2015 42 Dosis: 756 Gy en3 Fr SGm: 29m/ CL a 1afio: 895% transaminasas (25%)
He”zaé'a:t 8 48 Dosis:14-26Gyen1 Fr SGm: 25m/ CL a 1afio: 71% No toxicidad significativa
o -
Leectal 2009 40 Dosis:27.7-60Gyen56Fr  SGm: 17.6m/CLa 1afio: 71% FIEEIE S @74, Gl

Radioterapia

Rusthoven et al.

(2%)

15 Dosis: 36-60Gy en 3 Fr SGm: 32m/ CL a 1afio: 95% No toxicidad significativa
corporal 2009
estereotactica ) ) - Nauseas (34%), Fallo
Hoyeretal. 2006 44 Dosis45 Gy en 3 Fr SGm: 18.2m/ ClL a 1afio: - hepatico (2%), muerte (1%)
Changetal g5 posis:22-60 Gy en 16 Fr SGm: -/ CLa 1afio: 62% Toxicidad gastraintestinal
2011 : y : -oet (20%)
MCP;%';"TE‘ Al 50 Dosis:22.7-62Gyen 56 Fr SGm: 16m/ CL a 1afio: 50% Nauseas Grado 3 (2%)
S““;%‘;”f stal. g Dm19 ”"1’ 2’" lesiones: & 949,/ SGm: 31m/ SLPm 12m Absceso hepatico (2%)
Solbiati et al. . ano, . Complicaciones mayores
2012 99 Dm: 2.1 cm/ nm lesiones: 2 TE: 93% / SGm: 53.2m (1.3%)

SG a los 3afios: 78.7%/ Rec. a los 3%

Ablacién Wang et al. 2017 5 Dm:3.1em 59.3% Derrame pleural (4.3%)
- - . 0
térmica o
Ruers etal. 2017 iR Dm lesiones: 4-5 SGa los 5 afios: 30.3% Compllca;lones
9 postoperatorias 5.9%)
Bonne et al. 19 . SGa los 2 afios 89%/ recurrencia N o
2018 3 Dm:1.7cm local 28% Complicaciones mayores(8%)
Hendlisz et al TPHmM 5.5Vs 2.1 (p<0.05)/ SGm 10 . 5
2010 44 TARE+5FUVs5FU vs 7.2 (p=0.8] Complicaciones G3/4 (5%)
Radio- 53 TARE + FOLFOXVs — o
embolizacion SIRFLOX 2016 0 FOLFOX TPHmM 20.5Vs 12.6 (p<0.002) Complicaciones G3/4 (85.4%)
transarterial  FOXFIRE Global 11 TARE + FOLFOXVs - i aci o
2017 03 FOLFOX SGm 22.6mVs 23.3m (p=0.6) Complicaciones G3/4 (74%)

Tabla 4. Principales estudios con terapias locorregionales para las metastasis hepaticas
en CCR. (CL: Control local)
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1.4.3. Tratamiento sistémico

Si nos focalizamos en el uso del tratamiento sistémico en pacientes con CCR y
afectacion limitada al higado, existen tres posibles escenarios a considerar y que

se revisan a continuacion.

1.4.3.1. Tratamiento perioperatorio

En pacientes con factores prondsticos muy favorables, como lesiones
metacronicas, menos de tres metastasis, afectacion de un solo Iébulo hepatico y
ausencia de enfermedad extrahepatica, el tratamiento sistémico perioperatorio
puede no ser necesario. Sin embargo, en casos con criterios menos favorables,
como metastasis sincronicas, mas de tres lesiones, afectacion bilobar o
enfermedad extrahepatica limitada, se recomienda considerar quimioterapia
perioperatoria (FOLFOX/CAPOX), ya que su uso durante tres meses antes y tres

después de la cirugia ha mostrado resultados favorables (175,176).

Dos ensayos clinicos fase Ill, EORTC 40983 y New EPOC, han evaluado el papel
de la quimioterapia perioperatoria. En el estudio EORTC 40983, 364 pacientes
con CCR y hasta cuatro metastasis hepaticas resecables fueron asignados a
cirugia sola o a seis ciclos de FOLFOX antes y después de la cirugia. La
quimioterapia preoperatoria mostré una tasa de respuesta del 43%, pero no se
observaron diferencias en la SG a largo plazo. La supervivencia a cinco afios fue
del 51,2% en el grupo de quimioterapia frente al 47,8% en el grupo de cirugia
(175).

Por otro lado, el estudio New EPOC no logré demostrar el beneficio de afadir
terapia dirigida contra EGFR al tratamiento perioperatorio. En este estudio, se
asigno aleatoriamente a pacientes con tumores sin mutacion de KRAS en el exén
2 y metastasis hepaticas resecables a recibir quimioterapia con FOLFOX o
FOLFIRI con o sin cetuximab antes y después de la reseccion de las metastasis
hepaticas (177). Aunque un mayor numero de pacientes respondio al tratamiento
con cetuximab, el ensayo fue interrumpido debido a un efecto negativo en la SLP

observado en el analisis intermedio. Ademas, la supervivencia tras la recurrencia
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fue significativamente peor en el grupo tratado con cetuximab, lo que sugiere el
posible desarrollo de un fenotipo mas agresivo o diferencias en los tratamientos
recibidos después entre los grupos (178). Solo el 10% de los pacientes que
recibieron cetuximab perioperatorio lo volvieron a recibir tras la recurrencia, en
comparacion con el 30% en el brazo de solo quimioterapia. Los resultados del
ensayo New EPOC coinciden con los estudios N0147 y PETACC-8, que no
encontraron beneficios al afadir cetuximab a la quimioterapia con oxaliplatino en

pacientes con enfermedad en estadio Il (179,180).

1.4.3.2. Tratamiento neoadyuvante

La cirugia de metastasis hepaticas de origen colorrectal se asocia con un
impacto positivo en la supervivencia a largo plazo, pero solo es viable en el 10%
al 20% de los pacientes en el momento del diagnéstico inicial. Sin embargo, el
uso de tratamientos sistémicos que logran tasas de respuesta adecuadas ha
permitido convertir a pacientes con enfermedad inicialmente irresecable en
resecable, aumentando significativamente el numero de candidatos a cirugia
(181). No obstante, el uso previo y prolongado de quimioterapia puede
incrementar el riesgo de toxicidad hepatica y morbilidad postoperatoria. El
oxaliplatino se asocia con dilatacion sinusoidal, mientras que el irinotecan
aumenta el riesgo de esteatohepatitis, lo que multiplica por 10 el riesgo de

mortalidad tras la cirugia (182).

Se han estudiado multiples regimenes de quimioterapia para la conversion de
las metastasis hepaticas consideradas como irresecables de entrada, pero aun
no se ha establecido el régimen de quimioterapia 6ptimo y debe individualizarse
en cada caso. Mayoritariamente, el tratamiento debe incluir quimioterapia de
doblete o triplete con o sin terapia dirigida. Se consideran factores para tener en
cuenta la necesidad de respuesta, la ubicacién del tumor primario, el estado de
mutacion de RAS y/o BRAF y las toxicidades relacionadas con la quimioterapia
previa. Los dobletes a base de oxaliplatino (FOLFOX/CAPOX) y los dobletes a
base de irinotecan (FOLFIRI/CAPIRI) presentan tasas de respuesta similares,
entre el 34% y el 59% (183-186). Una adecuada seleccion de pacientes para la

quimioterapia de conversion, valorada dentro de ensayos clinicos de fase I,
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mostréo que el tratamiento con quimioterapia de doblete logra una tasa de
reseccion RO de entre el 24% y el 40%(184,186). La intensificacion adicional a
un régimen de triplete con FOLFOXIRI alcanzé una mayor tasa de respuestas,
entre el 60% y el 70%, y una mayor tasa de cirugia RO, del 15% al 26% (187,188).

Se ha investigado el papel de la adicion de bevacizumab a la quimioterapia de
doblete o triplete en varios ensayos (189-192). Los resultados de un analisis
combinado de 11 ensayos que incluyeron a 889 pacientes mostraron que la
combinacion de FOLFOXIRI-bevacizumab logré una tasa de respuesta del 69%
y reseccion RO en el 28% de aquellos que inicialmente tenian metastasis
irresecables (193). En el estudio OLIVIA, se incluyeron pacientes con
enfermedad hepatica irresecable y se aleatorizaron para recibir FOLFOX-
bevacizumab o FOLFOXIRI-bevacizumab. La tasa de reseccion fue del 61%
para FOLFOXIRI-bevacizumab y del 49% para FOLFOX-bevacizumab. Ademas,
las tasas de respuesta tumoral fueron del 81% en el grupo FOLFOXIRI-

bevacizumab y del 62% en el grupo FOLFOX-bevacizumab (192).

La incorporacion de agentes anti-EGFR, como cetuximab o panitumumab, al
doblete de quimioterapia en pacientes con metastasis hepaticas irresecables
produce tasas de respuesta que oscilan entre el 41% y el 70%, lo que se traduce
en tasas de reseccion RO que varian entre el 27% y el 38% (194-196). En el
ensayo CELIM, la adicion de cetuximab a FOLFIRI o FOLFOX aumenté
significativamente la tasa de reseccion RO (25% frente a 7%) en comparacion
con la quimioterapia sola (197). La combinacién de inhibidores de EGFR con
triplete de quimioterapia ha mostrado consistentemente mejores respuestas en
comparacion con solo triplete en pacientes con tumores sin mutacion de RAS
(198,199). El brazo que recibio terapia cuadruple logré una tasa de respuesta del
86%, mientras que aquellos que recibieron terapia de triplete tuvieron una tasa
de respuesta del 54%. Entre aquellos que recibieron panitumumab, las
respuestas fueron significativamente mayores en pacientes con tumores del lado
izquierdo en comparacion con aquellos con tumores del lado derecho (90%
frente a 60%) (199).

En un analisis combinado de seis ensayos clinicos, se observaron mejoras

significativas en la SLP y la SG con la adicién de cetuximab o panitumumab a la
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quimioterapia solo en pacientes con tumores sin mutacion de RAS y con tumor
primario localizado en el lado izquierdo. Por otro lado, para pacientes con
tumores primarios del lado derecho, mas agresivos, la adicion de bevacizumab

a la quimioterapia puede ser mas beneficiosa (200).

1.4.3.3. Tratamiento adyuvante

El uso de quimioterapia adyuvante tras la cirugia hepatica en CCRm sigue siendo
un tema controvertido. Aunque su objetivo es erradicar micrometastasis
residuales, hasta la fecha no se ha demostrado un beneficio claro en términos
de SG (201,202). Un estudio prospectivo de fase Il con 300 pacientes comparé
la hepatectomia sola con la hepatectomia seguida de quimioterapia, pero el
ensayo fue interrumpido prematuramente por la falta de beneficio en la SG. La
tasa de supervivencia a cinco afos fue del 83.0% en el grupo de control frente al
69.5% en los pacientes que recibieron quimioterapia. Sin embargo, la
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios fue del 38.7% para la
hepatectomia sola en comparacién con el 49.8% para la hepatectomia seguida
de quimioterapia (HR, 0.67; P= 0.006) (203). Aunque los mecanismos detras de
estos hallazgos no estan claros, una posible explicacion es el uso de oxaliplatino
en la enfermedad recurrente, que podria haber afectado negativamente la
eficacia del tratamiento. Ademas, en pacientes que recibieron quimioterapia
postoperatoria, se ha observado que pueden surgir tumores mas agresivos y
resistentes a la quimioterapia en el momento de la recaida. Estos factores
podrian explicar la diferencia en la supervivencia entre los grupos de tratamiento.
Dado que aun no se ha demostrado un impacto positivo en la supervivencia
global, se requieren estudios adicionales y una mejor seleccion de pacientes

antes de considerar una recomendacion universal para su uso en este contexto.

1.4.4. Trasplante hepatico

El trasplante hepatico se considera una opcion terapéutica en ciertos tumores,
como el carcinoma hepatocelular, el colangiocarcinoma hiliar y en algunos

tumores neuroendocrinos de bajo grado. Sin embargo, su uso en el tratamiento
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de las metastasis hepaticas del CCR es un tema de intenso debate en la
actualidad (98,204,205).

Los primeros intentos de trasplante hepatico se llevaron a cabo en la década de
los 80 mediante realizacién de ensayos monocéntricos con tamafo muestral bajo
y con inclusion de una poblacién heterogénea. Los malos resultados
evidenciados, con una mediana de supervivencia global a 5 afios del 18%, una
mortalidad perioperatoria de hasta el 30%, asi como las altas tasas de recidiva
tumoral y la escasez de donantes, condicionaron el abandono de esta estrategia
terapéutica (206,207).

Aprovechando los avances en técnicas quirurgicas y farmacos
inmunosupresores que han llevado a una mejora significativa en pacientes
sometidos a un trasplante de higado, un grupo noruego disefié un nuevo ensayo
clinico para evaluar el impacto del trasplante de higado en pacientes con CCRm
con enfermedad limitada al higado. El estudio SECA-I incluyé 21 pacientes que
se sometieron a un trasplante de higado (96). Al inicio del estudio, el 57% de los
pacientes habia recibido =2 lineas de quimioterapia, el 38% presentaba mas de
10 metastasis hepaticas y el 76% tenia un Fong score de 3-5. Las tasas de
supervivencia a 1 y 5 anos fueron del 95% y 60%, respectivamente, con una
supervivencia libre de enfermedad del 35% al afio. El ensayo SECA destacé por
su alta supervivencia a 5 afios y por la identificacion de factores prondsticos
clave, como el diametro tumoral 25.5 cm, el intervalo <2 afios desde la reseccion
del tumor primario, niveles de CEA >80 ng/mL y progresion de la enfermedad al
trasplante. Con estos factores, se establecieron tres subgrupos prondsticos,

dando lugar al puntaje de Oslo, resumido en la figura 9.
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Figura 9. Comparacion entre los indices pronésticos de Fong y de Oslo. Adaptado de “Liver
transplantation in metastatic colorectal cancer: are we ready for it?” (98)

Es relevante mencionar el patron de recaidas de los pacientes en este estudio
tras el trasplante. La localizacion mas comun de las recaidas fue en los pulmones
(80%), seguida del higado trasplantado (33%). Un 38% de los pacientes con
recurrencia post-trasplante era elegible para cirugia o tratamiento con
radiofrecuencia, y no se registraron fallecimientos atribuibles a complicaciones
quirurgicas. A pesar de la alta tasa de supervivencia a 5 afios, que era del 60%,
se deben considerar algunas limitaciones del estudio, como el tamafio reducido
de la muestra, la elevada tasa de recurrencia y la breve supervivencia libre de

enfermedad.

El estudio SECA-II, también realizado por el grupo noruego, fue un ensayo
prospectivo que incluyé 15 pacientes con CCRm con enfermedad limitada al
higado no resecable y tuvo criterios de seleccion mas restrictivos que el estudio
SECA-I (97). Las caracteristicas iniciales de los pacientes mostraron que el 47%
de los pacientes incluidos habian recibido quimioterapia de primera linea, y solo
uno presentaba mutacion en KRAS. Con un seguimiento medio de 36 meses, las
tasas de supervivencia a 1, 3 y 5 anos fueron del 100%, 83% y 83%,
respectivamente, mientras que la SLP en este mismo intervalo de tiempo fue del
53%, 44% y 35%, con una mediana de 13,7 meses. Seis de los 8 pacientes con
recidiva desarrollaron metastasis pulmonares, de los cuales 5 fueron resecados

quirurgicamente. Al final del seguimiento, 11 pacientes no presentaban evidencia
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de enfermedad. En comparacién con el SECA-I, los pacientes del SECA-II no
presentaban progresion de la enfermedad ni niveles de CEA >80 ug/L en el
momento del trasplante. Ademas, los pacientes del SECA-I presentaban un
puntaje de Oslo mas alto, mayor numero y tamafio de lesiones hepaticas, niveles
mas elevados de CEA y un SUVmax mas alto en PET-CT, sugiriendo que una

seleccion mas rigurosa de los pacientes podria mejorar la supervivencia.

El estudio TRANSMET, con resultados publicados recientemente, ha reavivado
el debate sobre el papel del trasplante hepatico en pacientes con CCR estadio
IV exclusivamente hepatico y lesiones irresecables. Este estudio compara la
combinacion de trasplante hepatico y tratamiento antineoplasico con
quimioterapia y terapia dirigida. Los criterios de inclusion son estrictos,
abarcando pacientes de hasta 65 afios, con un ECOG de 0-1 y confirmacion de
irresecabilidad, entre otros requisitos. El objetivo primario era la SG a 5 afnos.
Tras 59 meses de seguimiento, la SG a 5 afos fue del 57% en el grupo
trasplantado frente al 13% en el grupo control, con un HR de 0.37 (p=0.0003).
En el analisis por protocolo, la diferencia fue mas marcada, con SG de 73% frente
a 9% (HR 0.16). La tasa de recurrencia en el grupo experimental fue del 72% a
5 afos, siendo el pulmoén el rgano mas frecuentemente afectado. Un 46% de
los pacientes fueron rescatados quirirgicamente o mediante ablacién, con un

42% libre de enfermedad al final del seguimiento (208).

Estos datos, junto con el creciente numero de estudios en curso a nivel mundial
posicionan el trasplante hepatico como una estrategia relevante en el manejo de
pacientes con CCRm. No obstante, el éxito de esta estrategia dependera, en

buena medida, de una adecuada seleccion de los pacientes candidatos.

1.5. Enfermedad hepatica permanentemente limitada al higado.

Uno de los aspectos mas notables en pacientes que inician su trayectoria con
enfermedad hepatica limitada al higado es que una parte de ellos mantendra
esta condicion a lo largo de todo su proceso oncoldgico. Aunque este fendmeno
es relativamente frecuente en nuestra practica clinica, se encuentra

escasamente documentado en la literatura.
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Un analisis reciente mostré que el 20-25% de los pacientes con enfermedad
hepatica irresecable continuan con enfermedad permanentemente confinada al
higado durante toda su evolucion, mientras que el 77% desarrolla progresion
extrahepatica, principalmente en los primeros 3 afios tras el diagnostico (15% el
primer afno, 49% el segundo afo y 66% el tercer ano). A pesar de la
irresecabilidad inicial de los pacientes incluidos en el estudio, el 73% de los
pacientes fueron finalmente resecados tras tratamiento sistémico y el 33%
recibieron tratamiento locorregional. La edad >70 afios, afectacion ganglionar
locorregional y 24 metastasis hepaticas se asociaron con mayor riesgo de
progresion extrahepatica, mientras que la reseccion hepatica mostré un efecto
protector (SHR 0.43; p=0.001). En el analisis multivariable, solo el numero de
metastasis hepaticas (SHR 1.63; p=0.01) y la reseccidn hepatica se mantuvieron
como factores prondsticos. No se encontrd asociacion entre RAS, BRAF o MSI

y la progresiéon extrahepatica (209).

Recientemente, se han reportado datos sobre este fendmeno de enfermedad
permanentemente limitada al higado en pacientes con enfermedad resecada
dentro de registro de LiverMetSurvey. Se analizaron un total de 8.715 pacientes
que presentaron recurrencia tras una primera cirugia hepatica. De ellos, el 16%
experimenté enfermedad limitada al higado persistente, mientras que el 84%
desarrolld recaidas extrahepaticas. El analisis multivariante identificd varios
factores predictivos de enfermedad extrahepatica, entre los cuales se incluyen el
tumor del lado derecho (HR 0.82), la afectacion unilateral del higado (HR 0.74) y
un diametro de la lesion mayor a 3 cm (HR 0.85). Ademas, las metastasis
sincronicas y el sexo masculino se asociaron con la persistencia de la
enfermedad limitada al higado con HR de 1.29 y 1.15, respectivamente. Sin
embargo, no se reportaron datos sobre el papel de la biologia molecular, como
RAS, BRAF o MSI (210).

Aunque estos datos requieren validacion, respaldan la existencia de un subgrupo
bien definido de pacientes con enfermedad permanentemente limitada al higado,
cuya frecuencia y comportamiento clinico justifican su reconocimiento como una

categoria especifica dentro del CCRm.
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2. JUSTIFICACION

El CCR es un problema de salud publica a nivel mundial y el tipo de cancer mas
frecuente en nuestro pais (5). El higado es el principal o6rgano de
metastatizacion, con un 15-25% de los pacientes presentando enfermedad
hepatica sincronica al diagnostico, de los cuales el 70-80% tiene afectacidn
exclusiva del higado (93). Ademas, entre el 30-40% de los pacientes
diagnosticados en estadios localizados sufrird recaidas, siendo el higado el
organo mas afectado (11-13). Un subgrupo especifico, aproximadamente el
20% de los pacientes con CCRm, mantendra la enfermedad confinada al higado

durante toda su evolucion, una condicién poco estudiada hasta la fecha (209).

El manejo de pacientes con enfermedad limitada al higado, ya sea resecable o
potencialmente resecable, representa un verdadero desafio en la practica clinica
diaria. Para estos pacientes, existen distintos abordajes terapéuticos que no solo
tendran un impacto prondstico importante, sino que puede lograr la curacion en
algunos casos. La reseccion hepatica logra tasas de supervivencia a 5y 10 afos
del 42% y 25%, respectivamente, en comparacion con una tasa de SG a 5 afios
de menos del 15% con el tratamiento sistémico en los pacientes con enfermedad
no resecable (92,95).

