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RESUMEN

Introduccién

En la actualidad, la radioquimioterapia preoperatoria desempefia un papel basico en el
manejo multidisciplinar del cancer de recto localmente avanzado, consiguiendo mejorar el
control local de la enfermedad. Sélo un pequefio porcentaje de pacientes (20-40%) muestran
una buena respuesta al tratamiento y no existe ninguna prueba diagndstica fiable que nos
permita identificar qué pacientes se van a beneficiar. Ademas, el tratamiento neaodyuvante,
no esta exento de efectos adversos como incontinencia fecal, lesiones nerviosas,
complicaciones sépticas, entre otras, que seria deseable evitar precisamente en los pacientes
no respondedores, asi como ser capaces de poder ofrecerles una alternativa terapéutica
dentro del concepto de lo que se ha denominado medicina individualizada.

El objetivo de éste estudio es la identificacion de genes predictores de respuesta al
tratamiento neoadyuvante en pacientes con adenocarcinoma de recto localmente avanzado

mediante la tecnologia de microarrays.

Material y Métodos

Se tomaron biopsias de tejido tumoral antes de iniciar la neoadyuvancia, a las cuales se
les extrajo el material genético que se utilizé para hibridar con microarrays de ADN (genoma
completo) y se determinaron los genes sobre-expresados en cada muestra. Los pacientes
recibieron radioquimioterapia durante 5 semanas (50,4 Gy en 28 fracciones de 1,8 asociado a
capecitabina o capecitabina y oxaliplatino), seguido de un periodo de latencia de 8 semanas.
Posteriormente, se intervinieron mediante la técnica habitual de escision mesorrectal
completa. La respuesta al tratamiento se evalué mediante los grados de remisién tumoral de
Mandard en la pieza quirurgica, clasificdandose como sujetos respondedores los grados 1y 2y
como no respondedores los grados 3-4-5. Esta respuesta se relaciond con los perfiles
genéticos.

Los resultados obtenidos se validaron mediante qRT-PCR. Para profundizar en el
conocimiento de este perfil genético se cotejaron los datos mediante la herramienta
informatica IPA (Ingenuity Pathways Analysis), determinando las vias metabdlicas en las que
estdn implicados.  Por ultimo, mediante hibridacién in situ fluorescente (FISH) e
inmunohistoquimica (IHQ) se traté de identificar el mecanismo de sobre-expresién del gen
mas representativo, c-MYC, asi como la correlacidn con la expresidn de la proteina c-MYC en

las biopsias de tejido tumoral.



Resultados

Se comprobd que existia un grupo compuesto por 257 genes cuya sobre-expresion se
asocié a una buena respuesta a la neoadyuvancia. Se validaron mediante qRT-PCR cuatro de
ellos: c-MYC, GNG4, POLA y RRM1. Estos 257 genes se relacionaron, sobre todo, con la ruta de
¢c-MYC, metabolismo de las pirimidinas y sefalizacion celular o con la proliferacion vy
crecimiento celular.

Los datos de la FISH demostraron que los pacientes respondedores, con sobre-
expresion de ARNm de c-MYC, tenian un nimero normal de copias del gen a nivel del ADN v,
por lo tanto, el mecanismo de sobre-expresidon es independiente de la amplificacion. Al realizar
la tincion con IHQ se comprobdé que todos los tumores, respondedores o no, tenian
sobrexpresada la proteina c-MYC a nivel del nudcleo celular, mientras que estaba ausente en
todas las muestras de tejido normal. Podria asi comportarse como un marcador de malignidad.

La sobre-expresion de los cuatro genes validados, c-MYC, GNG4, POLA y RRM1, en
muestras de tejido tumoral antes de iniciar la neoadyuvancia ha demostrado una buena
correlacién con la respuesta, especialmente para c-MYC (sensibilidad del 60% y especificidad
del 100%).

Cuando se evalué la firma génica en su conjunto, es decir c-MYC, GNG4, POLA y RRM1,
también se obtuvo una buena capacidad de prediccidon de respuesta. Los pacientes con sobre-
expresion de tres de los cuatro genes seran respondedores con una alta especificidad (100%) y
valor predictivo positivo (100%) y con una sensibilidad, valor predictivo negativo y una

exactitud algo mas bajos (del 60%, 80% y 85%, respectivamente).

Conclusiones

Existe un perfil genético en muestras de adenocarcinoma de recto localmente
avanzado que se asocia a buena respuesta a la radioquimioterapia preoperatoria. El gen con
mejor capacidad de prediccidn es c-MYC. Se ha descartado que esta sobre-expresidn se deba a
amplificacion del gen. A nivel proteico no hay diferencias en cuanto a la presencia de proteina

c-MYC entre pacientes respondedores y no respondedores.
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OBJETIVOS
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Determinar marcadores bioldgicos de respuesta al tratamiento neoadyuvante con

radioquimioterapia en pacientes con adenocarcinoma de recto localmente avanzado:

Objetivo principal
1. Establecer los perfiles de expresidon genética en biopsias de tejido tumoral antes del

tratamiento neoadyuvante en pacientes con cancer de recto localmente avanzado.

Objetivos secundarios

1. Analizar los perfiles de expresidn por vias metabdlicas (categoria ontoldgica).

2. Determinar la sensibilidad, especificidad, el valor predictivo positivo y el negativo de
los resultados de expresién génica sobre la respuesta tumoral al tratamiento
neodyuvante con radioquimioterapia.

3. Correlacionar los resultados obtenidos de los perfiles de expresion con la recidiva local
y la supervivencia libre de enfermedad entre los pacientes respondedores y no

respondedores a 3 afios.
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HIPOTESIS
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Existe un conjunto de genes (perfil o firma) en muestras de tejido tumoral de pacientes
con cancer de recto localmente avanzado cuya expresion se asocia a buena respuesta a la
radioquimioterapia preoperatoria.

La posibilidad de determinar perfiles de expresion génica en tumores de recto ayudara
a definir grupos de pacientes sensibles o no al tratamiento con radioquimioterapia. Esto
proveera beneficios clinicos a los pacientes (medicina personalizada), asi como también
beneficios econdmicos a los Sistemas Sanitarios. El impacto clinico puede ser relevante en
tanto los regimenes de radioquimioterapia son largos, costosos y llevan consigo un aumento
importante de efectos secundarios, incluida la morbilidad quirudrgica, y por tanto afectan a la
calidad de vida del paciente. Se evitaran asi procedimientos innecesarios y se podrian ofrecer

terapéuticas personalizadas a cada enfermo.
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INTRODUCCION
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1. Epidemiologia del cancer de recto

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer tumor mas frecuentemente diagnosticado en
varones, precedido soélo por el de pulmdn y el de préstata, y el segundo en mujeres después
del cancer de mama. La incidencia estimada en el 2011 fue de 663.600 y 570.100 nuevos casos
al afio para hombres y mujeres respectivamente’. Se estima que provocé alrededor de 608.700

muertes en ese mismo ano en todo el mundo.

Incidencia del CCR en Granada (2003-2007)

El registro especifico de la provincia de Granada incluye un total de 880.000
habitantes. Durante el periodo de tiempo 2007-2009, el cancer de colon fue la 52 neoplasia
mas frecuente en varones y la 32 en mujeres en esta provincia. Las tasas brutas de incidencia
media anual fueron de 41 y 31 casos por 100.000 hombres y mujeres, respectivamente. Las
tasas acumulativas, calculadas hasta los 74 aios, fueron de 2,8 y 1,8 por 100 habitantes para
hombres y mujeres respectivamente.

En cuanto al cancer de recto ocupd la 62 posicion en orden de frecuencia en hombres,
mientras que en las mujeres fue la 52. En dicho periodo, la incidencia media anual en Granada
presentd unas tasas brutas de 25 y 14 por 100.000 hombres y mujeres respectivamente. La
incidencia fue mas elevada en los hombres que en las mujeres, con una razén de tasas
estandarizadas hombre/mujer de 1,8. Por otro lado las tasas acumulativas, calculadas hasta los
74 afios, fueron de un 1,7% y un 0,9% para hombres y mujeres respectivamente, lo que
significa que si las tendencias no se modifican, y en ausencia de otra causa de muerte, 1 de
cada 59 hombres y 1 de cada 111 mujeres, residentes en la provincia de Granada, desarrollara

un cancer de recto antes de los 75 afios.

2. Etiologia del CCR esporadico

2.1 Factores ambientales

Obesidad

La obesidad y la ingesta caldrica total son factores de riesgo independientes en el CCR.
En los ultimos afios, las distintas investigaciones sugieren que este riesgo podria ser
consecuencia del equilibrio energético. El exceso de grasa corporal y obesidad abdominal son

factores de riesgo de CCR segun el estudio publicado en 2007 por la Fundacién para la
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Investigacién Mundial sobre el Cancer (World Cancer Research Fund, 2007)°. Segun los datos
citados, conforme aumenta el indice de masa corporal también lo hace el riesgo de cancer.

