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RESUMEN

Los pacientes mexicanos e hispanos, en comparacion con otros grupos étnicos, se
han asociado a un fenotipo de cancer gastrico mas agresivo con mayor frecuencia
de adenocarcinoma gastrico de tipo difuso y una edad mas temprana al momento
del diagnostico; esto podria estar relacionado con el panorama mutacional somatico
del adenocarcinoma gastrico en estos pacientes. Mediante la secuenciacién del
exoma completo, buscamos elucidar el panorama mutacional del adenocarcinoma
gastrico de pacientes mexicanos que fueron tratados en el Instituto Nacional de
Cancerologia entre 2019 y 2020. Realizamos un analisis estadistico integral para
explorar la relacion de las variantes somatica, variaciones en numero de copias
edad al momento de diagndstico y las caracteristicas clinicopatolégicas de los
pacientes como histologia del tumor y presencia de células en anillo de sello,
ademas de infeccion por Helicobacter pylori y virus de Epstein-Barr. Describimos un
panorama mutacional potencialmente diferente entre el adenocarcinoma gastrico
difuso e intestinal en pacientes mexicanos. Los pacientes con adenocarcinoma
gastrico de tipo intestinal tendieron a presentar una mayor frecuencia de mutaciones
en NOTCH1, aumentos en el numero de copias en las citobandas 13.14, 10923.33
y 12925.1 y pérdidas en el nimero de copias en las citobandas 7pl12, 14q24.2 y
11913.1; mientras que los pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo difuso
tendieron a presentar una alta frecuencia de mutaciones de CDH1 y ganancias de
namero de copias en las citobandas 20q13.33 y 22q11.21. Los pacientes con una
edad temprana al momento del diagndstico presentaron una alta frecuencia
mutacional en CDH1 y ganancias en las citobandas 15q22.2, 12q24.3 y 13921.2
Estas diferencias podrian explicar la mayor frecuencia de adenocarcinoma gastrico
de tipo difuso y una edad temprana al momento del diagndstico en los pacientes
mexicanos. Esta es la primera descripcion de un panorama mutacional del
adenocarcinoma gastrico en pacientes mexicanos para comprender mejor la
tumorigénesis en pacientes hispanos y sentar las bases para descubrir posibles

biomarcadores y dianas terapéuticas.



ABSTRACT

Mexican and Hispanic patients, compared to other ethnic groups, have been
associated with a more aggressive gastric cancer phenotype with a higher frequency
of diffuse-type gastric adenocarcinoma and an early age of disease onset; this could
be related to the somatic mutational panorama of gastric adenocarcinoma in these
patients. Through whole exome sequencing, we sought to elucidate the mutational
landscape of gastric adenocarcinoma from Mexican patients who were treated at the
Instituto Nacional de Cancerologia between 2019 and 2020. We performed a
comprehensive statistical analysis to explore the relationship of somatic variants,
variations in the number of copies and the clinicopathological characteristics of the
patients, such as tumor histology, age of disease onset and the presence of signet
ring cells, as well as Helicobacter pylori and Epstein-Barr virus infection. We
describe a potentially different mutational landscape between diffuse- and intestinal-
type gastric adenocarcinoma in Mexican patients. Patients with intestinal-type
gastric adenocarcinoma tended to have a higher frequency of affected NOTCH1,
copy number increases in cytobands 13.14, 10923.33, and 12g25.1, and copy
number losses in cytobands 7pl12, 14q24. 2 and 11q13.1; while patients with diffuse-
type gastric adenocarcinoma tended to have a high frequency of CDH1 transmission
and copy number gains in cytobands 20913.33 and 22q11.21. Patients with early
onset of the disease showed a high frequency of CDH1 mutations and CNV gains in
cytobands 15022.2, 12g24.3 y 13921.2. These differences could explain the higher
frequency of diffuse-type gastric adenocarcinoma and the early onset of the disease
in Mexican patients. This is the first description of a mutational landscape of gastric
adenocarcinoma in Mexican patients to better understand tumorigenesis in Hispanic
patients and lay the groundwork for discovering potential biomarkers and therapeutic

targets.



INTRODUCCION

|.- BASES MOLECULARES DEL CANCER

|.I- BASES MOLECULARES DEL CANCER
El cancer es un término que engloba un conjunto de enfermedades que se

caracterizan por el crecimiento descontrolado mas all4 de los limites del tejido,
pudiendo invadir tejidos adyacentes y diseminarse a 6rganos distantes. Es un
proceso que etiolégicamente comprende mutaciones o modificaciones epigenéticas
en diferentes genes, lo que puede favorecer la proliferacidon celular y el crecimiento
del tejido tumoral (1, 2). Se les conoce como proto-oncogenes a los genes que si
llegan a mutarse pueden estimular la proliferacion celular, en cambio, se conoce
como genes supresores de tumores a aquellos genes que transcriben a proteinas

gue inhiben la proliferacion celular y alteran los procesos de division celular.

En los afios 80 se demostro el papel de la proteina ras como oncogén, alentando la
busqueda de las bases moleculares del cancer (3). Primeramente, RAS fue
identificado como un gen presente en retrovirus que podia conferir malignidad a
células humanas, sin embargo, posteriormente se identific6 que mutaciones
activadoras de ras pueden conferir las mismas caracteristicas malignas (3). Asi se
inicié la busqueda de genes cuyas mutaciones producidas por agentes ambientales,
podrian desencadenar proliferacion celular, llamandoles protooncogenes (4).
Diferentes trabajos llegaron a identificar que las mutaciones en protooncogenes no
son el Unico mecanismo molecular que confiere malignidad a las células y que
propicia el desarrollo del cancer. En el afio 2000 Hanahan y Weinberg agruparon
estos diferentes mecanismos basandose en 6 caracteristicas principales, o
Hallmarks (5). Los cambios moleculares que sufren las células y los tumores se
pueden agrupar en diferentes caracteristicas que generan la malignidad de las

neoplasias, estas incluyen:

- Evasion de la apoptosis,

- Autosuficiencia para las sefiales de proliferacion celular

- Insensibilidad a sefiales supresoras de la proliferacion celular
- Angiogénesis sostenida

- llimitado potencial de replicacion celular



- Invasion de tejidos y metastasis

En afos posteriores y con el avance del conocimiento sobre las bases moleculares
del cancer, sumado con el avance de las ciencias Omicas y las técnicas de
secuenciacion de alta resolucidén, estas caracteristicas principales se han
redisefiado, incluyendo nuevas dimensiones que abarcan desde la desregulacién
del metabolismo celular, hasta la inestabilidad gendmica y mutacional. También se
incluyen Hallmarks externos a la célula neoplasica que pueden afectar el
microambiente tumoral como lo son un polimorfismo en el microbioma y la respuesta
inflamatoria (6, 7). La lista completa de caracteristicas principales del cancer se
puede observar en la Figura 1, extraida de la nueva conceptualizacion de los

Hallmarks del cancer (6).

Sustaining Evading
proliferative signaling growth suppressors

Nonmutational
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phenotypic plasticity

Deregulating
cellular
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Avoiding immune
destruction
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death replicative
immortality
Sonome Tumor-promoting
instability &
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Polymorphic
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Figura 1. Hallmarks del cancer. Se describen las caracteristicas principales del cancer

gue rigen el desarrollo de esta enfermedad. Adaptado de: Hanahan y Weinberg , Cancer Discovery
(2022) (6)



|.Il- GENOMICA DEL CANCER
Desde la elucidacion del genoma humano en el afio 2001 (8, 9), las diferentes

tecnologias de secuenciacién y capacidad bioinformética han permitido revolucionar
nuestro entendimiento de las bases moleculares y genéticas del cancer (10). La
genomica implica el estudio de la secuencia del DNA en su totalidad, permitiendo
evaluar las diferencias entre el DNA de las células tumorales y las normales. El
objetivo del estudio de la gendémica del cancer es identificar las bases genéticas de
la iniciacion y la evolucién celular del cancer con base en los patrones mutacionales
identificados, esto con el fin de desarrollar biomarcadores de utilidad diagndstica o

terapéutica (10, 11) para el manejo de esta enfermedad.

Las mutaciones somaticas se encuentran en todas las células y son consecuencia
de diferentes procesos mutacionales que generan combinaciones unicas de
variaciones en la secuencia de DNA y son conocidas como firmas mutacionales
(12). El espectro mutacional del cancer es la suma de diferentes procesos o firmas
mutacionales que presentan una influencia variable al momento de generar la
neoplasia (Figura 2). Las mutaciones somaticas pueden ocurrir por pequefas
variaciones espontaneas durante el proceso de replicacion, por exposicion
enddgena o exdégena a mutadgenos, por modificacidbn enzimética del DNA o por
mecanismos de reparacion alterados (13). Cada tipo de cancer presenta patrones
mutacionales distintos con predominancia o aportacion distintiva de diferentes tipos
de firmas mutacionales. Se han descrito firmas mutacionales para sustituciones de
un solo nucledtido, para sustituciones dobles de nucleétidos y para pequefias
inserciones y deleciones (12). Las firmas asociadas a las sustituciones de un
nucleétido (SBS: single base substitution) son las mas comunmente descritas y
conllevan a seis posibles sustituciones: C>A, C>G, C>T, T>A, T>C y T>G; pero,
tomando el contexto de las 2 bases adyacentes a la sustitucion, nos da la posibilidad
de 96 diferentes firmas. Algunas firmas mutacionales SBS se encuentran asociadas
a algun agente etiolégico como la firma 1 que se asocia al envejecimiento. Esta
firma se genera endégenamente por desaminacion espontanea o enzimatica de la
5-metil citocina que se transforma en timina (C>T), lo que genera apareamientos

erroneos (C:T) a lo largo de la doble cadena del DNA. Esta es una firma muy comudn



en todos los tipos de cancer y tiende a correlacionarse con la edad del paciente.
Otro ejemplo, es la firma 4 que se asocia al tabaquismo y a hidrocarburos
aromaticos policiclicos como el benzo[a]pireno, que se caracterizan por

sustituciones de citocinas por adeninas (C>A).

|.11l- INESTABILIDAD GENOMICA EN CANCER
Cada vez que una célula se divide y replica su material genético, se encuentra

propenso a cometer errores que se traducen en mutaciones que pueden pasar a las
células hijas (14). En células normales muchos de estos errores son reparados por
diferentes mecanismos de reparacion del DNA, sin embargo, en las células

cancerosas estos mecanismos tienden a encontrarse comprometidos (15).
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Figura 2. Proceso mutacional del cancer. Se describe cdmo al momento de evaluar el
exoma de un tumor, se pueden identificar patrones mutaciones caracteristicos de

procesos mutacionales diferentes, teniendo cada proceso una contribucion en mayor o



menor medida al desarrollo del tumor. Adaptado de Alexandrov et al. Current opinién in Genetics

and Development (2014) (13).

El cancer evoluciona en un proceso reiterativo de expansion clonal, diversificacion
genética y seleccién clonal, dentro del panorama adaptativo del microambiente del
tejido tumoral. La inestabilidad gendmica es el principal resultado de este proceso,
y se da por la diversidad de subpoblaciones celulares dentro del tumor, asi como
por la heterogeneidad de los tumores en los sitios de metastasis (16). La
inestabilidad gendmica incluye pequefas variaciones estructurales conocidas como
InDels (Insertions and Deletions) y mutaciones puntuales conocidas como SNV
(Single nucleotide variations). También puede incluir variaciones en el numero y la

estructura de los cromosomas (14).

Un aumento excesivo en la frecuencia de mutaciones puntuales e InDels puede
derivar en un estado conocido como Inestabilidad microsatelital (MSI: Microsatelite
instable). Los microsatélites son pequefias secuencias repetidas que pueden ir de
1 a 6 nucledtidos y que se encuentran dispersos por todo el genoma (17). Esta alta
frecuencia de mutaciones en los microsatélites se encuentra principalmente
atribuida a mutaciones en genes relacionados con el mecanismo de reparacion de
bases mal apareadas, entre ellos: MSH1-6, MLH1, MLH3, PMS1y PMS2. El sistema
de reparacion de bases mal apareadas, opera removiendo las lesiones en las bases
del DNA que se pueden generar por agentes externos y pueden llegar a producir
desaminacion, metilacion u oxidaciéon del genoma (18). Si bien, la alta tasa
mutacional que presentan los tumores con MSI parecieran presentar un prondéstico
desalentador, los pacientes con este fenotipo presentan un mejor pronostico que
aguellos denominados microsatélite estable (MSS: Microsatelite Stable), esto se ha
observado en diferentes tipos de tumores solidos, incluyendo el cancer gastrico (19,
20).

Otro evento asociado a la inestabilidad gendmica es la inestabilidad cromosémica
(CIN: Chromosome Instable). Esta se describe como un incremento en el nimero

de reordenamientos que presentan los cromosomas durante la mitosis (21). Los



reordenamientos pueden conllevar a incremento en la ploidia de la célula,
variaciones en el numero de copias de los genes (CNV: Copy Number Variations),
pérdida de heterocigosidad (LOH: loss of heterozygosity), ademas de traslocaciones
y fusiones de genes. Mutaciones en algunas proteinas de la familia de Bub y Mad,
ademas de Shogushin, Aurora B, Plk1, y PP2A que controlan y monitorean el huso
mitotico se han asociado a CIN (22). Los pacientes con tumores con CIN,
generalmente se asocian con mayor frecuencia al desarrollo de metastasis,

resistencia a la quimioterapia y a un mal pronéstico (23).

|.IV- IDIOSINCRASIA GENOMICA MEXICANA Y SU RELACION CON EL CANCER
La mayoria de la poblacibn mexicana, al igual que otras poblaciones en

Latinoamérica, es considerada mestiza. Esto debido a los acontecimientos
histéricos de colonizacion que se suscitaron en la region y que condujeron a la
mezcla genética entre poblaciones nativo-americanas, europeas y africanas,
principalmente. Asi pues, al evaluarse la subestructura genética nativo americana
en México, se reportan variaciones genéticas asociadas a las regiones geograficas
del pais. En la regién norte impera la ascendencia europea sobre la Nativo
americana (Tarahumara y Seri). En cambio, en el centro sur predomina la
ascendencia nativo-americana (Nahuas y Zapotecas), al igual que en la peninsula
de Yucatan (Maya) (24, 25).