En los ultimos anos el trasplante hepatico ha emergido como una potencial nueva
opcion de tratamiento, con una SG a los 5 afios del 60-83% (96,97). No obstante,
este procedimiento solo pudo realizarse en un 1-2% de los pacientes evaluados
en el estudio SECA, de acuerdo con los criterios actuales para el trasplante
hepatico. Si extrapolamos estos datos, esto implicaria que unicamente entre 0.24
y 0.51 pacientes con CCR por millén de habitantes al afio serian candidatos a

esta intervencion (211).

Recientemente, el impacto de las metastasis hepaticas en la eficacia de la
inmunoterapia ha despertado un creciente interés, ya que su presencia se ha
asociado con una menor respuesta a estos tratamientos. Se ha propuesto que el
microambiente inmunosupresor hepatico reduce la actividad de las células T

CD8+, afectando la respuesta inmune sistémica. Este fendmeno ha reavivado el
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interés en la identificacion de los determinantes que influyen en la presencia o

ausencia de metastasis hepaticas (75).

Es importante destacar que el patron de diseminacion metastasica en CCR no
es aleatorio, sino que sigue principios de organotropismo, un fenémeno
determinado por la interaccion de multiples factores (54). Su comprensién sigue
siendo limitada debido a la complejidad del proceso y a la fragmentacioén en su
estudio (212). Recientemente, se han identificado determinantes clave del
organotropismo  hepatico, incluyendo la circulacibn enterohepatica,
caracteristicas intrinsecas del tumor, la presencia de nichos especificos en
organos diana y la interaccidon entre células tumorales y el microambiente del
huésped. Paralelamente, los avances en NGS han permitido la generacion de un
volumen sin precedentes de datos mutacionales, proporcionando nuevas
oportunidades para la identificacion de patrones moleculares especificos

asociados a este organotropismo.

En este contexto, la identificacion temprana del patron de distribucion
metastasica, ya sea por la ausencia de metastasis hepaticas o por la presencia
de enfermedad permanentemente limitada al higado, permitiria anticipar la
evolucion de la enfermedad y optimizar la seleccion de los tratamientos
disponibles, con un impacto positivo en la supervivencia de estos pacientes
(figura 10) (213).

Con toda esta evidencia, se plantea la hipotesis de que los pacientes con CCRm
y enfermedad permanentemente limitada al higado presentan caracteristicas
tumorales intrinsecas diferenciadas de aquellos con diseminacién extrahepatica.
El objetivo es utilizar la informacién clinica y molecular disponible, generada en
los ultimos afios, para caracterizar este subgrupo con distintas perspectivas. Con
ello, se busca identificar potenciales biomarcadores especificos que permitan
predecir con precision el patrén metastasico al que la enfermedad esta destinada
y facilitar el desarrollo de estrategias terapéuticas adaptadas a cada escenario
previsto, lo que supondria un cambio de paradigma en el abordaje actual de esta

enfermedad.

74



4 N S N N N S S S S S Sy

4 * Tratamientos locorregionales mas intensivos
+ Enfermedad potencialmente curable
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Tratamiento sistémico con intencion paliativa
¢ Peor prondstico

Interacci6n sistema inmune

Microbioma

* Mayor beneficio a tratamientos basados en
inmunoterapia
* Mejor prondstico

Figura 10. Factores organotropicos de los patrones metastasicos en CCR y enfoques
terapéuticos potenciales segun el patron de diseminacion. Adaptado de “Determinants of
Metastatic Colorectal Cancer With Permanent Liver Limited Disease” (213).
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3. HIPOTESIS

3.1. Hipétesis primaria

El patron de metastasis en el CCR no se distribuye aleatoriamente entre los

distintos 6rganos, sino que sigue un fendmeno de organotropismo influido por

multiples factores. Entre ellos, las caracteristicas intrinsecas del tumor y el

microambiente tumoral desempefian un papel clave. Se plantea la hipétesis de

que los pacientes con CCRm con enfermedad permanentemente hepatica

presentan caracteristicas tumorales intrinsecas diferenciadas de aquellos que

desarrollan metastasis extrahepaticas.

3.2. Hipétesis secundarias

1.

Las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con CCR pueden
desempenar un papel predictivo en la diseminacion metastasica,
permitiendo identificar a aquellos con enfermedad permanentemente

limitada al higado.

El perfil molecular del CCRm varia en funcion del patron de diseminacion,
presentando diferencias intrinsecas entre los tumores con afectacion

exclusivamente hepatica y aquellos con metastasis extrahepaticas.

El microambiente inmunitario asociado al tumor influye en el patron de
diseminacion metastasica en el CCR, pudiendo contribuir a la
diferenciacion entre enfermedad hepatica limitada y enfermedad

extrahepatica.

El patrén de diseminacion metastasica en el CCR puede tener un impacto

significativo en la supervivencia de los pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo primario

Caracterizar los pacientes con CCRm en funcion de su patron de diseminacion

metastasica e identificar las caracteristicas especificas de aquellos con

enfermedad permanentemente limitada al higado.

4.2. Objetivos secundarios

1.

2.

Determinar la relacién entre las caracteristicas clinico-patoldgicas de los
pacientes con CCRm y su patrén de diseminacién metastasica, con el
objetivo de identificar factores predictivos de la enfermedad

permanentemente limitada al higado.

Analizar el perfil molecular de los tumores de pacientes con CCRm para
identificar diferencias especificas entre aquellos con afectaciéon

exclusivamente hepatica y aquellos con metastasis extrahepaticas.

Caracterizar el contexto inmunitario asociado al tumor en pacientes con
CCRm y evaluar su influencia en el patrén de diseminacion metastasica,
con especial énfasis en las diferencias entre la enfermedad

exclusivamente hepatica y la presencia de metastasis extrahepaticas.

Evaluar el impacto del patron de diseminacion metastasica en la

supervivencia de los pacientes con CCRm.
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5. METODOS

5.1. Tipo de estudio

Este estudio es de caracter observacional y retrospectivo, centrado en una
cohorte de pacientes con CCR con enfermedad metastasica irresecable. Para el
analisis, se seleccionaron aquellos pacientes atendidos en el Servicio de
Oncologia Médica del Hospital Universitario Vall de Hebrén (Barcelona) que
cumplian con los criterios de inclusion detallados en el siguiente apartado. La
utilizacion de los datos clinicos anonimizados de los pacientes y la realizacion de
estudios moleculares se efectuaron tras la firma de los consentimientos
informados, aprobados previamente por el comité de ética de investigacion
clinica correspondientes (PR(AG)309-2022).

5.2. Seleccion de la cohorte de estudio y criterios de inclusién

Poblacién: La poblacion del estudio incluye pacientes con CCRm irresecable,
diagnosticados en el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universtiario Vall
de Hebrén (Barcelona) entre el 1 de enero de 2010 y el 31 de diciembre de 2019.
Del total de la poblacion de estudio, los pacientes se dividieron en tres grupos
distintos segun el patron de distribucion metastasica presentado a lo largo de su
enfermedad: aquellos con enfermedad exclusivamente hepatica durante toda la
evolucion de su enfermedad (Grupo A), pacientes con afectacion tanto hepatica
como extrahepatica (Grupo B), y pacientes con enfermedad exclusivamente
extrahepatica (Grupo C) (figura 11). Los pacientes del Grupo A fueron definidos
como aquellos con metastasis limitadas al higado desde el inicio de la
enfermedad metastasica hasta su fallecimiento. Por el contrario, el Grupo C
incluyd pacientes que presentaron unicamente metastasis extrahepaticas desde
el diagnostico metastasico hasta su fallecimiento, sin presentar enfermedad
hepatica en ningin momento. El Grupo B incluy6é pacientes con afectacion
hepatica y extrahepatica en cualquier momento de la evolucion metastasica,

independientemente del sitio de la metastasis inicial.
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Para asegurar la inclusion precisa en las cohortes analizadas, se establecié un
seguimiento minimo de tres anos de enfermedad metastasica en los pacientes
vivos al momento del corte de datos. Se excluyeron aquellos pacientes con
mutacion BRAFV60E y/o MSI, ya que estos subgrupos constituyen entidades
moleculares diferenciadas, asociadas a un proceso de carcinogénesis distinto y

a una diseminacion metastasica predominantemente peritoneal.

Pacientes con CCRm
Enfermedad irresecable
Hospital Vall Hebron (2010-2020)

Se excluyen pacientes con

N -
mutacion de BRAFY600E g [MS.

! |

GRUPO A GRUPO B GRUPO C
Enfermedad permanentemente Afectacion hepatica + Enfermedad extrahepatica
limitada al higado afectacion extrahepatica exclusivamente

Figura 11. Diagrama de flujo de la poblacion en estudio y de las cohortes incluidas en el
andlisis.

5.3. Variables clinicas, patolégicas y moleculares del estudio

Las siguientes variables han sido recogidas y trasladadas a una base de datos

para el analisis en ambas poblaciones.

- Datos epidemiolégicos: fecha de nacimiento, edad, sexo (hombre/muijer).

- Datos clinico-patolégicos: fecha diagndstico del CCR, estadiaje al diagndstico

segun criterios TNM (estadios |, Il, lll, 1V), cirugia del tumor primario (si/no),
realizacion tratamiento adyuvante (si aplica), localizaciéon del tumor primario
(colon derecho: desde ciego hasta flexura esplénica; colon izquierdo: colon
descendente y sigma; recto), fecha diagndstico localizacién metastasica,
localizaciones metastasicas (hepatica, extrahepatica), enfermedad metastasica
sincronica (si/no). La enfermedad se considera sincronica cuando las metastasis
se detectan simultaneamente o dentro de los primeros 6 meses desde el
diagndstico del tumor primario, mientras que se define como metacrénica cuando

las metastasis aparecen mas de 6 meses después de dicho diagndstico.
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- Datos sobre el tratamiento realizado: tratamiento realizado, fecha inicio, fecha

finalizacion, respuesta al tratamiento segun facultativos responsable
considerando el RECIST 1.1 (214).

- Datos moleculares: resultados mutacion de RAS (si/no), resultados mutacién
de BRAFV600E (si/no), resultados de la MSI (si/no), VIGex (Hot/Intermate/Cold),

Para el analisis de genes, se emplearon los paneles Amplicon Hiplex y VHIO

card-300, cuyos detalles especificos pueden consultarse en el Anexo 1. Asi
mismo, los genes evaluados mediante secuenciacion de ARN en el marco del
VIGex también se encuentran listados en el Anexo 1.

-Datos de supervivencia: se recoge fecha de fallecimiento y/o fecha de ultimo

seguimiento. Se define supervivencia global (SG) como el tiempo entre
diagnostico de la enfermedad metastasica hasta fallecimiento o pérdida de

seguimiento.

5.4. Analisis de los parametros moleculares del estudio
5.4.1. Analisis molecular de RAS, BRAFV600E y MS]|

La determinacion de la mutacion de RAS y BRAFV60E fye realizada en tejido
tumoral en el contexto de la practica cinica habitual usando métodos de PCR en
tiempo real (215). La determinacion de mutaciones requiere la extraccién vy
purificacion de ADN de tejido tumoral, seguida de la amplificacién de una region
especifica mediante PCR en tiempo real. La deteccion se realiza con sondas de
ADN marcadas con fluoréforos. En este estudio, las mutaciones en KRAS, NRAS
y BRAF se evaluaron mediante los kits "ldylla KRAS Mutation Test" e "Idylla
NRAS-BRAF Mutation Test", que permiten detectar mutaciones en los codones
12, 13, 58, 59, 61, 117 y 146 de KRAS y NRAS, y en el codén 600 de BRAF, con

una sensibilidad de hasta un 5% de alelos mutados.

El fenotipo de MSI o deficiencia en el sistema de reparacién de apareamiento
erroneo (MMR) se evalué mediante inmunohistoquimica y/o PCR. Para la
inmunohistoquimica se emplearon anticuerpos especificos de PharMingen
Biosciences dirigidos a MSH2 (clon G219-1129), MLH1 (clon G168-728), MSH6
(clon 44) y PMS2 (clon A16-A). La PCR se realiz6 utilizando el kit de QIAGEN.
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El diagnostico del fenotipo MSI/MMR se establecié de acuerdo con las guias de
la ESMO, considerando como criterio diagndstico la pérdida de expresion
nuclear de al menos una de las cuatro proteinas en el analisis
inmunohistoquimico y la inestabilidad en al menos dos de cinco microsatélites
analizados mediante PCR (216).

5.4.2. Analisis del perfil molecular ampliado mediante Amplicon Hiplex, Panel
VHIO card-300 y VIGex.

Amplicon Hiplex

El panel personalizado fue disefiado por el Grupo de Gendmica del Cancer del
VHIO para el analisis gendmico de ADN tumoral en muestras parafinadas,
empleando NGS para la deteccion simultanea de multiples alteraciones
genéticas relevantes en cancer. El andlisis, realizado mediante Illumina MiSeq,
se basa en la amplificacion especifica de regiones diana del ADN utilizando un
panel optimizado de 60 genes (ver Anexo 1), permitiendo identificar mutaciones
somaticas, pequefias inserciones y deleciones (indels), asi como otras
alteraciones gendmicas. Las lecturas obtenidas se alinearon (BWA v0.7.12,
Samtools v1.2), se recalibraron las bases y se realinearon los indels (GATK
v3.4.0), y las variantes fueron identificadas con VarScan2 (v2.3.7). Para validar
una mutacion, se exigid un minimo de 7 lecturas que respaldaran el alelo
variante. Las variantes de un solo nucleétido frecuentes en la poblacion se
filtraron mediante la base de datos 1000g (FAM>0.005), calculandose también
la cobertura promedio de la muestra, es decir, el numero promedio de lecturas
que representan cada nucleétido en el panel. Finalmente, las variantes fueron

sometidas a una revision manual.
VHIO card-300

Este panel, desarrollado como evolucién del anterior por el Grupo de Gendmica
del Cancer del VHIO en 2017, analiza hasta 430 genes (ver Anexo 1). Para su
analisis, se extrajo ADN de muestras tumorales fijadas en formol e incluidas en
parafina utilizando el kit Maxwell® RSC FFPE Plus DNA (Promega). La captura
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de genes se realizdO mediante sondas de enriquecimiento SureSelect XT
(Agilent), y la biblioteca generada fue secuenciada con la tecnologia de
secuenciacion por sintesis (SBS) de lllumina (carrera 2 x 151 PE). Las lecturas
obtenidas se alinearon (BWA v0.7.17, Samtools v1.9) contra el genoma de
referencia hg19, recalibrando las bases y realineando los indels (GATK v3.7.0,
abra2 v2.23), y las variantes se identificaron con VarScan2 (v2.4.3) y Mutect2
(v4.1.0.0). Se consideraron unicamente mutaciones con un minimo de 5 lecturas
del alelo variante, logrando una sensibilidad del 10% de FAM para variantes de
un solo nucledtido e inserciones/deleciones. Los polimorfismos de nucledtido
unico comunes se filtraron mediante la base de datos gnomAD (frecuencia alélica
< 0.0001), y las alteraciones en el numero de copias se analizaron con CNVKkit
(v0.9.6.dev0). Las variantes fueron validadas manualmente y clasificadas
usando bases de datos publicas (COSMIC, cBioPortal, ClinVar, VarSome,
OncoKB).

VIiGex

Esta firma, desarrollada en el VHIO, se diseAd para capturar el contexto
inmunitario inflamatorio del tumor con el objetivo de convertirse en una
herramienta predictiva de respuesta a inmunoterapia. El analisis se llevo a cabo
utilizando ARN extraido de muestras tumorales fijadas en formol e incluidas en
parafina, seguido de su procesamiento mediante la plataforma nCounter
(NanoString) y secuenciacion masiva en plataformas como lllumina. Las lecturas
de secuenciacion obtenidas se alinean contra un genoma de referencia para
cuantificar la expresion de 12 genes especificos asociados con la activacion
inmunolégica (CXCL9, CXCL10, CXCL11, IFNG, PRF1, IL7TR, GZMA, GZMB) y
el agotamiento de células T (PDCD1, CTLA-4, CD274, FOXP3). Los niveles de
expresion de estos genes se normalizan y se integran en un algoritmo que
genera el VIGex score, un puntaje que clasifica los tumores en tres categorias
de respuesta inmune: "caliente" (Hot), "intermedio-frio" (/-Cold) y "frio" (Cold),
reflejando la densidad y actividad del infiltrado inmune en el microambiente
tumoral (217).
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5.5. Analisis estadistico

Dado el caracter exploratorio del proyecto, el tamafio de la muestra de estudio
no se definié en funcion de objetivos especificos previamente establecidos. El

analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el software R, version 4.2.3.

En la primera parte, se realiza un analisis descriptivo de la poblacién global del
estudio, recopilando las variables clinico-patolégicas mas relevantes vy
comparandolas posteriormente entre las tres cohortes predeterminadas. Las
variables categoricas se describieron mediante frecuencias absolutas vy
porcentajes (n, %), mientras que las variables continuas sin distribucién normal
se analizaron mediante pruebas estadisticas no paramétricas y se presentaron
como medianas y rangos intercuartilicos. Para comparar las variables continuas
sin distribucion normal entre las tres cohortes, se utilizé el test de Kruskal-Wallis,
considerando estadisticamente significativos los valores de p inferiores a 0.05.
La asociacion entre variables categoricas se evalué mediante la prueba de chi-
cuadrado de independencia o, en caso de frecuencias esperadas bajas, con la
prueba exacta de Fisher. Para controlar el riesgo de errores tipo | y reducir la
posibilidad de falsos positivos, se aplico una correccion de comparaciones
multiples utilizando la tasa de falso descubrimiento (FDR), ajustando los valores

de p obtenidos y garantizando la robustez de los resultados estadisticos.

La SG de la poblacion de estudio se calculé desde la fecha de diagndstico hasta
la fecha de fallecimiento por cualquier causa o la ultima fecha de seguimiento
disponible para los pacientes censurados (31 de diciembre de 2019). Las curvas
de supervivencia se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier, y las

diferencias entre las cohortes fueron evaluadas utilizando la prueba de log-rank.

En una segunda fase, y con la colaboracion del Grupo de Bioinformatica del
VHIO, se llevé a cabo un analisis global de la cohorte de estudio para evaluar la
relacion entre el perfil mutacional de los pacientes y su patron de diseminacion
metastasica. Para ello, se compararon las mutaciones identificadas en cada
paciente con la distribucion de las metastasis, con el objetivo de detectar posibles
asociaciones entre alteraciones genomicas especificas y la afectacion

metastasica hepatica o extrahepatica. Se consideraron exclusivamente las
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variantes patogénicas identificadas. Se excluyeron las variantes de significado
incierto y las alteraciones en el numero de copias, tanto ganancias como
pérdidas. Ademas, no se disponia de datos de metilacion en las muestras
analizadas. Se realizaron analisis de asociacion comparando los grupos A vs B
vs C, (A+B) vs C y A vs (B+C), evaluando el numero y tipo de mutaciones
patogénicas mediante la prueba de Wilcoxon, y la presencia de mutaciones
especificas en cada gen utilizando la prueba exacta de Fisher (en genes con
mutaciones en al menos tres muestras por grupo). Los valores p se ajustaron

para comparaciones multiples con el método de Benjamini-Hochberg.

Posteriormente, se realiz6 un analisis de agrupacion de mutaciones con el
objetivo de identificar asociaciones y combinaciones que pudieran estar
relacionadas con patrones especificos de diseminacion metastasica. Para ello,
los genes fueron clasificados siguiendo enfoques biolégicamente coherentes,
como los criterios de los hallmarks del cancer, las vias de senalizacion celular
y/o procesos bioldgicos fundamentales, con el fin de establecer agrupaciones
funcionalmente relevantes. Se evalud el numero de genes alterados por cada
muestra mediante Kruskal-Wallis. Cuando esta prueba evidencio resultados
significativos (p < 0.05, p ajustado < 0.25), se realizaron analisis post hoc con la
prueba de Dunn para identificar diferencias especificas entre grupos, aplicando
un umbral de significacion mas estricto (p < 0.05, p ajustado < 0.05) para reducir
falsos positivos. La asociacion entre la alteracion de las vias (definida como la
mutacion de al menos un gen de la via) y cada grupo de estudio se analizé
mediante la prueba exacta de Fisher, y los valores p fueron ajustados
nuevamente para comparaciones multiples con el método de Benjamini-
Hochberg. Estos analisis se realizaron en dos subconjuntos de datos: el conjunto
de datos del VHIO card-300 y el conjunto combinado de datos del VHIO card-
300 y Amplicon Hiplex.

Para su realizacion, se emplearon las siguientes bases de datos: Cancer
Hallmark Genes, que clasifica los genes en los 10 rasgos caracteristicos del
cancer definidos por Hanahan & Weinberg en 2011 (218); Cosmic Cancer Gene
Census Hallmarks, que clasifica los genes del cancer en los 14 rasgos

caracteristicos actualizados por Hanahan en 2022 (219); la union entre Cancer
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Hallmark Genesy Cosmic Cancer Gene Census Hallmarks; Oncogenic Signaling
Pathways, que clasifica los genes en 10 vias de sefalizacion oncogénica
derivadas de las cohortes del TCGA (220); y Pancancer Significantly Mutated
Genes, que clasifica los genes impulsores del cancer en 24 procesos bioldgicos
relacionados con el cancer y las vias asociadas derivadas de las cohortes del
TCGA (221). Dado que estas bases de datos se han utilizado como fuente para
la clasificacion de genes en el presente estudio, sus referencias bibliograficas

han sido incluidas en la seccion correspondiente.