El exceso de energia en forma de un aumento de peso significativo da lugar al
desarrollo de una resistencia a la insulina, con aumento secundario de las concentraciones
circulantes de insulina, triglicéridos y acidos grasos no esterificados. Estos cambios suponen un
estimulo proliferativo para las células epiteliales del colon y exponen a un mayor nimero de
células en division a productos intermediarios reactivos del oxigeno (especies reactivas de
oxigeno)* . Las concentraciones excesivas de factores estimulantes del crecimiento
posiblemente favorecerian la proliferacién de células epiteliales del colon que ya presentan un
control defectuoso del ciclo celular. Ademas de la estimulacién de la proliferacién celular,
parece existir una pérdida focal de la funcidon de barrera normal de las células epiteliales, que
ocasiona inflamacién local y liberacidn de radicales libres de oxigeno.

La obesidad se asocia a una inflamacion sistémica crénica. Al igual que en el cancer de
mama, factores derivados de los adipocitos se han asociado a la mediacidn de la respuesta
inflamatoria en el CCR. La leptina derivada de los adipocitos aumenta la produccién TNF-a y la
insulina ha demostrado aumentar la IL-6 de los adipocitos. Tanto el TNF-a como la IL-6 son
promotores de inflamacidon croénica induciendo proliferacién celular y su supervivencia,
asociandose por tanto a un proceso inflamatorio crénico de la mucosa coldnica que podria ser

la causa del desarrollo de CCR*.

Carne, Grasa y Proteinas

La ingesta de carnes rojas, carnes procesadas o el total de carne consumida se ha
asociado a un incremento del riesgo de CCR, siendo éste de un 28% a un 35% para la ingestion
de carne roja mientras que la carne procesada se relaciona con un riesgo aumentado de entre
un 20%y un 49%".

Los mecanismos bioldgicos que podrian inducir esta carcinogénesis serian la formacion
de derivados nitricos (entre ellos las nitrosaminas), aminas heterociclicas e hidrocarbonos
aromaticos policiciclos. Estos efectos no se han observado en carnes blancas o en el pescado®.
Las carnes rojas y la ingesta de hierro en forma de hemo se han asociado a aumento en la
concentracion fecal de compuestos nitricos, algunos de los cuales son carcinogénicos. Las
carnes rojas procesadas tienen un mecanismo similar, ademas de que ya llevan los compuestos
nitrogenados, que son capaces de reaccionar con el ADN alterando las bases y por lo tanto
facilitando carcinogénesis’. La carne cocinada a altas temperaturas también contiene agentes
carcinogénicos (aminas heterociclicas e hidrocarbonos aromaticos policiclicos), aunque el

riesgo de carcinogénesis depende de la activacidn de estos componentes por enzimas’.
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Los componentes grasos de la carne roja podrian ser promotores de la carcinogénesis,
ya que estas grasas son metabolizadas por bacterias intraluminales a agentes carcinégenos?, lo
que resulta en una proliferacidn anormal del epitelio coldnico.

La dieta rica en grasas de origen animal también se ha asociado a aumento de
carcinogénesis de origen colorrectal, sin embargo la evidencia cientifica es limitada y no se ha

podido corroborar esta teoria’.

Pescado
La ingesta de pescado rico en acidos grasos omega-3 se ha asociado a un efecto
protector del CCR, quiza por la participacion de estos acidos grasos en las membranas celulares

y sus efectos sobre la inflamacién® *°.

Fibra

Clasicamente, el consumo elevado de fibra en la dieta ha sido sinébnimo de una baja
incidencia de CCR. Se pensaba que el consumo de la misma diluia los carcinégenos fecales,
disminuia el tiempo de transito coldnico y generaba un entorno luminal favorable. Sin
embargo, en estudios posteriores (metanalisis y pooled analisis) no se encontré tal evidencia,
al no poder separarse el efecto de la fibra de otros componentes alimentarios®.

Un metanalisis reciente de 25 estudios prospectivos encuentra una disminucion del
riesgo relativo de desarrollar CCR del 10% con un consumo de 10 g de fibra total al dia** y una
disminucién del 38% del riesgo relativo en aquellos individuos cuyo consumo de fibra provenia
principalmente de las legumbres, aportando suficiente evidencia, segin la World Cancer
Research Fund/American Institute for Cancer Research, para confirmar la fibra como un factor
preventivo del cancer colorrectal™.

Hortalizas y Frutas

El consumo de vegetales en general, y de verduras en particular, parece asociarse
constantemente a una reducciéon del riesgo de padecer CCR. La posible funcién de las
vitaminas antioxidantes, como captadoras de radicales libres de oxigeno para reducir el riesgo
de cancer, también ha sido estudiada, si bien, los resultados no son concIuyentesB.

Recientes metanalisis parecen confirmar la relacion inversa entre la ingesta de
suplementos de acido félico y el riesgo de CCR, aunque las dosis, el tipo de folato y el

momento en que se debe tomar no esta todavia aclarado™ **

. El 4cido fdlico proporciona un
grupo metilo que se requiere en la sintesis de metionina, empleada en la metilacion del ADN y

en la regulaciéon de la expresion génica. También proporciona otro grupo metilo para la
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conversidn de uracilo en timina. La deficiencia de acido félico puede hacer que el uracilo

remplace a la timina en la sintesis de ADN.

Leche y suplementos de calcio

Estudios epidemioldgicos y experimentales han indicado que los suplementos de calcio
podrian tener un efecto protector, en tanto que reduce los cambios de hiper-proliferacion
subyacentes a la transformaciéon maligna. También hay cierta evidencia de que la leche

(posiblemente por su contenido en calcio) disminuye el riesgo de padecer CCR.

Estilo de vida

Estudios prospectivos parecen arrojar suficiente evidencia cientifica para afirmar que
cuanto mas aumenta la actividad fisica de una persona, asi como la intensidad y la frecuencia
del ejercicio, menor es el riesgo de padecer CCR. Si se estratifica por localizacion parece que la
relacion es mas clara con el cancer de colon, pero no parece tener el mismo efecto con el

céncer de recto’.

Alcohol

La ingesta moderada o importante de alcohol se ha asociado a un mayor riesgo de
padecer CCR en comparacién con los no bebedores (incremento del riesgo del 21% y 52%,
respectivamente). Este efecto es mayor en los varones que en las mujeres, quizd por una
mayor ingesta alcohdlica en ellos, o por diferencias hormonales o debidas a la diferente

susceptibilidad al alcohol® *®.

Tabaquismo

El habito de fumar durante un periodo de tiempo largo (entre 35-40 afos) o una gran
cantidad de cigarrillos al dia (mas de 20) se asocia con un aumento del CCR *’, que podria
deberse a una afectacion del sistema de reparacién del ADN *® o con una interaccién entre el

tabaco y diversos polimorfismos genéticos™.

Antiinflamatorios no esteroideos

En estudios poblacionales se observd la asociacidén inversa entre el consumo de
aspirina y otros antiinflamatorios no esteroideos y la incidencia de CCR y adenomas. Estos
estudios sirvieron de base para ensayos controlados y aleatorizados que demuestran que las
dosis bajas de aspirina previenen la formacién de adenomas tanto en poblacién normal como

en la de alto riesgo®y también el desarrollo de CCR*.
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Terapia hormonal sustitutiva

Estudios observacionales hacen pensar que el uso de la terapia hormonal sustitutiva
(THS) durante la menopausia se asocia a una disminucion en la incidencia y mortalidad del
cancer colorrectal. El metandlisis de Grodstein demostrd una reduccién de un 20% en el riesgo
de CCR en mujeres tratadas con THS?. Sin embargo, un reciente metandlisis de la Cochrane no
ha podido confirmar este efecto beneficioso®.El posible mecanismo es la reduccién en la
secrecién de acidos biliares (promotor o inductor del CCR) asi como a la accion directa de los
estrogenos sobre el epitelio coldnico. Los estrogenos parecen proteger de la inestabilidad de
microsatélites (IMS), mientras que la ausencia en mujeres mayores parece aumentar la
incidencia de CCR asociado a IMS**. Sin embargo, la THS supone un elevado riesgo de padecer
cancer de mama, asi como eventos vasculares, pudiendo ser mayores los efectos adversos que

los beneficios del tratamiento®.

Enfermedad inflamatoria intestinal

Los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal de larga evolucién tienen mayor
riesgo de padecer lesiones displdsicas y que éstas progresen a cancer colorrectal. Este riesgo
comienza a aumentar a partir de los 10 afios y es progresivo seguin aumenta la duracion y la
extensidn de la enfermedad. Aunque varia segun los estudios, la incidencia acumulativa anda

en torno a 5-10% tras 20 afios y en torno al 12-20% tras 30 afios de enfermedad®.

Colecistectomia
Algunos estudios han asociado la colecistectomia o alteraciones en el metabolismo de
las sales biliares con el cdncer de colon proximal y recto, sin que estos resultados hayan sido

demostrados definitivamente?”°.

2.2 Factores genéticos

En torno a un 80% de los casos de cancer colorrectal son esporddicos y no se asocian a
ninguna mutacién hereditaria conocida. De ellos, el 85% surgen por inestabilidad cromosdmica
y un 15% por inestabilidad de microsatélites™.