Esta mezcla genética conlleva a una idiosincrasia de la poblacibn mexicana que
puede desencadenar el desarrollo de enfermedades o diferente respuesta a los
tratamientos. En cuanto al desarrollo de enfermedades, se han identificado
mutaciones fundadoras en poblaciébn mexicana, principalmente de la region centro-
sur del pais, que incrementan el riesgo a desarrollar diferentes padecimientos. Por
ejemplo, la variante p.lle269Asn que disminuye la presencia del receptor a
melanocortina 4 (MC4R) en la superficie celular, se ha reportado como mutacion
fundadora en la poblacion mexicana. Esta mutacion contribuye a la alta incidencia
de obesidad en el pais y ademas se encuentra asociada con un riesgo 2 veces
mayor de presentar Diabetes Mellitus tipo Il (26, 27). De igual forma se han
estudiado las variantes de diferentes proteinas de importancia en farmacogendémica

incluyendo citocromos, transportadores y enzimas de fase Il (28-30), presentando
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la poblacién mestiza mexicana mayor variabilidad en estas proteinas que la

poblacion nativo mexicana (31).

Pensando en esta idiosincrasia genética, se han realizado diferentes estudios para
comprender como se comporta la biologia de tumores neoplasicos de pacientes
mexicanos en comparacion a otros grupos étnicos. Asi se identificé a la delecién del
exén 9 al 12 BRCA1 como variante fundadora para poblacién mexicana. Esta es la
mutacion de BRCA1 mas frecuentemente encontrada en pacientes mexicanas
diagnosticadas con cancer de ovario, presentandose entre 28.2% Yy 43% de los
casos (32). En el caso de cancer de seno, se ha asociado al tipo mas agresivo, el
triple negativo (33). De igual forma, al comparar la influencia de la ancestria sobre
las variantes somaticas encontradas en el cancer de pulmon, se ha identificado una
correlacion inversamente significativa entre la ancestria nativo americana
(mexicana y colombiana) y la carga mutacional del tumor. También se identificé una
correlacion positiva con mutaciones en EGFR, especificamente mutaciones
conductoras, y una correlacién negativa con KRAS y STK11 (34). De igual forma,
en mexicanos se han reportado variantes somaticas inéditas del gen CDH1 en
pacientes con cancer gastrico, mayor frecuencia de genes farmacologicamente
accionables en cancer de seno, y nuevas mutaciones mitocondriales en cancer de
prostata (35-40).

Con base en los diferentes estudios realizados en pacientes mexicanos se ha
demostrado que la idiosincrasia genética si juega un papel importante en la biologia
de las neoplasias, pudiendo influenciar aspectos clinicos como su diagndéstico y
tratamiento. Sin embargo, el panorama de esta interaccién ain no es clara en
algunas neoplasias, por lo que es necesario continuar con los esfuerzos para

elucidarlo.

Il.- ASPECTOS BASICOS DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO

IIIF-ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL ESTOMAGO
El estomago forma parte del sistema gastrointestinal. Se encuentra conectado al

esbfago en su parte superior mediante la unidon esofagogastrica y con el intestino

delgado en su parte inferior mediante el piloro (41). Inmediatamente después de la



unidn esofagogastrica, se encuentra el cardias, en la parte superior se encuentra el
fondo, seguido por el cuerpo, con su curvatura mayor y menor. Posteriormente sigue

el antro hasta llegar al piloro (41).

La mucosa gastrica cuenta con 3 principales tipos de glandulas. Las glandulas
cardiacas, encontradas en el cardias y que contienen células foveolares que
producen moco. También se encuentran las células oxinticas que se encuentran en
la parte del fondo y el cuerpo del estbmago, estas incluyen células parietales y
zimégenas que son las encargadas de la produccién de acido clorhidrico y
pepsindgeno, respectivamente. Por Gltimo, encontramos a las glandulas piléricas
gue contienen células secretoras de moco y a células entero-enddcrinas G que son

las encargadas de producir gastrina (42).

II.1II-FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL ADENOCARCINOMA GASTRICO
Diferentes son los factores de riesgo que se han asociado al desarrollo del

adenocarcinoma gastrico (43). La bacteria Helicobacter pylori (H. Pylori) fue uno de
los primeros patdégenos asociados al desarrollo del adenocarcinoma gastrico (44).
En 1994, el H. Pylori fue declarado por la agencia internacional para la investigacion
del céancer (IARC: International agency for research on cancer) como un
carcinogeno tipo I, con base a los estudios epidemioldgicos en los que encontraron
una relacion causal directa entre la infeccion por H. pylori y cancer gastrico. El H.
pylori es una bacteria gram negativa flagelada que se encuentra normalmente en
alimentos mal conservados (45). Este patdgeno infecta la mucosa gastrica,
colonizando principalmente las regiones distales del estbmago generando lesiones
pre-neoplasicas que pueden progresar a adenocarcinoma gastrico (46). Se han
identificado 2 factores patogénicos principales del H. pylori, CagA (Cytotoxin-
associated gene A) y VacA (Vacuolating cytotoxin gen). Al ingresar el factor de
virulencia CagA a las células de la mucosa gastrica, este es fosforilado por proteinas
de la familia Src lo que lleva a su interaccion y union a SHP2. CagA-SPH2 activan
la via de sefializacion de Erk-MAP de manera dependiente e independiente de Ras.
De igual forma, se ha visto que este dimero, activa de forma directa la via de B-
catenina al interactuar con MET vy la via de sefalizacién de PI3K-AKT (47, 48). La

activacion de estas vias de sefializacion promueve la proliferacion celular
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(Figura 3). En el caso de VacA, este factor se ha asociado a diferentes procesos
como la vacuolizacién, formacién de canales de membrana, apoptosis, respuesta
inflamatoria, entre otros. VacA también activa la via de [B-catenina de forma
dependiente de la via de sefalizacion de PI3K-AKT favoreciendo la proliferacion
celular y la respuesta inflamatoria (47). La presencia y patogenicidad de estos
factores varian dependiendo de la cepa de H. pylori, por lo tanto, no todos los
pacientes infectados con esta bacteria desarrollan adenocarcinoma gastrico (49,
50). De hecho, se ha reportado que la infeccion por H. pylori de cepas patogénicas
puede incrementar hasta 6 veces el riesgo de desarrollar adenocarcinoma gastrico

dentro de los 10 afios después del diagndstico de la infeccidn (43).
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Figura 3. Mecanismo molecular de patogénesis del Helicobacter pylori. Vias de
sefalizacién activadas por los factores patogénicos CagA y VacA que estimulan la

proliferacién celular y la inflamacion del tejido gastrico. Adaptado de Zhao Y. et al. Oncogene
2020 (47).
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Otro factor de riesgo en el desarrollo del cancer gastrico es el virus del Epstein Barr
(EBV: Epstein-Barr Virus). EI EBV es un virus de doble cadena de DNA que
pertenece a la familia de los gamma herpes virus que predominantemente establece
una infeccién latente en linfocitos B y células epiteliales (51). EI EBV se ha asociado
con varios tipos de neoplasias, incluido el cancer gastrico (51). Al colonizar las
células epiteliales, el EBV introduce su material genético en el genoma del huésped
para producir diferentes proteinas virales, entre ellas la proteina latente de
membrana (LMP1), LMP1, activa diferentes metiltransferasas como las DNMT's 1,
3a y 3b lo que produce un patron de metilacion del genoma que ayuda al virus a
esconderse de las células de la respuesta inmune del huésped (51, 52). En México,
al igual que en otros paises se reporta que aproximadamente el 10 % de los
pacientes con adenocarcinoma gastrico, presentan infeccion positiva a EBV (53).
De hecho, los pacientes con adenocarcinoma gastrico con infeccion a EBV
presentan caracteristicas moleculares muy particulares como alta frecuencia de

mutaciones en PIK3CA, asi como frecuente sobreexpresion de JAK2 y PD-L1 (54).

El tabaquismo es otro factor de riesgo que se ha asociado al desarrollo de multiples
tipos de cancer, incluyendo el adenocarcinoma gastrico. El 11% de los casos de
adenocarcinoma gastrico se ha asociado al tabaquismo, sin embargo, en regiones
como Europa, estos valores ascienden hasta un 17% (43). Mdultiples son los
mecanismos moleculares descritos que explican cémo el humo del tabaco podria
desencadenar un proceso cancerigeno, ya sea por activacion del receptor de
compuestos aroméaticos o por generacion directa de aductos en el DNA que pueden
alterar la replicacion de las células (55, 56). La exposicion al humo de tabaco genera
un patrén mutacional caracteristico de sustituciones sencillas C>A, las cuales
generan la firma mutacional SBS04. Un patron similar se produce con los
hidrocarburos arométicos y los componentes del tabaco como el benzo[a]pireno.
Deleciones simples de citocinas y sustituciones dobles tipo CC>AA también se han

asociado a la exposicién al humo de tabaco (12).

I1.111-HISTOPATOLOGIA DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO
En 1965 el patdlogo sueco Laurén propuso la primera clasificacion histopatologica

del adenocarcinoma gastrico. Basandose en las caracteristicas morfologicas del
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tejido lo clasific6 en adenocarcinoma intestinal, difuso y mixto (57). El primero se
denomina asi, debido a su semejanza con el tejido intestinal, ya que el tejido
neoplasico presenta una forma ciliar. El adenocarcinoma gastrico tipo difuso, se
debe a su celularidad, a lo poco diferenciado del tejido original que se suele
encontrar en el tejido neoplasico y a la dispersién celular que se observa (58). Este
tipo también se asocia con mayor presencia de formaciones celulares que asemejan
a anillos de sello, esto debido a que las células presentan gran cantidad de mucina
en su citoplasma, lo que desplaza el ndcleo hacia la periferia, cercano a la
membrana celular (59). El ultimo tipo de adenocarcinoma gastrico denominado
mixto, presenta caracteristicas de ambos tipos de adenocarcinoma o aquellos de
los que no se puede hacer una distincion precisa. Hasta la fecha esta clasificacion

sigue vigente y sigue utilizandose en la practica clinica.

|I.IV-EPIDEMIOLOGIA DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO EN EL MUNDO y

MEXICO
Actualmente el adenocarcinoma gastrico se encuentra a nivel mundial en la sexta

posicion de las neoplasias mas comunes con una incidencia promedio de 11.1
pacientes por 100 00 habitantes, y en mortalidad se encuentra en el quinto lugar
con 7.7 muertes por cada 100 000 habitantes. Ademas, es la segunda neoplasia del
sistema digestivo de mayor incidencia, justo por debajo del cancer colorrectal. Son
los paises asiaticos los que encabezan la lista en cuanto a la incidencia; Mongolia,
Japon, la Republica de Corea, Tayikistan y China se encuentra en los primeros 5
lugares. Después de Asia, Latinoamérica es la regidon que reporta mas casos de
esta neoplasia, con un promedio de incidencia de 8.3 pacientes por cada 100 000
habitantes. Perq, Haiti, Chile, Colombia y Costa Rica encabezan la lista como los

paises con mayor incidencia de adenocarcinoma gastrico en Latinoameérica (60).

A nivel mundial, de 1980 a 2018, se ha reportado un descenso neto en la incidencia
de esta neoplasia, sin embargo, se reporta un aumento de incidencia en pacientes
jovenes menores de 40 afos (61, 62). Datos del programa de vigilancia,
epidemiologia y resultados finales (SEER, por sus siglas en inglés) de Estados
Unidos, recolectados entre el 2007 y 2015 identificaron un aumento en los casos de

cancer gastrico de la region distal en pacientes menores de 50 afios (63).

13



La disminucion en la incidencia del cancer gastrico se ha atribuido a diferentes
factores, incluyendo el control de la infeccion por Helicobacter pylori debido a un
mayor cuidado en los procesos de conservacion de los alimentos (64, 65) y al
tratamiento farmacoldgico ampliamente utilizado a nivel mundial (66). Se estima que
la erradicaciéon del Helicobacter pylori disminuye la incidencia del cancer gastrico
entre 33y 47 % (44, 49). De igual forma, cambios en habitos alimenticios y estilos
de vida mas saludables que se han adoptado en los ultimos afios, pueden tener un
impacto en la disminucion de la incidencia global de cancer gastrico, especialmente

en el adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal.

De acuerdo con un reporte reciente de la organizacion mundial para la salud, la
prevalencia del tabaquismo ha disminuido de un 33.5 % en el afio 2000 a 29.3 % en
el 2015, y se estima que en el 2027 sera de 27.7 %(67, 68). Por lo que se espera
gue esta disminucién en la prevalencia del tabaquismo tenga una repercusién

positiva en incidencia del adenocarcinoma gastrico

El elevado consumo de sal es otro factor de riesgo asociado al desarrollo de
adenocarcinoma gastrico, paises como China, Japon, UK entre otros, estan tomado
medidas para reducir el consumo de sal en sus poblaciones (68, 69). Por ejemplo,
China reporté un descenso del 22 % de consumo de sal en su poblacion entre el
2000 y el 2011 (70).