Finalmente, se comparo el contexto inmunitario tumoral entre las tres cohortes
del estudio utilizando la firma VIGex. La distribucion de los resultados de VIGex
entre los grupos se analiz6 con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Cuando
este test identifico diferencias significativas, se realizaron comparaciones por
pares mediante la prueba de Dunn, aplicando la correccion de Bonferroni para

ajustar los valores p y minimizar el riesgo de errores tipo |.
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6. RESULTADOS

Para una mejor comprension, el orden de los resultados no sigue la prioridad
establecida en los objetivos, si no que se detallan de acuerdo con la metodologia

temporal transcurrida durante la realizacion de la tesis.

6.1. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio

Inicialmente se seleccionaron 1263 pacientes con CCRm y enfermedad
irresecable diagnosticados en el Hospital Vall de Hebron entre el 1 de enero de
2010 y el 31 de diciembre de 2019. Tras excluir a 237 pacientes (18,7%) con
mutacion en BRAFV69%E y/o presencia de MSI, la poblacion final del estudio
incluyé un total de 1.026 pacientes. El diagrama de flujo del estudio, que describe
la distribucion de los pacientes incluidos y los analisis realizados en cada grupo,

se presenta en la figura 12.

Pacientes con CCRm
Enfermedad imesecable
Hospital Vall Hebron (2010-2020)
N = 1263

GRUPO A GRUFPOB GRUPO C Analisis descriptivo
Enfermedad permanentemente Afectacion hepatica + Enfermedad extrahepatica (variables clinico-patoldgicas)
limitada al higado afectacion extrahepatica exclusivamente N =1026
N=204 N=525 N =297

Analisis molecular y
andlisis molecular agrupado
N =360

Estudio molecular
N = 80 (Amp) + 38 (panel 300)

Estudio molecular
N =93 (Amp) + 84 (panel 300)

Estudio molecular
N =52 (Amp) + 13 (panel 300)

v/o y/o

( [
1 |
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| I Contexto inflamatorio del tumor
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Figura 12. Diagrama de flujo del estudio con el niumero de pacientes y de analisis

realizados en cada una de las tres cohortes.

De los 1.026 pacientes incluidos, 204 (19,9%) presentaron enfermedad
permanentemente limitada al higado (grupo A), 525 (51,2%) mostraron
afectacion hepatica y extrahepatica (grupo B), y 297 (28,9%) presentaron
unicamente enfermedad extrahepatica (grupo C). La distribucion de los

pacientes entre los grupos se muestra en la figura 13.
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GRUPO A
GRUPO C 204 pacientes
297 pacientes (20%¢)
(29%)

GRUPO B
525 pacientes
(51%)

Figura 13. Distribucién de frecuencia de las tres cohortes en la poblacion de estudio.

6.2. Caracteristicas clinico-patolégicas de la poblacién de estudio

Las caracteristicas de los pacientes en los distintos grupos analizados se
resumen en la tabla 5. La mediana de edad fue de 64 anos en el grupo A, y 62
afos en los grupos B y C (p=0.007). La distribucién por sexo mostré un patron
similar, con un 37% de mujeres en el grupo Ay un 38% tanto en el grupo B como
en el grupo C (p>0.9). En cuanto al estadiaje, disponible en el 63% de la
poblacién de estudio, no se observaron diferencias significativas en el valor T,
con un 37% de pacientes con T4 en el grupo Ay un 44% en los grupos By C
(p=0.12), ni en el estado ganglionar, con un 74% de N+ en el grupo A, un 83%

en el grupo B y un 78% en el grupo C (p=0.12).

Se encontrdé un menor porcentaje de pacientes con enfermedad metacronica en
el grupo A (15%) en comparacion con el grupo B (23%) y, especialmente, con el
grupo C (59%), diferencia que resulté estadisticamente significativa (p=0.005).
Estas diferencias en la distribucion de tumores sincronicos y metacrénicos segun
el grupo de estudio se ilustran en la figura 14. Asimismo, se observa que el grupo
B presenta una distribucion de tumores sincrénicos/metacrénicos mas similar al
grupo A que al grupo C. En este contexto, se observa un mayor porcentaje de
pacientes del grupo C con el tumor primario intervenido (87%), en comparacion

con los pacientes del grupo B (55%) y del grupo A (56%), con p<0.001. Esto
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resulta en una mayor proporcién de pacientes en el grupo C que recibieron

tratamiento adyuvante respecto a los otros dos grupos (p<0.001).

Respecto a la localizacion del tumor primario, si bien los tumores del lado
derecho mostraron una distribucion similar entre los grupos A, By C (29%, 31%
y 32%, respectivamente), se identificaron diferencias en la distribucion de
tumores de recto, con un 15%, 24% y 28% en los grupos A, B y C,
respectivamente (p=0.005). La figura 15 ilustra la distribucién de la localizacion
tumoral en cada grupo del estudio, reflejando una menor presencia de tumores

de recto en el grupo A.

Caracteristica Global, N = 1,026° Grupo A N =204’ Grupo B, N = 525" Grupo C, N = 297 p-valor’
Edad al diagnéstico (afios) 0.007
Media (DE) 62 (12) 65 (12) 62 (12) 62 (13)
Mediana (RIQ) 63 (55, 71) 64 (57, 74) 62 (54, 70) 62 (54, 71)
Rango 22,82 31,87 23,82 22, 91
Género =09
Mujer 387 (38%) 76 (37%) 197 (38%) 114 (38%)
Hombre 639 (62%) 128 (63%) 328 (62%) 183 (62%)
Estadiaje T 0.4
T1-3 373 (57%) 69 (63%) (569 138 (56%)
T4 277 (43%) 40 (37%) 108 (44%)
Estadiaje N 0.12
NO 134 (21%) 29 (26%) (17% 54 (22%)
N+ 519 (79%) 82 (74%) 194 (78%)
Sincrénico/Metacrénico <0.001
Sincrénico 698 (68%) 172 (85%) 404 (77%) 122 (41%)
Metacrdnico 322 (32%) 31 (15%) 118 (23%) 173 (39%)
Localizacién tumor primario 0.005
Derecho 57 (29%) 158 (31%) 93 (32%)
lzquierdo 108 (55%) %) 114 (40%)
Recto 30 (15%) %) 81 (28%)
Cirugia tumor primario <0.001
No 364 (35%) 90 (44%) 236 (45%) 38 (13%)
Si 662 (65%) 114 (56%) 282 (55%) 259 (87%)
Quimioterapia adyuvante <0.001
No 896 (87%) 191 (94%) : 221 (74%)
Si 130 (13%) 13 (6.4%) 76 (26%)
Seguimiento desde primera metastasis (meses) =0.001
Media (DE) 27(18) 23 (14) 26 (17) 31 (20)
Mediana (RIQ) 24 (15, 36) 21 (12, 33) 23 (15, 34) 29 (16, 44)
Rango 0,118 1,76 1,118 0, 102
n (%)

test de Kruskall-Wallis: prueba chi cuadrado de independencia

Tabla 5. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion total y de las cohortes del
estudio.
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Figura 14. Distribucion de tumores sincronicos y metacroénicos en las diferentes cohortes
analizadas. Se representan en rojo los grupos con una menor frecuencia observada que la
esperada, mientras que en azul se representan los grupos con una mayor frecuencia observada
respecto a la esperada.
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Figura 15. Distribucién de la localizacién tumoral en las diferentes cohortes analizadas.
Se representan en rojo los grupos con una menor frecuencia observada que la esperada.

En resumen, en el grupo de pacientes con enfermedad permanentemente
limitada al higado (grupo A) se observa una menor prevalencia de tumores
originados en el recto y una mayor proporcién de enfermedad metastasica
sincrénica en comparacion con los pacientes con enfermedad exclusivamente

extrahepatica.
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6.2.1. Evolucion temporal de los patrones de distribucion metastasica.

La comparacién entre las cohortes con fenotipos extremos (grupo Ay grupo C)
revela diferencias en la evolucion temporal de la enfermedad. En la figura 16 se
ilustra la trayectoria individual de cada paciente, mostrando que los pacientes del
grupo C presentan un mayor numero de casos con enfermedad localizada y con
una mayor supervivencia que los del grupo A, sugiriendo una progresion mas

indolente en los pacientes del grupo C.

Figura 16. Dinamica temporal de la progresién de la enfermedad en pacientes de las
cohortes con fenotipos clinicos extremos. Representacion de los pacientes de los grupos A
y C. Las lineas verdes indican el tiempo de enfermedad localizada, desde el diagnéstico del
tumor primario (punto inferior) hasta el diagnéstico de la enfermedad metastasica (punto azul en
grupo A, punto rojo en grupo C). En gris, se muestra el tiempo de enfermedad metastasica, desde
su inicio hasta el fallecimiento o la pérdida de seguimiento.

No todos los pacientes incluidos en el estudio mantienen el mismo patron de
distribucion metastasica a lo largo de su enfermedad oncolégica, como se
muestra en la figura 17. Para realizar este analisis, se dispone de informacién
detallada de todas las exploraciones de imagen realizadas en 163 de los 525
pacientes del grupo B (31%). El 62,4% de los pacientes de este grupo
presentaron afectacion hepatica y extrahepatica desde el inicio de la enfermedad
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metastasica (subgrupo B2). En el 26,7% de los casos, la enfermedad se
manifestd inicialmente de forma exclusiva en el higado, desarrollando metastasis
extrahepaticas en una fase posterior (subgrupo B1). Finalmente, el 10,9%
presento afectacion extrahepatica en el momento del diagndstico metastasico y

posteriormente desarroll6 compromiso hepatico (subgrupo B3).

B1
26,7%

. B2
W ) 62,4%

B3
Iy 10,9%

Figura 17. Flujos de transicién de pacientes entre cohortes a lo largo del tiempo. El grosor
de las lineas representa la magnitud de cada transicion. El subgrupo B1 incluye pacientes con
enfermedad hepatica inicial que desarrollan enfermedad extrahepatica posteriormente; B2, con
afectacion metastasica hepatica y extrahepatica al inicio; y B3, con afectacion extrahepatica
inicial seguida de enfermedad hepatica. (Analisis realizado en 163 pacientes del Grupo B)

Al analizar el tiempo desde el diagndstico de la enfermedad hasta la aparicion
de la primera metastasis, se observa que la mediana en el subgrupo B3 es de
5,6 meses, en comparacion con 0,5 meses en el subgrupo B1y 0,2 meses en el
subgrupo B2 (p<0.001), tal y como muestra la figura 18. Estos datos respaldan
una evolucién mas indolente en aquellos pacientes cuyo debut metastasico

ocurre exclusivamente a nivel extrahepatico.
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Figura 18. Tiempo desde el diagndstico hasta la aparicion de metastasis en diferentes
subgrupos de pacientes. El subgrupo B1 incluye pacientes con enfermedad hepatica inicial que
desarrollan enfermedad extrahepatica posteriormente; B2, con afectacion metastasica hepatica
y extrahepatica al inicio; y B3, con afectacion extrahepatica inicial seguida de enfermedad
hepatica. Abreviaturas: DE derivacién estandar; RIQ: rango intercuartilico.

Al centrarnos en los pacientes que experimentan un cambio en el patréon de
distribucidon metastasica durante la evolucion de la enfermedad, observamos que
los pacientes del subgrupo B1, quienes debutan con enfermedad exclusivamente
hepatica, presentan una mediana de 11,3 meses para desarrollar afectacion
extrahepatica. De manera similar, los pacientes del subgrupo B3, que inician con
enfermedad extrahepatica, muestran una mediana de 11,8 meses hasta la

aparicion de metastasis hepatica. Estos datos se resumen en la figura 19.
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Figura 19. Tiempo desde el diagnéstico de la enfermedad metastasica hasta el desarrollo
de metastasis en una nueva localizacion. El subgrupo B1 incluye pacientes con enfermedad
hepatica inicial que desarrollan enfermedad extrahepatica posteriormente; y B3, con afectacion
extrahepatica inicial seguida de enfermedad hepatica. Abreviaturas: DE derivaciéon estandar;
RIQ: rango intercuartilico.

6.3. Perfil molecular de los distintos grupos de estudio

El perfil molecular se obtuvo principalmente a partir de dos paneles de genes
utilizados en el programa de cribado molecular del VHIO entre 2010 y 2020: el
panel Amplicon Hiplex, empleado en los primeros afos del periodo de estudio, y

el panel VHIO card-300, implementado a partir de 2017.

6.3.1. Caracteristicas de las muestras analizadas

Se analizaron un total de 360 muestra, cada una correspondiente a un paciente,
lo que representa el 35% de los pacientes de la poblaciéon de estudio, de las

cuales 225 corresponden al panel Amplicon y 135 al panel card-300, como se
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muestra en la tabla 6. Del total de muestras, el 18,1% pertenecen al grupo A
(equivalente al 31,8% de los pacientes de este grupo), el 49,2% al grupo B
(equivalente al 33,7% de los pacientes de este grupo) y el 32,8% al grupo C
(equivalente al 39,7% de los pacientes de este grupo), como se ilustra en la figura
20.

Amplicon VHIO card-300 Total

(N = 225) (N =135) (N = 360)
Grupo A 52 (23,1%) 13 (9,6%) 65 (18,1%)
Grupo B 93 (41,3%) 84 (62,2%) 177 (49,2%)
Grupo C 80 ( 35,6%) 38 (28,1%) 118 (32,8%)

Tabla 6. Distribucion de las muestras segun los paneles realizados en cada cohorte del
estudio.

600
500
400

300

Pacientes

200

100

Grupo A Grupo B Grupo C

Estudio molecular si Estudio molecular no

Figura 20. Proporcion de pacientes con estudio molecular realizado. Diagrama de barras
que muestra el porcentaje de pacientes con estudio molecular efectuado (azul oscuro) en
comparacion con los que no lo tienen (azul claro).

En cuanto al origen de las muestras analizadas, 134 de las 135 muestras
evaluadas mediante el panel VHIO card-300 se obtuvieron del tumor primario.
De manera similar, 194 de las 225 muestras analizadas mediante secuenciacion
por Amplicon también procedian del tumor primario. Las tablas 7 y 8 presentan

un resumen detallado del origen de todas las muestras incluidas en el estudio.
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VHIO card-300 Higado  Tumor primario

Grupo A 1 12
Grupo B 0 84
Grupo C 0 38

Tabla 7. Procedencia de las muestras evaluadas con el panel 300-VHIO.

Amplicon p-lr-;jnr:‘ac:iro Higado Pulmén Peritoneo Adenopatia Ig:legs:idn: Ovari:lz;::)mpa Desconocido
Grupo A 42 9 0 0 1 0 0 0
Grupo B 82 8 1 0 0 0 1
Grupo C 70 0 4 1 3 1 1 o}

Tabla 8. Procedencia de las muestras evaluadas con Amplicon.

6.3.2. Genes incluidos en el analisis

Es importante sefalar la diferencia en el numero de genes analizados por cada
panel, cuyos detalles especificos se encuentran en el Anexo. El panel Amplicon
abarca 60 genes, en los que se identificaron mutaciones en 24 de ellos, todas
consideradas patogénicas. En cambio, el panel VHIO card-300, que evalua un
total de 435 genes, detectdé mutaciones en 331 de ellos, de las cuales 79 son
clasificadas como patogénicas. En el analisis combinado de los 57 genes
comunes a ambos paneles, se observaron mutaciones en 52 de estos genes, de

los cuales 31 se consideraron variantes patogénicas (tabla 9).

Amplicon VHIO card-300 Combinado

Genes analizados 60 434 57
Genes con mutacion 24 331 52
Genes con mutacion patogénica 24 79 31

Tabla 9. Nimero de genes analizados, mutaciones y variantes patogénicas segun técnicas
empleadas.

Para maximizar el tamafo de la muestra y aumentar la robustez de los analisis,
se decidio integrar los resultados de ambas técnicas (Amplicon + VHIO card-300)
en lugar de limitarse unicamente a la técnica con mayor numero de genes

analizados. Esta decision permite aprovechar al maximo los datos disponibles
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de cada paciente, aumentando la capacidad de detectar asociaciones
significativas en un grupo mas amplio de genes. La figura 21 muestra la
distribucion de genes mutados obtenidos mediante el analisis conjunto de ambas

técnicas y su distribucion entre las distintas cohortes del estudio.

26
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Figura 21. Numero de mutaciones identificadas en las cohortes del estudio y su
distribucién. El diagrama de Euler ilustra el universo total de genes analizados y su distribucién
entre las cohortes, destacando los genes mutados exclusivos de cada cohorte y aquellos
compartidos entre varias cohortes.

6.3.3. Resultados moleculares comparativos entre las cohortes del estudio

En este apartado, se comparan los perfiles mutacionales entre los grupos A, By
C. En primer lugar, se analiza el promedio de mutaciones detectadas en cada
grupo, asi como el numero de genes con mutaciones patogénicas en cada caso.
Estos resultados se resumen en las figuras 22 y 23 y en la tabla 10. La mediana
de mutaciones patogénicas por muestra fue de 2,46 en el grupo A, 2,94 en el
grupo B y 2,66 en el grupo C, mostrando diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo A y el grupo B (prueba de Kruskal-Wallis, p=0.02).
De igual manera, la mediana del numero de genes con al menos una mutacion
patogénica por muestra fue de 2,28 en el grupo A, 2,65 en el grupo By 2,44 en
el grupo C, con diferencias significativas entre el grupo A y el grupo B (prueba
de Kruskal-Wallis, p=0.01).
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Figura 22. Numero de mutaciones patogénicas por muestra en las tres cohortes.
Comparacion mediante prueba de Kruskal-Wallis (p=0.02).
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Figura 23. Namero de genes mutados por muestra en las tres cohortes. Comparacion
mediante prueba de Kruskal-Wallis (p=0.01).

Grupo A GrupoB  GrupoC

Numero de mutaciones patogénicas por muestra

= 2.46 2.94 2.66

Numero de genes con una mutacion patogénica por muestra

(mediana) 2.28 2.65 2.44

Tabla 10. Mediana de mutaciones patogénicas y genes mutados en las tres cohortes.
Prueba de Kruskal-Wallis: mutaciones (p=0.02) y genes mutados (p=0.01).

La tabla 11 muestra de forma descriptiva el numero y el porcentaje de muestras

con mutaciones patogénicas en genes especificos dentro de cada grupo,
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considerando unicamente aquellos genes que presentan al menos una mutacion

en alguna de las muestras analizadas.

APC

TP53

KRAS

PIK3CA

SAMD4

FBXW7

NRAS

GNAS

PIK3R1

PTEN

ERBB2

ERBB3

RNF43

CTNNB1

NOTCH1

RUNX1

MSHe

AKT1

ABL1

NOTCH2Z

SMARCB1

MAP2K1

CDKN2A

PDGFRA

FGFR3

VHL

CSFR1

RET

NOTCH3

NOTCH4

STK11

Grupo A
N =65

45 (69%)
47 (72%)
28 (43%)
8 (12%)
4 (6%)
3 (5%)
4 (6%)
0 (0%)
0 (0%)
2 (3%)
0 (0%)
0 (0%)
1 (2%)
1(2%)
0 (0%)
1(2%)
0 (0%)
0 (0%)
1(2%)
1 (2%)
1(2%)
1 (2%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

Grupo B
N=177

145 (82%)
126 (71%)
105 (59%)
30 (17%)
15 (8%)
9 (5%)
10 (6%)
5 (3%)
5 (3%)
1 (1%)
2 (1%)
2 (1%)
1 (1%)
1(1%)
1 (1%)
0 (0%)
2 (1%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
1(1%)
1(1%)
1 (1%)
1(1%)
1 (1%)
1(1%)
1 (1%)
1(1%)

0 (0%)

Grupo C
N=118

82 (69%)
75 (64%)
73 (62%)
17 (14%)
12 (10%)
11 {9%)
3 (3%)
2 (2%)
1(1%)
1 (1%)
2 (1%)
2 (1%)
1 (1%)
1(1%)
2 (2%)
1(1%)
0(0%)
1 (1%)
0 (0%)
0 (0%)
0(0%)
0 (0%)
0(0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

1(1%)

Total
N = 360

272 (76%)
248 (69%)
206 (57%)
55 (15%)
31 (9%)
23 (6%)
17 (5%)
7 (2%)
6 (2%)
4(1%)
4(1%)
4(1%)
3 (<1%)
3 (<1%)
3 (<1%)
2 (<1%)
2 (<1%)
2 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)
1 (<1%)

1 (<1%)

Tabla 11. Numero y porcentaje de muestras con mutaciones patogénicas por gen y

cohorte.
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Entre las mutaciones detectadas con mayor frecuencia destacan APC (76%),
TP53(69%), KRAS (57%) y PIK3CA (15%). Las mutaciones en SAMD4, FBXW?7,
NRAS, GNAS y PIK3R1 se encontraron en un rango del 2 al 10% de las
muestras, mientras que la incidencia del resto de las 22 mutaciones detectadas

fue igual o inferior al 1%.

El analisis para evaluar si existian diferencias en la distribuciéon de las
mutaciones detectadas entre las distintas cohortes del estudio se centr6 en los
9 genes que presentaron mutaciones en al menos tres muestras de alguna de
las cohortes. Utilizando la prueba exacta de Fisher, se identificaron diferencias
significativas en los genes APC y KRAS. Sin embargo, no se encontraron
asociaciones significativas entre la presencia de las demas mutaciones y las

cohortes del estudio, como se muestra en la tabla 12.