La inestabilidad cromosdmica se origina con la segregacién anormal de cromosomas y
ocasiona aneuploidia. Tanto la pérdida de heterocigosidad como mutaciones puntuales en los
genes puede producir la pérdida de la funcién de genes supresores de tumores como el APC
(Adenomatous poliposis coli) o DCC (Deleted in colorrectal carcinoma). El acumulo de

alteraciones en genes supresores de tumores conduce a la progresidn adenoma-carcinoma (via
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supresora, ver Figura 1). Se cree que la pérdida de la funcidn del gen APC es precoz en esta
secuencia, favoreciendo la apariciéon de nuevas anomalias. Conforme el adenoma aumenta en
tamanfio y displasia, se van sumando nuevas alteraciones genéticas, como las mutaciones en el
oncogén K-RAS o la pérdida de la funciéon de DCC 6 DPC4. Uno de los cambios tardios es la
pérdida de la funcidn de p53, que se supone que es el que conduce a la formacién del

carcinoma.

Figura 1. Mutaciones y cambios histoldgicos de la secuencia adenoma-carcinoma (adaptado de
Matkowskyj)®.

B: secuencia Adenoma-carcinoma

MSI TGFB2R
p53 BAX
APC cox2 TCF-4
APC at 5q21 B-catenin KRAS SMAD2and 4 WISP-3
Epitelio Focos aberrantes| Adenoma = .
— —_ =3 | Adenoma intermedio —p | Adenoma i
normal en criptas precoz tardio Carcinoma

La via de la inestabilidad de microsatélites se origina en la pérdida de la funciéon de los
genes reparadores del ADN. Uno de los sistemas es el llamado mismatch repair (MMR),
compuesto por proteinas que detectan alteraciones en el apareamiento de las bases, las
escinden vy las corrigen. Las mutaciones de los genes que codifican estas proteinas ocasionan
un acumulo de errores en la replicacion del ADN, aumentando la probabilidad de que alteren
genes reguladores del ciclo celular e iniciando o promoviendo la carcinogénesis. Los defectos
en este sistema de reparacion del ADN se identifican por un aumento de presencia de
inestabilidad de microsatélites. Al igual que en los genes supresores de tumores debe existir
una alteracion (mutacién, pérdida del alelo o metilacién) en ambos alelos para que se
manifiesten.

Los microsatélites son pequefias secuencias de bases del ADN que no codifican genes y
que se repiten un nimero determinado de veces que depende del alelo o del individuo. Estos
microsatélites se ven muy afectados por las mutaciones del sistema MMR, acumuldndose los
errores en los microsatélites que seran diferentes en el tumor y el tejido normal. Es lo que se
llama inestabilidad de microsatélites (IMS) y se detecta en el 15% de los CCR espordadicos y en
un 95% de los hereditarios no asociado a poliposis. Los tumores con IMS tienen mejor
prondstico, aunque responden menos a la quimioterapia®* .

Los genes de reparacion del sistema MMR mas conocidos son MSH2, MLH1, MSHS6,
PMS1, PMS2, MSH3 y MYH.
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Existe una via alternativa a la secuencia adenoma-carcinoma para el desarrollo del
CCR, probablemente secundaria, que es la de los pdlipos serrados (Figura 2). Se desarrolla
desde los polipos hiperpldsicos a través de los adenomas serrados hasta el adenocarcinoma.
Estos tumores tienen defectuosa la via de reparacién del ADN, con inestabilidad de
microsatélites. Ademas, se caracterizan por la presencia de mutaciones en el gen BRAF y sdlo

raramente con mutaciones K-RAS**3¢,

Figura 2. Secuencia de mutaciones en la via pdlipo serrado-carcinoma (adaptado de Matkowskyj)ze.

Secuencia pdlipo serrado-adenoma-carcinoma

BRAF/KRAS CIMP Ms/

Epitelio 5 : : Pélipo sesil serrado con Carcinoma
— Pélipo hiperplasico y pélipo serrado sesil = | displasia —
normal P serrado

3. Sindromes de CCR hereditario

3.1 Sindromes de poliposis

Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

Supone de un 1 a un 2% de todos los CCR y se asocia al gen APC (adenomatous
polyposis coli)*’. La PAF se manifiesta primariamente como muiltiples pélipos (mas de cien) en
cualquier localizacion del tracto intestinal y de tamafio variable. La degeneracién
carcinomatosa de una o mas de estas formaciones se considera inevitable si se deja a la
enfermedad seguir su evolucidon natural. Se asocia a manifestaciones extracolénicas, tales
como polipos gastricos, duodenales e intestinales, osteomas, tumores desmoides, quistes
epidermoides, tumores del sistema nervioso central, fibromatosis difusa, hipertrofia del
epitelio pigmentario de la retina y tumores malignos. Existe una forma atenuada de PAF
caracterizada por menor formacion de pdlipos y con menor riesgo de desarrollar CCR.

La PAF es un trastorno autosémico dominante con una penetrancia cercana a un 100%.
En un 80% de los casos la mutacion es heredada y en un 20% es de novo, es decir, que éstos
ultimos no tendran historia familiar de poliposis.

El gen APC se localiza en el cromosoma 5g21 y contiene 19 exones. La proteina que

codifica tiene multiples dominios y participa en varias funciones celulares: adhesion,
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estabilidad del citoesqueleto microtubular, apoptosis y regulacion del ciclo celular®®. Se han
descrito mas de 1000 mutaciones distintas del gen APC, que conducen a la produccién de una
proteina andmala alterandose la degradacién de la B-catenina. Al aumentar los niveles de la 8-
catenina en el citoplasma y nucleo celular, se producen cambios en la regulacion de la via de
sefializacion de WNT-APC-B-CATENINA induciendo cambios en la expresidon de multiples dianas

39

de WNT, entre ellos c-MYC™.
Los canceres invasores en pacientes con sindrome de PAF aparecen a una edad media

de 42 afos.

Poliposis atenuada asociada al gen MYH (o MUTYH)

MUTYH es un gen implicado en la reparacién del dafio oxidativo del ADN. La
mutaciones bialélicas ocasionan un cuadro clinico denominado MAP en la literatura inglesa
(por MUTYH-Associated Poliposis) que es similar a PAF atenuada, con 20-100 pdlipos en el
colon, de predominio proximal y en ocasiones manifestaciones extracoldnicas. Actualmente, se
sabe que producen también otros cuadros clinicos como cancer colorrectal no polipdsico o
incluso manifestaciones por la via de los pdlipos serrados/hiperplasicos. Sigue un patrdn

hereditario autosémico recesivo®’.

Sindrome de tumor hamartomatoso PTEN

Este sindrome incluye los pacientes clasicamente diagnosticados de sindrome de
Cowden y de sindrome de poliposis hamartomatosa. La poliposis hamartomatosa afecta
fundamentalmente a la poblacién pediatrica y a la adolescente, mientras que el sindrome de
Cowden es mas frecuente en adultos. Se transmiten con herencia autosémica dominante con
alta penetrancia (un 80%). Ambos estan causados por una mutacion en la linea germinal del
gen PTEN, que se localiza en el cromosoma 10g23.3 y ambos son raros.

Contrariamente a lo que se creia, estudios recientes demuestran un mayor riesgo de

cancer colorrectal, de tiroides, mama, endometrio, rifién y melanoma®® .

Sindrome de Peutz-Jeghers

Se trasmite con herencia autosémica dominante y asocia pigmentacién mucocutaneay
poliposis gastrointestinal, con pdlipos de gran tamafio, pero escaso nimero. Tienen un riesgo
alto de desarrollar cancer colorrectal (un 50% de riesgo acumulado), o en otras localizaciones
(riesgo acumulado del 85%) como gastrico, intestino delgado, pancreas, mama, ovario,

pulmon, cérvix, Utero y testiculo.
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La mutacién responsable se encuentra en el cromosoma 19p13.3 y afecta a un gen que
codifica la serina treonina quinasa (STK-11), proteina que participa en la regulacién del ciclo

celular, apoptosis, etc’’.

Poliposis juvenil

Se caracteriza por la existencia de pdlipos generalmente limitados al colon, si bien se
han descrito casos a nivel gastrico y de intestino delgado, asociados a un aumento de riesgo de
cancer colorrectal. Se asocia a mutaciones en la linea germinal de ENG, SMAD4 y BMPR1, que

se heredan con patrén autosémico dominante®.

3.2 CCR hereditario no polipdsico (HNPCC) o sindrome de Lynch

Descrito por Lynch en 1966, es la forma mdas comun de cancer de colon hereditario (2-
4% de todos los casos) siguiendo un modo de herencia autosdmico dominante con una
penetrancia aproximada del 80%*. El CCR hereditario no polipsico (HNPCC, Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer) se asocia a mutaciones en los genes de reparacién del ADN,
fundamentalmente MLH1, MSH2 y MSH®6. Los errores de replicacién pueden ocurrir de forma
espontdnea o por la exposicidon a un agente exdgeno. A diferencia de los pacientes con PAF, los
que tienen HNPCC no presentan mutaciones para el gen APC por lo que no desarrollan
poliposis extensas, haciendo mas dificil su identificacién. Presentan pdlipos con una frecuencia
similar a la poblaciéon normal. Sin embargo, una vez desarrollado éste la progresién a cancer es
mucho mas rdpida debido a esos defectos genéticos hereditarios de la reparacidn del ADN.