En México, sin embargo, se reportdé que el consumo de sal se mantuvo constante
entre el 2006 y 2016 (71). De acuerdo con el estudio SALMEX, el consumo de sal
promedio de la poblacion mexicana fue de 3.5 g al dia, un exceso de 75 % sobre
los 2 g diarios recomendados (72). En cuanto al tabaquismo, en México se reportd
una reduccion del 11 % en la prevalencia de fumadores entre el 2002 y 2016 (73).
Finalmente, también se ha observado un descenso en cuanto a la incidencia de
infeccidén por H. pylori en poblacién mexicana. En el cuarto censo mexicano sobre
la prevalencia de Helicobacter pylori reporta una disminucién de hasta un 20 %,
principalmente en adultos jovenes y nifios (74). Modificaciones en la prevalencia de

los diferentes factores de riesgo, pueden influir en la incidencia del adenocarcinoma
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gastrico, desafortunadamente, al no contar México con un registro oficial de

pacientes con cancer, estos cambios pueden pasar desapercibidos.

Diferentes estudios epidemiolégicos realizados en poblacion mexicana han
reportado el comportamiento del cancer gastrico en México. Instituciones de tercer
nivel de la Ciudad de México que incluyen el Hospital General de México, el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, el Hospital Espafiol y
el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, han reportado un descenso de hasta
un 20 % en la incidencia del cancer gastrico entre los afios 1978 y 2012 (75). Por
otro lado, en el estado de Veracruz se ha observado un aumento en la frecuencia
anual proyectando un incremento de casos del 7.22 % al 2025 (76). En el estado de
Chiapas, también se ha reportado un incremento en el nimero de pacientes
diagnosticados con cancer gastrico entre los afios 2007 y 2014 (77). De hecho, se
ha reportado una distribucion desigual de su incidencia del adenocarcinoma gastrico
afectando principalmente a estados de la region centro sur del pais especialmente

en los estados de Chiapas, Oaxaca y Guerrero (78).

Cabe resaltar que en México se ha reportado una alta incidencia de
adenocarcinoma de tipo difuso. Un estudio retrospectivo en el que se evaluaron los
registros de pacientes con adenocarcinoma gastrico atendidos en el Hospital Juarez
de la Ciudad de México entre los afios 2003 y 2012, identificd que el 55.2 % de los
pacientes tratados presentaron una histologia de adenocarcinoma gastrico tipo
difusa, en comparacién al 28.2 % que presentaron histologia de tipo intestinal. El

resto de pacientes presentaron histologia mixta o indeterminada (79).

I1l.- ASPECTOS MOLECULARES DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO

I11.I- PANORAMA MUTACIONAL DE LAS LESIONES PRENEOPLASICAS DEL

ADENOCARCINOMA GASTRICO
Caracterizar las lesiones precancerosas en sus etapas mas tempranas es uno de

los pilares principales para comprender los procesos moleculares relacionados con
la iniciacion y el desarrollo del cancer. El andlisis de lesiones premalignas del
adenocarcinoma gastrico revela un panorama mutacional totalmente distinto al

relacionado con el adenocarcinoma. Mutaciones en APC se encontraron presentes
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en todos los pacientes con lesiones preneoplasicas evaluados independientemente
de su fenotipo MSI, sin embargo, mutaciones en ARID2 fueron similares a las
muestras de adenoma con fenotipo MSI (80). En el 24 % de los pacientes con
lesiones premalignas de tipo intestinal (displasia/neoplasia intraepitelial) se
identificaron mutaciones en ARID2. Las lesiones en ARID2 siempre son concurrente
con mutaciones APC (las mas frecuentes en el 76 % de los pacientes). Sin embargo,
estas mutaciones concurrentes entre ARID2 y APC son mutuamente excluyentes
con las mutaciones de TP53. Los pacientes con displasia de alto grado/neoplasia
intraepitelial y con mutaciones en TP53, presentaron mas probabilidad de que la

lesion evolucionaran a carcinoma (81).

Algunas diferencias gendmicas entre el adenocarcinoma gastrico y la metaplasia
intestinal incluyen menor frecuencia de genes supresores de tumores comunmente
mutados (TP53, ARID1A y FBXW?7), amplificacién del cromosoma 8 y acortamiento
de los telébmeros (82). Por otro lado, un analisis de diversidad clonal de lesiones
sincronicas de adenoma y adenocarcinoma mostré que no todas las lesiones de
adenoma evolucionan a adenocarcinoma gastrico, de hecho, ambas tienen un
ancestro comun con divergencia temprana y evolucion paralela, lo que impulsa la
idea de que la concomitancia de lesiones de adenoma y carcinoma en un tumor, no

implica que el adenoma evolucione a carcinoma (83).

El H. pylori es un patdgeno fuertemente asociado al desarrollo del adenocarcinoma
gastrico. La secuenciacion del exoma de la gastritis precancerosa por H. pylori
revela el predominio de la firma mutacional C:G>T:A en las muestras
independientemente de su estado de microsatélite. Se encontrd que los procesos
de adhesion celular, metabolismo, endocitosis y la organizacion de la estructura
extracelular son las vias de sefializacion mutadas con mayor frecuencia en este tipo
de lesiones (84). Curiosamente, un riesgo reducido de infeccion por H. pylori (OR =
0,80; IC 95 %: 0,66-0,96), gastritis atrofica cronica (OR = 0,66; IC 95 %: 0,45-0,97)
y metaplasia intestinal (OR = 0,57; 95 % CI: 0,36-0,90) se observd en pacientes
chinos con polimorfismo TLR1 rs4833095 (85).
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I11.1I- PANORAMA MUTACIONAL DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO EN EL

MUNDO
Un proceso mutacional organizado por etapas como el que presenta el cancer de

colon aun no ha sido caracterizado para el adenocarcinoma gastrico, pero los
esfuerzos apuntan en esa direccion. Al comparar el genoma de pacientes en etapa
temprana y avanzada no se han encontrado diferencias significativas entre las
firmas mutacionales C > Ty G > A, sin embargo, se encontré6 una mayor frecuencia
de mutaciones C > G en el tipo GA intestinal (86). Al evaluar mutaciones no
sinbnimas, los pacientes en etapa temprana muestran menor numero de
mutaciones en comparacion con la etapa avanzada, ademas de mutaciones
exclusivas en los genes DYRK3, GPR116, MCM10, PCDH17, PCDHB1, RDH5 y
UNCS5C (86).

Los tumores de adenocarcinoma gastrico tipo difuso en etapas tempranas o tardias
muestran tasas de mutacidbn promedio similares de 69.7 frente a 74.3
mutaciones/mb. En las etapas tempranas se observan enriquecidas con las vias
sefalizacion asociadas a la adhesion celular, los genes relacionados con el
transporte de solutos vy, curiosamente, los genes relacionados con el
neurodesarrollo (87). Importantemente, el adenocarcinoma gastrico tipo difuso mas
invasivo, a menudo se encuentra asociado a las poblaciones hispanas, sin embargo,

los estudios genémicos se han realizado en poblaciones caucasicas o asiaticas.

El adenocarcinoma gastrico esporadico de tipo difuso de inicio temprano presenta
una frecuencia significativamente mayor de mutaciones en CDH1, TGFB y una
frecuencia mas baja mutaciones en RHOA en comparacion con el inicio tardio;
encontrandose mutaciones de TGFBR1 especificas en las mujeres (88). Vale la
pena resaltar que la expresion diferencial de RHOA a lo largo de las etapas de la
enfermedad se observd entre los pacientes asiaticos, pero no en la poblacién
caucasica (89). De hecho, solo el 3,9 % de los pacientes centroeuropeos resultaron
positivos para las mutaciones de RHOA, en contraste con el 23,33 % de los
pacientes japoneses (90, 91). En términos de CNV, una amplificacion focal
recurrente en 10.926.13, donde se encuentra el gen FGFR2, y la delecién de

3p21.1, que alberga 161 genes, fueron asociadas significativamente en pacientes
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con adenocarcinoma gastrico esporadico de tipo difuso de inicio temprano (88).
Importantemente, no se encontré ninguna influencia étnica del desequilibrio alélico
3p (pérdida y ganancia) entre las muestras de pacientes caucasicos americanos e

hispanos mexicanos (92).

La secuenciacion del exoma del adenocarcinoma gastrico con clasificacion
Borrmann tipo IV o linitis plastica, cominmente asociado al adenocarcinoma
gastrico de tipo difuso, revel6 un panorama mutacional asociado al cancer de tipo
difuso con TP53, ARID1A y RHOA como genes frecuentemente mutados. Las
mutaciones recurrentes en el sitio de splicing de CDH1 (L214R) y el oncogén RAS
fueron frecuentes en estos pacientes (93). Otro gen fuertemente mutado y asociado
con el adenocarcinoma gastrico de tipo difuso es el gen RHOA, que se encuentra
mutado en casi el 25.3% de los pacientes japoneses con hotspots en Tyr42, Arg5 y
Glyl17 (91). En una cohorte estadounidense con adenocarcinoma gastrico de tipo
difuso, el gen que se encontr6 mas mutado en esta cohorte fue el KMT2C (41 %).
Este gen relacionado con la lisina metiltransferasa se asocié con la invasion linfatica,
vascular y neural, asi como con el estado TNM: los pacientes con expresion de
KMT2C tuvieron menos invasion, menor estado TNM, supervivencia libre de
recurrencia y mejor supervivencia general que los pacientes con baja expresion de
KMT2C. No se encontré asociacion en esta cohorte con cancer gastrico tipo
intestinal (94).

Al realizar un analisis mutacional diferencial entre el adenocarcinoma gastrico de
tipo difuso e intestinal, se observd un menor nimero de variaciones de un solo
nucledétido en el adenocarcinoma gastrico tipo difuso y una mayor frecuencia de
variaciones estructurales, como duplicaciones, deleciones y fusiones en tandem en
tipo adenocarcinoma gastrico tipo intestinal (95). El analisis de secuenciacion del
genoma completo reveld6 un aumento comun de zonas de deleciéon en los
cromosomas 17, 18, 19, 20, 21, 22 y especialmente en el cromosoma 16 donde se
ubica el gen CDH1,; por otro lado, los cromosomas 3, 7, 8 y 13 mostraron un mayor
namero de duplicaciones (55, 56) en pacientes con adenocarcinoma gastrico,

independientemente de su histopatologia (96, 97).
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La formacion de células en anillo de sello es una disposiciéon histolégica que se
encuentra comunmente asociada al adenocarcinoma gastrico de tipo difuso y que
se relaciona con una baja supervivencia global. Un andlisis de secuenciacién del
exoma completo de pacientes con alta presencia de formaciones de anillo de sello
(> 80 %) encontr6 que la pérdida de la copia del gen FHIT estaba presente en el
46.9% de los pacientes, ademas de ser TP53 el gen mutado con mayor frecuencia
(98) . Otra peculiaridad molecular que se encuentra comunmente en formaciones
de células en anillo de sello son las fusiones CLDN18-ARHGAP26/6, que tienden a
estar presentes junto con mutaciones en ARHGEF o ARHGAP y parecen ser
mutuamente excluyentes con mutaciones en CDH1 (98). También se encontré que
la fusibn de CLDN18-ARHGAP26/6 estuvo presente en una cohorte china,
especialmente en pacientes del sexo femenino, comparado con la cohorte de la
TCGA (98). La distribucién de células en anillo de sello entre los grupos étnicos no
esta clara. Si bien, estudios asiaticos reportan una prevalencia de 6 a 15 % de
células en anillo de sello en contraste con el 20 % a 30 % reportado por estudios
caucasicos americanos/europeos (99). Ademas, deleciones en 9p y amplificaciones
en 20q se encuentran relacionadas con la formacion de células en anillo de sello
(100); de igual forma, mutaciones exclusivas del adenocarcinoma gastrico de tipo
difuso en los genes KMT2C y TAF1 son dos veces mas frecuentes en formaciones

de células en anillo de sello que en tejidos sin este fenotipo (100).

Con respecto al fenotipo MSI la exploracion del panorama mutacional mostré que
las transiciones C > A eran comunes en el 42 % de los tumores MSS, mientras que
las transiciones C > T eran prominentes en el 51 % de los tumores MSI. TP53 y
PIK3CA fueron los Unicos genes que se encontraron mutados en ambas
condiciones (101). Adicionalmente, las mutaciones en el gen TP53 se encontraron
significativamente mas altas entre los pacientes afroamericanos que entre los
asiaticos, hispanos y caucésicos, independientemente del estado del microsatélite
(102). El panorama mutacional parece estar influenciado por el fenotipo MSI de los
pacientes. Los pacientes MSI presentaron altamente mutados los genes: ZNF167,
FAT4, APC, ARID1AD, CDH1, CTNNB1 y SMAD4 (101). Ademas, se encontro que
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las alteraciones en la via PI3K estaban altamente asociadas con MSI que no se

identificaron en pacientes MSS (103).