Gen P valor P valor (ajustado)

APC 0.022 0.17

KRAS 0.037 0.17

TP53 0.322 0.54
FBXW7 0.326 0.54
PIK3R1 0.33 0.54

NRAS 0.363 0.54

GNAS 0.473 0.61
SAMD4 0.678 0.69
PIK3C1 0.686 0.69

Tabla 12. Analisis de la asociaciéon entre mutaciones genéticas y las cohortes del estudio.
Los valores p ajustados mediante el método de Benjamini-Hochberg (FDR) tras prueba exacta
de Fisher.

En el caso de APC, el porcentaje de muestras con mutaciones fue
significativamente mayor en el Grupo B en comparacién con el Grupo C. En
cuanto a KRAS, la frecuencia de mutaciones fue mas alta en los Grupos By C

en relacion con el Grupo A. Estos resultados se presentan en la tabla 13.
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APC KRAS

P valor P valor
Grupo A vs Grupo B 0.076 0.043
Grupo A vs Grupo C 1 0.043
Grupo B vs Grupo C 0.049 0.71

Tabla 13. Comparacion de la distribucion de APC y KRAS entre las cohortes del estudio.

Finalmente, se llevd a cabo un analisis de agrupacion de las muestras basado
en la similitud de sus perfiles mutacionales entre las tres cohortes del estudio.
No se identifico una clasificacion diferenciada que permitiera distinguir
claramente cada cohorte, lo que sugiere que, en términos generales, los perfiles
mutacionales son comparables entre los grupos, excepto por las diferencias
previamente observadas en los genes APC y KRAS. Estos resultados se
presentan en las figuras 24 y 25, donde la primera muestra la distribucién de
todas las mutaciones identificadas, mientras que la segunda se centra en las 10

mutaciones mas prevalentes.
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Figura 24. Representacidon grafica mediante oncoplot de los genes mutados y su
distribucién en las tres cohortes del estudio.
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Figura 25. Representacion grafica de la distribucion de las 10 mutaciones mas comunes
en la poblacion del estudio, agrupadas entre las tres cohortes del estudio.
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6.3.3.1. Resultados moleculares agrupando cohortes del estudio

Con el objetivo de identificar posibles asociaciones del perfil molecular entre las
distintas cohortes del estudio, se evaluaron las diferencias en funcién de la
presencia o ausencia de metastasis hepaticas (A+B vs. C) y de enfermedad

extrahepatica (A vs. B+C).

En cuanto a la presencia de metastasis hepaticas, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos A+B y C, como se muestra en la
figura 26. Del mismo modo, no se identificaron asociaciones significativas en
relacion con la presencia de enfermedad extrahepatica al comparar los grupos

B+C con el grupo A, tal como se resume en la figura 27.
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Figura 26. Representacion grafica mediante Oncoplot de los genes mutados y su
distribucién segun la presencia o ausencia de metastasis hepaticas (cohortes A+B vs C).
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Figura 27. Representacion grafica mediante Oncoplot de los genes mutados y su
distribucién segun la presencia o ausencia de metastasis extrahepaticas (cohortes A vs
B+C).

6.3.4. Analisis molecular por agrupacién de genes

Se llevé a cabo un analisis de agrupacion de mutaciones con el objetivo de
evaluar su relacién con los distintos patrones de diseminacion metastasica. Para
ello, se establecieron agrupaciones considerando la implicacién de cada
mutacion en distintos mecanismos biolégicos relevantes en la progresion
tumoral, incluyendo los hallmarks del cancer y vias de sefializacion celular. Ante
la ausencia de un consenso unificado en la clasificacion de genes dentro de
estos procesos, y considerando tanto la interconexion de las rutas moleculares
como el conocimiento aun limitado en este ambito, se llevd a cabo un analisis

comparativo utilizando distintas bases de datos previamente publicadas.

Las bases de datos seleccionadas incluyen: Cancer Hallmark Genes, Cosmic

Cancer Gene Census Hallmarks, la unidon entre Cancer Hallmark Genes y
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Cosmic Cancer Gene Census Hallmarks, Oncogenic Signaling Pathways y
Pancancer Significantly Mutated Genes (218-221).

6.3.4.1. Analisis molecular basado en Cancer Hallmark Genes.

Esta base de datos, publicada por Zhang y col. en 2020 (218), incluye los 10
hallmarks del cancer publicados por Hanahan y Weinberg en 2011 (222). En la
tabla 14 se presenta el numero de genes asociados a cada hallmark segun la
base de datos, asi como el numero de genes evaluados en nuestra poblacion

para cada uno de estos hallmarks.

Cancer Hallmark Genes analizados en
Genes el estudio

Activacion de la invasion y la metastasis 1149 33
Capacidad de inmortalidad replicativa 308 19
Evasidn de los supresores del crecimiento 709 33
Evasidn del sistema inmunitario 609 13
Inestabilidad gendmica y acumulacidn de mutaciones 231 5
Promocidn de la angiogénesis 508 25
Reprogramacion del metabolismo energético 461 29
Resistencia a la muerte celular 1193 33
Mantenimiento de sefiales proliferativas 1314 40
Inflamacion promotora del tumor 648 14

Tabla 14. Numero de genes incluidos en cada hallmark del cancer segun la base de datos
Cancer Hallmark Genes y su representaciéon en nuestra poblacién de estudio (218).

El mapa de calor, representado en la figura 28, proporciona una vision general
de los genes analizados en nuestro estudio y que estan incluidos en cada
hallmark, destacando en rojo aquellos genes que presentan mutaciones
patogénicas en las muestras de estudio. Los resultados revelan una gran
superposicion de genes entre los distintos hallmarks y demuestran que una
proporcion considerable de los genes analizados y alterados en nuestro estudio
no esta presente en la base de datos, lo que pone de manifiesto sus limitaciones

en cuanto a cobertura y representatividad. Entre los genes con mutaciones
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identificadas en nuestra poblacién que no estan incluidos en esta base de datos,
destacan FBXW?7, RNF43, RUNX1, SMARCB1 y VHL.

| , ; | e |

Figura 28. Distribucion de los genes evaluados y su asociacion con cada hallmark del
cancer segun Cancer Hallmark Genes. El mapa de calor proporciona una visién global de los
genes analizados, resaltando en rojo aquellos con mutaciones patogénicas identificadas en

nuestras muestras.

Para evaluar diferencias significativas en la cantidad de genes mutados por cada
hallmark entre las distintas cohortes del estudio, se aplicé el test de Kruskal-
Walllis de manera individual para cada hallmark de la base de datos Cancer
Hallmark Genes. El analisis consideré el numero de genes mutados por muestra,
agrupando las muestras segun su pertenencia a una de las tres cohortes del
estudio (tabla 15). Los resultados destacaron diferencias significativas en 4 de

los 10 hallmarks analizados.
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Comparacién del niimero de genes mutados
por muestra en cada grupo

P Valor P Valor ajustado
Activacidn de la invasion y la metastasis 0.01 0.04
Capacidad de inmortalidad replicativa 0.01 0.04
Evasion c::t:eltc:)isn:;::‘zsores del 0.01 0.04
Evasion del sistema inmunitario 0.09 0.11
Inestabllldac[ijf?;r‘;l:(i:snyezcumulacmn 018 0.18
Promocién de la angiogénesis 0.06 0.11
Reprogramaecrllzl:gc;filcr;]etabol|smo 0.05 -
Resistencia a la muerte celular 0.11 0.12
Mantenimiento de sefiales proliferativas 0.01 0.04
Inflamacidn promotora del tumor 0.09 0.11

Tabla 15. Asociacion entre el niumero de genes mutados por muestra en cada grupo y los
distintos hallmarks segun la base de datos Cancer Hallmark Genes. Evaluacion del numero
de genes mutados por muestra en cada hallmark mediante la prueba de Kruskal-Wallis (p < 0.05,
p ajustado < 0.25). Se destacan en negrita los resultados estadisticamente significativos.

En particular, el grupo B presenté un mayor numero de genes mutados en varios
hallmarks (activacion de la invasién y metastasis, capacidad de inmortalidad
replicativa, evasion de los supresores del crecimiento y mantenimiento de
sefales proliferativas) en comparacion con el grupo A, tal y como se representa
en la figura 29. En algunos casos, como en la activacion de la invasion y
metastasis, también se observd un mayor numero de mutaciones en el grupo B

frente al grupo C (valor p ajustado<0.05).
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Figura 29. Correlacion entre las cohortes del estudio y los hallmarks del cancer segun
Cancer Hallmark Genes. El violin plot muestra la distribucion del numero de genes mutados por
muestra en los distintos hallmarks, comparando las tres cohortes (A, B y C). La evaluacion se
realizé mediante la prueba de Kruskal-Wallis, con comparaciones por pares utilizando la prueba
de Dunn (p<0.05, p ajustado<0.05). Los resultados estadisticamente significativos se destacan
en negrita.

6.3.4.2. Andlisis molecular basado en Cosmic Gene Consensus Hallmarks.

Esta base de datos de genes asociados a cada hallmark del cancer se obtiene
de Cosmic (219). Incluye los 10 hallmarks del cancer descritos por Hanahan y
Weinberg en 2011, asi como otros 4 procesos biolégicos que reflejan los
hallmarks emergentes descritos por Hanahan en 2022 (222,223). En la tabla 16
se presenta el numero de genes asociados a cada hallmark segun la base de
datos, asi como el numero de genes evaluados en nuestra poblacién para cada

uno de estos hallmarks.
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Cosmic Cancer Gene Genes analizados en

Census Halimarks el estudio
Activacion de la invasion y la metastasis 206 38
Capacidad de inmortalidad replicativa 44 10
Evasion de los supresores del crecimiento 130 22
Evasidn del sistema inmunitario 51 14
Inestabilidad gendmica y acumulacién de mutaciones 106 19
Promocidn de la angiogénesis 78 19
Reprogramacidn del metabolismo energético 70 18
Resistencia a la muerte celular 202 37
Mantenimiento de sefiales proliferativas 176 34
Inflamacidn promotora del tumor 54 10
Regulacién global de la expresidn génica 68 ]
Interaccion con patégenos 16 4
Diferenciacion y desarrollo 157 30
Senescencia 48 14

Tabla 16. Namero de genes incluidos en cada hallmark del cancer segun la base de datos
Cosmic Gene Consensus Hallmarks y su representacion en nuestra poblacion de estudio
(219).

El mapa de calor representado en la figura 30 proporciona una vision general de
los genes analizados en nuestro estudio y que estan incluidos en cada uno de
los hallmarks de esta base de datos, destacando en rojo aquellos genes que
presentan mutaciones patogénicas en las muestras analizadas en este estudio.
Del mismo modo que se evidenciod con el analisis anterior, los resultados revelan
una gran superposicién de genes entre los distintos hallmarks y revelan una
proporcion considerable de los genes analizados en nuestro estudio que no esta
presente en la base de datos, lo que resalta nuevamente las limitaciones en la
cobertura de la misma. Entre los genes con mutaciones identificadas en nuestra
poblacion que no estan incluidos en esta base de datos, destacan CSF1R,
NOTCH3, NOTCH4 y RUNX1.
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Figura 30. Distribucion de los genes evaluados y su asociacidon con cada hallmark del
cancer segun Cosmic Gene Consensus Hallmarks. El mapa de calor proporciona una visién
global de los genes analizados, resaltando en rojo aquellos con mutaciones patogénicas
identificadas en nuestras muestras.

Para identificar diferencias significativas en la cantidad de genes mutados por
hallmark entre las cohortes del estudio, se aplico el test de Kruskal-Wallis para
cada hallmark en la base de datos Cosmic Gene Census Hallmarks, evaluando
el numero de genes mutados por muestra y agrupando segun la cohorte (tabla
17). Se detectaron diferencias significativas en 4 de los 14 hallmarks analizados:
activacion de la invasion y metastasis, evasion de los supresores del crecimiento,
resistencia a la muerte celular y diferenciacion y desarrollo. Dos de estos
hallmarks (activacion de la invasion y metastasis, y evasion de los supresores
del crecimiento) coinciden con los resultados obtenidos en la base de datos

Cancer Hallmark Genes.
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Comparacion del nimero de genes mutados
por muestra en cada grupo

P valor P valor ajustado
Activacion de la invasidn y la metastasis 0.01 0.12
Capacidad de inmortalidad replicativa 0.21 0.32
Evasidn de los supresores del crecimiento 0.03 0.12
Evasidn del sistema inmunitario 0.25 0.32
Inestabilidad gendmica y acumulacion de mutaciones 0.32 0.34
Promocion de la angiogénesis 0.26 0.32
Reprogramacion del metabolismo energético 0.44 0.44
Resistencia a la muerte celular 0.02 0.12
Mantenimiento de sefiales proliferativas 0.06 0.17
Inflamacion promotora del tumor 0.26 0.32
Regulacion global de la expresion génica 0.27 0.32
Interaccién con patdgenos 0.28 0.32
Diferenciacion y desarrollo 0.03 0.12
Senescencia 0.23 0.32

Tabla 17. Asociacion entre el niumero de genes mutados por muestra en cada grupo y los
distintos hallmarks segun la base de datos Cosmic Gene Consensus Hallmarks. Evaluacion
del numero de genes mutados por muestra en cada hallmark mediante la prueba de Kruskal-
Wallis, (p < 0.05, p ajustado < 0.25). Se destacan en negrita los resultados estadisticamente
significativos.

Se observa nuevamente un mayor numero de genes mutados en el grupo B en
comparacion con el grupo A en tres hallmarks: activacion de la invasion y
metastasis, mantenimiento de sefiales proliferativas y diferenciacion y desarrollo.
Ademas, el grupo B presenta un mayor numero de genes mutados en
comparacion con el grupo C en el hallmark de evasidén de los supresores del

crecimiento (figura 31).
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Figura 31. Correlacién entre las cohortes del estudio y los hallmarks del cancer segun
Cosmic Gene Consensus Hallmarks. El violin plot muestra la distribucion del numero de genes
mutados por muestra en los distintos hallmarks, comparando las tres cohortes (A, B y C). La
evaluacion se realizd mediante la prueba de Kruskal-Wallis, con comparaciones por pares
utilizando la prueba de Dunn (p < 0.05, p ajustado < 0.05). Los resultados estadisticamente
significativos se destacan en negrita.

6.3.4.3. Analisis molecular basado en la union de Cancer Hallmarks Genes y
Cosmic Gene Consensus Hallmarks.

La integracion de las bases de datos Cancer Hallmarks Genes y Cosmic Gene
Consensus Hallmarks permite ampliar la cobertura genética y reducir posibles

sesgos de seleccion, facilitando la identificacion de mutaciones relevantes y
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validando los hallazgos a través de multiples fuentes (218,219). Este analisis
combinado se centra en los 10 hallmarks comunes entre ambas bases de datos.
La figura 32 muestra la interseccion entre los genes de Cancer Hallmarks Genes

(CHG), Cosmic Gene Consensus Hallmarks y los genes cribados en nuestro
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Figura 32. Interseccion de genes entre Cancer Hallmarks Genes, Cosmic Gene Consensus
Hallmarks y los genes evaluados en nuestra poblacién. Diagrama de Venn que muestra las
areas de solapamiento y exclusividad entre los genes asociados a los hallmarks del cancer segun
ambas bases de datos y los genes analizados en nuestro estudio. (218,219)

El mapa de calor representado en la figura 33, proporciona una visiéon general de
los genes analizados en nuestro estudio y que estan incluidos en cada base de
datos, destacando en rojo aquellos genes que presentan mutaciones
patogénicas en nuestras muestras. Los resultados revelan la heterogeneidad
entre ambas bases de datos, aunque la union de ambas permite minimizar el
numero de genes ausentes analizados en muestra poblacién, quedando fuera

de ellas unicamente un solo gen, RUNX1.
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Figura 33. Distribucion de los genes evaluados y su asociacion con cada hallmark del
cancer segun la union de Cancer Hallmarks Genes (CHG) y Cosmic Gene Consensus
Hallmarks. El mapa de calor proporciona una visién global de los genes analizados, resaltando
en rojo aquellos con mutaciones patogénicas identificadas en nuestras muestras.

Para identificar diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de
genes mutados por hallmark entre las distintas cohortes del estudio, se aplico el
test de Kruskal-Wallis de forma individual para cada hallmark presente en la base
de datos conjunta. El analisis evalud el numero de genes mutados por muestra,
agrupadas segun su pertenencia a una de las tres cohortes (tabla 18). Los
resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas en 5 de los 10
hallmarks combinados analizados, observandose diferencias en el numero de
genes mutados por muestra en los siguientes hallmarks: activacion de la invasion
y metastasis, resistencia a la muerte celular, evasion de los supresores del
crecimiento, mantenimiento de sefales proliferativas y capacidad de

inmortalidad replicativa.

117



Comparacién del nimero de genes mutados
por muestra en cada grupo

P Valor P Valor ajustado
Activacion de la invasion y la metéstasis 0.01 0.02
Capacidad de inmortalidad replicativa 0.02 0.04
Evasion clz:elsisn:ij:‘;isores del 0.01 0.02
Evasion del sistema inmunitario 0.11 0.13
Inestabllldacczljeg:;)tr;:i:snye:cumulac|on 0.29 0.9
Promocion de la angiogénesis 0.09 0.13
Reprograma;zr:gc;iilcretabollsmo 0.09 0.13
Resistencia a la muerte celular 0.02 0.04
Mantenimiento de sefiales proliferativas 0.01 0.02
Inflamacion promotora del tumor 0.16 0.17

Tabla 18. Asociacion entre el niumero de genes mutados por muestra en cada grupo y los
distintos hallmarks segun la union de las bases de datos de Cancer Hallmarks Genes y
Cosmic Gene Consensus Hallmarks. Evaluacion del nimero de genes mutados por muestra
en cada hallmark mediante la prueba de Kruskal-Wallis, (p<0.05, p ajustado <0.25). Se destacan
en negrita los resultados estadisticamente significativos.

En linea con los analisis anteriores, se observa nuevamente un mayor numero
de genes mutados en el grupo B en comparacion con el grupo A en los cinco
hallmarks mencionados: activacion de la invasién y metastasis, resistencia a la
muerte celular, evasion de los supresores del crecimiento, mantenimiento de
sefnales proliferativas y capacidad de inmortalidad replicativa. Asimismo, el grupo
B muestra un mayor numero de genes mutados en comparacion con el grupo C
en los hallmarks de activacion de la invasion y metastasis y mantenimiento de
senales proliferativas. Estos hallazgos, representados en la figura 34, refuerzan
la tendencia observada en los analisis previos, donde el grupo B destaca por una
mayor cantidad de mutaciones en diversos procesos clave en la progresion

tumoral.
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Figura 34. Correlacion entre las cohortes del estudio y los hallmarks del cancer segun
Cancer Hallmarks Genes y Cosmic Gene Consensus Hallmarks. El violin plot muestra la
distribuciéon del numero de genes mutados por muestra en los distintos hallmarks, comparando
las tres cohortes (A, B y C). La evaluacion se realizé mediante la prueba de Kruskal-Wallis, con
comparaciones por pares utilizando la prueba de Dunn (p < 0.05, p ajustado < 0.05). Los
resultados estadisticamente significativos se destacan en negrita.

6.3.4.4. Analisis molecular basado en Oncogenic Signaling Pathways

Como enfoque complementario, se explord la posibilidad de agrupar los genes
en funcién de vias de sefalizacion intracelular especificas, en lugar de emplear

exclusivamente la clasificacion basada en los hallmarks del cancer. Para este
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analisis, se empled una base de datos de genes asociados a 10 vias de
senalizacion oncogénica, derivadas de cohortes del TCGA, lo que permite
explorar las alteraciones moleculares desde una perspectiva complementaria
(220). La tabla 19 muestra el numero de genes asociados a cada via de
sefalizacion segun la base de datos, asi como el numero de genes evaluados

en nuestra poblacion para cada una de estas vias.

Oncogenic Signaling Genes analizados en
Pathways el estudio

RTK/RAS 85 18
TP53 6 1
WNT 68 3
Ciclo Celular 15 2
HIPPO 38 1
MYC 13 1
NOTCH 71 5
NRF2 3 0
PI3K 29 7
TGF-Beta 7 1

Tabla 19. Numero de genes incluidos en cada via de senalizacién del cancer segun la base
de datos Oncogenic Signaling Pathways y su representacion en nuestra poblaciéon de
estudio (220).

El mapa de calor representado en la figura 35 proporciona una vision global de
los genes analizados en este estudio y su distribucion dentro de cada via de
sefalizacion, resaltando en rojo aquellos que presentan mutaciones patogénicas
en este estudio. A diferencia de lo observado en la clasificacién basada en los
hallmarks del cancer, los resultados indican una ausencia de superposicion de
genes entre las distintas vias de sefalizacion, lo que sugiere una segmentacion
funcional mas definida. No obstante, una proporcion considerable de los genes
mutados identificados en nuestro estudio no se encuentra registrada en la base
de datos utilizada, lo que pone nuevamente de manifiesto sus limitaciones en
términos de cobertura. Entre las mutaciones patogénicas de nuestra poblacién
que no se encuentran representadas en esta base de datos, destacan CSF1R,
GNAS, MSH6, RUNX1, SMARCB1y VHL.
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Figura 35. Distribucion de los genes evaluados y su asociacion con cada via de
seializacion del cancer segun Oncogenic Signaling Pathways. El mapa de calor proporciona
una visién global de los genes analizados, resaltando en rojo aquellos con mutaciones
patogénicas identificadas en nuestras muestras.