De acuerdo con los criterios internacionales de diagnéstico (Criterios de Amsterdam
1)*> al menos tres familiares cercanos de dos generaciones sucesivas deben estar afectados por
esta patologia, siendo la edad de diagndstico menor de 50 afios en al menos uno de los casos.
No obstante, estos criterios presentan limitaciones por el hecho de que estos pacientes,
ademas de presentar CCR, a menudo se ven afectados por otros tumores extracolénicos. Por
este motivo, los criterios diagndsticos fueron revisados para contemplar la presencia de estos
otros tipos de cancer (Criterios de Amsterdam I1) (Tabla 1)*. Actualmente los mas utilizados

son los de Bethesda™ (Tabla 2).
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3.3 Cancer Familiar Colorrectal tipo X

Fue descrito por Lindor en 2005, incluyendo familias que cumplian los criterios
Amsterdam | de HNPCC, pero con tumores con estabilidad de microsatélites. Tienen
aumentado el riesgo de desarrollar cancer colorrectal, pero no tanto como los pacientes con
inestabilidad de microsatélites y no tienen mayor riesgo de otros canceres. Sigue un patrén de
herencia autosdémico dominante, aunque la base genética no esta todavia aclarada. Parece que

pueden tener mayor heterogenicidad genética que el sindrome de Lynch®’.

Tabla 1. Criterios de Amsterdam para el diagndstico de sindrome de Lynch.

Criterios de Amsterdan I/11
Minimo de 3 individuos con cancer colorrectal o tumor asociado a CCHNP*,
e  Uno de los familiares es de primer grado.
® Minimo de dos generaciones consecutivas afectadas.
e Minimo de un caso diagnosticado antes de los 50 afios de edad.
e Exclusidn del diagnéstico de poliposis adenomatosa familiar.

* Tumores asociados a HNPCC: colorrectal, endometrio, gdstrico, ovario, pancreas, uréter y pelvis renal,

via biliar, glioblastoma, adenomas sebdaceos y queratoacantomas.

Tabla 2. Criterios de Bethesda para el diagnéstico del sindrome de Lynch.

Criterios de Bethesda revisados
Cancer colorrectal diagnosticado antes de los 50 afios.
Presencia de CCR sincrénico o metacrénico, o de CCR y un tumor asociado a HNPCC, a cualquier edad.
CCR con histologia* de tumor de IMS alta, diagnosticado antes de los 60 afios.

CCR y uno o mas familiares de primer grado con un tumor asociado a HNPCC diagnosticado antes de los
50 afos.
CCR y dos o mas familiares de primer y segundo grado con un tumor asociado a HNPCC a cualquier

edad.

Debe de cumplirse uno de los criterios
* Presencia de linfocitos infiltrantes de tumor, reaccién Crohn-like, diferenciacién mucinosa, anillo de

sello o medular.
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3.4 CCR familiar

Se estima que un 20-30% de los CCR son compatibles con una predisposicidon genética
de manera independiente a los sindromes conocidos®. La identificacién de otros posibles

genes implicados tendria un gran impacto clinico.

4. Diagnostico y estadificacion del CCR

4.1. Cuadro clinico

Los pacientes con CCR pueden presentar un amplio espectro de manifestaciones
clinicas. La presente Tesis Doctoral se realizé en pacientes afectos de cancer de recto, por lo
que se describira el diagndstico y estadificacidon de esta patologia, obviando el cancer de colon
a partir de este apartado.

Los sintomas que con mayor frecuencia se asocian son la rectorragia, cambios del
habito intestinal, dolor abdominal, pérdida de peso y sintomas obstructivos. Esta
sintomatologia, excepto en el caso de la clinica obstructiva, no se correlacionan con el estadio
de la enfermedad*.

La rectorragia a menudo esta mezclada con las heces o puede cubrir la superficie de las
mismas. Puede ser de sangre roja brillante independiente de la defecacién. Esta puede
valorarse en una persona joven mediante una rectosigmoidoscopia. Todos los demas tipos de
hemorragia, incluida la presencia de sangre oculta en heces durante la exploracion fisica
rutinaria o la presencia de anemia ferropénica, son indicaciones para la realizacion de un
estudio endoscépico completo.

El tenesmo rectal, la disminucion del volumen de las heces, la presencia de moco o la
diarrea mucosa (asociada a grandes adenomas vellosos) son bastante frecuentes. Cuando el
tumor estd avanzado puede inducir una sensacidon de plenitud constante, tenesmo y un
aumento del esfuerzo para la defecacién. Cuando el tumor invade sacro y el plexo nervioso
sacro, da lugar a dolor pélvico profundo que en ocasiones se irradia a periné y miembros
inferiores. Igualmente, puede aparecer dolor anal por invasion del conducto anal o
incontinencia por afectacién del aparato esfinteriano.

Una detallada anamnesis y una exploracion fisica completa, incluyendo tacto rectal

(para valorar la presencia de masas, determinar su localizacidon, movilidad, la presencia de
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adenopatias extrarrectales, etc) son imprescindibles. Es esencial la exploracién pélvica

cuidadosa en las mujeres y la evaluacién prostatica en los varones.

4.2. Estadificacion

La estadificacién del cdncer de recto, incluido el estado del margen circunferencial de
la fascia mesorrectal, es el mejor indicador prondstico en pacientes con céncer de recto”’. Es
crucial a la hora de decidir la necesidad o no de tratamiento neoadyuvante con radio-
quimioterapia y debe hacerse con extrema diligencia por parte de un equipo multidisciplinar
ya que de ella depende el manejo y prondstico de los pacientes. Si bien, se ha estudiado el
posible papel prondstico de otros factores, patoldgicos, socioeconémicos, moleculares, etc.,
éstos no son utilizados de forma rutinaria ya sea por la falta de estandarizacion, bien por su

complejidad o bien por su alto coste econémico.

Exploracion fisica

Aparte de la exploracidn general del paciente, el tacto rectal ha sido, tradicionalmente,
el método utilizado para evaluar la movilidad y la invasién parietal en un cancer de recto. York-
Mason y cols.”® propusieron una clasificaciéon practica de estadificacién clinica, donde se
describian cuatro supuestos:

- Cs |: completamente movil; no invade la muscular propia.

- Cs Il: movil: invasidon de la muscular propia, pero confinado a la pared.

- Cs llI: fijo, movilidad anclada: invasiéon de los tejidos perirrectales.

- Cs IV: fijo, inmévil: invasidn de drganos profundos.

Otro dato a tener en cuenta en la evaluacién del cancer de recto es la valoracidn
subjetiva (escalas clinicas) y objetiva (manometria anal) de la funcidn del esfinter anal del

paciente.

Rectoscopia rigida

Una de las primeras exploraciones que se realiza es la rectoscopia rigida. Mediante
esta prueba se debe determinar:

-Distancia a margen anal.

-Posicion anterior/lateral/posterior.

-Tamafio.

-Configuracién morfolégica.

-Extension de la afectacion circunferencial.
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Si los pacientes no estan obstruidos, deben someterse a una colonoscopia a fin de

descartar la existencia de tumores sincrénicos, lo cual ocurre entre un 2% y un 9% de los casos.

Pruebas de imagen

Las pruebas de imagen mas utilizadas para la estadificacion preoperatoria de la
enfermedad localizada son la ecografia endorrectal y la resonancia magnética pélvica.

La ecografia endorrectal se considera el método ideal en estadios iniciales de la
enfermedad, con una sensibilidad y especificidad en torno al 94 y 84% (algo menor en los
tumores T3). En estadios avanzados o si hay inflamacion puede inducir a supra-estadificacion.
Una de sus limitaciones es que es operador dependiente y otra es la baja sensibilidad y
especificidad para diagnosticar la invasion ganglionar, del 55 y 78% respectivamente®.

La gran ventaja de la resonancia radica, sin embargo, en poder estudiar tumores
estenosantes donde la sonda endorrectal no es posible de emplazar, ademds de ser la Unica
que informa sobre el margen circunferencial (Figura 3), detalle de capital importancia en la

planificacién terapéutica multidisciplinar de los tumores localmente avanzados™.

Figura 3. Imagen de estadificacion del CCR mediante RMN. Se aprecia perfectamente el margen
circunferencial y una adenopatia proxima (flecha roja). En la parte inferior se ve un corte de la pieza
quirargica con el detalle de ese mismo ganglio (flecha roja).

[
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En la actualidad se acepta que la ecografia, aunque siempre complementaria, debe
reservarse para la evaluacién de neoplasias precoces (T1 y T2), siendo la resonancia el
estandar en los estadios localmente avanzados (T3 y T4)>".