Al evaluar los ganglios afectados en pacientes con adenocarcinoma gastrico con
fenotipo MSI o MSS, la firma molecular SBS06, relacionada con la mecanismo de
reparacion de DNA de bases mal apareadas, se expres6 mas en los ganglios
positivos de los pacientes con MSI, en cambio la firma SBSO01 (relacionada con el
proceso de envejecimiento), se expresd con mayor frecuencia en los ganglios
positivos de los pacientes con MSS (104). El andlisis sub clonal del tejido primario
y las mutaciones de los ganglios linfaticos mostré una arquitectura conservada en
gran medida en ambos tejidos, lo que sugiere que las células de metastasis pueden

provenir de subclones homogéneos del tejido primario (104).

I11.11I- PANORAMA MUTACIONAL DEL ADENOCARCINOMA GASTRICO EN

MEXICO
El panorama mutacional actual del adenocarcinoma gastrico en México se ha

basado en estudios enfocados en identificar variantes germinales puntuales tanto

patogénicas como de riesgo.

La mayor frecuencia de casos de adenocarcinoma de tipo difuso reportados en el
pais ha atraido especial atencion en la identificaciébn de variantes patogénicas
asociadas al gen CDH1 que codifica para la proteina E-cadherina. Algunas variantes
germinales se asocian con el desarrollo de adenocarcinoma gastrico hereditario de
tipo difuso. En poblacion mexicana se han identificado 2 variantes germinales
patogénicas en su region promotora (c.160C>A, ¢.347GInsGA y c-472DelA) (105-
107). y una delecion en la region codificante (c.377Del) (108) que se encuentran
asociada a una disminucion en su transcripcion por ende a un aumento en el riesgo
a desarrollar adenocarcinoma gastrico. En pacientes de Guadalajara con cancer
gastrico de inicio temprano (< 50 afios), se evalué la presencia de variantes
germinales de CDHL1, y se encontraron 12 variantes polimérficas de las cuales la
variante del exén 13 (c.2076T>C) y del intron 15 (c.2439+177DelT) fueron las mas

frecuentes (109).
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En pacientes con adenocarcinoma de tipo difuso y mixto se han reportado 17
variantes somaticas diferentes de CDH1, dentro de estas, cuatro que no se han
reportado en otras poblaciones, la variantes incluyen c.-137C>A localizada en la
regiobn promotora, ¢.1138-92 DelA y ¢.1138-75 InsA encontrada en el intrén 8
yc.1221insC en el exén 9 (36).

En poblacion mexicana, también se han estudiado variantes germinales que pueden
aumentar o influir en el efecto de factores de riesgo y desencadenar el proceso
neoplasico. Estas variantes germinales asociadas a la respuesta inflamatoria que
afectan algunas citocinas se encuentran IL-4 (¢.-590 C > T), IL-6 (c.573 G > C), IL-
10(c.-1082A>G,c.-819C>Tyc.-592 C>A) e INF-y (c.-1615 C >T). Sin embargo,
de las variantes estudiadas solamente la variante IL-10 c¢.-819C<T presentd un
efecto asociado a la disminucion del riesgo de desarrollar adenocarcinoma gastrico,
las otras variantes no modificaron el riesgo de desarrollar adenocarcinoma gastrico
(110).

A través de un estudio de casos y controles con pacientes con adenocarcinoma
gastrico de Puebla, Ciudad de México y Yucatan se evalué la asociaciéon de riesgo
a desarrollar cancer gastrico con las variantes de ILLRN VNTR (variable number of
tandem repeats), IL1B (c.-31C>T y ¢.+3954C>T) y IL10 (c.-592C>A). Se encontrd
un elevado aumento en el riesgo de desarrollar cancer gastrico tipo intestinal en
pacientes con infeccion de H. pylori CagA positivo y los genotipos IL18 ¢-31 CC y
IL10 c.-592 CC. Cuando la cohorte fue estratificada por la infeccion, no se encontro
asociacion de los demas genotipos con la modificacion del riesgo a desarrollar

cancer gastrico (111).

También se han estudiado, las variantes germinales de algunos oncogenes y su
participacion en el riesgo de desarrollar adenocarcinoma gastrico. Variantes en la
region promotora de EGFR (c.-216G>T, ¢.-191C>A) (112) al igual que variantes
intronicas de ERBB2 (c.-18+1514C>T, c.-18+3073G>T, ¢.3418C>T) (113) se
asociaron a un mayor riesgo de desarrollar adenocarcinoma gastrico. De igual
forma, el genotipo Arg/Arg del codon 72 de TP53 se asocié con un aumentando en
el riesgo a desarrollar adenocarcinoma gastrico distal, haciéndose mas notorio al
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hacer la correccion por sexo, edad y presencia de H.pylori (114). En contraste, la
variante de TGF-B (c.-509 C<T) que produce un incremento en sus concentraciones

plasmaticas, se ha asociado con una reduccion en el riesgo (110).

Previamente, nuestro grupo de investigacion exploré la asociacion del indice
nutricional, el panorama mutacional y la sobrevida de pacientes mexicanos con
adenocarcinoma gastrico (115). El indice nutricional y el indice de masa corporal se
identificaron como factores prondsticos independientes de la sobrevida de los
pacientes. En cuanto al panorama mutacional; NOTCH1, GNAS, FBXW7 and IDH2
fueron los genes mas frecuentemente mutados, difiriendo de los resultados
encontrados en otras poblaciones donde TP53, PIK3CA, ARID1A y CDH1 son los
genes mas frecuentemente mutados (116). También evaluamos las firmas
mutacionales de sustitucion de una base y se identificaron como frecuentes las
firmas asociadas al envejecimiento (SBS01), asociada al cancer de higado (SBS23)
y la asociada a defectos en el sistema de reparaciéon de bases mal apareadas
(SBS06).

El adenocarcinoma gastrico tipo difuso se presenta con mayor frecuencia en
poblacion mexicana, a diferencia de otras poblaciones como la caucésica. Si bien,
se han realizado esfuerzo por conocer algunos cambios mutacionales que pueden
suceder en pacientes mexicanos con adenocarcinoma gastrico, los estudios
realizados se han enfocado en algunos genes aislados y no en el panorama
mutacional completo. El conocer las diferencias genéticas entre ambos tipos de
adenocarcinoma gastrico no solo nos permitird entender la biologia tumoral, si no
también poder ofrecer un tratamiento integral para cada uno de los tipos de tumores,

con bases también en las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes.
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HIPOTESIS

Existen variantes genéticas diferentes entre los tipos de adenocarcinoma gastrico
difuso e intestinal, que se encuentran relacionadas a parametros clinico-patolégicos
como la histologia tumoral y la edad al momento del diagnéstico de pacientes

mexicanos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar las variantes genéticas distintivas que se encuentran asociadas a la
histologia tumoral, edad al momento del diagndstico y otras caracteristicas clinico-
patolégicas en pacientes mexicanos atendidos en el Instituto Nacional de

Cancerologia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Elucidar el panorama gendmico del adenocarcinoma gastrico en pacientes

atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia.

2. Contrastar la frecuencia de mutaciones somaticas con las caracteristicas clinico-
patolégicas en pacientes con adenocarcinoma gastrico, incluyendo la histologia

tumoral y edad al momento del diagndstico.

3. ldentificar las vias de sefalizacion afectadas en los pacientes de acuerdo con su

histologia tumoral.

4. Comparar la frecuencia de variaciones en el numero de copias de las citobandas
y Su asociacibn con caracteristicas clinico-patolégicas en pacientes con
adenocarcinoma gastrico, incluyendo la histologia tumoral y edad al momento del

diagnostico.

5. Analizar los procesos mutacionales implicados en la carcinogénesis del
adenocarcinoma gastrico, evaluando su asociacion con las caracteristicas

clinicopatologicas de los pacientes.

6. Inferir la arquitectura clonal asociada a la evolucion de los tumores de

adenocarcinoma gastrico de los tipos difuso e intestinal.
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METODOLOGIA
|.- DISENO DEL ESTUDIO

Este es un estudio piloto observacional descriptivo transversal, que forma parte de
un estudio mayor enfocado a identificar biomarcadores de utilidad clinica en el
tratamiento del adenocarcinoma gastrico: Este proyecto se encuentra aprobado por
el Comité de Investigacién (018/048/IBI) y el Comité de Etica en Investigacion
(CEI/1314/18) del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) de la Ciudad de
México.

Il.- POBLACION DE ESTUDIO, CRITERIOS DE INCLUSION Y DE

EXLUSION
En este proyecto se incluyeron pacientes que aceptaron su participacion voluntaria

en el estudio registrado y que firmaron el consentimiento informado (aprobado por
los comités del INCan). A cada paciente se le explico el objetivo del proyecto, los
riesgos y beneficios directos o indirectos que obtendria del presente estudio para

gue tomara una decision informada.

Los criterios de inclusién fueron: Ser mayor de 18 afios y tener un diagndstico
positivo de adenocarcinoma gastrico primario, confirmado por el servicio de
patologia del INCan. En cambio, se excluyeron las biopsias de aquellos pacientes
con adenocarcinoma gastrico que fuera de un tumor segundo primario o secundario
a otro proceso neoplasico, también se excluyeron pacientes a los cuales se les
administré quimioterapia previa a la toma de muestra y que tuvieran deshabilitada

o incompleta su historia clinica.

Ill.- RECOLECCION DE INFORMACION CLINICA
La informacion clinica de cada paciente se obtuvo a través del expediente clinico

electronico del INCan (INCanet). Se colectaron las siguientes variables: Edad al
momento de diagnostico, indice de masa corporal, Sexo, Estadio Clinico, Impresion
diagnéstica (tipo de lesion observada durante la endoscopia de acuerdo con la
clasificacion Borrmann que identificd el endoscopista), Histologia tumoral (Tipo de
tumor de acuerdo con la clasificacion de Lauren que describe el patélogo), y

presencia de células en anillo de sello.
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V.- RECOLECCION DE MUESTRAS DE TEJIDO TUMORAL'Y

ADYACENTE
Con el apoyo de 2 endoscopistas experimentados del servicio de endoscopia del

INCan, se tomaron muestras de tejido gastrico tumoral y de tejido adyacente por
cada paciente, se utiliz6 un férceps para recolectar los tejidos durante el
procedimiento. El tejido adyacente se recolect6 de la region estomacal mas alejada
del tumor con una distancia no menor a 5 cm entre tejido tumoral y tejido adyacente.
Para evitar contaminacion, se tomaron primero las muestras de tejido adyacente y
después las de tejido tumoral. La presencia de lesién tumoral se confirmo por el
servicio de patologia del INCan. Una vez colectadas las muestras, estas se
colocaron en la solucion amortiguadora RNAlater (Invitrogene, AM7021), se
etiquetaron debidamente y se almacenaron a 4 °C durante 24 horas, posteriormente
se les retir6 el RNAlater y se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su

procesamiento.

V.- EXTRACCION Y EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DEL DNA
Las muestras de tejido tumoral y de tejido adyacente se homogenizaron utilizando

un motor mecanico (Merck, Z359971) y las columnas QlAshredder (QIAGEN,
79654) para obtener un lisado homogéneo. Posteriormente, para extraer DNA
genomico de alta calidad, se utilizé el kit AllPrep® DNA/RNA Mini Kit (QIAGEN,
80204) siguiendo el protocolo de Pefa-Llopis et al. (117). La pureza del DNA
extraido se evalu6 con el equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, ND-
2000). La cantidad y el estado de fragmentacion del DNA se evalu6 mediante el
sistema Agilent 2200 TapeStation utilizando el ensayo genémico DNA ScreenTape
(Agilent, 5067-5365) y asi se obtuvo el niumero de integridad del DNA (DIN: DNA
integrity number). Para realizar la secuenciacion del exoma, la identificacion de
infeccion por H. pylori y del EBV, se seleccionaron las muestras que contaban con

un DIN de 6 a 10 y una concentracion minima de 20 ng/pL.

VI.- DETERMINACION DE HELICOBACTER PYLORI
La presencia de H. pylori se evalu6 tanto en tejido tumoral como en tejido adyacente

utilizando 100 ng de DNA. La evaluacion se hizo por PCR en tiempo real Step One

Plus (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), y se utilizaron los primers HP-
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16S (5"-TCGGAATCACTGGGCGTAA-3’ y 5-
TTCTATGGTTAAGCCATAGGATTTCACAC-3). La reaccion se realizd de la
siguiente manera: un ciclo de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 minutos seguido
por 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 15 segundos y reconocimiento a 60
°C por 1 minuto. La curva de hibridacién fue como sigue: 95 °C (15 s), 60 °C (1 min)
y 95 °C (35 s). Una muestra positiva a H. pylori fue utilizada como control positivo.
El andlisis de la PCR se realiz6 mediante el umbral del ciclo y una curva de
hibridacién. Las muestras que amplificaron antes de 30 ciclos se consideraron como
positivas. Un paciente se considero positivo a infeccion por H. pylori si al menos uno

de los 2 tejidos (tumoral o adyacente) amplifico para el patégeno.

VIl. DETERMINACION DE VIRUS DE EPSTEIN-BARR

La presencia de EBV en tejido tumoral se evalué mediante hibridacion in situ para
el ARN codificado por EBV (EBER1). Siguiendo los procedimientos descritos
anteriormente (118) se fijaron los tejidos tumorales a un portaobjetos y se
expusieron a una sonda de EBER1. Un tumor se consider6 EBV negativo si la
tincibn con EBER1 no se detectd o solo se expres6 en células linfoides con
apariencia benigna. Un tumor se considerd positivo si se observaba tincion con

EBER1 en el nlcleo de las células malignas.