Para identificar diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de
genes mutados por via de sefalizacidn entre las distintas cohortes del estudio,
se aplico el test de Kruskal-Wallis de forma individual para cada via presente en
la base de datos Oncogenic Signaling Pathways. Se evalu6 el numero de genes
mutados por muestra, agrupadas segun la pertenencia a una de las tres
cohortes. Los resultados no mostraron diferencias significativas en el numero de
genes mutados por muestra entre las diversas vias de sefalizacion intracelular.

Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la alteracion de vias
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especificas (definida como la mutacion de al menos un gen) entre los grupos de

metastasis representados por las tres cohortes (A, B y C) (tabla 20).

Comparacién del nimero de genes mutados
por muestra en cada grupo

P Valor P Valor ajustado
RTK/RAS 0.09 0.31
TP53 0.31 0.61
WNT 0.04 0.28
Ciclo Celular 0.59 0.65
TGF-Beta 0.65 0.65
NOTCH 0.35 0.61
PI3K 0.44 0.62
HIPPO 5 -
MYC - -
NRF2 - -

Tabla 20. Asociacién entre el numero de genes mutados por muestra en cada grupo y las
distintas vias de seializacion seguin Oncogenic Signaling Pathways. Evaluacion del numero
de genes mutados por muestra en cada hallmark mediante la prueba de Kruskal-Wallis, con
comparaciones por pares utilizando la prueba de Dunn (p < 0.05, p ajustado < 0.05). Se destacan
en negrita los resultados estadisticamente significativos.

Se llevé a cabo un analisis complementario basado exclusivamente en los
resultados del Panel VHIO card-300, dado que en este panel cada mutacion se
asigna a una unica via de sefalizacion, lo que permite una clasificacion mas
especifica y exhaustiva con un mayor numero de genes representados. La mayor
cobertura génica de este panel amplia significativamente el alcance del analisis
de vias de sefalizacion, proporcionando una caracterizacion mas detallada de

los mecanismos moleculares implicados.

En este sentido, la figura 36 muestra la distribucion de las mutaciones detectadas
en el Panel VHIO card-300 para cada via de sefalizacion. En total, se incluyen
116 genes comunes entre el Panel VHIO card-300 y la base de datos, de los
cuales 44 presentan mutaciones patogénicas. La tabla 21 muestra la asociacién

entre el numero de genes mutados por via, y la tabla 22 presenta la correlacidon
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entre los grupos, donde se observa un enriquecimiento de la via de WNT en los

pacientes del grupo B.

| \ ‘ A

Figura 36. Distribucion de los genes evaluados exclusivamente con panel 300 y su
asociacion con cada via de sefializacion del cancer segun Oncogenic Signaling Pathways.
El mapa de calor proporciona una visién global de los genes analizados, resaltando en rojo
aquellos con mutaciones patogénicas identificadas en nuestras muestras.

Comparacién del nimero de genes mutados
por muestra en cada grupo

P Valor P Valor ajustado
RTK/RAS 0.98 0.98
TP53 0.91 0.98
WNT 0.01 0.13
Ciclo Celular 0.74 0.95
TGF-Beta 0.64 0.95
NOTCH 0.58 0.95
PI3K 0.16 0.47
HIPPO 0.08 0.34
NRF2 0.74 0.95

MYC = -

Tabla 21. Asociacion entre el nimero de genes mutados por muestra en cada grupo,
analizados unicamente con panel 300, y las distintas vias de sefalizacion segun
Oncogenic Signaling Pathways. Evaluacién del niumero de genes mutados por muestra en
cada hallmark mediante la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05, p ajustado<0.25). Se destacan en
negrita los resultados estadisticamente significativos.
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WNT

P valor P valor ajust.
Grupo A vs Grupo B 0.99 0.99
Grupo A vs Grupo C 0.08 0.17
Grupo B vs Grupo C 0.004 0.013

Tabla 22. Correlacién entre las cohortes del estudio y las distintas vias de sefalizacion
segun Oncogenic Signaling Pathways. Evaluacion del numero de genes mutados por muestra
en cada via mediante la prueba de Kruskal-Wallis, con comparaciones por pares utilizando la
prueba de Dunn (p<0.05, p ajustado<0.05). Se destacan en negrita los resultados
estadisticamente significativos.

Las diferencias observadas en el enriquecimiento de la via de WNT en la cohorte
B podrian explicarse fundamentalmente por el mayor numero de mutaciones
detectadas en el gen APC en esta cohorte, como se evidencio en el analisis

previo de mutaciones individuales.

6.3.4.5. Analisis molecular basado en Pancancer Significantly Mutated Genes

En este apartado, las agrupaciones se establecen a partir de una base de datos
que clasifica los genes segun distintos procesos biolégicos relacionados con el
cancer. Este enfoque diferente puede complementar los analisis previos, en los
que la clasificacion se realizoé en funcién de los hallmarks del cancer o de vias
de sefalizacion celular. En este caso, los datos se extraen de una base de datos
derivada de cohortes del TCGA (221). En la tabla 23 se presenta el numero de
genes asociados a cada proceso biolégico segun la base de datos, asi como el

numero de genes evaluados en nuestra poblacion para cada uno de estas vias.
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Pancancer Significantly = Genes analizados
Mutated Genes en el estudio

Apoptosis 3 0
Ciclo celular 8 2
Modificadores de histonas de la cromatina 15 0
Ofros procesos de la cromatina 14 0
Complejo SWI/'SNF de la cromatina 8 1
Modificadores del ADN (Epigenética) 1 0
Integridad del genoma 14 2
Modificacion de histonas 3 0
Sefializacion inmune 10 0
Sefializacion MAPK 9 5
Metabolismo 2 2
Sefializacion NFKB 2 0
Sefializacion NOTCH 1 1
Sefializacion PI3K 9 4
Homeostasis de proteinas/ubiquitinacion 15 2
Abundancia de ARN 15 0
Sefializacion RTK 16 11
Corte y empalme (Splicing) 6 0
Sefializacion TGF-B 7 1
Sefializacion TOR 3 1
Factor de transcripcién 39 2
Sefializacion Wnt/B-catenina 8 3
Otras sefiales 28 5
Otros 22 0

Tabla 23. Numero de genes incluidos en cada proceso biolégico asociado al cancer segun
la base de datos Pancancer Significantly Mutated Genes y su representacién en nuestra
poblacién de estudio (221).

El mapa de calor representado en la figura 37, proporciona una vision general de
los genes analizados en nuestro estudio y que estan incluidos en cada base de
datos, destacando en rojo aquellos genes que presentan mutaciones
patogénicas en este estudio. Los resultados revelan que, a diferencia de lo que
pasaba con los hallmarks, aqui tampoco existe superposicion de genes entre las

distintas vias, aunque se mantiene una proporcion considerable de los genes
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analizados y alterados en nuestro estudio que no esta presente en la base de
datos, lo que resalta las limitaciones en la cobertura de la misma. Entre las
mutaciones patogénicas de nuestra poblacion que no se encuentran
representadas en esta base de datos, destacan ABL1, CSF1R, NOTCH2,
NOTCH3 y NOTCHA4.
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Figura 37. Distribucién de los genes evaluados y su asociacion con cada proceso
biolégico asociado al cancer segun Pancancer Significantly Mutated Genes. El mapa de
calor proporciona una visién global de los genes analizados, resaltando en rojo aquellos con
mutaciones patogénicas identificadas en nuestras muestras.

Para identificar diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de
genes mutados por via de sefalizacion entre las distintas cohortes del estudio,
se aplico el test de Kruskal-Wallis de manera individual para cada via presente
en la base de datos Oncogenic Signaling Pathways. Se evalud el numero de
genes mutados por muestra, agrupadas segun la pertenencia a una de las tres
cohortes del estudio. Los resultados obtenidos no revelaron diferencias
significativas en el numero de genes mutados por muestra entre las diversas vias

de sefializacion intracelular (tabla 24).
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Comparacién del numero de genes mutados
por muestra en cada grupo

P Valor P Valor ajustado
Ciclo celular 0.59 0.65
Complejo SWI/SNF de la cromatina 011 0.47
Integridad del genoma 024 0.51
Seifializacion MAPK 0.11 0.47
Sefializacion NOTCH 0.42 0.51
Sefializacién PI3K 043 0.51
Homeostasis de proteinas/ubiquitinacion 0.36 0.51
Sefializacion RTK 0.32 0.51
Sefializacion TGF-B 0.65 0.65
Sefializacion TOR 0.36 0.51
Factor de transcripcién 0.32 0.51
Sefalizacion Wnt/B-catenina 0.4 0.47
Otras sefiales 0.36 0.51

Tabla 24. Distribucién de los genes evaluados y su asociaciéon con cada proceso biolégico
asociado al cancer segun Pancancer Significantly Mutated Genes. Evaluacion del nimero
de genes mutados por muestra en cada proceso mediante la prueba de Kruskal-Wallis (p < 0.05,
p ajustado < 0.25).

6.4. Contexto inmunolégico del tumor asociado al patréon de diseminacion

El contexto inmunolégico tumoral se evalué mediante VIGex en 129 pacientes
de la poblacion de estudio, distribuidos de la siguiente manera: 16 pacientes en
el grupo A (12,4%), 75 en el grupo B (58,1%) y 38 en el grupo C (29,5%). Al
examinar el porcentaje de pacientes con analisis de VIGex en cada grupo, se
observa que este se realiz6 en el 7,8% de los pacientes del grupo A, el 11% del
grupo By el 12,8% del grupo C (figura 38). Es importante destacar que todas las
determinaciones de VIGex se realizaron en el tumor primario para garantizar la
homogeneidad de las muestras y evitar posibles sesgos derivados de la

evaluacion del contexto inmune en multiples localizaciones metastasicas.
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Figura 38. Proporcion de pacientes con estudio VIGex realizado. Diagrama de barras que
muestra el porcentaje de pacientes con estudio VIGex efectuado (azul oscuro) en comparacion
con los que no lo tienen (azul claro).

Las caracteristicas de la poblacion de estudio con analisis disponible de VIGex,
asi como las de cada grupo, se resumen en la tabla 25. En el total de la
poblacién, la mediana de edad es de 58 anos, con una distribucion de 44% de
mujeres y 56% de hombres. El 39% de los tumores fueron clasificados como T4,
y el 85% presentaron afectacién ganglionar (N+). El 40% de los pacientes tenian
tumores metacrénicos, aunque con una distribucién desigual: 19% en el grupo
A, 30% en el grupo By 69% en el grupo C (p<0.001). Ademas, el 19% de los
pacientes de la poblacién total presentaron tumores del lado derecho y un 19%

tumores de recto, sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.
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Caracteristica Global, N = 129" Grupo A, N = 16" Grupo B, N =75 Grupo C, N =338 p-valor’

Edad al diagnéstico (afios) 0.8
Media (DE) 57 (12) 56 (10) 57 (12) 57 (13)
Mediana (RIQ) 58 (50, 65) 55 (51, 67) 53 (50, 66) 60 (51, 65)
Rango 22,79 35,74 30,79 22,79
Género 0.3
Mujer 57 (44%) 9 (56%) 29 (39%) 19 (50%)
Hombre 72 (56%) 7 (44%) 46 (61%) 19 (50%)
Estadiaje T =0.9
T1-3 59 (61%) 6 (55%) 31 (62%) 22 (61%)
T4 38 (39%) 5 (45%) 19 (38%) 14 (39%)
Estadiaje N 0.7
NO 15 (15%) 1(8.3%) 7 (14%) 7 (19%)
N+ 82 (85%) 11 [92%) 42 (86%) 26 (81%)
Sincrénico/Metacrénico =0.001
Sincrénico 77 (60%) 13 (81%) 52 (70%) 12 (32%)
Metacrénico 51 (40%) 3 (19%) 22 (30%) 26 (68%)
Localizacién tumor primario 0.7
Derecho 24 (19%) 2 (13%) 17 (23%) 5 (13%)
lzquierdo 72 (56%) 10 [67%) 41 (55%) 21 (55%)
Recto 32 (25%) 3 (20%) 17 (23%) 12 (329%)
Cirugia tumor primario =0.001
No 36 (28%) 6 (38%) 28 (37%) 2 (5.3%)
si 93 (72%) 10 (63%) 47 (63%) 36 (95%)
Quimioterapia adyuvante 0.010
No 106 (829%) 14 (83%) 67 (39%) 25 (66%)
si 23 (18%) 2 (13%) 8 (11%) 13 (34%)
Seguimiento desde primera metastasis (meses) 0.7
Media (DE) 31(19) 29 (12) 30 (17) 34 22)
Mediana (RICQ) 27 (19, 41) 29 (20, 35) 26 (19, 40) 28 (18, 42)
Rango 1, 102 9, 56 1,74 4,102
n (%)

“ test de Kruskall-Wallis: prueba chi cuadrado de independencia; test exacto de Fisher

Tabla 25. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién total y de las cohortes
del estudio con analisis de VIGex disponible.

En cuanto a los resultados de VIGex en los tres grupos de estudio, estos se
resumen en la tabla 26 y la figura 39. En el grupo A, se observa un 31% de
tumores clasificados como Hof, un 56% como iCold y un 13% como Cold. En el
grupo B, estos porcentajes fueron del 17% para tumores Hot, 61% iCold y 21%
Cold. Finalmente, en el grupo C, se clasificaron como Hot el 21% de los tumores,
76% como iCold y 2,6% como Cold.

Grupo
A B C Total p—valor7
Cluster Vigex 0.050
Cold 2(13%) 16 (21%) 1(2.6%) 19 (15%)
iCold 9 (56%) 46 (61%) 29 (76%) 84 (65%)
Hot 5(31%) 13 (17%) 8 (21%) 26 (20%)
Total 16 (100%) 75 (100%) 38 (100%) 129 (100%)

" test exacto de Fisher
Tabla 26. Distribucion de los resultados de VIGex en las diferentes cohortes del estudio.
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76.3%

Grupo A Grupo B Grupo C

Figura 39. Representaciéon grafica de la distribuciéon de los resultados de VIGex en las
distintas cohortes del estudio. (p=0.05)

Ante los resultados obtenidos y observando que el patron de distribucion de los
tumores Cold parece estar influido por la presencia de metastasis hepaticas, se
decidid realizar un analisis agrupando los grupos A y B. Estos hallazgos,
resumidos en la figura 40, confirman diferencias estadisticamente significativas
en el patron de tumores Cold entre las cohortes, siendo su presencia anecdética
en la cohorte C y observandose principalmente en los pacientes con metastasis

hepaticas.

B cod BB icold | Hot

76.3%

19.8%1

Grupos A+ B Grupo C

Figura 40. Representacion grafica de la distribucion de los resultados de VIiGex segun la
presencia o no de metastasis hepaticas. Se observan diferencias estadisticamente
significativas en el patron de tumores de distribucién de los tumores Cold (p=0.041).
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Se realizé un analisis del perfil VIGex en funcién de la localizacion del tumor
primario, diferenciando entre tumores de recto y tumores del resto del colon,
como se muestra en la figura 41. No se observaron diferencias significativas en
el perfil inmunoldgico entre ambas localizaciones. En la figura 42 se presenta la
relacion entre estas localizaciones y la presencia o ausencia de metastasis
hepaticas. Es importante sefalar que, en la cohorte C, solo se identificd un

paciente con un tumor cold en el recto y ninguno con un tumor cold en el colon.

B coe B0 icols  Hot

71.9%

Colon Recto

Figura 41. Representacion grafica de la distribucion de los resultados de VIGex segun la
localizacion del tumor primario. No se observan diferencias estadisticamente significativas

(p=0.6)

B cod B icoid | Hot

Colon Recto

83.3% 73.1%

Grupos A+ B Grupe C Grupos A+ B Grupe C

Figura 42. Representacion grafica de la distribucion de los resultados de ViGex segun la
localizacion del tumor primario y en funcion de la presencia o no de afectacion hepatica.
No se observan diferencias estadisticamente significativas en tumores de recto (p=0.5),
destacando la ausencia de tumores cold en los pacientes con tumores de colon (p=0.12).
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Finalmente, en la figura 43 se presenta el perfil de los tumores sincronicos y
metacronicos en funcién de las tres cohortes de estudio. Destaca que en la
cohorte A todos los tumores cold son de aparicion sincrénica, mientras que en la
cohorte B estos tumores cold se observan tanto en presentaciones sincrénicas
como metacronicas. En la cohorte C, el unico caso de tumor cold,
correspondiente a una metastasis metacronica, no permite extraer conclusiones
significativas, mas allda de evidenciar la baja prevalencia de este subtipo

inmunoldgico en pacientes sin metastasis hepaticas.

B cow [ oo | Hot

Grupo A Grupo B Grupo C

91.7%
515% 59.1%

69.2%

S08% 33.3% .
25.0% 27.3%
26.9%

15.4% 13.5% 13.6%

Sincranice Metacrénico Sincronico Metacronico Sinerénico Metacranice

Figura 43. Representacion grafica de la distribuciéon de los resultados de VIGex segun la
afectacion metastasica sincrénica y metacronica en cada cohorte. No se observan
diferencias estadisticamente significativas entre las cohortes (cohorte A: p > 0.9; cohorte B:
p=0.3; cohorte C: p=0.4).

6.5. Correlaciéon entre el patron de distribucion de metastasis y la

supervivencia

El analisis de la supervivencia global en la poblacién de estudio muestra una
ventaja en el Grupo C, con una mediana de 32 meses, en comparacion con los
22 meses del Grupo Ay los 24 meses del Grupo B (p<0.001), como se ilustra en
la figura 44. En cuanto a los subgrupos B1, B2 y B3, hay una tendencia del
subgrupo B3 a presentar mejor supervivencia (mediana de 23 meses), siendo el
subgrupo B2 el que presenta peor supervivencia global, con una mediana de 16

meses (figura 45).
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HR = Cociente de riesgos instantaneos, Cl = Intervalo de confianza

Figura 44. Supervivencia global por cohortes desde el diagnéstico de la enfermedad
metastasica. (Kaplan-Meier)
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Figura 45. Supervivencia global por subgrupos desde el diagnéstico de la enfermedad
metastasica. El subgrupo B1 incluye pacientes con enfermedad hepatica inicial que desarrollan
enfermedad extrahepatica posteriormente; B2, con afectacidbn metastasica hepatica y
extrahepatica al inicio; y B3, con afectacién extrahepatica inicial seguida de enfermedad
hepatica. (Kaplan-Meier).
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Asi mismo, destaca una mejor supervivencia para aquellos pacientes con
tumores metacronicos, alcanzando una mediana de supervivencia global de 29

meses, frente a los 24 meses de los tumores sincronicos (figura 46).
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Figura 46. Supervivencia global segin el momento de aparicion de la enfermedad
metastasica (sincrénica o metacrénica). (Kaplan-Meier)

Finalmente, al analizar el impacto de VIGex en la SG, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos subgrupos, lo cual
podria atribuirse al numero limitado de pacientes al dividir la muestra en multiples
subgrupos. Sin embargo, se aprecian tendencias clinicamente relevantes al
comparar los 35 meses de SG en el grupo C iCold y los 32 meses en el grupo C
Hot, frente a los 21 meses observados en el grupo B Hot. Los detalles de la
evolucion de cada cohorte segun los resultados de VIGex se encuentran

resumidos en la figura 47.
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Figura 47. Supervivencia global por cohortes en funcion de los resultados de VIGex.

(Kaplan-Meier)
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7. DISCUSION

Este estudio analiza una cohorte de pacientes con CCRm irresecable con el
proposito de identificar factores determinantes asociados a distintos patrones de
diseminacion metastasica. En particular, se pretende caracterizar las diferencias
entre los pacientes con enfermedad exclusivamente hepatica y aquellos con
afectacion extrahepatica, con el fin de mejorar la estratificaciéon y deteccién
precoz de aquellos con mayor probabilidad de desarrollar una diseminacion

permanentemente limitada al higado.

A continuacion, se discuten las caracteristicas mas relevantes de la muestra
analizada, los principales resultados obtenidos y su comparacion con estudios
recientes reportados en la literatura, junto con las limitaciones mas destacadas

del estudio.

7.1. Seleccién de la muestra

La muestra seleccionada incluyé inicialmente 1.263 pacientes con CCRm y
enfermedad irresecable, diagnosticados en el Hospital Vall de Hebrén entre el 1
de enero de 2010 y el 31 de diciembre de 2019. La fecha de corte de los datos,
establecida el 31 de diciembre de 2019, tuvo como objetivo garantizar un
seguimiento minimo de 3 afos para los pacientes que seguian vivos en ese
momento, con el fin de obtener una aproximacion mas precisa del patrén de
diseminacion acorde con los tres grupos considerados en el estudio. Si bien es
cierto que el periodo de seguimiento se establecio arbitrariamente, su eleccién
fue basado en los datos presentados por Ongaro y col. (209). En este estudio,
se establecio que el riesgo acumulado de desarrollar enfermedad extrahepatica
en los primeros 3 anos es del 65% (37% el primer afio, 17% el segundo y 11%
el tercero), mientras que disminuye a <4% mas alla de los 3 afios. Ademas, se
tuvo en consideracion que la mediana de SG de los pacientes con CCRm oscila

entre 24 y 36 meses.