En la detecciéon de enfermedad metastasica a distancia son de utilidad la tomografia
computarizada (TC) y la tomografia por emision de positrones (PET). La tomografia
computarizada téraco-abdominal con contraste se recomienda en todos los pacientes con
cancer rectal, en concreto es superior a todas las demas pruebas en el caso concreto de
detectar posibles metastasis de localizacion hepatica. La PET tiene la limitacion de no estar
disponible en todos los centros hospitalarios, siendo su principal ventaja el poder rastrear todo
el cuerpo del paciente, detectando lesiones de localizacion extrahepatica, pero ofreciendo
tambien demasiados falsos positivos>.La radiologia simple de térax es una técnica util y
econdmica para la deteccién de lesiones pulmonares asi como la ecografia abdominal para el
despistaje de las de localizacién hepatica.

La '®F-FDG-PET ha demostrado ser util en la deteccion de afectacidon metastasica®, sin
embargo es reservada para seguimiento y deteccion de recidiva en enfermos de alto riesgo,
mas que para el estadiaje inicial. Entre sus limitaciones cuentan la deteccion de lesiones de
pequefio tamano hepaticas o rectales, subcentimétricas, o de lesiones necréticas con sélo un
anillo delgado de tejido viable®. También ha demostrado una baja sensibilidad en la deteccidn
de carcinoma mucinoso (58%), en comparacion con las lesiones no mucinosas (92%),
probablemente debido a una relativa hipocelularidad. Otra causa de falsos negativos es la
actividad fisioldgica del trazador a nivel colorrectal, que en ocasiones puede enmascarar
lesiones subyacentes. Los resultados falsos positivos ocurren hasta en un 4% de los casos y
pueden deberse a la dificultad en diferenciar la captacidon normal en tracto gastrointestinal con
una lesién maligna y al incremento de captacion de '®F-FDG en los adenomas coldnicos,
considerados como lesiones premalignas. Se ha descrito que alrededor del 90% de los
adenomas con tamafio superior a 1,3 cm captan BE.FDG™.

El uso combinado de "®F-FDG-PET/TC mejora la localizacién y caracterizacién de la
lesiones, asi en un estudio de Cohade y col.*® estos autores concluyen en que se eleva la

exactitud en la estadificacién de un 78 a un 89%.

Antigeno carcinoembrionario

La determinacidn de las concentraciones de antigeno carcinoembrionario (CEA) puede
ser util junto con pruebas de imagen para afinar la precisiéon de la evaluacién preoperatoria.
Hasta un 95% de los pacientes que presentan metastasis hepaticas tienen niveles de CEA por

encima de 20 ng/mL. Ademas es util si se plantea un control postoperatorio del CEA, no
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beneficidndose de esta posibilidad aquellos pacientes con niveles de CEA preoperatorios

normales.

Clasificacion por estadios (TNM)
La estadificacion clinico-patoldgica del cancer de recto debe realizarse utilizando el
actual sistema de clasificacion por estadios (TNM) del American Joint Comitte on Cancer (AJCC)

y Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC)*’ (Tablas 3y 4).
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Tabla 3. Clasificacion del tumor segiin TNM de AJCC/UICC: invasidon del tumor primario (T), de los
ganglios linfaticos regionales (N) y metastasis a distancia (M).
Tumor primario (T)

Tx: el tumor primario no puede ser valorado.
TO: no hay signos de tumor primario.

Tis carcinoma in situ: Incluye las células cancerosas limitadas a la membrana basal glandular
(intraepitelial) o lamina propia (intramucosa) sin extensidon a la muscular de la mucosa hasta la

submucosa.
T1: el tumor invade la submucosa.
T2: el tumor invade la muscular propia.

T3: el tumor invade a través de la muscular propia hasta la subserosa, o hasta tejidos pericélicos o

perirrectales no peritoneales.

T4: el tumor invade directamente otros érganos o estructuras o perfora el peritoneo visceral.
T4a: perfora el peritoneo visceral

T4b: invade directamente otros érganos o estructuras.
Ganglios linfaticos regionales (N)
Nx: los ganglios regionales no pueden ser valorados.
NO: ausencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales.

N1: metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales.
N1a: 1 ganglio.
N1b: 2-3 ganglios.
N1lc: satélites en subserosa sin ganglios regionales.
N2: metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales.
N2a: 4-6 ganglios.
N2b: 7 o mas ganglios.
Metastasis a distancia (M)

Mx: las metdstasis no pueden ser valoradas.
MO: no existen metastasis a distancia.

M1: metdstasis a distancia.
M1a: metastasis en un érgano.

M1b: metastasis en mdas de un érgano o en peritoneo.
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Tabla 4. Clasificacion por estadios del cancer de recto segtiin AJCC/UICC.

ESTADIOS
Estadio | T1-T2 NOMO Estadio I Cualquier T N1-2 MO
Estadio Il T3-T4 NO MO Estadio [IIA  T1-T2 N1

Estadio IIA  T3NO TIN2a

Estadio IIB  T4aNO
Estadio IIC T4bNO

Estadio IlIB  T3-T4aN1
T2-T3 N2a
T1-T2 N2b

Estadio IlIC  T4a N2a
T3-T4a N2b
T4b N1-N2

Estadio IV Cualquier T, cualquier N M1
Estadio IVA  Cualquier To N Mla
Estadio IVB  Cualquier To N M1b

4.3. Diagnéstico histopatoldgico

Las neoplasias rectales mas frecuentes son los adenomas y los adenocarcinomas. Otros
tumores malignos mas raros son los linfomas, los sarcomas, los melanomas, los carcinomas de

células pequeiias y carcinoides.

Pélipos

Los podlipos rectales se clasifican como hiperplasicos o adenomatosos. Los tipos
histoldgicos de los pdlipos adenomatosos son tubular, velloso (> 50% de componente velloso)
y tubulovelloso (20%-25% al 50% de componente velloso). Los niveles de invasion® se utilizan
para determinar el nivel de infiltracion de un carcinoma en un adenoma. Se basan en la
morfologia macroscdpica del adenoma (pediculado, sesil, plano o deprimido) y en el nivel de
invasiéon profunda del carcinoma. En un adenoma pediculado se distinguen niveles Haggitt 0, 1,

2, 3, 4. En un adenoma sésil, plano o deprimido, sélo son posibles los niveles 0y 4 (Tabla 5).
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Tabla 5. Niveles de invasidn profunda del carcinoma: Niveles de Haggitt.

Carcinoma no invasor
Nivel 0: carcinoma confinado en la mucosa del citopdlipo (displasia de alto grado, carcinoma in situ,
carcinoma intramucoso).
Carcinoma invasor precoz
Nivel 1: invasion de la cabeza del pdlipo (submucosa de la cabeza del pélipo invadida).
Nivel 2: invasion del cuello del pélipo (submucosa del cuello del pdlipo invadida).
Nivel 3: invasion del tallo del pdlipo (submucosa del tallo del pdlipo invadida).
Carcinoma invasor
Nivel 4: invasion de la submucosa de la pared coldnica.

Nivel desconocido: en algunos poélipos no resulta posible aislar la base de reseccién quirdrgica. Puede
establecerse el diagnodstico histopatolégico de invasion de la submucosa pero no es posible valorar la

profundidad de la invasion, es decir, se desconoce si estd o no infiltrada la pared coldnica.

Carcinoma

Mds de un 95% de las neoplasias malignas colorrectales son adenocarcinomas. La
clasificacidn, dependiendo de sus caracteristicas histoldgicas, se puede ver en la Tabla 6.

Los grados de diferenciacion histoldgica del adenocarcinoma son: bien diferenciado
(G1; > 95% del tumor forma gldndulas), moderadamente diferenciado (G2; 50-95% del tumor
forma glandulas) y pobremente diferenciado (G3; < 50% del tumor forma glandulas), si bien en

la actualidad se tiende a clasificarlos en bien o pobremente diferenciados.
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Tabla 6. Clasificacion histoldgica de los tumores de recto.

Adenocarcinoma (comtin)
Se refiere a la forma habitual de la neoplasia maligna del epitelio glandular coldnico.
Adenocarcinoma mucinoso (= coloide)

Mas del 50% de la lesion esta formada por lagos de mucina extracelular, que contienen epitelio
maligno formando acinos, tiras epiteliales o células sueltas. Se asocia con frecuencia a inestabilidad de

microsatélites.
Adenocarcinoma de células en anillo de sello

Mas del 50% de las células neopldsicas muestran abundante mucina intracelular (células “en anillo de
sello”) independientemente de que pueda también haber lagos de mucina extracelular. Algunos

muestran inestabilidad de microsatélites.
Carcinoma adenoescamoso

Posee caracteristicas de carcinoma epidermoide y de adenocarcinoma, bien en areas separadas del
mismo tumor o bien entremezcladas. Se requiere mas de un foco ocasional de diferenciacion

escamosa.
Carcinoma medular

Se caracteriza por una sabana de células malignas con nucleo vesicular, nucleolo prominente y
citoplasma eosinodfilo abundante, rodeadas por un infiltrado linfocitario intenso. Es una variante rara
que se asocia invariablemente a inestabilidad de microsatélites y que tiene mejor prondstico que el

carcinoma pobremente diferenciado e indiferenciado.
Carcinoma indiferenciado

Tumor maligno epitelial sin ninguna evidencia de diferenciacion mas alla de la propiamente epitelial
(sin diferenciacion glandular, escamosa, ni neuroendocrina). Estos tumores son genéticamente

distintos y se asocian tipicamente con inestabilidad de microsatélites.