VII.- PREPARACION DE BIBLIOTECA, CAPTURA DE REGION DE

INTERES
La preparacion de la biblioteca, la captura de los hibridos y la secuenciacion del

exoma las realizé la empresa Novogene Inc como sigue: Un total de 1.0 ug de DNA
extraido de los tejidos tumoral y adyacente utilizando el kit Agilent SureSelect
Human All Exon V6 (Agilent, 5190-8865) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante se utilizé para preparar las bibliotecas de secuenciacion, estas fueron
generadas seccionado en fragmentos de 180 a 280 pares de bases (bp: base pair),
los salientes restantes se convirtieron en extremos romos mediante enzimas
exonucleasa y polimerasa, posteriormente las enzimas fueron eliminadas.
Posteriormente, los fragmentos fueron poliadenilados en su terminal 3' y fueron
ligados con adaptadores. Los fragmentos de DNA con adaptadores en ambos lados

fueron amplificados por PCR. Para la captura de los exones los fragmentos
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amplificados se mezclaron con sondas marcadas con biotina y perlas magnéticas
recubiertas de estreptomicina. Los fragmentos fueron purificados utilizando el
sistema AMPure XP (Beckman Coulter, A63882) que remueve los fragmentos y
adaptadores no ligados y capturados. Finalmente, las bibliotecas capturadas fueron
amplificadas nuevamente mediante PCR, marcadas para prepararlas para

hibridacion y cuantificadas utilizando el sistema Agilent Bioanalyzer 2100.

VIIl.- SECUENCIACION DEL EXOMA
Los fragmentos se secuenciaron utilizando un equipo llumina Novaseq 6000 que

utiliza un mecanismo de secuenciacion por sintesis. Una vez en el equipo, los
fragmentos hibridados de cada muestra son amplificados, y secuenciados. La
secuenciacion se realiza mediante nucle6tidos marcados con un fluoréforo; y cada
vez que un nucleotido se une a la cadena, se emite una sefial y esta es captada por
el equipo. Todas estas sefiales son recolectadas y utilizadas para generar archivos
en formato FASTA, los cuales se utilizaron para hacer el analisis bioinformético

posterior.

IX.- FILTRADO, LLAMADO Y ANOTADO DE VARIANTES SOMATICAS
A partir de los archivos de secuenciacion, se realizaron filtrados para eliminar la

informacion de los adaptadores y las lecturas de baja calidad. Las lecturas de cada
segmento fueron descartadas si presentaban cualquiera de las siguientes
caracteristicas: una lectura se encontraba contaminada con adaptadores, mas del
10% de las bases eran inciertas o si la proporcion de baja calidad de las bases era

superior al 50%.

Se utilizé el programa Burrows-Wheeler Aligner (BWA-MEM) (version [v] 0.7.8-r455)
para alinear las lecturas al genoma de referencia humano GRCh37 (hgl9). Este
programa permite alinear y ordenar las lecturas de cada segmento secuenciado
frente a un genoma de referencia, para asi inferir el genoma de las muestras
secuenciadas (119). Este programa cuenta con 3 algoritmos diferentes; BWA-
backstrap que fue disefiado para lecturas de segmentos de hasta 100 pb, mientras

gue los otros 2, BWA-SW y BWA-MEM pueden trabajar con segmentos de entre 70
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y 1000 bp (119). Utilizamos el algoritmo BWA-MEM ya que es el mas nuevo, el mas

eficiente y permite trabajar con el tamafo de segmentos que realizamos.

Se utiliz6 SAMtools (v1.0), para generar los archivos BAM y Picard (v1.111) (21)
para marcar y eliminar lecturas duplicadas. Picard es parte del conjunto de
herramientas de analisis genémico (GATK: Genomic Analysis Toolkit) generadas
por el Broad Institute que permite obtener variantes de alta calidad, debido a que se
realizan realineamientos y recalibraciones en segmentos del genoma propensos a
errores de alineamiento, por ejemplo, los sitios colindantes con inserciones y
deleciones o sitios con variaciones estructurales (120, 121). GATK permite reajustar
los resultados obtenidos con BWA-MEM.

Las variantes de un solo nucled6tido (SNV: Single nucleotide variant) se identificaron
utilizando tres programas de llamado de variantes: MuTect (v1.1.4) (122), VarScan2
(v4.1) (123) y MuTect2 (v4.2) (124). El programa MuTect fue creado por el Broad
Institute y permite hacer un llamado de variantes SNV con alta sensibilidad y
especificidad. Utiliza un modelo bayesiano que permite hacer el llamado de
variantes de baja frecuencia con una fraccién alélica de variante (VAF: variant allele
fraction) de hasta 0.1, y solo se seleccionaron los SNV identificados por dos 0 mas
programas. Se identificaron pequefias inserciones y eliminaciones (InDels: small
Insertions and Deletions) con Strelka (v1.0.13) (64), VarScan2 y MuTect2. Se
seleccionaron InDels identificados por dos o0 mas llamadores de variantes. Para
eliminar los posibles polimorfismos germinales de los SNV e InDels somaticos, se
filtraron las variantes que presentaron una frecuencia de alelo menor (MAF: minor
allele frequency) del 1 % o superior utilizando gnomAD (v2.0.1). Ademas,
eliminamos las variantes con VAF inferior a 0.05 y superior a 0.7 Ademas, para
evitar cualquier contaminacion con variantes de la linea germinal, realizamos un
analisis pareado para cada paciente filtrando todas las mutaciones compartidas por
los tejidos adyacentes y tumorales, quedando Unicamente las mutaciones

encontradas en el tejido tumoral con genotipo 0/1 en los archivos finales de VCF.

La relevancia bioldgica y clinica de los SNV se obtuvo utilizando la interfase web
The Cancer Genome Interpreter (CGI) (65). Para predecir las mutaciones

28



impulsoras, se seleccionéd un modelo especifico de tejido (adenocarcinoma de
estbmago) en el CGI. Este modelo utiliza un algoritmo de aprendizaje automatico
denominado BoostDM para anotar y predecir la relevancia clinica y biolégica de las
variantes somaticas con una puntuacion de BoostDM de 0,5 con una precision para

predecir mutaciones impulsoras (puntuacion Fso) superior a 0,9 (66).

Se utilizé el programa Control-FREEC (v11.4) (24) para el llamado de variantes para
identificar variaciones en el numero de copias (CNV: copy humber variations) de las
citobandas. Esta es una herramienta creada por el Institut Curie que permite
identificar cambios en el nimero de copias y desbalances alélicos en muestras
pareadas discriminando entre eventos somaticos y germinales (125). Los
segmentos con log2 mayor a 0.2 fueron clasificados como ganancias CNV y los

segmentos con log2 menor a -0.235 fueron pérdidas CNV.

X.- IDENTIFICACION DE CARGA MUTACIONAL TUMORAL

Para cada muestra, se calcul6 su carga mutacional tumoral (TMB: Tumor mutational
burden), para esto se utilizé anicamente el nUmero de variantes somaticas que se
encuentran en la region codificante del genoma dividido entre el tamafio de la regiéon
blanco que es cubierta por el kit de captura, que en este caso fue de 60 Mb. De
acuerdo con el estudio de Chalmers et al. 2017, en el cual se identificé la TMB de
100,000 muestras de pacientes con diferentes tipos de cancer, incluido el cancer
gastrico, los pacientes con cancer gastrico fueron considerados con TMB alta si
presentaban valores superiores a 5 mutaciones/Mb (126) por lo cual, se consider6

este punto de cohorte para categorizar a las muestras con TMB alta o TMB baja.

X|.- ANALISIS DE SOBRERREPRESENTACION

Se utilizé la interfase web Cancer Genome Interpreter (CGI) para clasificar las
variantes somaticas en conductoras y pasajeras (127). Debido a que las variantes
conductoras son las que tienden a dirigir el crecimiento y evolucién del tumor, se

decidié realizar el analisis de sobrerrepresentacion solamente con estas variantes.

Se utilizo la interfase web WebGestalt para el analisis de sobrerrepresentacion de
las variantes conductoras. WebGestalt es una herramienta web que permite realizar

diferentes tipos de andlisis de enriquecimiento (127). El andlisis de
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sobrerrepresentacion es un andlisis estadistico que determina si genes predefinidos
en vias de sefializacion de bases de datos de referencia se encuentran
representados o presentes en un data set experimental (128). En WebGestalt, se
seleccionaron como bases de datos funcionales de referencia Reactome pathway y
Panther pathway, y se consideraron como enriquecidas las vias con una tasa de

descubrimiento falso (FDR: False Discovery Rate) < 0.05.

XII.- ANALISIS DE DIVERSIDAD CLONAL
Se identificé la diversidad clonal de cada muestra utilizando el paquete SciClone

(129). Una consecuencia de la expansion tumoral es la acumulacion de variantes
somaticas, que segun el modelo de expansién clonal, las variantes con mayor
frecuencia alélica son aquellas que se encuentran en el clon original y a medida que
este se va expandiendo se van integrando otras variantes y se van generando
subclones, lo que conlleva a generar diversidad intra-tumoral (130). El programa
SciClone, utiliza la VAF para generar un modelo bayesiano y estimar el nimero de
subclones que presenta la muestra. Para optimizar la deteccion de los subclones,
este programa solamente utiliza las variantes somaticas que no se ven afectadas
por CNV (129). Se incluyeron solamente las variantes somaticas que presentaron
una cobertura de secuenciacion superior a 50X y se identificé el nimero de
subclones que presentaba cada muestra. Una vez identificado el numero de
subclones se procedid a categorizar las muestras en alta o baja clonalidad de
acuerdo con la mediana, las muestras con 2 o0 mas subclones se consideraron como

muestras con alta diversidad clonal.

XIIl.- COMPARACION DE VARIANTES CON OTRAS POBLACIONES
Se utilizé el sitio web c-Bioportal para acceder a los datos gendmicos de TCGA y

OncoSG (31, 32). Se seleccionaron muestras de los estudios Stomach
Adenocarcinoma (TCGA, Firehouse legacy) (131) y OncoSG (132). Se obtuvieron
datos de los genes afectados por variantes somaticas y CNV para comparar su

frecuencia entre las tres cohortes.
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XIV.- ANALISIS ESTADISTICO
Se evaluaron asociaciones entre caracteristicas clinicas como: histologia tumoral y

presencia de células en anillo de sello, H. pylori y EBV con la presencia de
variaciones somaticas y CNV. Los pacientes fueron agrupados de acuerdo con sus
caracteristicas clinicas y luego se comparo la frecuencia de las variantes entre los
grupos mediante la prueba exacta de Fisher. Los valores de p se ajustaron mediante
el procedimiento de Benjamini-Hochberg. También se evalué la asociacion de los
valores brutos de TMB con las caracteristicas clinicas de los pacientes mediante la
prueba de Kruskal-Wallis. Se categorizé la contribucién positiva de las firmas
mutacionales y se compar6 con las caracteristicas clinicas de los pacientes. Se
analizé la independencia de las tablas de contingencia mediante la prueba de chi-
cuadrada con la correccion de Yates. La significacion estadistica se fijo en p < 0.05.
Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software R (https://cran.r-

project.org).
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RESULTADOS
|.- CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS DE LOS PACIENTES

Se analizaron muestras de 50 pacientes mexicanos diagnosticados con
adenocarcinoma gastrico que fueron atendidos en el Instituto Nacional de
Cancerologia de México (INCan) entre enero de 2019 y enero de 2020. La edad
media de los pacientes fue de 54.94 afios (desviacion estandar [DE]: 15.49 afios),
con una ligera predominancia de pacientes masculinos (58 %). En casi la mitad de
los pacientes (42 %), se encontré que el tumor se habia diseminado dentro de dos

0 Mas sitios del estbmago.

Los tumores localizados en fondo y cuerpo fueron los méas frecuentes (36 %),
seguidos de los localizados en antro y piloro (22 %). En cuanto a la histologia
tumoral, el adenocarcinoma gastrico de tipo difuso se observé en el 62 % de las
muestras, seguido por una histologia de tipo intestinal en el 32 %, y una histologia
de tipo mixto en el 6 % restante de las muestras. Ademas, el 68 % de los pacientes
presentd células en anillo de sello. Las caracteristicas clinicas de los pacientes

incluidos se presentan en la Tabla 1.

El 94% de los pacientes incluidos en este estudio presentaron un estadio clinico
avanzado. Se realizé un seguimiento de 2 afios de los pacientes y observamos una
mediana de supervivencia global de 11 meses (Figura 4a). Adicionalmente, se
comparé si existia diferencia entre la supervivencia de pacientes con
adenocarcinoma gastrico al ser agrupados de acuerdo con su histologia tumoral en
difusa o intestinal. No se observaron diferencias significativas en cuanto a la

supervivencia de ambos grupos (Figura 4b).
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes tratados en el Instituto Nacional
de Cancerologia entre enero 2019 y enero 2020 (N = 50).

Variable Media DE
Edad (afios) 54.94 15.49
IMC (Kg/m?) 23.60 5.18
Seguimiento (meses) 12.53 14.17
Variable n %

Sexo

Femenino 21 42.00
Estadio clinico

Il 3 6.00

- 47 94.00
Localizacion del tumor

Antro-piloro 11 22.00

Cardias 0 0.00

Cuerpo y Fondo 18 36.00

Dos 0 mas sitios 21 42.00
Impresion diagndstical

I 1 2.00

Il 3 6.00

1l 15 30.00

\Y 22 44.00

\% 6 12.00

No Reportado 3 6.00
Histologia tumoral?