El estudio se centrd exclusivamente en pacientes con enfermedad metastasica

irresecable. La seleccion de esta poblacidén tenia como objetivo homogeneizar la
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cohorte, facilitar la comprension de la distribucion metastasica a lo largo de la
enfermedad y evitar los sesgos derivados del impacto de posibles intervenciones
quirurgicas. Este ultimo punto se tuvo en consideracion a raiz de los resultados
del estudio previamente mencionado, donde Ongaro y col. confirmaron el
impacto que tiene la reseccidn de las metastasis hepaticas, especialmente

cuando se realiza en una segunda intervencion, en la SLP extrahepatica (209).

El principal criterio de exclusion del estudio fue la presencia de mutaciones
BRAFV69E yjo MSI en el tumor. Esta decision se basa en el hecho de que los
pacientes con dichas alteraciones moleculares se correlacionan con un proceso
de carcinogénesis especifico asociado ademas a un patron de diseminacion y
comportamiento metastasico particular. En primer lugar, el proceso de
carcinogénesis asociado a estos subtipos moleculares diferente a la via
convencional. Mientras que un 65-70% de los CCR se originan a través de la via
de inestabilidad cromosdémica, estos tumores lo realizan a través de la via de
MSI y/o de la via del fenotipo metilador de islas GpC (20). Estas mutaciones,
ademas, se asocian a una mayor frecuencia de diseminacién peritoneal en
comparacion a aquellos pacientes sin dichas alteraciones moleculares
(224,225). Recientemente se han publicado datos del Registro de Tratamiento
del Cancer Colorrectal Recurrente y Avanzado de Australia donde se evalua el
patron de diseminacién de debut de 4.613 pacientes con CCR tratados en
multiples centros australianos entre 2009 y 2023. De estos pacientes, 1.299
debutaron con enfermedad limitada al higado, confirmandose en esta poblacién
una menor tasa de mutaciones BRAFV690E (7.6 % vs. 14.3 %, p < 0.001) e MSI
(2.8 % vs. 7.4 %, p < 0.001) comparados con otros patrones de diseminacién
(226). Asi mismo, estos pacientes disponen de tratamientos especificos dirigidos
que pueden también condicionar la evolucion de la enfermedad. Por
consiguiente, al ser consideradas como entidades distintas que requieren una

aproximacion especifica y diferenciada, se decidio su exclusion del estudio.

Finalmente, se decidi6 dividir la poblacién del estudio en tres cohortes en funcion
de su patréon de diseminacion: pacientes con enfermedad permanentemente
limitada al higado a lo largo de toda la enfermedad (Grupo A), pacientes con
presencia tanto de enfermedad hepatica y extrahepatica (Grupo B) y pacientes
con enfermedad exclusivamente extrahepatica (Grupo C). Esta clasificacion se

138



establecio con el objetivo de estudiar una poblacién de pacientes que, a pesar
de compartir un perfil molecular homogéneo basado en la carcinogénesis
mediada por inestabilidad cromosdmica y un mismo patron circulatorio, muestran
una notable variabilidad en la distribucion de la enfermedad. Esta
heterogeneidad en el comportamiento clinico sugiere que, aunque los tumores
comparten mecanismos moleculares subyacentes, las vias de diseminacion
metastasica pueden estar influidas por factores adicionales, lo que subraya la
importancia de estudiar estos patrones diferenciados para identificar posibles

moduladores del comportamiento metastasico.

Si bien se considero la posibilidad de agrupar la poblaciéon en dos categorias
amplias (enfermedad limitada permanentemente al higado frente a patrones de
diseminacion alternativos), se optd por una clasificacién en los tres patrones
especificos previamente detallados. Esta decision responde no solo a la
relevancia clinica, como se argumentd exhaustivamente en la justificacién de
esta tesis, sino también a la necesidad de capturar y contrastar adecuadamente
fenotipos extremos (Grupo A frente al Grupo C) y de analizar las posibles
interrelaciones dentro del Grupo B, que representa un fenotipo mixto de
afectacion. Esta estrategia de clasificacion permite un analisis detallado de las
similitudes y diferencias en los patrones de distribucion metastasica, facilitando
asi una caracterizacion mas precisa y profunda de la heterogeneidad tumoral

observada.

Desde una perspectiva clinica, la identificacion de estos patrones de
diseminacion metastasica es fundamental, ya que su caracterizacion temprana
puede ser clave para personalizar las estrategias terapéuticas. Diferentes
patrones de diseminacidon pueden estar asociados con respuestas variables a
las intervenciones terapéuticas, y reconocer de manera precoz estas entidades
podria tener un impacto significativo en la toma de decisiones clinicas,
mejorando los resultados para los pacientes a través de tratamientos mas
dirigidos y especificos, adaptados a la extensién y localizacion de su enfermedad

metastasica (213).
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7.2. Caracteristicas clinicas y patolégicas de la poblacién del estudio

Las caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio se asemejan a las de
la poblacion general afectada por CCRm. La edad promedio de los pacientes es
de 63 afios, que es algo inferior a la media de diagnodstico en los paises
occidentales, donde suele ser de 68 afios para el cancer de colon y de 62 afnos
para el cancer de recto (11). Este factor puede estar condicionado por el hecho
de que el 60% de los pacientes de nuestra poblacion son pacientes referidos de
otros centros y ademas es especialmente frecuente la derivacion de pacientes
jévenes para ser valorados para potencial inclusion en un ensayo clinico. En
cuanto a la distribucion por sexo, se observd una mayor prevalencia en hombres,
un hallazgo que coincide con datos previos en los que la incidencia en mujeres

es hasta un 30-40% menor segun la region geografica (2,11).

En relacién con la localizacion del tumor primario, los datos obtenidos son
consistentes con los de estudios publicados en el contexto de enfermedad
metastasica. Se observa alrededor de un tercio de los pacientes con tumor
primario ubicado en el colon derecho y dos tercios con tumores de colon

izquierdo y recto (227).

Destacar, no obstante, que en nuestra poblaciéon hay una menor presencia de
tumores de recto (24%) en comparacion con la incidencia esperada en nuestro
pais, que se situa en torno al 33% de acuerdo con los datos reportados por
SEOM en el afio 2023 (228). Remarcar, ademas, que se observa un
enriquecimiento estadisticamente significativo de tumores rectales en el Grupo
C (28% frente al 15% y 24% en los Grupos A y B, respectivamente). Este ultimo
fendmeno esta probablemente condicionado por las diferencias en la circulaciéon
venosa que drena las distintas regiones del intestino. En este sentido, recordar
que el recto posee un sistema de drenaje venoso dual que permite la
diseminacion de células tumorales tanto al higado como a érganos distantes,
como los pulmones, a diferencia del colon, cuyo drenaje es mayoritariamente
portal y favorece la metastatizacion a nivel hepatico. Esta diferencia explica la
mayor propension de los tumores de recto a desarrollar metastasis pulmonares
en comparacion con los tumores de colon (227). Asi mismo, los pacientes con

tumores de recto, tal y como hemos observado nuestro analisis, presentan con
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mayor frecuencia enfermedad metastasica metacrdnica, lo que implica una
mayor probabilidad de ser candidatos a cirugia para el tratamiento de estas
metastasis de comportamiento mas indolente. Dado que en nuestra poblacion
de estudio se excluyeron los pacientes con cirugia de las metastasis, esta
condicion podria justificar el menor numero de casos de tumores de recto

observados en nuestra poblacién en comparacion con lo esperado.

En relacion con la distribucion metastasica, aproximadamente el 71% de los
pacientes presentd metastasis hepaticas (19,9% en el Grupo Ay 51,2% en el
Grupo B), un porcentaje coherente con lo reportado en la literatura (227,229).
Las referencias sobre pacientes con enfermedad permanentemente limitada al
higado son escasas. Entre ellas, destaca un estudio que analizé una cohorte de
225 pacientes con enfermedad hepatica irresecable al diagndstico, reportando
que el 23% mantuvo la enfermedad confinada al higado durante todo el
transcurso de la enfermedad. Aunque este porcentaje supera ligeramente el
19,9% observado en nuestra serie, es relevante sefialar que en la cohorte italiana
hasta un 73% de los pacientes fueron posteriormente sometidos a cirugia
hepatica, pudiendo esta estrategia terapéutica influir en el patron posterior de
distribucion metastasica (209). Recientemente, nuestro grupo, en colaboracién
con René Adam, llevé a cabo una revisién exhaustiva del patron de recurrencia
tras la cirugia de metastasis hepaticas en 33.581 pacientes incluidos en la base
de datos LiverMet Survey. El analisis reveld que el 16% de los pacientes que
presentaron recidiva tras la cirugia desarrollaron una enfermedad
permanentemente confinada al higado (210). Con estos datos, podemos concluir
que el porcentaje observado en nuestra serie se encuentra dentro del rango de

porcentajes reportados en estudios previos.

7.2.1. Enfermedad sincrénica vs. metacronica

En relacion con el porcentaje de tumores sincronicos, este se situa alrededor del
68% en nuestra poblacién. Este porcentaje es muy superior a los esperable en
el global de la poblacién con CCR, donde la incidencia de tumores sincronicos
se situa alrededor del 17-20% (230). Esta diferencia estd claramente

condicionada por el sesgo de seleccion de los pacientes del estudio, dado que
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el estudio incluye exclusivamente a aquellos con enfermedad irresecable. En los
pacientes con tumores metacronicos, la probabilidad de someterse a cirugia para
tratar la afectacibn metastasica es mayor en comparacion con aquellos con
enfermedad sincronica. Como consecuencia, la exclusion de estos pacientes
metacronicos del estudio ha contribuido a las diferencias observadas en este
aspecto (226).

No obstante, a pesar del enriquecimiento en pacientes con tumores sincronicos,
resulta llamativa la distribucidn desigual entre las cohortes del estudio,
observandose diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con
metastasis hepaticas y aquellos sin afectacion hepatica. En el Grupo A hubo un
menor porcentaje de pacientes metacronicos (15%) en comparaciéon con el
Grupo B (23%) y, de manera destacada, con el Grupo C (59%), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p=0.005). Estas diferencias han sido
también observadas en otras series publicadas en la literatura, siempre con
tendencia a observar una asociacion entre las metastasis hepaticas y los
tumores sincroénicos (210,226,231). Aunque este fendmeno ya es conocido, los

mecanismos moleculares subyacentes aun no han sido esclarecidos.

En este sentido, nuestro grupo ha presentado recientemente los datos del perfil
molecular, diferenciando entre enfermedad metastasica sincronica vy
metacronica, sin encontrar diferencias genéticas significativas entre estos dos
subgrupos de pacientes (232). Dado que no se ha identificado un perfil
mutacional diferente entre ambas entidades, los proximos esfuerzos deberan
enfocarse en el estudio del microambiente tumoral y la interaccion entre el
sistema inmunitario y el tumor como posibles factores determinantes de este

fendmeno.

7.3. Caracteristicas moleculares de la poblacion de estudio
7.3.1. Perfil de mutaciones por cohortes del estudio

La disponibilidad de datos moleculares en una proporcién significativa de la

poblacion de estudio resalta la importancia de maximizar el aprovechamiento de
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la informacion accesible para abordar preguntas aun sin respuesta en la biologia
del CCRm. En un contexto en el que las tecnologias de NGS han revolucionado
la caracterizacion molecular de los tumores, el acceso a grandes volumenes de
datos mutacionales representa una oportunidad Unica para la identificacion de
patrones gendmicos con implicaciones bioldgicas y clinicas. En este sentido, la
integracion de informacién molecular ya disponible mediante enfoques analiticos
robustos es un recurso fundamental para avanzar en el conocimiento de esta

enfermedad y generar hipotesis que puedan ser validadas en estudios futuros.

En este estudio, se dispuso de datos moleculares de un total de 360 muestras
de pacientes, lo que representa aproximadamente un tercio de la poblacion total
del estudio, con una distribucion equitativa entre las tres cohortes evaluadas. La
mayor parte de los datos, aproximadamente el 70%, se generaron mediante
secuenciacion con el test Amplicon, mientras que el resto corresponde al panel
300. Esta distribucion esta directamente relacionada con el periodo de inclusion
de los pacientes, ya que entre 2010 e inicios del 2017 se empled principalmente
la tecnologia de Amplicon, mientras que en los ultimos tres afios del estudio se
utilizé el Panel VHIO card-300. Con el propdsito de optimizar el tamafio muestra
y garantizar la consistencia en los analisis comparativos, se procedié a la

identificacion y analisis de los genes compartidos entre ambas técnicas.

La mayoria de las muestras analizadas en este estudio provienen del tumor
primario, siguiendo la practica clinica habitual de realizar la caracterizacion
molecular en el tejido mas accesible y disponible desde el diagndstico inicial.
Estas muestras suelen obtenerse en etapas tempranas de la enfermedad y se
consideran representativas del perfil molecular, dada la alta concordancia
observada entre el tumor primario y las metastasis en CCR (233). Mutaciones
clave en genes como KRAS, BRAF y PIK3CA se han identificado
consistentemente en ambas localizaciones (primario vs. metastasis), lo que
justifica el uso del tumor primario para guiar decisiones terapéuticas, tal y como

también recomiendan las guias clinicas (99).

El analisis final realizado abarcé un total de 57 genes combinados, de los cuales
31 presentaron mutaciones patogénicas. Como se observa en la figura 21, la
distribucién de los genes mutados entre las diferentes cohortes revela una
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marcada superposicion, lo que indica una cierta uniformidad molecular entre

ellas.

Para esclarecer la ‘carga’ mutacional de cada cohorte de estudio, se decidio
valorar el numero de mutaciones por muestra y el numero de genes mutados por
muestra entre las 3 cohortes de estudio. En global, el numero de mutaciones
detectadas por muestra fue relativamente bajo, con una mediana de 2 a 3
mutaciones por muestra, resultados similares al numero de genes mutados por
muestra. Este bajo numero de mutaciones puede atribuirse principalmente a
varios factores. En primer lugar, los tumores hipermutados, asociados en su
mayoria a MSI, han sido excluidos de la poblacion de estudio. En segundo lugar,
el analisis considera unicamente mutaciones patogénicas, excluyendo aquellas
de significado incierto, lo que contribuye a la menor cantidad de mutaciones
identificadas por muestra. Ademas, el analisis se baso6 en un panel de 57 genes
disefiados para el cribado clinico, la ‘carga’ mutacional obtenida no es
representativa del exoma completo, sino de un subconjunto de genes con
relevancia oncoldgica, sin ser representa la totalidad de las alteraciones en el

genoma tumoral.

A pesar del numero de mutaciones relativamente bajo por muestra, hay que
destacar que se observaron diferencias estadisticamente significativas que
indican un mayor numero tanto de mutaciones por muestra como de genes
mutados en la cohorte B. Si bien no esta claro cuales son los motivos de dichas
diferencias, una posible explicacion podria ser la necesidad de adaptacion de
dichos tumores a multiples érganos a distancia. Sin embargo, a pesar de que
estas diferencias son estadisticamente significativas, ante la escasa magnitud

de cambio son probablemente poco relevantes desde el punto de vista clinico.

Si analizamos gen por gen las mutaciones encontradas en nuestra poblacion,
destacan APC, TP53 y KRAS como las tres mas prevalentes en nuestra serie,
un hallazgo que se alinea con lo descrito en la literatura (234). A modo de
ejemplo, el perfil mutacional del cancer de colon segun el TCGA muestra que
APC esta mutado en aproximadamente el 80% de los casos, TP53 en el 60%,
KRAS en el 40%, PIK3CA en el 10-20% y SMAD4 en el 10-15% (234). Estos
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hallazgos coinciden con los resultados observados en nuestra poblacion de

estudio.

Aunque la distribucion de mutaciones es, en general, homogénea entre las tres
cohortes, se observa una mayor frecuencia de mutaciones en APC en la cohorte
B y una menor frecuencia de mutaciones en KRAS en la cohorte A. Este ultimo
hallazgo coincide con estudios previos que sugieren que los pacientes con
mutacion en KRAS tienen una mayor probabilidad de desarrollar metastasis
pulmonares durante el curso de la enfermedad (235-237). En cuanto a las
mutaciones en APC, aunque no se han identificado diferencias claras en su
prevalencia segun la localizacion metastasica segun los datos reportados en la
literatura, su presencia se correlaciona con una mayor probabilidad de estar
asociada a tumores de lado derecho y a un peor prondstico (238,239). Es
importante destacar nuevamente que, si bien estas diferencias en la prevalencia
de KRAS y APC son estadisticamente significativas, la variacion porcentual entre

las cohortes no presenta implicaciones clinicas relevantes.

Con el fin de determinar una distribucion especifica de las mutaciones
encontradas en cada cohorte del estudio, se realizé un analisis distributivo de las
mutaciones detectadas segun cada una de estas cohortes. En este analisis, no
se observaron diferencias significativas en su distribucién, tal y como se muestra
en la figura 24. Asimismo, cuando las cohortes se agruparon en funcién de la
presencia o ausencia de metastasis hepaticas o segun si presentaban o no
enfermedad extrahepatica, tampoco se identificaron diferencias sustanciales en
el perfil mutacional. Estos hallazgos sugieren que una falta de correlacion
molecular clara que permita distinguir entre los grupos, sugiriendo una
homogeneidad subyacente en el perfil mutacional, independientemente de las
caracteristicas clinicas o metastasicas de cada cohorte. Al menos cuando

analizamos, gen por gen, las mutaciones mas comunes en CCR.

7.3.2. Andlisis en funcion de agrupaciones de mutaciones

Con el objetivo de profundizar en la comprension del proceso de diseminacion

tumoral, se realizaron distintos analisis para agrupar los patrones mutacionales
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de las distintas muestras de cada cohorte. El propdsito fue identificar posibles
correlaciones entre conjunto de mutaciones y los diferentes patrones de
diseminacion. Para ello, se llevd a cabo la agrupacion de dichas mutaciones en
funcion distintos aspectos que se consideraron relevantes desde el punto de
vista en el entendimiento molecular de esta enfermedad. En este sentido, se
agruparon dichas mutaciones segun los hallmarks del cancer, segun las vias de
sefnalizacion mas relevantes vy, finalmente, de acuerdo con distintos procesos
biolégicos relacionados con la carcinogénesis, utilizando para ello los datos

disponibles en distintas bases de datos previamente reportados en la literatura.

Es cierto que el estudio de mutaciones se centra en alteraciones estaticas del
ADN vy no refleja la funcionalidad de los genes mutados, como si podria hacer el
analisis de expresion génica, por ejemplo, que ofrece una vision dinamica del
comportamiento celular en tiempo real. Este hecho limita la capacidad de nuestro
estudio para capturar cémo los genes realmente influyen en los procesos
biologicos, especialmente en respuesta a cambios en el microambiente tumoral,
reduciendo asi la precision en la identificacion de mecanismos clave y posibles
dianas terapéuticas, aspecto que se comentara mas ampliamente en el apartado
de limitaciones del estudio. No obstante, se decidio realizar este analisis para
poder explorar agrupaciones de mutaciones que permitan identificar dichos
patrones de diseminacién de una manera relativamente sencilla y que pudiera
realizarse homogéneamente y ser facialmente aplicable en la practica clinica
habitual.

A continuacion, discutimos los hallazgos segun cada uno de los analisis de

agrupaciones de mutaciones realizados.

7.3.2.1. Agrupacioén en funcién de hallmarks del cancer

La propuesta de agrupar las distintas mutaciones segun los hallmarks del cancer
se fundamenta en el impacto significativo que estos han tenido en la evolucién
conceptual de la biologia tumoral en las ultimas décadas. Desde la publicacién
inicial en 2001 hasta las actualizaciones mas recientes, los hallmarks han sido

esenciales para delinear de forma clara las propiedades intrinsecas que
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subyacen a la transformacion maligna de las células tumorales, proporcionando
un marco tedrico robusto que facilita la interpretacion de la complejidad del
comportamiento neoplasico (222,223,240). Este enfoque no solo ha permitido
comprender como las células tumorales adquieren ventajas adaptativas en su
microambiente, sino que también ha servido como una base crucial para el

desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas.

Entre las bases de datos que agrupan los distintos genes en funcién de estos
hallmarks, destacan el Cancer Hallmark Genes, que contempla 10 de estos

hallmarks, y el Cosmic Gene Consensus Hallmarks, que contempla 14 (218,219).

Uno de los desafios inherentes a estas bases de datos es que muchos genes
estan asociados simultaneamente a multiples hallmarks, lo que complica aun
mas el entendimiento preciso del papel que desempefa cada gen en dichos
procesos bioldgicos, un area que aun esta en fase de exploracion. Ante esta
complejidad, en este trabajo se ha optado por analizar de manera separada dos
bases de datos, e incluso, por combinar dichas fuentes con el fin de aportar
mayor robustez a los resultados obtenidos. Sin embargo, uno de los problemas
inherentes a nuestro estudio molecular es que los genes analizados no reflejan
necesariamente el panorama bioldgico completo, sino que derivan de programas
de prescreening para la inclusién de pacientes en ensayos clinicos, lo que limita
el numero de genes considerados. Esto genera, como se evidencia en las tablas
13 y 15, una cierta divergencia entre los genes detectados en nuestra muestra 'y
aquellos asociados a los hallmarks segun las bases de datos consultadas.
Ademas, como se observa en las figuras 28 y 30, hay limitaciones relacionadas
con genes de nuestras muestras que no se corresponden con ninguno de los

hallmarks analizados.