5. Tratamiento del cancer de recto

5.1. Tratamiento quirtirgico del cancer rectal

La cirugia es la base fundamental para el tratamiento curativo. Su objetivo es la
extirpacidon del tumor primario y cualquier diseminacion loco-regional que haya podido
producirse, sin provocar contaminacidén tumoral y con la mejor calidad de vida para el

paciente.
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Estadio |

En fases iniciales del cdncer rectal, T1 sin evidencia de afectacién ganglionar, un
abordaje local puede ser suficiente para el control del tumor primario, evitando la morbilidad
asociada a resecciones mas amplias. Los beneficios potenciales de la reseccién local para el
cancer rectal comprenden una reduccién de las complicaciones perioperatorias y la
conservacién de la funcién anorrectal, vesical y sexual.

La reseccidn transanal es la técnica mas empleada y una opcidon adecuada para
tumores T1 sin evidencia de enfermedad ganglionar™. Sin embargo, este tipo de reseccién no
permite conocer la posible afectacion ganglionar, siendo el riesgo de afectacién ganglionar de
un 0-12% en tumores T1 (12-28% en tumores T2)** ®*. Por este motivo, es critica una adecuada
estadificacion preoperatoria para la seleccién de los pacientes. Para reducir el riesgo de
recidiva loco-regional, la escisién local sélo debe llevarse a cabo cuando se cumplan los
siguientes criterios de esa neoplasia pT1:

- Menores de 3 cm.

- Afecten a menos del 40% de la circunferencia de la pared rectal.

- Grado histolégico moderadamente o bien diferenciado.

- No evidencia de invasidén venosa o linfatica.

Muchos investigadores creen util la administracion de radioterapia pélvica
concomitante con quimioterapia de manera adyuvante en pacientes con tumores T2
sometidos a escisidn local y en pacientes con tumores T1, que llevan asociados factores de mal
prondstico como invasién linfovascular, histologia pobremente diferenciada, etc., para

disminuir el riesgo de recurrencia locorregional®

. La alternativa a esto siempre debe de ser
el rescate quirdrgico con cirugia radical.

En la actualidad la incorporacién indiscutible de técnicas de microcirugia transanal
endoscdpica ha supuesto un nuevo impulso a la exéresis local del carcinoma de recto en

estadios precoces®” *"*,

Estadios Il -1l

Los carcinomas que asientan en el tercio medio e inferior del recto se deben intervenir
practicando una reseccidon anterior baja (RAB), restableciendo el transito mediante
anastomosis colorrectal. Cuando se realiza una reseccidon y anastomosis muy proxima al
esfinter es conveniente practicar una ileostomia de proteccién, pues esta técnica tiene un alto
indice de dehiscencia anastomatica. Ademas, se pueden producir secuelas como la urgencia y
frecuencia defecatoria, por lo que se pueden asociar reservorios célicos o plastias. En

pacientes con incontinencia previa estaria indicada la intervencidon de Hartmann. En los casos
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en que no se pueda mantener un margen de tejido sano distal al tumor de al menos 0,5-1 cm®
entre éste y el esfinter anal, se debe realizar una amputacién abdémino-perineal. Los del
tercio superior se deben tratar mediante reseccién anterior de recto, seccionando el
mesorrecto de forma parcial.

En resumen, el objetivo del tratamiento quirdrgico del cancer de recto localmente
avanzado es la reseccion del tumor con unos margenes adecuados, asi como la reseccién de
los ganglios de drenaje del tumor, incluyendo el concepto de escision completa del mesorrecto
(TME). Se trata de la técnica quirurgica radical de eleccidon independientemente de que sea
continente, (RAB y reseccion interesfinterica) o se trate de la amputacion abdémino-perineal.
La mortalidad es de un 1-7% y la morbilidad de un 13-46%. La recidiva local se observa entre
un 4y un 10% de los pacientes y la supervivencia esta entre un 74 y un 87%%.

Numerosos estudios han demostrado los beneficios de la escision completa del
mesorrecto y determinan que sea hoy en dia un procedimiento estandar en el manejo de
tumores rectales localizados en recto medio e inferior®®. Todo esto permite una adecuada
estadificacidn de la enfermedad y una disminucidn del riesgo de recurrencia locoregional y de
la diseminacion.

La capacidad de obtener un margen circunferencial negativo se asocia a un menor

riesgo de recurrencia local®” %

. Un estudio prospectivo revela una recurrencia local del 7% tras
la adicién de TME en comparacién con un 23% en los controles histéricos. Realizar cirugia de
conservacion esfinteriana depende de los requerimientos de un margen distal de 1 cm en lugar

871 Un estudio publicado en 2012%° no encontré diferencias

del margen tradicional de 5 cm
estadisticamente significativas en cuanto a supervivencia o recidiva local en pacientes con
menos de 1 cm de margen distal en pacientes sometidos a una reseccién anterior baja con
escision mesorrectal completa. Incluso apuntd la posibilidad de que un margen de 5 mm
pudiera ser aceptable en pacientes y tumores seleccionados.

La diseccidn de los ganglios linfaticos debe extenderse inmediatamente distal al origen

de la arteria célica izquierda.

5.2. Tratamiento neoadyuvante

Radioterapia
La radioterapia externa en el cdncer de recto comenzé a aplicarse a principios del siglo
pasado. Antes de la Segunda Guerra Mundial, en Alemania, escaseaba el radio, condicionando

el uso de radioterapia externa para el tratamiento del cancer de cérvix en vez de la
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radioterapia intracavitaria. A raiz de esto, Chaoul comenzdé en Berlin a aplicar radioterapia
externa en casos de cancer de recto inoperables, demostrando que altas dosis de radiacién de
baja energia eran seguros cuando se aplicaban directamente en el tumor’. En 1946, Lamargue
y cols, demostraron que la radioterapia a dosis de 50Kv podia conseguir un buen control local
de la enfermedad y una supervivencia del 42% a 5 afios’". Esta técnica fue popularizada por
Papillon, quien entre 1950 y 1990 traté mas de 300 pacientes y publicd unos resultados con un
75% de supervivencia global a los 5 afios y sélo un 9% de recidivas locales™. Estudios
posteriores, entre 1980 y 1990, confirmaron que se podia mejorar la supervivencia y disminuir
las recidivas locales con la administracion de radioterapia postoperatoria, generalizandose su
uso en los estadios avanzados (1l y I11)”>.

En el afio 2001 Kapiteijn demostrd que la radioterapia preoperatoria, consistente en 5
fracciones de 5 Gy, disminuia las recidivas locales de un 8,2% a un 2,4%°. Posteriormente, el
grupo aleman para el estudio del cédncer de recto publicé la superioridad de Ia
radioquimioterapia aplicada de forma preoperatoria respecto a la postoperatoria en términos
de recidiva local y de tasa de preservacién de esfinteres’’. La efectividad de la radioterapia
para disminuir la recidiva local se basa en su capacidad de reducir la masa tumoral y/o
esterilizar la afectacidon ganglionar, ambas responsables de un margen circunferencial afecto
pese a una técnica quirdrgica depurada en los tumores localmente avanzados’®. No obstante, y
pese a estos resultados a nivel local, las tasas de recidiva en forma de metastasis a distancia
permanecen estables en torno a un 30-35%, lo mismo que la supervivencia libre de
enfermedad (50-55%) y la supervivencia global a los 5 afios (65%)”’. La optimizacién
multidisciplinar de la estrategia neoadyuvante (antes de la cirugia), de induccién (antes de la
radioterapia) y de consolidacion (después de la radioterapia pero antes de la cirugia) estan
todavia siendo sometidas a amplia discusién y estudio’®.

La radioterapia provoca alteraciones en el ADN de las células, especialmente aquellas
con un alto indice mitdtico como son las tumorales, inhibiendo la proliferacién y crecimiento
celular e induciendo apoptosis.

En la actualidad, estos dos esquemas siguen en plena vigencia y estan validados con
alto grado de evidencia:

- Ciclo corto o esquema sueco: 25 Gy totales en fracciones de 5 Gy durante 5 dias,
seguido de cirugia a la semana”.

- Ciclo largo: radioterapia a dosis de 45-50,4 Gy, administrada en 28 fracciones de 1,8
Gy al dia y en asociacidon con quimioterapicos basados en el 5-fluorouracilo (5FU), seguida de

cirugia tras un intervalo de 4 a 12 semanas’.
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El ciclo largo, al tener un intervalo mas largo hasta la cirugia, permite un efecto a largo
plazo de la radioterapia y una posible disminucidon del tamafio tumoral aumentando las
posibilidades de reseccion RO. Seria, por tanto, mas efectiva en los casos de margen
circunferencial afecto o amenazado.