Intestinal 16 32.00

Difuso 31 62.00

Mixto 3 6.00
Diferenciacion tumoral

Bien diferenciado 0 0.00

Moderadamente diferenciado 8 16.00

Pobremente diferenciado 42 84.00
Células en anillo de sello

Positivo 34 68.00
H. pylori

Positivo 21 42.00
EBV

Positivo 6 12.00

DE: desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal; EBV: Virus de Epstein Barr. Impresion
diagnostica es de acuerdo con la escala Borrmann. ?Hisotologia tumoral es de acuerdo con la
clasificacion de Lauren.
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Figure 4. Probabilidad de supervivencia general de pacientes con adenocarcinoma gastrico tratados en el

Instituto Nacional de Cancerologia entre enero de 2019 y enero de 2020 (N=50). a) Sobrevida general de
todos los pacientes incluidos en el estudio. b) Sobrevida general de los pacientes incluidos en el estudio,
agrupados de acuerdo con el tipo histoldgico.

|I.- IDENTIFICACION DE H. PYLORY'Y EBV
Una infeccion positiva para H. pylori se identificé en el 42% de los pacientes,

mientras que EBV se presentd en el 12 % de los pacientes. Ademas, se evalué
infeccion concomitante entre ambos patégenos, sin embargo, y esto solo se
encontré en 8% de los pacientes. No se observé asociacidon entre la presencia de

H. pylori (p-value = 0.69) o EBV (p-value = 0.673) con la histologia del tumor. La
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presencia de células en anillo de sello tampoco se asocié con la presencia de H.

pylori (p-value = 0.40) o con EBV (p-value = 0.15).

I1.- CALIDAD DE LA SECUENCIACION
La secuenciacion del exoma completo (WES) se realizdé en las muestras de 50

pacientes, y solo una de las muestras fallé en el proceso de secuenciacion. La
profundidad de secuenciacion promedio fue de 186.90X, con una cobertura minima
del 99.5 % de la region objetivo. Las muestras mostraron una media de 94,86 % de
calidad Q30 en las bases secuenciadas. Se identificaron un total de 119744
variantes somaticas en todas las muestras. Incluyendo SNV e InDels. Las muestras
presentaron una mediana de 237 mutaciones por muestra (variando entre 40 y 31
299). En la figura 5 se observa la profundidad promedio y profundidad acumulada

de secuenciacion para todas las lecturas de cada muestra.
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Figura 5. Profundidad de secuenciacion de las muestras. a) Profundidad de secuenciacion de cada
muestra por fraccion de total de bases. b) Profundidad acumulada de la secuenciacion de las muestras por

fraccién de total de bases.

1. CARGA MUTACIONAL TUMORAL E HISTOLOGIA TUMORAL

Se calculé la carga mutacional tumoral (TMB: tumor mutational burden) de cada
paciente, utilizando todas las mutaciones presentes en la region codificante o exoma

del genoma. Los valores de TMB oscilaron entre 0.16 y 158.35 mutaciones/ Mega
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base (Mb). Los valores de TMB superiores o iguales a 10 mutaciones/Mb se
consideraron como TMB alto y los valores inferiores a dicho valor, se consideraron
como TMB bajo. Evaluamos si el estado de TMB de los pacientes se asociaba con
supervivencia global (Figura 6), sin embargo, dentro de este tiempo de seguimiento

temprano, no se identificaron diferencias entre los grupos (p-value = 0.78)
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Figura 6. Probabilidad de supervivencia global segun el estado de carga tumoral mutacional (TMB) que
presentan los pacientes con adenocarcinoma gastrico atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia
entre enero de 2019 y enero de 2020 (n=49). El panel inferior indica el nUmero de pacientes en riesgo en

diferentes momentos, agrupados por estado de TMB

Al agrupar a los pacientes segun su estado de TMB, observamos en que 10 % de
los pacientes presentaba TMB alta (Figura 7a). Al explorar mas profundamente a
los pacientes con TMB alto, observamos que estos pacientes presentaban
mutaciones en genes relacionados con el sistema de reparacion de bases mal
apareadas. Sin embargo, CGTE_14 fue el Unico paciente con una mutacion
conductora a nivel de exoma en MSH6, mientras que los demas pacientes con TMB

alto, presentaron mutaciones pasajeras a nivel de intrones en MSH6 (CGTE_26,
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CGTE_18, CGTE_40), MSH2 (CGTE_40, CGTE_28) y MLH1 (CGTE_18). Se

exploro la posible relacion entre los valores de TMB y las caracteristicas clinicas.

Se categorizaron los pacientes de acuerdo con su estado de TMB en TMB altos y
TMB bajos. Cuando se categorizaron a los pacientes, no se observd asociacion
alguna entre histologia tumoral (p-value = 0.21), presencia de células en anillo de
sello (p-value = 0.38), infeccion por H. pylori (p-value = 0.54) o EBV (p-value = 0.87).
Sin embargo, al evaluar los valores crudos de TMB, identificamos que los pacientes
con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal (p-value = 0,026) y ausencia de

células en anillo de sello (p-value = 0,015) presentaban mayores valores de TMB
(Figura 7b, c).
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Figura 7. Carga tumoral mutacional de pacientes con adenocarcinoma géstrico atendidos en el Instituto
Nacional de Cancerologia de México entre enero de 2019 y enero de 2020 (n=49). a) Carga mutacional
tumoral (TMB) en las muestras secuenciadas. El TMB se calculé con todas las variantes que afectan a la
region codificante. Las barras moradas indican TMB alto y las barras naranjas indican TMB bajo. TMB = 10
mutaciones/Mb se consideré como TMB alto. El panel inferior representa las caracteristicas clinicas de los
pacientes, incluyendo la histologia tumoral, la presencia de células en anillo de sello, la presencia del virus
de Epstein-Barr (EBV) y la infeccion por Helicobacter pylori (H. pylori). b) Comparacién del valor de TMB
segun la histologia tumoral. ¢) Comparacion del valor de TMB segun la presencia de células en anillo de

sello. Los valores de p se calcularon utilizando la prueba de Kruskal-Wallis.
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La presencia de H. pylori (p-value = 0.54) y la infeccion por EBV (p-value = 0.87) no

se asociaron con los valores de TMB (Figura 8).
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Figura 8. Helicobacter pylori, EBV y TMB. a) Comparacion del valor de carga mutacional tumoral (TMB)
seguln la presencia del Virus de Epstein-Barr (EBV). b) Comparacion del valor de TMB segun la presencia
de H pylori. Los valores de p se calcularon utilizando la prueba de Kruskal-Wallis.

V.- PANORAMA MUTACIONAL DE LOS PACIENTES MEXICANOS

IV.l.- VARIANTES SOMATICAS E HISTOLOGIA TUMORAL
Una vez identificadas las variantes somaticas, estas se clasificaron como

conductoras o pasajeras. Para las posteriores comparaciones, decidimos utilizar
solamente las variantes conductoras debido a que estas se asocian con la

malignidad de los tumores

Ocho muestras no presentaron variantes conductoras. El gen supresor de tumores
TP53 fue el gen mutado con mayor frecuencia, alterado en el 41 % de los pacientes.
CDH1 y ARID1A también se identificaron como genes frecuentemente mutados en
esta cohorte. Dentro del tipo de mutaciones, las variantes sin sentido fueron las mas
comunmente observadas en esta cohorte. La figura 9 presenta los genes que se

encontraron mutados en el 7 % o més de los pacientes.

Los pacientes se clasificaron segun la histologia del tumor y se evaluo la frecuencia
de genes mutados entre GA de tipo difuso e intestinal (Figura 10a). Las variantes
sométicas de NOTCH1 se encontraron exclusivamente en pacientes con

adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal (p-value = 0.03, tasa de descubrimiento
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falso [FDR: False Discovery Rate] = 0.57). Por otro lado, los pacientes con histologia
de tipo difusa tienden a asociarse con variantes somaticas en CDH1 (p-value = 0.08,
FDR = 0.57). Adicionalmente, se observé que las mutaciones en RHOA (p-value =
0.26, FDR = 0.57) y CDKN2A (p-value = 0.26, FDR = 0.57) estaban presentes solo
en pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo difuso.
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Figura 9. Mutaciones somaticas conductoras y caracteristicas clinicas de los pacientes con
adenocarcinoma gastrico atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia entre enero de 2019 y enero
de 2020 (n=41). Oncoprint, ordenado por histologia tumoral de los pacientes, que representa los genes
afectados por variantes soméaticas conductoras (incluyendo SNV, InDels) en el 7 % o mas de las muestras.
Las variantes se representan segln el tipo de mutacion, cada una descrita en el panel de color derecho. El
grafico de barras superior representa el niUmero de variantes somaticas conductoras por paciente, y el
grafico de barras de la derecha representa el nimero de variantes somaticas conductoras por gen. El panel
inferior representa la histologia del tumor, la presencia de células en anillo de sello, virus de Epstein-Barr
(EBV), Helicobacter pylori (H. pylori) y la edad por paciente

Al comparar la presencia de células en anillo de sello y la frecuencia de variantes
somaticas (Figura 10b), las mutaciones en PIK3CA (p-value < 0.01, FDR = 0.46) y
NOTCH1 (p-value = 0.03, FDR = 0.50) estuvieron presentes exclusivamente en
pacientes sin células en anillo de sello. Las variantes somaticas en ARID1A (p-value
= 0.05, FDR = 0.50) también tienden a estar presentes en pacientes sin células en

anillo de sello. Adicionalmente, variantes somaticas en CDH1 también se
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encontraron asociadas a una edad al momento de diagndstico menor a 50 afos (p-
value < 0.01, FDR = 0.625) (Figura 10c).

IV.1I VARIANTES SOMATICAS E INFECCION POR PATOGENOS
Se evalud la frecuencia de mutaciones conductoras somaticas en los pacientes

agrupandolos de acuerdo con su estatus de infeccion por EBV o H. pylori. No se
encontraron asociaciones entre la presencia de infeccibn por H. Pylori y la

frecuencia de variantes sométicas (Figura 11a).
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Figura 10. Histologia tumoral, células en anillo de sello y frecuencia de mutaciones conductoras. Los 10
genes con mas mutaciones diferenciales se ordenan a partir del valor p de la prueba exacta de Fisher méas
pequefio. a) Comparacion de la frecuencia de genes con mutaciones conductoras segun la histologia del
tumor. b) Comparacion de la frecuencia de genes con mutaciones conductoras segun la presencia de
células en anillo de sello (SRC) c) Comparacion de la frecuencia de genes con mutaciones conductoras

segun la edad de los pacientes.

Los pacientes con EBV positivo se asociaron con una mayor frecuencia de variantes
somaticas en PIK3CA (p-value < 0.01, FDR = 0.04), ARID1A (p-value < 0.01, FDR
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= 0.31), SMAD4 (p-value = 0.01, FDR = 0.82), BCOR (p-value = 0.03, FDR = 0.87)
y RHOA (p-value = 0.03, FDR = 0.87) (Figura 11b).
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Figura 11. Helicobacter pylori, EBV y frecuencia de mutaciones conductoras. Los 10 genes con méas
mutaciones se ordenan de forma ascendente a partir del valor p de la prueba exacta de Fisher. a)
Comparacion de frecuencia de mutacién conductora segun la presencia de H. pylori. b) Comparacion de la
frecuencia de mutacion del controlador segun la presencia del virus de Epstein Barr (EBV).

IV.111 VIAS DE SENALIZACION AFECTADAS POR MUTACIONES CONDUCTORAS
Los pacientes se agruparon segun su histologia tumoral para observar las

diferencias en las vias de sefalizacion enriquecidas que se ven afectadas por
mutaciones conductoras. Utilizando el conjunto de datos PANTHER como
referencia (133), la respuesta de hipoxia a través de la activacion de HIF fue la via
de sefalizacion mas enriquecida en el adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal
(proporcion de enriquecimiento [ER: Enrichment ratio] = 33 %, FDR < 0.01) y el
adenocarcinoma gastrico de tipo difuso (ER = 29.89, FDR < 0.01). El
enriguecimiento de las vias relacionadas con p53, asi como las vias de sefalizacion
de insulina/IGF y VEGF se compartieron entre los adenocarcinoma gastrico de tipo
difuso e intestinal. Sin embargo, la via de sefalizacion JAK/STAT y la guia del Ax6n
mediada por Netrina tendieron a estar mas enriquecidas en el adenocarcinoma

gastrico de tipo difuso (Figura 12a).

Los procesos bioldgicos afectados por variantes somaticas fueron diferentes en
pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo difuso e intestinal. Se utiliz6 como

referencia la base de datos de Gene Ontology para identificar estos procesos. La
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Figura 12b muestra los procesos biologicos afectados por variantes somaticas. El
mecanismo de reparacion de bases mal apareadas (ER = 42,80, FDR < 0.01) fue el
proceso biolégico mas afectado en pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo
intestinal, mientras que el proceso de biosintesis del fosfatidilinositol (ER = 18.58,

FDR < 0.01) se vio afectada en pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo

difuso.
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Figura 12. Vias de sefializacion afectadas por variantes somaticas conductoras de pacientes con
adenocarcinoma gastrico atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia de México entre enero de
2019 y enero de 2020, agrupados segun su histologia tumoral. (a) Grafico de barras que representa las

vias moleculares afectadas por las variantes somaticas del controlador utilizando PANTHER como conjunto
de datos de referencia. (b) Gréafico de barras que representa los procesos biolégicos afectados por las
variantes somaticas del conductor utilizando como referencia el conjunto de datos de Gene Ontology. Las
barras verdes representan las vias de sefializacion afectadas en muestras con una histologia de tipo
difuso, en cambio las barras de color rosa representan las muestras con histologia de tipo intestinal.