En general, destaca que los pacientes del grupo B presentan una mayor
asociacion con determinados hallmarks del cancer, como la activacion de
invasion y metastasis, la resistencia a la muerte celular, la evasion de sefales
de crecimiento, el mantenimiento de sefales proliferativas y la capacidad
replicativa inmortal, especialmente en comparacién con la cohorte A. Estos
hallazgos sugieren que las células tumorales en el grupo B podrian requerir una

alteracién mas profunda de ciertos hallmarks en funcién de una mayor capacidad
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para afectar multiples 6rganos, lo que se refleja en el perfil clinico mas avanzado
de esta cohorte. Por otro lado, el analisis general no revela un enriquecimiento
significativo de estos hallmarks en la cohorte de interés de nuestro estudio, la
cohorte A, lo que complica su identificacion anticipada mediante esta estrategia
de agrupacion molecular, sugiriendo que este enfoque puede no ser suficiente

para capturar las alteraciones clave en esta poblacién especifica.

7.3.2.2. Agrupacion en funcion de vias de sefializacion

Otra aproximacion interesante es realizar dicha agrupacion de genes en funcion
de vias de senalizacion. La clasificacion por vias de senalizacion aporta una
perspectiva mas precisa y detallada sobre los mecanismos moleculares que
subyacen en el comportamiento tumoral. Mientras que los hallmarks del cancer
ofrecen un marco amplio y conceptual, el enfoque en las vias de sefializacién
permite un entendimiento mas profundo de las interacciones -celulares
especificas, lo que facilita la identificacion de alteraciones clave con un mayor

potencial para desarrollar terapias dirigidas.

En la figura 35, se evidencia claramente que cada uno de los genes analizados
puede atribuirse a multiples vias de sefalizacion. Sin embargo, en nuestra
muestra se observa un marcado enriquecimiento de genes asociados a la via
MAPK, mientras que otras vias estdan escasamente representadas o incluso
ausentes. Ademas, dado que los genes analizados provienen de programas de
cribado, existe un porcentaje significativo de genes que no se asocian con
ninguna de las vias establecidas en la base de datos seleccionada, la Oncogenic
Signaling Pathways, lo que limita en parte los resultados obtenidos en este

analisis.

En términos generales, no se observan diferencias significativas entre las
distintas vias de sefalizacion analizadas, con la excepcién de la via WNT, que
muestra un enriquecimiento marcado en la cohorte B cuando analizamos
unicamente a los pacientes con el VHIO card-300. Este hallazgo se fundamenta
basicamente en el mayor numero de mutaciones de APC en este grupo de

pacientes tal y como se revisaba el apartado anterior. Si bien es cierto que dichos
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hallazgos deberan ser confirmados en cohortes de validacion, considerando la
magnitud de esta diferencia, su relevancia clinica es limitada, ya que no conlleva

implicaciones significativas en términos de manejo terapéutico.

7.3.2.3. Agrupacion en funcién de procesos biologicos

Otra aproximacion de interés es la agrupaciéon por procesos bioldgicos. Mientras
que la clasificacion por hallmarks se centra en las caracteristicas adquiridas por
las células cancerosas que les confieren ventajas selectivas, la clasificacion por
procesos biolégicos se enfoca en las funciones celulares especificas que son
alteradas por las mutaciones, ofreciendo perspectivas complementarias para la

comprension y el tratamiento del cancer.

Para realizar este analisis, hemos comparado los resultados de nuestras
muestras con los datos de la base de Pancancer Significantly Mutated Genes,
derivada de las cohortes del TCGA. Esta base de datos tiene como punto fuerte
a su favor el hecho de que constituye el analisis mas extenso hasta la fecha para
identificar genes impulsores del cancer, empleando uno de los conjuntos de
datos gendmicos mas completos disponibles (TCGA). Se identificaron 299 genes
impulsores especificos, aunque hay que destacar que el enfoque esta limitado al
analisis de mutaciones puntuales e indels pequenos, sin incluir variaciones en el

numero de copias, fusiones gendmicas o eventos de metilacion.

Sin embargo, la principal dificultad de este estudio para agrupar las mutaciones
encontradas en procesos bioldgicos radica en la complejidad de los sistemas
celulares y en como estas mutaciones afectan multiples rutas y funciones de
manera interconectada. Dado que muchas mutaciones no se limitan a un solo
proceso biolégico, sino que influyen en multiples funciones celulares
simultaneamente (por ejemplo, sefalizacion, reparacién del ADN vy ciclo celular),
categorizar cada mutacion en un solo proceso puede llevar a una simplificaciéon
excesiva que no refleje adecuadamente la realidad biolégica. Ademas, las
mutaciones pueden variar en sus efectos segun el contexto celular y el tipo de
cancer, lo cual agrega otra capa de dificultad para su clasificacién. Este

fendmeno se observa si analizamos los distintos procesos que propone
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Pancancer Significantly Mutated Genes, con grupos similares entre ellos como 3
grupos relacionados con la regulacion de la cromatina o dos grupos clasificados

como “otros”.

A pesar de estas limitaciones, el analisis se realizdé con el objetivo de identificar
algun proceso biologico enriquecido en ciertos grupos que pudiera tener
relevancia clinica. Sin embargo, los resultados estan restringidos por el bajo
numero de genes asociados a los distintos procesos bioldgicos en nuestra
muestra. En muchos casos, ni siquiera se detectaron genes en estos procesos,
lo cual limita nuestra capacidad para identificar patrones claros o establecer
asociaciones robustas. En consecuencia, no fue posible asociar ninguno de
estos procesos bioldgicos con las cohortes de nuestro estudio, reduciendo el

potencial para extraer conclusiones significativas en este contexto.

7.4. Determinacion de VIGex en la poblacién de estudio

Como se menciond en el apartado anterior, una de las limitaciones de analizar
unicamente las mutaciones detectadas radica en la falta de consideracion del
contexto inmunolégico asociado al tumor. Para explorar este aspecto, se
analizaron 129 muestras de tumores primarios disponibles en los pacientes de

nuestra poblacion de estudio.

Los resultados obtenidos revelan una diferencia notable en la frecuencia de
tumores Cold entre las cohortes analizadas: estos son significativamente menos
comunes en los casos sin metastasis hepaticas (2.6%) en comparacion con
aquellos que presentan metastasis hepaticas (19.8%), como se muestra en la
figura 39. Esta diferencia sugiere una posible asociacion entre el estado
inmunoldgico del tumor primario y la presencia de metastasis hepaticas,
abriendo una via para futuras investigaciones sobre el papel del microambiente

inmunitario en la diseminacion metastasica.

Este hallazgo es particularmente relevante en el contexto actual, donde el patron
de distribucion en el CCR, diferenciado por la presencia o ausencia de

metastasis hepaticas, ha suscitado un creciente interés respecto al impacto en
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la respuesta a la inmunoterapia. En el CCRm, el tratamiento con inmunoterapia
ha demostrado una eficacia notable unicamente en el subgrupo de tumor con
alta MSI, que se caracterizan por una elevada carga mutacional que genera
neoantigenos inmunogénicos que facilita una mayor visibilidad del tumor para el
sistema inmunologico. No obstante, estos casos representan solo alrededor del
5% de todos los CCRm, limitando significativamente el alcance de los beneficios
de la inmunoterapia en esta enfermedad (241). La gran mayoria de los CCRm
son tumores sin MSI, con un microambiente tumoral menos reactivo con una
carga mutacional mas baja, reduciendo asi su inmunogenicidad. En
consecuencia, la mayoria de las estrategias con basadas en inmunoterapia en

estos tumores no han alcanzado los resultados esperados (242).

Recientemente, multiples ensayos clinicos han demostrado que los pacientes
con CCRm sin metastasis hepaticas muestran tasas de respuesta
significativamente mayores y una SLP mas prolongada en comparacion con
aquellos con metastasis hepaticas (75,76). Este fendbmeno sugiere que las
metastasis hepaticas pueden inducir una inhibicion de la inmunidad antitumoral
y una mayor tolerancia inmunitaria, facilitada por un microambiente tumoral rico
en TGF-B, con menor expresion de células T CD4 y CDS8, activacion de
macrofagos hepaticos de tipo 1, y un aumento de células inmunosupresoras
(77,243,244). Este ambiente inmunotolerante no solo afecta la respuesta a la
inmunoterapia, sino que también juega un papel crucial en la colonizacién y
crecimiento de las metastasis en el higado. En contraste, otros sitios
metastasicos, como los pulmones o el peritoneo, presentan un microambiente
menos inmunotolerante, con una mayor actividad de células inmunitarias
efectivas, 1o que puede limitar la capacidad del tumor para establecerse y

proliferar en estos 6rganos (245).

Nuestros hallazgos, basados en el analisis del tumor primario, sugieren que la
interaccién entre el sistema inmunoldgico y el tumor desempefia un papel
fundamental en la distribucion y el patrén de diseminacién del CCR. Esta
influencia del tumor primario podria deberse a su capacidad para moldear el
microambiente inmunoldgico desde etapas tempranas, lo cual impactaria en las
rutas y destinos de la diseminacién en fases avanzadas de la enfermedad. Sin
embargo, no se puede descartar el papel modulador del higado en todo este
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proceso, un aspecto que requiere un estudio mas detallado para clarificar su
impacto en la progresion y distribucion metastasica en fases precoces de la

enfermedad.

Un aspecto a considerar es el posible impacto de la localizacion del tumor
primario en la interpretacion de los resultados. Es importante recordar que la
cohorte C presenta un mayor porcentaje de tumores de recto (32%) en
comparaciéon con los grupos A y B (20% y 23%, respectivamente). Existe la
posibilidad de que los tumores de recto y colon presenten un perfil inmunolégico
e inflamatorio diferencial. Esta variacién podria deberse, entre otros factores, a
las caracteristicas intrinsecas del tumor segun su localizacion primaria (87).
Ademas, los tumores de recto a menudo reciben tratamiento neoadyuvante con
radioterapia, lo que puede modificar el perfil inflamatorio y la respuesta
inmunoldgica del tumor, debido a los cambios que la radioterapia induce en el
microambiente tumoral (246). Por tanto, comprender estas diferencias es clave
para interpretar adecuadamente el impacto del microambiente inmunologico en

cada localizacién tumoral.

Para evaluar este impacto, se realizaron los estudios presentados en las figuras
40 y 41, donde se observa un patrén similar en los resultados de VIGex al
comparar tumores de colon con tumores de recto. Un hallazgo llamativo es que
todos los tumores de colon clasificados como cold segun VIGex presentan
metastasis hepaticas (cohorte A + B), sin que ninguno de estos tumores cold
esté asociado con metastasis en otros érganos exclusivamente (cohorte C). Este
fendmeno podria respaldar el papel del higado como modulador inmunolégico
en relacion con el tumor primario, lo cual plantea una hipétesis que requiere

confirmacion mediante estudios futuros.

De hecho, este aspecto es particularmente interesante. Aunque el objetivo inicial
de nuestro estudio era caracterizar a los pacientes con enfermedad
permanentemente limitada al higado, los hallazgos sobre el contexto inmune en
pacientes sin enfermedad hepatica son relevantes y merecen una mencion

especifica.
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En la literatura, los pacientes con tumores MSI presentan un patrén de
diseminacion distinto al de otros canceres de colon, lo cual se atribuye a su alto
numero de mutaciones y a un contexto inmunoloégico mas hot. En estudios
recientes sobre inmunoterapia para tumores con MSI, el porcentaje de pacientes
con metastasis hepaticas es considerablemente menor al esperado para el
CCRm en general, que suele mostrar aproximadamente un 70-75% de
metdastasis hepaticas. Por ejemplo, en el estudio Keynote 177, solo el 40.7% de
los pacientes presentaban M1 hepaticas; en el estudio CheckMate 8HW, este
porcentaje fue de 26.4% (considerando las cohortes de Nivolumab + Ipilimumab
y quimioterapia), y en el estudio de fase || CheckMate 142, fue del 36% (247—
249). Estos datos van en linea con la observacion de que los tumores con
metastasis hepaticas tienden a presentar un perfil inmunolégico mas cold, lo que
sugiere que el microambiente inmunoldgico de los tumores podria influir en su
patron de diseminacién, tal como se ha observado en nuestra poblacion de

estudio.

La literatura también describe que el 6érgano diana desempefia un papel crucial
en la progresion de las metastasis. Un estudio reciente examind cémo el
microambiente inmunoldgico de distintos 6rganos influye en el crecimiento de
células metastasicas, analizando 374 muestras de metastasis de tumores
primarios como cancer de mama, colorrectal, renal y melanoma, en
localizaciones secundarias como cerebro, hueso, higado y pulmén. Las
metastasis en el pulmoén presentaron perfiles inmunoldgicos significativamente
mas elevados y un fenotipo inflamatorio, con mayor expresién de PD-L1, CTLA4
y genes asociados a la respuesta a bloqueo de PD-1, en comparacién con las
metastasis en cerebro, higado y hueso (245). Estos resultados sugieren que el
pulmén, como sitio metastasico, podria estar particularmente influido por factores
inmunoldgicos, hallazgos que van en consonancia con los obtenidos en nuestro

analisis.

Finalmente, resulta relevante resaltar la influencia del contexto inmunolégico en
la aparicion sincronica o metacrénica de la enfermedad, tal como se esquematiza
en la figura 42. En la cohorte A, ningun paciente con enfermedad metacronica
presenta un perfil de tumor cold, mientras que en la cohorte B estos tumores
estan presentes tanto en casos sincrénicos como metacronicos. En el grupo C,
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solo un paciente muestra un tumor cold, lo cual limita la posibilidad de extraer
conclusiones firmes, aunque este subtipo parece estar poco representado en

esta cohorte.

El concepto de "inmunodivergencia" en el CCRm, propuesto por el grupo de
Ignacio Melero, describe como el sistema inmunoldgico influye en la evolucion
tumoral y en la aparicién de metastasis sincrénicas o metacrénicas (250). Esta
idea se basa en los estudios de Jerome Galon, que demuestran que una alta
infiltracién de células T en los tumores primarios de cancer de colon se asocia
con una menor probabilidad de desarrollar metastasis tras la cirugia. Sin
embargo, en las lesiones metastasicas, aunque la infiltracion de células T sigue
teniendo valor pronéstico, su precision es menor que en el tumor primario (251).
Este proceso de coevolucién entre el cancer y la respuesta inmune determina el
numero, tamafo y progresion de las metastasis, marcando una diferencia entre
aquellas de aparicion sincrénica y metacronica. Asi, el fendmeno de
inmunodivergencia refleja un historial de vigilancia y escape inmunoldgico que

contribuye a la heterogeneidad entre pacientes y lesiones.

Estos hallazgos sugieren que el microambiente inmunoldgico del tumor primario
podria influir en el momento y la localizacién de la diseminacion metastasica en
el cancer colorrectal. No obstante, es importante sefialar que la evidencia actual
es limitada, y se requieren estudios adicionales para establecer conclusiones

definitivas sobre esta asociacion.

En nuestro estudio la determinacion del contexto inflamatorio de un tumor se
determina mediante la firma de expresion génica desarrollada en el VHIO
denominada VIGex (217). Inicialmente disefnada como una herramienta
predictiva para evaluar la respuesta a la inmunoterapia, VIGex también ofrece la
posibilidad de explorar la interrelacion entre el patron de diseminacion tumoral y
la interaccion del tumor con el sistema inmunitario del huésped. Existen otras
herramientas que han explorado esta interaccion, como el Immunoscore, que
cuantifica la densidad de células T infiltrantes (CD3+ y CD8+) en el tumor y su
microambiente, proporcionando una medida del estado de inmunovigilancia y
permitiendo una estratificacion mas precisa del riesgo de recurrencia en

pacientes con CCR (252). Si bien el Immunoscore es una metodologia validada
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y eficaz, VIGex presenta ciertas ventajas, como su desarrollo interno en VHIO,
lo que lo hace mas accesible y adaptado a nuestro entorno clinico y de

investigacion, permitiendo su implementacién con mayor agilidad y relevancia.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es que la realizacion del VIGex se ha
llevado a cabo en un contexto de validacion técnica y en una poblacion
seleccionada de candidatos potenciales a ser incluidos en ensayos clinicos en
nuestra institucion. Esto podria haber influido en las caracteristicas de la
poblacion del estudio con resultados disponibles de VIGex, especialmente en
términos de la mediana de edad, que en nuestra cohorte se situa en 58 afios, y
que reflejaria una poblacion mas joven que la mediana de edad esperada para
esta enfermedad. Ademas, este sesgo de seleccion, inherente a su aplicacion
en un contexto de investigacion, ha dado lugar a una menor representacion de
tumores del lado derecho y a una mayor presencia de tumores del lado izquierdo.
Esta ultima tendencia podria reflejar una seleccion de tumores con una evolucion
mas favorable, que suelen llegar a situacion de refractariedad al tratamiento
estandar en mejores condiciones para ser candidatos a ensayos clinicos,
escenario donde la determinacién de VIGex ha sido realizada. Finalmente,
aunque el porcentaje de pacientes con analisis mediante VIGex es relativamente
similar entre las cohortes, el numero total de pacientes incluidos en este analisis
es reducido, con solo 16 pacientes en la cohorte A, lo que limita la capacidad de

alcanzar un poder estadistico adecuado para realizar conclusiones robustas.

Entre otras limitaciones de esta herramienta se destaca su enfoque basado
exclusivamente en el analisis del tumor primario, lo que podria no representar
completamente el estado inmunolégico de las metastasis. De hecho, si bien se
ha mencionado que el perfil de mutaciones es similar entre el tumor primario y la
afectacion metastasica, estas similitudes no son tan evidente si se analiza el
perfil de expresion génica. En la introduccion se mencionan los hallazgos de
Pitroda y colaboradores, que observaron la presencia de patrones CMS2 y CMS4
en el 62% y el 12% de las metastasis hepatica con una notable ausencia de los
patrones CMS1 (1%) y CMS3 (0%), lo que contrasta con lo reportado al realizar
dicho analisis en el tumor primario (91). Esto esta en consonancia con el papel
que el microambiente tumoral puede ejercer en el perfil de expresiéon génica de
estos pacientes, y debe ser considerado en estudios posteriores.
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Ademas, otro de los problemas de la categorizacion del VIGex en tres tipos de
respuesta (Hot, I-Cold y Cold) implicaria el hecho de no capturar adecuadamente
la heterogeneidad tumoral, especialmente dado el elevado porcentaje de
tumores clasificados como /-Cold, que se observa en el 65% de los pacientes
analizados. Finalmente, cabe resaltar la presencia de un 20% de tumores
clasificados como Hot, un hallazgo significativo en una poblacién en la que todos
los tumores presentan estabilidad de microsatélites. Este hecho podria ser clave
para identificar nuevos candidatos a tratamientos basados en inmunoterapia, lo
que subraya la necesidad de estudiar mas a fondo su potencial como

biomarcador.

7.5. Correlacion con supervivencia global

La mediana de SG en las cohortes de estudio varia entre 22 meses en la cohorte
A hasta los 32 meses observados en la corte C, lo cual es coherente con los
datos esperados para una poblacién con CCRm irresecable (253). Asi mismos,
las diferencias observadas en a favor de la cohorte C, cohorte sin presencia de
metastasis hepaticas, concuerdan también con los datos publicados en la
literatura (254,255).

Las diferencias de SG encontradas entre las cohortes pueden resultar llamativas
si consideramos los criterios de inclusion y exclusion de nuestro estudio, que dan
lugar a una poblacion homogénea en términos de carcinogénesis, predominando
la via de inestabilidad cromosdmica. Asi mismo, el analisis molecular realizado
muestra que no hay diferencias significativas en la distribucion de mutaciones
entre las cohortes, lo que sugiere que el perfil mutacional por si solo no explica
las diferencias observadas en el patron de diseminacién metastasica. Esto
sugiere que las diferencias de supervivencia se deben a otros factores

relevantes.

Uno de estos factores, identificado en nuestro analisis del contexto inmunoldgico
del tumor, es la interaccidn del sistema inmunitario con el microambiente tumoral.
En el higado, el microambiente se caracteriza por una inmunotolerancia elevada,

facilitada por la presencia de células inmunosupresoras, como los macrofagos
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tipo M2, y la produccién de citocinas como TGF-, que inhiben la respuesta
inmune local y favorecen la evasién inmunoldgica y la supervivencia de las
células tumorales. En contraste, otros sitios metastasicos, como los pulmones o
el peritoneo, tienen un microambiente menos inmunotolerante, con una mayor
actividad de células inmunitarias efectivas, lo que puede limitar la capacidad del
tumor para establecerse y proliferar, afectando asi la progresion de la
enfermedad y la respuesta a los tratamientos. Estas diferencias se observan
cuando se realizan los analisis de SG en funcion del VIGex segun cada cohorte,
asi como en el analisis de la metastasis segun su presentacion sincrénica o
metacronica, la cual, como se ha mencionado anteriormente, podria estar
relacionada con el fendbmeno de inmunodivergencia, y el equilibrio entre la

vigilancia y escape inmunoldgico del tumor.

Estos hallazgos subrayan, de nuevo, la necesidad de investigaciones adicionales
para dilucidar como estas interacciones inmunoldgicas afectan la diseminacion

tumoral y contribuyen a las diferencias en los resultados clinicos observados.