Un reciente estudio de la Cochrane” demuestra la superioridad de la asociacion entre
radio y quimioterapia frente a radioterapia sola en cuanto a respuesta patoldgica completa y
recidivas locales, pero a costa de una mayor toxicidad. Existen varios estudios en marcha que
pretenden acabar de establecer la mejor pauta de neoadyuvancia, comparando la radioterapia
de ciclo corto 25 Gy con cirugia a la semana, la misma radioterapia seguida de cirugia a las 4-6
semanas y la radioquimioterapia (RQT) de ciclo largo seguida de cirugia en 4-6 semana (estudio
escandinavo fase I11)** o comparando la radioterapia de ciclo corto 25 Gy con cirugia inmediata
frente a la radioquimioterapia de ciclo largo seguida de cirugia en 4-6 semanas (estudio
aleman en fase I1)*". Los primeros resultados del estudio escandinavo reflejan que la
radioterapia de ciclo corto seguida de cirugia de intervalo es factible, tiene menos
complicaciones postoperatorias que la radioterapia de ciclo corto con cirugia inmediata y se
beneficia de un efecto reductor de tamafio tumoral®’. Las complicaciones y la cifra de
leucocitos postoperatorias son peores en los pacientes que han recibido ciclo corto con cirugia
inmediata que en los otros dos grupos®.

De cara a la planificacién multidisciplinar de la radioterapia y como cirujanos es
importante tener en cuenta tanto el riesgo de recidiva local como las causas o localizacion de
estas posibles recidivas®.

El riesgo de recidiva local estd aumentado en las circunstancias que comprometen el
margen circunferencial, especialmente en los tumores que sobrepasan la pared rectal (T3-T4),
localizacién baja que implica amputaciéon abddémino-perineal, afectacidon ganglionar (sobre
todo N2), e importante extension tumoral dentro del mesorrecto. Atendiendo a estas
caracteristicas, se pueden definir dos grupos de riesgo de padecer una recidiva local
basandonos en la estadificacién preoperatoria local que nos ofrecen las pruebas de imagen
(resonancia magnética y ecografia endorrectal):

- Grupo de alto riesgo: tumores T3b (extensidon dentro del mesorrecto menor de 5
mm), N+, o todos aquellos T3 que requieren amputacion abdémino-perineal.

- Grupo de riesgo muy elevado: tumores T3c (extension dentro del mesorrecto mayor
de 5mm) o T4 con margen circunferencial afecto.

No obstante, la radioquimioterapia no esta exenta de toxicidad y se asocia a un mayor

indice de complicaciones postoperatorias®; por ello en los llamados tumores T3 minimos (T3a)
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en los que una técnica quirdrgica correcta puede conseguir un margen circunferencial
adecuado esta en profundo debate el empleo de neoadyuvancia®.

Las causas de recidiva local se deben a la persistencia de células tumorales o a la
posible diseminaciéon peroperatoria por exéresis incompleta del mesorrecto, por invasion
ganglionar latero-pélvica no conocida y no tratada, o por exéresis incompleta de las fosas
isquiorrectales en la amputacién abdémino-perineal. En este ultimo caso, hay que tener en
cuenta que entre un 10 y un 15% de los tumores T2 de recto bajo pueden tener margen
infiltrado. Las nuevas técnicas de amputacion (reseccion cilindrica) lo minimizan®’. Se acepta
que la exéresis incompleta del mesorrecto es la causa mas frecuente de recidiva local. Puede
ser intencionada (en las resecciones anteriores altas) o accidental debida a la diseccién por
dentro de la fascia del mesorrecto, o una reseccidn insuficiente por debajo y atras o bien hacia
delante por una diseccién posterior a la fascia de Denonvilliers. Un margen distal afecto es hoy
en dia una causa rara de recidiva, puesto que se acepta que con 5-10 mm es suficiente.
Ademas se han incorporado técnicas como la reseccién interesfintérica para garantizar este
margen.

Las localizaciones mds frecuentes de recidiva local son: presacras medias en la parte
inferior de la pelvis (50%), perianastométicas (20%), anteriores con invasiéon de érganos
génito-urinarios (15%), pdsterolaterales a nivel de la escotadura sacrociatica (20%), perineales
en amputaciones abdémino-perineales (10%). En el 15% de los pacientes se observa mas de
una localizacién.

La radioterapia debe cubrir un campo que incluya el volumen tumoral macroscépico,
asi como posibles adenopatias®:

- De las cadenas iliacas internas por debajo de la bifurcacion de la arteria iliaca comun
en el caso de tumores altos.

- De las cadenas latero-pélvicas si hay afectacion ganglionar o el tumor estd por debajo
de los 8 cm del margen anal.

- De las fosas isquiorrectales en tumores que van a ser candidatos a amputacién
abdémino-perineal.

El limite inferior del campo de irradiacion debe ser el borde superior de los elevadores
del ano sin incluirlos, a excepcién de tumores bajos subsidiarios de reseccion abdémino-
perineal.

La toxicidad tardia de la radioterapia es el mayor factor limitante. Existen varios
estudios en marcha que tratan de optimizar este tratamiento que en un futuro no muy lejano
pueden modificar las pautas que se estan administrando actualmente’’, como la radioterapia

conformacional con modulaciéon de la intensidad, que trata de disminuir la toxicidad urinaria y
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gastrointestinal para los grandes volumenes de irradiacidn a la vez que aumenta la dosis en el
tumor (técnica de complemento integrado o simultaenous integrated boost 6 SIB-IMRT). Los

resultados del estudio americano RTOG 0822 estdn todavia pendientes de publicacion.

Quimioterapia

No todos los individuos responden igual a la neoadyuvancia. La tasa de respuesta
patolégica completa en los especimenes quirurgicos se situa en torno a un 20-30%. El resto de
los casos se dividen en distintos grados, desde una disminucién de la carga tumoral a una
ausencia total de respuesta. Para mejorar los efectos de la radioterapia se han asociado
tratamientos radiosensibilizantes mediante agentes quimioterapicos.

El 5 fluoruracilo (5FU), es uno de estos farmacos de uso mas extendido. Su mecanismo
de accién se debe a que se une a la enzima timidilato sintasa, alterando la sintesis de las bases
de timina y por tanto del ADN, provocando la muerte celular, especialmente de las células con
mayor nimero de mitosis, como son las cancerigenas.

Otra molécula empleada en la neoadyuvancia es la capecitabina (xeloda®), un
carbamato fluoropirimidinico precursor del 5FU y que tiene la ventaja de que se administra por
via oral. La capecitabina (profarmaco), por acciéon de la enzima timidina- fosforilasa, se
transforma en 5FU a nivel intracelular. La accion de esta enzima es mayor en células tumorales
y se potencia con la irradiacién, resultando en un mayor efecto de la capecitabina durante la
radioterapia a la vez que disminuyen los efectos en células y tejidos sanos®. El 5FU se degrada

a nivel hepatico mediante la enzima dihidropirimidina dehidrogenasa (Figura 4).

Figura 4. Interaccion de la capecitabina y 5FU en la via metabdlica de la timidina. A nivel intracelular la
capecitabina se transforma en 5FU por medio de la enzima timidilato fosforilasa (TP). El 5FU inhibe la
accion de la timidilato sintasa (TS) y por tanto la sintesis de bases pirimidinicas. El 5FU se degrada en el
higado por accion de la dihidropirimidina deshidrogenasa. (Adaptado de Huerta 2008)89.
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Dos ensayos clinicos estudiaron las ventajas que podia tener la adicién de 5FU al
tratamiento radioterapico (EORTC 22921 y FFCD 9203). En ellos se comparaba en un brazo el
esquema de 25 Gy en 5 fracciones frente a una pauta de 50 Gy (25 fracciones de 1,8 Gy cada
una) asociada a una quimioterapia con 5FU. Se comprobd que no existian diferencias en
cuanto al desarrollo de metdstasis a distancia ni en la supervivencia global a los 5 afios, pero si
se encontraron menos recidivas locales en el brazo de afiadia quimioterapia®®®".

Hofheinz publicé un ensayo fase 111”2 que comparaba la eficacia de la radioterapia de
ciclo largo (50,4 Gy) asociada a 5FU en un brazo y capecitabina en el otro, concluia que este
ultimo agente producia mas sindrome de mano-pie, mas fatiga y mas proctitis, aunque menos
leucopenia. Las recurrencias fueron similares en ambos grupos, sin embargo aparecieron
menos metdstasis a distancia en el grupo de la capecitabina. Asimismo, habia una mejoria en
supervivencia libre de enfermedad a los 3 afos y supervivencia global a los 5 afios. Ademas, los
pacientes que presentaban mas sindrome de mano-pie tenian una supervivencia libre de
enfermedad a los 3 afios y supervivencia global a los 5 afios mejor que los que no lo
padecieron.