IV.IV VARIANTES ESTRUCTURALES
Como variaciones estructurales, se identificaron las variaciones en el nUmero de

copias (CNV: copy number variations) para diferentes regiones del genoma que

afectan a pacientes con adenocarcinoma gastrico. Ganancias de CNV fue la
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variacion estructural mas comunmente encontrada en los pacientes (Figura 13). Los
cromosomas 2, 7, 8 y 20 se vieron afectados casi por completo por ganancias de
CNV, mientras que los cromosomas 4 y 17 presentaron pérdidas de CNV casi en
su totalidad. A pesar de que las CNV parecen afectar grandes regiones del genoma,
nuestra cohorte muestra areas de alta densidad donde las CNV tienden a ocurrir
con mayor frecuencia (Figura 14a).
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Figura 13. Distribucién de eventos de variaciones en el nimero de copias (CNV) presentados por
pacientes con adenocarcinoma gastrico atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia entre enero de
2019 y enero de 2020 (n=49). El color rosa indica pérdidas de CNV y el color azul indica ganancias de
CNV.

Los cromosomas 2, 7, 8 y 20 se vieron afectados casi por completo por ganancias
de CNV, mientras que los cromosomas 4 y 17 presentaron pérdidas de CNV casi
en su totalidad. A pesar de que las CNV parecen afectar grandes regiones del
genoma, nuestra cohorte muestra areas de alta densidad donde las CNV tienden a
ocurrir con mayor frecuencia (Figura 14a). La citobanda 20q13.33 fue la mas
frecuentemente afectada, alterada en el 73.46 % de los pacientes. Esta citobanda
alberga diferentes genes, incluido LAMAS, que codifica para la subunidad alfa de la
laminina 5. LAMAGS fue el gen afectado con mayor frecuencia por CNV, con pérdidas
de CNV enel 61.11 % de los casos. SYCP2, también presente en 20g13.33, codifica
una proteina del complejo sinaptoninémico y se vio afectado por las ganancias de
CNV en el 93.75 % de los casos. Adicionalmente, NOTCH1, alojado en la citobanda
9q34.4, presento pérdidas de CNV en el 71 % de los casos, mientras que JAG2,
gue es un ligando de NOTCHL1 y esta codificado en la citobanda 14q32.33, se vio

afectado por pérdidas de CNV en el 78.57 % de los casos.
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Al agrupar a los pacientes segun la histologia de su tumor (Figura 14b), los

pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo difuso tienden a tener ganancias en
200913.33 (p-value = 0.01, FDR = 1) y 22q11.21 (p-value = 0.04, FDR = 1) mientras

gue los pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal presentaron mayor
frecuencia de pérdidas de CNV en las citobandas 7p12 (p-value < 0.01, FDR =0.27),

14924.2 (p-value = 0.01, FDR = 0.66) y 11g13.1 (p-value = 0.02, FDR = 0.66).
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Figura 14. Variaciones en el nimero de copias (CNV) presentes en pacientes con adenocarcinoma
géstrico atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia entre enero de 2019 y enero de 2020 (n=49).
(a) Karyotplot que representa las regiones gendmicas afectadas por las CNV en todos los pacientes (n =

49). El color azul representa las ganancias de CNV y el rosa las pérdidas de CNV. El diagrama de densidad
amarillo representa la frecuencia de pacientes afectados por CNV en todo el genoma. Las diez citobandas
mas frecuentemente afectadas en todas las muestras se muestran en un recuadro en negrita. (b) Grafico
de barras divergentes que muestra la comparacion entre las citobandas afectadas en pacientes con cancer
gastrico de tipo difuso e intestinal.

Los pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal también mostraron
una alta frecuencia de ganancias de CNV en las citobandas 13.q14 (p-value = 0.04,
FDR =1), 10923.33 (p-value = 0.03, FDR = 1) y 15925.1 (p-value = 0.03, FDR =1).
Ademads, la presencia de células en anillo de sello se asocié con ganancias de CNV
en las citobandas 6p22.2 (p-value = 0.02, FDR = 0.67) y 1921.3 (p-value = 0.07,
FDR = 0.67) (Figura 15a). Las pérdidas de CNV en la citobanda 4pl16.33 se
asociaron con la ausencia de células en anillo de sello (p-value = 0,03, FDR = 0,67)
(Figura 15b). En cuanto a la edad de los pacientes, ganancias de CNV en las
citobandas 15q22.2 (p-value < 0.01, FDR = 0.625), 12924.3 (p-value = 0.01, FDR =
0.625) y 13921.2 (p-value = 0.01, FDR = 0.625) se encontraron exclusivamente
afectadas en pacientes con una edad de diagnéstico menor a 50 afos (Figura 15c),
en cambio pérdidas en las citobandas 7g36.1 (p-value < 0.01, FDR = 0.625),
15g926.1 (p-value = 0.02, FDR = 0.625), y 5935.2 (p-value = 0.02, FDR = 0.625) se
asociaron a una edad de diagnostico mayor a los 50 afios (Figura 15d).

IV.V. - VARIANTES ESTRUCTURALES E INFECCION POR PATOGENOS
Al agrupar a los pacientes segun la presencia de agentes patdgenos, observamos

gue los pacientes con H. pylori presentan una mayor frecuencia de ganancias de
CNV en las citobandas 17qg21.2 (p-value = 0.02, FDR = 0.57), 10926.3 (p-value =
0.02, FDR =0.57) y 10925.3 (p-value = 0.02, FDR = 0.57). Adicionalmente, pérdidas
de CNV en 12ql12 (p-value = 0.01, FDR = 0.57) también fueron comunes en

pacientes con infeccion por H. pylori.
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Figura 15. Células en anillo de sello y frecuencia de variantes estructurales. Los 10 genes principales

afectados por las variaciones del nimero de copias (CNV) se ordenan de forma ascendente a partir del

valor p de la prueba exacta de Fisher. a) Comparacion de las ganancias de frecuencia de la CNV segun la

presencia de células en anillo de sello (SRC). b) Comparacion de frecuencia de pérdidas CNV segun

presencia de SRC. c¢) Comparacion de frecuencia de ganancia de CNV segun la edad de los pacientes. d)

Comparacion de la frecuencia de pérdidas de CNV segun la edad de los pacientes.

En cuanto a la presencia de EBV, observamos que los pacientes con infeccion

positiva tienden a presentar una alta frecuencia de ganancias de CNV en las
citobandas 19913.42 (p-value = 0.01, FDR = 087), 18g22.2 (p-value = 0.01, FDR =
0.67) y 2p25,1 (p-value = 0.01, FDR = 0.67). No se encontraron diferencias en las

pérdidas de CNV entre los pacientes con y sin infeccion por EBV (Figura 16).
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Figura 16. Helicobacter pylori, EBV y frecuencia de variantes estructurales. Los 10 genes principales
afectados de manera mas diferencial por las variaciones del nimero de copias (CNV) se ordenan a partir
del valor p mas pequefio identificado en la prueba exacta de Fisher. a) Comparacion de las ganancias de
frecuencia de la CNV segun la presencia de H. pylori. b) Comparacion de frecuencia de pérdidas de CNV

segun presencia de H. pylori. c) Comparacion de las ganancias de frecuencia de la CNV segun la presencia
del virus de Epstein-Barr (EBV). d) Comparacioén de frecuencia de pérdidas de CNV segun presencia de
EBV.

V. - PROCESOS MUTACIONALES Y SUS ASOCIACIONES CON
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

Los procesos mutacionales implicados en la carcinogénesis por adenocarcinoma
gastrico de los pacientes se cuantificaron mediante un analisis de firmas
mutacionales para identificar la contribucion de las firmas de sustitucién de una base
(SBS: single base substitution signature). EI SBS16 relacionado con el cancer de
higado y la alta tasa de mutacion debido a una actividad ineficiente de la via de
reparacion por escision de nucledtidos fue la firma mas comun, presente en el 33 %

de los pacientes que mostraron una contribucion superior a 0.2 (Figura 17), seguido
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por el SBS1 relacionado con el proceso de envejecimiento, que se encontré en un
28 %.
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Figura 17. Firmas mutacionales estuvieron presentes en pacientes con adenocarcinoma géstrico tratados

en el Instituto Nacional de Cancerologia entre enero de 2019 y enero de 2020. Mapa de calor que presenta

las firmas mutacionales agrupadas por el método de correlacién de Pearson. La contribucién de la firma se
representa como un degradado de color.

Los pacientes se clasificaron segun las similitudes en el patrén de las contribuciones
de SBS; sin embargo, no se encontraron asociaciones. Al comparar la contribucion
de SBS con las caracteristicas clinicas de los pacientes, identificamos que los
tumores con alto TMB tenian una mayor contribucién de SBS16 (Figura 18a), los
pacientes con células en anillo de sello presentaron una menor contribucion de
SBSO01 (Figura 18b) y los pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal

presentaron una mayor contribucién de SBS17 (Figura 18c).
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Figura 18. Procesos mutacionales asociados a las caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes con
adenocarcinoma géstrico atendidos en el Instituto Nacional de Cancerologia entre enero de 2019 y enero
de 2020 (n = 49). a) Diagrama de violin que representa la asociacion entre la contribucion de la firma de

sustitucién de base Unica (SBS) 16 y el estado de carga mutacional tumoral (TMB) de los pacientes. b)
Gréfico de violin que representa la asociacién entre la contribucion de SBS01 y la presencia de células en
anillo de sello (SRS). c) Grafico de violin que representa la asociacién entre la contribuciéon de SBS17 y la

histologia del tumor.

V. - COMPARACION DE GENES AFECTADOS POR VARIANTES
SOMATICAS Y VARIACIONES EN EL NUMERO DE COPIAS ENTRE
PACIENTES MEXICANOS Y OTRAS COHORTES

Uno de los objetivos de este trabajo es determinar si existen diferencias genéticas
entre la poblacibn mexicana y otras poblaciones, por lo que para identificar las
similitudes y/o diferencias entre el panorama mutacional de pacientes mexicanos y
los genes mutados informados por pacientes de ascendencia europea y asiaticos,
comparamos esta cohorte con otras dos cohortes. Comparamos los pacientes
incluidos en este estudio (la cohorte INCan) con la cohorte del estudio de
adenocarcinoma gastrico TCGA (116) y la cohorte OncoSG (132). La cohorte TCGA
incluye pacientes asiaticos y de ascendencia europea, la cohorte OncoSG incluye
pacientes asiaticos y la cohorte INCan incluye pacientes mexicanos. Las tres
cohortes compartieron un total de 14 296 genes afectados por variantes somaticas
y 10 521 genes afectados por CNV (Figura 19a). Sin embargo, alrededor de 5000
genes mutados eran exclusivos de la cohorte INCan. TP53 fue el gen mutado con
mayor frecuencia en todas las cohortes. CDH1 se encontr6 méas frecuentemente
mutado con en la cohorte INCan (Figura 19b). Ademas, los genes codificados en la
citobanda 1p36.33: AGRN, MEGF6, TNFRSF18 y TNFRSF4 parecian estar mas
afectados por las CNV en la cohorte INCan; y se vieron afectados por las pérdidas
de la CNV. WDR90 y ABCA2, que estan codificados dentro de las citobandas
16p13.3 y 9934.4, respectivamente, también se vieron afectados por las pérdidas
de CNV.
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Figura 19. Genes afectados por variantes somaticas y variaciones en el nimero de copias en pacientes

con adenocarcinoma gastrico entre tres cohortes diferentes. a) Diagrama de Venn que representa el

ndmero de variantes somaticas y estructurales compartidas entre los pacientes del Instituto Nacional de

Cancerologia (INCan), el legado de la estacién de bomberos de adenocarcinoma de estomago del Atlas del

Genoma del Cancer (TCGA) y las cohortes de OncoSG. b) Gréfico de barras que presenta los 20 genes

afectados con mayor frecuencia por mutaciones impulsoras y variaciones del nimero de copias (CNV) que

se encuentran en nuestro analisis (cohorte INCan) y su frecuencia encontrada en las cohortes TCGA 'y

OncoSG.