7.6. Principales limitaciones del estudio

Existen importantes limitaciones que deben considerarse en este estudio,
algunas de las cuales, si bien se han discutido a lo largo de las secciones

anteriores, se sintetizan y amplian a continuacion.

En primer lugar, la naturaleza retrospectiva del estudio conlleva una serie de
limitaciones inherentes. Una de las mas relevantes es que los datos no fueron
recolectados con el propédsito especifico de abordar las preguntas planteadas en
el estudio actual, lo que puede afectar tanto la calidad de los datos como su
consistencia temporal. La falta de control sobre la recoleccién de datos y los
criterios de inclusién utilizados introduce un posible sesgo de seleccién, lo cual
puede alterar la representatividad de los resultados. Este problema es
particularmente relevante cuando se considera aquellos pacientes con analisis
molecular o analisis de VIGex disponible, ya que el criterio para la realizacion de

estos estudios fue inicialmente dirigido hacia la seleccién de posibles candidatos
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para ensayos clinicos, en lugar de centrarse en la caracterizacion del perfil de
diseminacion metastasica. Este enfoque inicial puede haber generado un sesgo
de seleccién implicito, dado que la poblacion estudiada podria no reflejar de
manera precisa la diversidad de los pacientes con metastasis, lo que limita la

extrapolacion de los hallazgos.

El estudio molecular llevado a cabo representa, probablemente, una de las
principales limitaciones del estudio. En primer lugar, existe un claro sesgo de
seleccién, ya que las herramientas empleadas estan disefiadas principalmente
para la seleccion de pacientes candidatos a ensayos clinicos, sin un enfoque
especifico hacia la biologia tumoral. Esto condiciona que la interpretacion del
perfil molecular obtenido y su correlacion con distintos procesos bioldgicos o

hallmarks del cancer sea especialmente compleja.

Desde un punto de vista técnico, la limitacion de centrarse exclusivamente en
mutaciones genéticas es especialmente relevante. En primer lugar, en este
estudio solo se han incluido las mutaciones patogénicas, excluyendo las
variantes de significado incierto. Aunque esto mejora la precision de los
resultados, la exclusion de estas otras variantes podria limitar la identificacién de
alteraciones genéticas que, aunque no estén claramente caracterizadas como
patogénicas, podrian ser relevantes para la biologia tumoral y la progresion de
la enfermedad. Por otro lado, si bien las mutaciones proporcionan informacion
valiosa sobre posibles alteraciones gendmicas, no capturan el comportamiento
funcional del tumor. Las mutaciones ofrecen una vision estatica del genoma, pero
no permiten inferir como esos genes mutados afectan la funcion celular de forma
dinamica. Es cierto que el objetivo inicial era utilizar datos facilmente obtenibles
y aplicables en la practica clinica; sin embargo, probablemente sea necesario
ampliar nuestro estudio con resultados de RNA-seq, ya que proporcionan una

vision mas completa y precisa sobre el estado funcional de los genes.

En este sentido, el andlisis basado en expresion génica ofrece una visidbn mas
dinamica del estado molecular del tumor, reflejando tanto la actividad de las vias
de sefalizacién clave como la respuesta del microambiente tumoral. Ademas,

este enfoque incluye indirectamente el impacto de mecanismos de regulacién

158



epigenética, ya que las modificaciones epigenéticas, como la metilacion del ADN
o las modificaciones de histonas, pueden regular la expresion de genes sin
alterar su secuencia genética. De este modo, los estudios de expresion génica
capturan también la influencia de estos mecanismos epigenéticos que modulan
la activacion o silenciamiento de genes, proporcionando una imagen mas
funcional del comportamiento tumoral. No obstante, aunque el analisis de
expresion génica ofrece una comprension mas profunda y precisa de la biologia
molecular asociada a los distintos patrones de distribucién metastasica en el
CCR, se optd por realizar primero una caracterizacion inicial basada en el perfil
de mutaciones encontradas. Esta aproximacién permite un primer acercamiento
a los patrones de diseminacion, que podra complementarse con un analisis de

expresion génica en etapas posteriores para obtener una visién mas detallada.

Es fundamental considerar, al analizar los hallmarks o procesos biologicos, la
diversidad y heterogeneidad de las bases de datos disponibles en relacion con
la asociacion de las mutaciones encontradas y su rol en la carcinogénesis.
Muchas de estas mutaciones estan implicadas en multiples procesos, lo que
dificulta establecer una vinculacion precisa con funciones especificas. Para
nuestro analisis, hemos empleado las principales bases de datos con
informacion solida y validada, aunque reconocemos la existencia de otras
fuentes igualmente validas que también podrian ser consideradas en futuros

estudios para ampliar la interpretacion de los resultados.

En este punto, es interesante destacar la siguiente reflexion que planteaba
Ottoiano en una revision reciente (256). Esta revision destaca la dificultad de
establecer correlaciones genotipo-fenotipo en el cancer, un desafio complejo
debido a la naturaleza adquirida y multigénica de la enfermedad, particularmente
en tumores esporadicos. A diferencia de los tumores hereditarios, como el
retinoblastoma o el tumor de Wilms, donde las mutaciones genéticas especificas
son claras, la mayoria de los canceres involucran una red compleja de
alteraciones que interactuan con factores externos. Un obstaculo clave en este
tipo de estudios es la dificultad para definir modelos "puros" de cancer humano,
ya que las comorbilidades comunes, como la hipertension, la diabetes y las
enfermedades inflamatorias crénicas, complican el panorama molecular. Estas
patologias no solo afectan el microambiente tumoral, sino que también activan

159



rutas genéticas compartidas, como la proliferacién celular y la angiogénesis,
esenciales en la progresion del cancer. Genes como HIF-1 y LOX-1, implicados
en la regulacion de procesos angiogénicos y de respuesta a la hipoxia en
enfermedades cardiovasculares, también juegan un papel crucial en la
progresion tumoral al inducir factores angiogénicos como VEGF. En el contexto
de nuestra investigacién, esta complejidad gendémica y la influencia de las
comorbilidades resaltan las limitaciones metodologicas inherentes a los estudios
centrados unicamente en mutaciones. Aunque hemos analizado las alteraciones
mutacionales en las cohortes de nuestro estudio, la presencia de enfermedades
concurrentes en los pacientes puede estar influyendo en las vias moleculares
activadas, limitando la capacidad para establecer correlaciones genotipo-

fenotipo claras y puras.

Otro aspecto importante en el que hay que poner el foco es en las limitaciones
asociadas al uso de la técnica VIGex para evaluar el contexto inmunoldgico del
tumor. Esta herramienta no fue disefiada especificamente para estudiar la
metastasis hepatica o los patrones de diseminacion, sino para analizar la
respuesta inmune tumoral, lo que limita su aplicabilidad en este estudio. Ademas,
existe un sesgo de seleccion, dado que se aplicd, de nuevo, principalmente en
pacientes seleccionados para ensayos clinicos, lo que puede no reflejar la
diversidad de la poblacién general con enfermedad metastasica. Destacar que
el analisis se realiz6 solo en el tumor primario, lo que no proporciona una vision
adecuada de la afectacion metastasica, donde el microambiente tumoral puede
diferir significativamente. Existen, ademas, otras herramientas disponibles que
podrian ofrecer una evaluacion mas integral tanto del tumor primario como de
las metastasis. Por lo tanto, es crucial validar estos resultados mediante estudios
adicionales que confirmen su relevancia clinica en un contexto metastasico mas

amplio y representativo.

Finalmente, hay que recordar que el CCR es una enfermedad altamente
heterogénea, tanto espacial como temporalmente. Las pruebas moleculares
realizadas en una unica muestra pueden no reflejar la complejidad del tumor en
su totalidad, ya que la zona analizada podria no ser representativa. Ademas, la
evolucién del tumor y la seleccion clonal bajo tratamientos modifican su perfil
molecular a lo largo del tiempo. Esta heterogeneidad tumoral, influida por la
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progresion y el tratamiento, no se contempla completamente en el analisis
molecular realizado. En el futuro, una estrategia para mitigar este impacto podria
ser la realizacion de analisis seriados mediante NGS en biopsias liquidas a lo
largo de la evolucion oncoldégica de los pacientes, lo cual permitiria una
caracterizacion mas exhaustiva y dinamica de la enfermedad, y al mismo tiempo

es una prueba accesible y que no entraina peligro para el paciente.
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8. CONCLUSIONES

1.

Uno de cada cinco pacientes con CCRm irresecable, sin mutaciones en
BRAFVY69E y con MSS, presenta enfermedad permanentemente limitada
al higado. Estos pacientes presentan una mayor frecuencia de
enfermedad sincronica y una menor presencia de tumores de recto en
comparacion con aquellos con afectacién exclusivamente extrahepatica.
Su identificacién precoz podria facilitar la seleccion de candidatos para

estrategias terapéuticas especificas.

Se identifica una menor frecuencia de mutaciones en KRAS en pacientes
con enfermedad hepatica exclusiva, mientras que las mutaciones en APC
son mas prevalentes en aquellos con afectacidn hepatica y extrahepatica.
Ademas, los pacientes con afectacion metastasica multiple, hepatica y
extrahepatica, presentan un mayor numero de mutaciones y genes
alterados por muestra en comparacion con aquellos con diseminacion
limitada al higado o exclusivamente extrahepatica. No se observan otras
diferencias significativas en el perfil mutacional segun el patréon de
distribucion metastasica. Teniendo en cuenta la magnitud de las
diferencias observadas, es poco probable que los hallazgos obtenidos

tengan una relevancia clinica significativa.

El analisis de agrupacion génica realizado revela un enriquecimiento de
genes involucrados en al menos cinco hallmarks del cancer en pacientes
con afectacidon metastasica multiple. Estos incluyen activacién de la
invasion y metastasis, resistencia a la muerte celular, evasiéon de
supresores del crecimiento, mantenimiento de senales proliferativas y
capacidad de inmortalidad replicativa. Estas diferencias podrian reflejar la
necesidad de las células tumorales de adaptarse a multiples

microambientes, aunque esta hipoétesis requiere ser validada.

El analisis del contexto inmunoldgico del tumor primario mediante la firma
VIGex mostré que los tumores clasificados como cold se asocian

predominantemente con enfermedad metastasica hepatica, mientras que
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aquellos sin afectacion hepatica presentan con mayor frecuencia un perfil
iCold o hot. Estos hallazgos, que requieren confirmacion, resaltan la
importancia de evaluar el microambiente inmunolégico del tumor primario

y su influencia en el patron de diseminacion metastasica.

En pacientes con CCR metastasico sin afectacion hepatica, se observa
una mayor supervivencia global, a pesar de presentar perfiles
mutacionales homogéneos respecto a otros subgrupos. Estos hallazgos
sugieren que el microambiente tumoral, junto con su interaccion con el
sistema inmunoldgico, desempefa un papel determinante en la evolucion
de la enfermedad, respaldando la necesidad de futuras investigaciones

en esta linea.
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9. LINEAS FUTURAS

La caracterizacion clinica, patoldgica y molecular de los pacientes con CCRm y
enfermedad permanentemente limitada al higado representa el primer paso en
la comprension de este subgrupo de pacientes. Sin embargo, el comportamiento
metastasico del CCR no puede explicarse unicamente a partir de su perfil
genomico. La naturaleza del proceso metastasico es altamente compleja y
multifactorial, y su organotropismo parece depender de multiples niveles de
regulacion bioldgica. En este sentido, el siguiente paso logico es expandir el
analisis molecular mas alla de las mutaciones somaticas, incorporando el estudio
del microambiente tumoral, la interaccion con el sistema inmunoloégico y el papel

modulador del higado en este contexto.

Gracias al trabajo desarrollado en esta tesis, se ha establecido una colaboracién
con la Liver Metastasis Research Network, una iniciativa internacional centrada
en el estudio de la biologia de las metastasis hepaticas en distintos tipos
tumorales. Uno de los ejes principales de esta colaboracion es analizar la
relacion entre el patréon de crecimiento de las metastasis hepaticas
(desmoplasico/encapsulado vs. de reemplazo) y el patrén de diseminacion
metastasica. Este estudio se focaliza especialmente en pacientes con
enfermedad hepatica localizada y resecable, donde es posible caracterizar el
patrén de crecimiento directamente en la pieza quirurgica. La correlacion de
estos hallazgos anatomopatologicos con técnicas de imagen avanzadas
permitira identificar precozmente estos patrones, con la perspectiva de aplicar
estos conocimientos a pacientes con metastasis hepaticas irresecables. Para
ello, se trabaja en estrecha colaboracion con el equipo de anatomia patoldgica y
la unidad de radiémica del VHIO, asi como con el ICO Bellvitge y la Translational
Cancer Research Unit de Amberes, liderada por Peter Vermulen, en el marco del
estudio prospectivo POEM, cuyo objetivo es correlacionar patrones de

crecimiento metastasico con hallazgos en resonancia magnética.

Otro resultado significativo derivado de esta tesis ha sido la creacion del primer
grupo de trabajo enfocado en metastasis hepaticas en el VHIO. Este equipo
multidisciplinario, que integra diferentes grupos de investigacion del instituto,
permitira abordar este fendmeno desde una perspectiva integral y traslacional.

166



Una de las principales lineas de investigacion de este grupo es el papel
inmunomodulador del higado en el desarrollo metastasico. Para ello, se plantea
un enfoque innovador que parte del estudio del higado sano en pacientes con
CCR localizado, con el objetivo de determinar si sus caracteristicas pueden influir
en el patron de recaida y en la distribucion metastasica. En esta linea, se
propone un abordaje panomico, que combine datos genomicos,
transcriptomicos, epigendmicos e inmunologicos para una mejor caracterizacion

de este proceso.

En paralelo, nuestro grupo ha obtenido recientemente una beca competitiva del
FIS, cuyo objetivo es esclarecer los mecanismos moleculares que regulan la
interaccion entre el tumor y su microambiente, con especial énfasis en los
procesos de inmunotolerancia descritos en este trabajo. Ademas, se ha
presentado una nueva propuesta para el estudio de reguladores transcriptémicos
de las metastasis hepaticas mediante secuenciacion de ARN a nivel de célula
unica (single-cell RNA-seq), lo que permitira caracterizar en mayor profundidad
las dinamicas celulares y del microambiente tumoral que influyen en este

proceso.

El conocimiento generado en esta tesis ha sido la piedra angular sobre la que se
estan construyendo todas estas lineas de investigacion, consolidando una base
cientifica que abre multiples vias de exploracion en los préximos afos. La
integracion de enfoques clinicos, gendmicos, inmunoldgicos y funcionales sera
clave para mejorar nuestra comprension de la diseminaciéon metastasica en el
CCR vy, en ultima instancia, para desarrollar estrategias terapéuticas mas

precisas y personalizadas.
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11. ANEXO

Este anexo resume los genes incluidos en los distintos analisis realizados,

organizados segun la técnica empleada.

1. Panel de genes incluidos en el Panel VHIO card-300

Panel VHIO card-300

ABL1 BRAF CSF1R EZH2 GATAB IR51 MDM2 PAK3 PRKCI RUNX1T1  TERT
ABL2 BRCA1 CTCF  FAM173A  GID4 IR52 MDM4 PAKT PREKDC RYBP TET1
ACVRIE BRCAZ2 CTLA4 FAMAGC GLI1 JAK1  MED12 PALB2 PR558 SDHA TET2

AKTL BRD4  CTNNAL1 FANCA GMNALL JAKZ  MEF2B  PARK2  PTCH1 SDHAF2 TGFER1
AKT2 BRIP1  CTNNB1 FANCC GMNAL3 JAK3 MEN1 PARP1 PTEN SDHEB  TGFBR2
AKT3 BTG1 CULZ  FANCD2 GNAQ JUN MET PAXS  PTPN11 SDHC TMEM127
ALK BTK CYLD FANCE GMNAS KATEA  MITF PBRM1 PTPRD  5DHD TMPRS52
ALOX12B C110RF30 DAXX FANCF  GPR124 KDM3A MLH1  PDCD1 PTPRS  SETD2Z  TNFAIP3
AMER1 CARD11 DCUNID1 FANCG GREM1  KDM3C  MPL PDCD1LG2 PTPRT  SF3B1 TNFRSF14
APC CASP8 DDR2 FANCL GRIN2ZA  KDMeA MREL1LA PDGFRA Qkl SH2D1A  TOP1

AR CBFB DICERT  FANCM GRM3 KDR M5H2 PDGFRE  RACL SHH TOPZA
ARAF CBL DIs3 FAS GSK3B KEAPL  MSHE PDK1 RADS0 SHQ1 TP33
ARFRP1 CCND1 DNMT1 FAT1 H3F3A KEL MTOR  PDPK1  RADS1 SUT2 TPB3

ARID1A CCND2 DNMT3A FBXWY H3F3C KIT MUTYH PHOX2B RADS1B SMAD2  TRAF7
ARID1BE CCND3 DNMT3B FGF10 HGF KLF4 MYC  PIK3C2B RAD31C SMAD3 T5C1

ARID2 CCNEL DOTIL FGF14 HISTIHIC KLHLG MYCL PIK3C2G RAD51D SMAD4 T5C2
ARIDZB  CD274 E2F3 FGF1S HIST1H2BD KMT2A MYCL1 PIK3C3  RAD32 SMARCA4 TSHR
ASKLL CD276 EED FGF23  HISTIH3B KMT2C MYCN  PIK3CA RADS54L SMARCB1 UZ2AF1
ASXL2 CD75A EGFLY FGF3 HMF1A KMT2D MYD28 PIK3CB RAF1 SMARCD1 VEGFA
ATM CD75B EGFR FGF4 HRAS KRAS  MYOD1 PIK3CD RANBP2Z  SMO VHL
ATR CDC73 EIF1AX FGF& HSD3B1 LATS1 NBMN PIK3CG RARA  SMNCAIP  WVTCN1
ATRX CDH1 EP300 FGFR1 HS5PS0AAL1 LATS2 MNCOR1 PIK3R1  RASA1  50CS1 WISP3
AURKA  CDK12 EPCAM  FGFR2 ICOSLG LMO1 MNF1 PIK3R2 RB1 SOX10 WT1

AURKB CDK4 EPHAZ FGFR2 IDH1 LRP1B MNF2 PIK3RZ2 REMI10 S0OX17 XIAP
AXINL CDKe& EPHAS FGFR4 IDH2 LYN NFE2L2 PIM1 RECQL4 502 XPO1
AXINZ CDK& EPHA7T FH IFNGR1 LZTR1 NFKBIA PLCGZ REL 50X9 YAPL
AXL CDKN1A  EPHB1 FLCN IGF1 MADZL2 MNKX2-1 PLK2 RET SPEN YES1
B2M CDKMNI1IB  ERBB2 FLT1 IGF1IR MAGIZ NKX3-1 PMAIPL RFWD2  S5POP ZBTB2
BAP1 CDKNZA  ERBB3 FLT3 IGF2 MALT1 NOTCH1 PMS51 RHEB SPTA1  ZNF217
BARD1 CDKN2B  ERBB4 FLT4 IKBKE MAPZK1 NOTCH2 PMS52 RHOA SRC ZNF703
BBC3  CDKN2C  ERCC2 FOXAL IKZF1 MAPZK2 NOTCH3 PNRC1 RICTOR 5TAG2
BCL2 CEBPA ERCC3 FOXL2 IL10 MAPZK4 NOTCH4 POLD1 RIT1 STAT3
BCL2L1 CHD2 ERCC4 FOXP1 IL7R MAP3K1 NPM1 POLE RNF43  STAT4
BCL2L11 CHD4 ERCCS FR52 INHBEA MAP3K13 NRAS POLR3A RNPCZ  5TK11

BCL2L2 CHEK1 ERG FUBP1 INPP4A  MAP3KS N5SD1  POLR3B  ROS1 STK40
BCLG CHEK2 ERRFI1 GABRAG INPP4E  MAPK1 NTRK1 PPP2R1A RP56KA4 SUFU

BCOR CIC ESR1 GATAL INSR MAPK7 NTRK2 PPP2R2A RPSGKB2 SUZ12
BCORL1L CREBBP ETV1 GATAZ2 IRAKS MAXK MTRK3 PRDM1 RPTCR SYK

BLM CREL ETVE GATAZ IRF2 MCLLT NUPS3  PREX2 R5PO2 TAF1
BMPRLIA CRLF2 EXOSC10 GATA4 IRF4 MDC1 PAK1 PRKARLIA RUNX1  TBX2
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2. Panel de genes incluidos en el Panel Amplicon Hiplex

Panel General Amplicon Hiplex

ABL1 EGFR GNAQ MET PDGFRA S5TK11
AKT1 ERBB2 GNAS MLH1 PIK3CA TP53
AKTZ ERBB3 HRAS MPL PIK3R1 VHL
AKT3 ESR1 IDH1 MSHBE PIK3RS RNF43
ALK  FBXW7 IDH2 MYC PTEN ZNRF3
APC FGFR1 JAK1 NF2 RE1

BRAF FGFR2Z JAK3 NOTCH1 RET

CDH1 FGFR3 KIT NOTCH2 RUNX1
CDKN2A FLT3  KRAS NOTCHZ SMAD4

CSFIR GATAL MAG NOTCH4 SMARCB1
CTNNEL GNA1l MAP2K1 NRAS  SRC

3. Panel de genes analizados en mediante VIGex

VIGex (RNA-seq)
CXCLS CXCL10 CXCL11
GZM1 GZMBJ PDCD1
IFNG PRF1  IL7R
CTLA-4 CD274 FOXP3
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