IV.VI. - DIVERSIDAD CLONAL Y SU ASOCIACION CON

CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS
Para inferir la diversidad intra tumoral de cada paciente, identificamos el nUmero de

subclones presentes en cada muestra. Dentro del analisis de diversidad clonal se

identificd una variabilidad desde 1 hasta 5 subclones por muestra, con una mediana

de 2 subclones (Figura 20). Las muestras se categorizaron de acuerdo con el

numero de subclones; las muestras con 2 o0 mas subclones se consideraron como

muestras con alta diversidad clonal. Identificamos que una alta diversidad clonal se

asocio con tumores de histologia difusa (p-value = 0.03). Se evaluo6 la posible

relacion entre la diversidad clonal otras variables cliniopatolégicas como: edad < 45

afios al momento del diagnostico (p-value = 0.54), grado del tumor (p-value = 0.05)
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y células en anillo de sello (p-value = 0.22) infeccion por H. pylori (p-value = 0.15) y

por EBV (p-value = 0.75), pero no se encontraron asociaciones.
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Figura 20 Diversidad clonal presente en pacientes con adenocarcinoma gastrico atendidos en el Instituto
Nacional del Cancer (N=29) entre enero de 2019 y enero de 2020. A) Grafico de clonalidad de las
muestras provenientes del paciente CGTE_09 que ejemplifica como es el resultado que genera el

programa Sciclone al inferir la clonalidad de cada muestra. B) Gréfico de barra que representa la
distribucion de subclones presentes cada una de las muestras.
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DISCUSION

Este es el primer estudio capaz de describir un panorama mutacional del
adenocarcinoma gastrico en una cohorte de pacientes mexicanos utilizando
muestras de tejido fresco. Aqui analizamos las variantes somaticas y las CNV
usando secuenciacion de exoma completo e identificamos un panorama mutacional
para pacientes mexicanos con adenocarcinoma gastrico. Encontramos un
panorama mutacional potencialmente diferente entre el adenocarcinoma gastrico de
tipo difuso y el tipo intestinal en pacientes mexicanos. Los pacientes con
adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal presentan una mayor frecuencia de
mutaciones en NOTCHL1, ganancias de CNV en las citobandas 13.14, 10923.33 y
120g25.1 y pérdidas de CNV en las citobandas 7p12, 14924.2 y 11g13.1; mientras
gue los pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo difuso tendieron a presentar
una mayor frecuencia de mutaciones de CDH1 y ganancias de CNV en las
citobandas 20g13.33y 22q11.21. Los pacientes con una edad temprana al momento
del diagnostico presentaron una alta frecuencia mutacional en CDH1 y ganancias
en las citobandas 15¢22.2, 12924.3 y 13921.2.

Esta cohorte mostrd caracteristicas clinicopatologicas similares a las reportadas
para otros pacientes mexicanos e hispanos con adenocarcinoma gastrico. Los
pacientes de este estudio presentaron una mayor proporcién de adenocarcinoma
gastrico de tipo difuso, un estado clinico IlI-1V y una baja proporcion de infeccion por
EBV. Estas caracteristicas se alinean con las reportadas en otros estudios que
utilizaron cohortes mas grandes de pacientes mexicanos (134, 135), incluido un
estudio previo de nuestro equipo (115), que también menciond un predominio de

adenocarcinoma gastrico de tipo difuso.

Similar a las cohortes asiaticas en las que se ha propuesto la TMB como
biomarcador de supervivencia y uso de inmunoterapia, identificamos que el 10 %
de los pacientes con adenocarcinoma gastrico tenian una TMB alta (136, 137).
Comunmente, la TMB alta se ha asociado con el adenocarcinoma géstrico de tipo
intestinal (138). En ese sentido, nosotros reportamos que los pacientes mexicanos
con valores brutos de TMB mas altos también se asociaron con el adenocarcinoma

gastrico de tipo intestinal. Parece que los pacientes mexicanos se comportan de
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manera similar a los pacientes asiaticos en funcion a la TMB. Encontramos
asociacion entre una mayor contribucion de SBS16 y valores elevados de TMB. Sin
embargo, no se encontrd evidencia de mutaciones somaticas en genes asociados
con la via de reparacion de bases mal apareadas, una evento relacionado con la
TMB alta de los pacientes con el fenotipo MSI (139). En pacientes afroamericanos
con carcinoma de células escamosas de esotfago, se atribuyd una asociacion
prominente entre SBS16 y TMB alta atribuida a defectos en la via de reparacion por
escision de nucleétidos (NER) de los pacientes con TMB alta (140, 141). Son
necesarios otros estudios para exponer las implicaciones de los defectos en la via

NER en pacientes mexicanos con TMB alta.

Los estudios de secuenciacion del exoma completo realizados en poblaciones de
ascendencia asiatica y europea han identificado un conjunto de mutaciones y genes
con el potencial de impulsar la medicina personalizada en el cancer gastrico (142-
144), sin embargo, en estos estudios no se han incluido pacientes hispanos. Los
pacientes mexicanos incluidos en esta cohorte exhibieron variantes somaticas en
genes conocidos relacionados con el cancer, como TP53, CDH1 y ARID1A.
Estudios realizados en la poblaciéon hispana, observan una alta frecuencia de
mutaciones de CDH1, especialmente en pacientes con adenocarcinoma gastrico de
tipo difuso (145). La alta frecuencia de CDH1 podria deberse al mayor nimero de
pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo difuso incluidos en esta cohorte.
CDHA1 codifica para la proteina de adhesion E-cadherina. Las mutaciones somaticas
en CDHL1 se han asociado con la transicién epitelial-mesenquimatosa en las células
tumorales, lo que da como resultado un fenotipo tumoral mas agresivo (146, 147).
Las mutaciones de CDH1 se asocian comunmente con adenocarcinoma gastrico de

tipo difuso, y aqui observamos esa misma tendencia.

Debido a la alta frecuencia del adenocarcinoma gastrico de tipo difuso reportada en
pacientes hispanos, asi como en poblacion mexicana (134, 145), decidimos
comparar el patron mutacional de los pacientes con adenocarcinoma géstrico de
tipo difuso e intestinal. Los pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo difuso

mostraron mutaciones en CDH1, RHOA y CDKN2A. RHOA codifica para el pequeiio
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miembro de la familia GTPasa Rho. Las mutaciones de RHOA se han asociado con
la supervivencia y la migracion celulares a través de la inactivacion de ROCK (148).
En pacientes con linfoma, las mutaciones de RHOA se han evaluado como un
biomarcador potencial de mal prondstico (149), y las mutaciones de ganancia de
funcidon se han estudiado como un posible objetivo terapéutico para el cancer
gastrico (150). Todas las mutaciones de RHOA identificadas en este estudio fueron
mutaciones sin sentido; sin embargo, debido a la alta frecuencia de adenocarcinoma
gastrico de tipo difuso en la poblacibn mexicana, se requieren mas estudios para
identificar su utilidad tanto como biomarcador prondstico; asi como blanco

terapéutico en pacientes mexicanos.

Las amplificaciones de citobanda 20g13.33 se asociaron con el adenocarcinoma
gastrico de tipo difuso. En el cancer colorrectal, las amplificaciones en la citobanda
20913.33 se han asociado con estadios tumorales tempranos y mutaciones en APC
y KRAS (151). LAMADS, que codifica para la subunidad 5 alfa de la laminina fue el
gen afectado con mayor frecuencia dentro de la citobanda 20g13.33 en esta
cohorte. En el cancer colorrectal, la sobreexpresion de LAMAS se ha relacionado
con metastasis hepatica, angiogénesis e inhibicion de la via NOTCH1 (152). En el
cancer de ovario, la sobreexpresion de LAMA5S se asocioé con un buen prondstico
(153). No se han encontrado estudios sobre el uso potencial de LAMAS5 como
biomarcador para el prondstico del cancer gastrico. PSMA7 y GID8 son dos genes
gue también se encuentran codificados en 20q13.33, se describieron como posibles
blancos genéticos en el cancer gastrico (154). La sobreexpresion de PSMA7 se
asocio con un mal prondstico en pacientes con cancer gastrico (155). Identificar si
20913.33 se ve afectado en las primeras etapas del adenocarcinoma gastrico en
pacientes mexicanos, o qué genes se ven afectados por las CNV en esta citobanda,

requiere de la realizacién de mas estudios.

Los pacientes con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal se asociaron con
mutaciones en NOTCH1. La sefializacion de NOTCH se ha analizado ampliamente
en la tumorigénesis del cancer gastrico (156-158). En el cancer colorrectal, el

aumento de la expresion de NOTCHL1 se relaciona con una mayor infiltracién de
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células inmunitarias, volumen tumoral e invasion profunda (156, 159). En el cancer
de cuello uterino, se reporté que la pérdida de NOTCH1 a nivel nuclear es un
predictor independiente de malignidad (160). Identificamos que NOTCH1 y JAG2 se
vieron afectados exclusivamente por mutaciones deletéreas y principalmente por
pérdidas de CNV. Con base en nuestros resultados, sugerimos que la via de
sefalizacion de NOTCH podria ser poco activa en el adenocarcinoma gastrico de
tipo intestinal; sin embargo, las implicaciones clinicas de estas variantes gendmicas

aun deben estudiadas.

Una limitacion de este estudio es el nUmero de pacientes incluidos en esta cohorte,
esto podria restringir el poder estadistico del analisis y dificultar la frecuencia de las
variantes gendmicas identificadas. De igual forma, un pequefio numero de
pacientes restringiria la representacion del verdadero panorama molecular del
adenocarcinoma gastrico de los pacientes mexicanos y podria limitar el poder
estadistico para comparar el comportamiento molecular de nuestra cohorte con
otras cohortes mas grandes. Sin embargo, en este primer estudio que utilizé
muestras frescas de una cohorte mexicana prospectiva, reportamos el panorama
mutacional del adenocarcinoma gastrico y logramos identificar asociaciones entre
variantes gendmicas y caracteristicas clinicopatoldgicas, como histologia tumoral,
morfologia de células en anillo de sello y la presencia de H. pylori y EBV, que podria
guiarnos en el disefio de estudios adicionales que incluyan una cohorte mas grande
para probar algunas de las variantes identificadas como biomarcadores de
prondstico para pacientes tratados con inhibidores de puntos de control inmunitarios
u otras terapias.

Un punto importante para analizar en este trabajo es determinar la importancia del
origen étnico de los pacientes y si esto puede influir en las alteraciones mutacionales
del adenocarcinoma gastrico. Por ejemplo, se ha reportado que los pacientes
afroamericanos tienden a presentar mas variantes somaticas de TP53 que los
pacientes asiaticos, de ascendencia europea e hispanos (102); los pacientes de
ascendencia europea tienden a presentar deleciones del gen de la fosfatasa PTPRD

con mas frecuencia que los pacientes asiaticos (161); y se ha encontrado una alta
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frecuencia de variantes sométicas de APC, ARID1A, KMT2A, PIK3CA y PTEN en
pacientes asiaticos en comparacion con pacientes de ascendencia europea (162).
Los hispanos son uno de los grupos étnicos con mayor diversidad genética (163,
164); y son el segundo grupo poblacional con mayor incidencia de cancer gastrico;
sin embargo, las variantes sométicas y estructurales de adenocarcinoma gastrico
en este grupo étnico no se han explorado a fondo. Una revision reciente publicada
por nuestro equipo presentd el panorama mutacional de los pacientes hispanos con
adenocarcinoma gastrico, identificando una distribucion diferencial de las variantes
segun los paises (165). Por lo tanto, los hispanos no deben considerarse un grupo
étnico genéticamente homogéneo en la investigacion del adenocarcinoma gastrico.
Aqui, presentamos un panorama mutacional para adenocarcinoma gastrico en
pacientes mexicanos para comprender mejor la tumorigénesis en pacientes de etnia
hispana y asi sentar precedentes que sirvan para el desarrollo de biomarcadores

potenciales de cancer gastrico; asi como la busqueda de blancos terapéuticos.
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CONCLUSION

Los pacientes mexicanos con adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal tendieron
a presentar una alta frecuencia de mutaciones en NOTCH1, ganancias de CNV en
las citobandas 13.14, 10923.33 y 120g25.1 y pérdidas de CNV en las citobandas
7pl2, 14924.2 y 11913.1; mientras que los pacientes con adenocarcinoma gastrico
de tipo difuso tendieron a presentar una alta frecuencia de mutaciones de CDH1 y
ganancias de CNV en las citobandas 20g13.33 y 22g11.21. Los pacientes con una
edad temprana al momento del diagnéstico presentaron una alta frecuencia
mutacional en CDH1 y ganancias en las citobandas 15922.2, 12924.3 y 13g21.2.
Se requiere mas investigacion para determinar si las alteraciones observadas en
esta cohorte son recurrentes en poblacion mexicana, lo cual permitiria no solo
conocer el panorama mutacional del adenocarcinoma gastrico en poblacion
mexicana, si no proponer medicina personalizada para estos pacientes y asi mejora

su calidad de vida y sobrevivencia.
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PERSPECTIVAS

Es necesario continuar con el estudio de las alteraciones genéticas en la poblacion
mexicana, para ello, es necesario realizar el estudio de replicacion y validacion para
encontrar la frecuencia de los genes mutados aqui reportados en pacientes
mexicanos. Posteriormente se debe de analizar el DNA circulante en sangre, para
tratar de identificar estas alteraciones en sangre periférica, y asi poder encontrar
marcadores de esta neoplasia en etapas tempranas de la enfermedad o su
asociacién con algun desenlace prondstico del adenocarcinoma gastrico, asi como

potenciales blancos terapéuticos.

A través de diferentes estudios hospitalarios en México, se ha observado una
tendencia que sugiere que los pacientes mexicanos presentan mayor frecuencia de
adenocarcinoma gastrico de tipo difuso; el tipo histolégico mas agresivo por
presentar menor sobrevida, mas capacidad metastasica y mayor resistencia al
tratamiento de quimioterapia. Por lo tanto, contar con biomarcadores que ayuden a
predecir el desenlace de la enfermedad, a seleccionar el tratamiento mas adecuado
0 ayuden a su diagndstico temprano, podrian ayudar a disminuir la mortalidad de
estos pacientes. Es necesario realizar un estudio de validacion con un numero de
muestras mayor para confirmar la frecuencia de estos genes mutados. Una vez
validados, se debe de identificar la presencia de estas mutaciones en sangre
periférica realizando estudios de biopsia liquida para identifica DNA circulante y asi
poder estudiar marcadores de etapas tempranas de la enfermedad o su asociacion

con algun desenlace pronéstico del adenocarcinoma gastrico.
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