Recientemente la Cochrane ha publicado un metanalisis’® que demuestra que la
adicién de quimioterapia a la radioterapia preoperatoria aumenta la toxicidad grave (OR 1,68-
10, p = 0,002), afectando sélo marginalmente la morbilidad global postoperatoria (OR 0,67-
1,00, p = 0,05) pero no a la mortalidad postoperatoria o a las cifras de fuga anastomatica.
Ademas, la pauta combinada de radio y quimioterapia aumentaba la tasa de respuesta
patoldgica completa (OR 2,12-5,84, p < 0,00001), consiguiendo disminuir las recurrencias
locales (OR 0,39-0,72, p < 0,001). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a supervivencia libre de enfermedad o supervivencia global. Este estudio parece
confirmar asi la superioridad de la quimioradioterapia frente a la radioterapia sola.

Actualmente la pauta de neoadyuvancia de uso mas extendido y la que se ha
empleado con los pacientes de este estudio es la administracion de radioterapia a dosis total

de 50,4 Gy en 25 fracciones de 1,8 Gy asociada a capecitabina (850 mg/m?).

Optimizacidn de la quimioterapia preoperatoria

Nuevos agentes quimioterapicos

Para tratar de conseguir mejor respuesta se han disefiado estudios que afiaden otros
qguimioterapicos, como el oxaliplatino, irinotecan y anticuerpos monoclonales. La mayoria de
estos ensayos se encuentran en fase Ill sin publicar. En los dos estudios fase Il finalizados
(francés ACCORD 12/0405 e italiano STAR-01) y pese a algunas deficiencias metodoldgicas, no

se ha podido demostrar una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a porcentaje
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de respuesta patolégica completa, pero si el hecho de que el oxaliplatino aumenta la

toxicidad®.

Quimioterapia de induccion

Basandose en la hipdtesis de que una quimioterapia seria mejor tolerada antes de la
cirugia o de que podria mejorar las tasas de respuesta patoldgica completa (RPC) se han
disefiado protocolos de quimioterapia de induccidon, administrada antes de Ia
radioquimioterapia de ciclo largo”’. Se supone, que este tipo de esquema implicaria un mejor
control sistémico de la enfermedad puesto que es la quimioterapia la Unica responsable del
posible tratamiento de afectacién a distancia de la neoplasia primaria. Se evitaria asi que una
complicacién quirargica (40% en algunas series para casos de neoplasia de recto tratada con
neoadyuvancia) retrasara o anulara la aplicacion del protocolo adyuvante basado en
quimioterapia.

Se estdn analizando diversas pautas de quimioterapia de induccién, como la publicada
por Schou y cols., que administran capecitabina y oxaliplatino, seguido de radioquimioterapia
de ciclo largo con capecitabina y cirugia de intervalo consiguiendo un 23% de respuestas
patolégicas completas, 63% de supervivencia libre de enfermeda a los 5 afios y 67% de
superviencia global, con un 18% de toxicidad grave™. Otro estudio fase Il analiza la aplicacién
de irinotecan y capecitabina seguida de radioquimioterapia con capecitabina y cirugia

convencional, concluyendo que es segura y que consigue una buena respuesta®.

Intervalo entre neoadyuvancia y cirugia

El intervalo 6ptimo de tiempo entre la radioquimioterapia y la cirugia resectiva todavia
no se ha determinado. Parece haber consenso en que un periodo mas largo conlleva una
mayor disminucién del tamafio tumoral y mayor indice de RPC.

El ensayo francés Lyon 09-01 compard un intervalo de tiempo corto (2 semanas) frente
a largo (6-8 semanas) tras una radioterapia de 39 Gy en 13 fracciones (una pauta que no se
adapta al habitual ciclo corto). Un intervalo de tiempo mayor hasta la cirugia demostré una
mayor respuesta patoldgica y clinica, sin que haya diferencias en cuanto a supervivencia global
a los 3 afios, recidivas locales o morbi-mortalidad postoperatoria precoz’®. Aunque no se
consiguié demostrar, un intervalo de tiempo mas largo, al tener mayor tasa de respuestas
podria aumentar las posibilidades de margen circunferencial libre o de preservacion de
esfinteres.

No hay evidencia cientifica que avale un ciclo de radioterapia corto con un intervalo de

tiempo prolongado. Existe un ensayo clinico en marcha, Stockholm Ill que compara diferentes

55



Tesis Doctoral Introduccidn Raquel Conde Muifio

pautas: radioterapia 5x5 Gy con cirugia inmediata, 5x5 Gy con cirugia después de un intervalo
de 4-6 semanas y 25x2 Gy con cirugia tras el mismo intervalo. Los primeros resultados parecen

decantarse por la cirugfa tras intervalo tanto para el ciclo largo como para el corto®” .

Toxicidad de la neoadyuvancia

Si bien el tratamiento neoadyuvante proporciona importantes beneficios en cuanto a
control local y de supervivencia en pacientes que muestran respuesta completa y todo esto
conduce indudablemente a mejorar la calidad de vida, no estd exento de efectos
secundarios”’. Aunque la documentacién de estos efectos ha sido mal recogida en la mayoria
de las publicaciones, se suelen emplear escalas con los diferentes grados de toxicidad
observados. Las mds frecuentemente utilizadas para evaluar el grado e intensidad durante y
después de la irradiacion son las establecidas por el Radiation Therapy Oncology
Group/European Organization for Research and Treatment of Cancer (RTOG/EORTC) o por el
National Cancer Institute (NCI). Ambas establecen la existencia de 5 grados en funcién de la
intensidad de la afectaciéon, siendo el grado O la ausencia de efectos secundarios y el IV

toxicidad muy grave, que puede desencadenar la muerte.

Toxicidad aguda
Los efectos secundarios durante los 3 primeros meses de la radioterapia de ciclo corto
son bien conocidos y bastante frecuentes, observandose entre en un 26% y un 37,5% segun las

publicaciones’® *®

. Los mas habituales son los gastrointestinales (en torno a un 13%), aunque la
mayoria son de grado leve (I y ). Le siguen los neurolégicos, cuya toxicidad mds importante es
la plexopatia, problema que se redujo hasta desaparecer al mejorar la técnica®. No se produce
plexopatia si se fracciona la dosis hasta 2 Gy/dia, y solo se ha observado en los ciclos
hipofraccionados de 5 Gy durante 5 dias.

En lo que respecta a la radioquimioterapia de ciclo largo, esta provoca mayor toxicidad
que la de ciclo corto, 54% vs. 37,7% segun el estudio EORTC®. La capecitabina, como se
mencioné anteriormente, provoca mayor numero de pacientes con sindrome mano-pie
comparado con el 5FU, pero menos leucopenia. Los dos provocan una similar toxicidad
gastrointestinal y cutanea. Si se afiade oxaliplatino al tratamiento se incrementa de forma
significativa los efectos secundarios hasta 2,5-3 veces™.

La administracién de 5FU se ha asociado con una incidencia de cardiotoxicidad entre
1,2 y 18%. Suele aparecer de forma precoz durante el tratamiento y es impredecible. De estos

pacientes, en un 48% de los casos se manifiesta en forma angina, infarto de miocardio en el

23%, arritmias en 16%, edema agudo de pulmén en el 7% y pericarditis en un 2%°.
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Complicaciones postoperatorias

Pocas publicaciones recogen las complicaciones postoperatorias®. La frecuencia de
dehiscencia anastomoética es similar para los dos grupos de pacientes en los estudios
individuales, sin embargo estudios poblacionales demuestran que la radioterapia es un factor
de riesgo independiente para la dehiscencia de sutura. Se ha demostrado incluso una relacion
entre la fuga anastomatica y el grado de regresion en la pieza operatoria.

En cuanto a la amputacidon abdémino perineal hay mayor porcentaje de pacientes con
retraso en la cicatrizacion perineal entre los irradiados, aunque no todos los estudios lo
demuestran. Las complicaciones quirudrgicas tras adicién de oxaliplatino a la radioquimoterapia
de ciclo largo sélo estd descrita en un estudio en fase 1I1®, en el cual las tasas de fuga
anastomoética fueron iguales con o sin el oxaliplatino.

También las complicaciones cardiacas y psicoldgicas son mayores en pacientes con
radioquimioterapia.

La mortalidad postoperatoria es similar tanto en pacientes en los que se realiza
tratamiento neoadyuvante como en los que no, incluso en los estudios donde se afiade

oxaliplatino.

Toxicidad tardia

El estudio holandés TME en 597 pacientes, describe que no hay diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a funcién de la ostomia ni en sintomas directamente
relacionados con la cirugia pélvica. Sin embargo hay un gran contraste en la funcion intestinal y
defecatoria en los pacientes que tuvieron una cirugia con escision mesorrectal total sola frente
a los que también recibieron radioterapia de ciclo corto'®. La radioterapia influia
negativamente en la calidad de vida de los pacientes. Un 62% de ellos mostraban incontinencia
durante el dia (cualquier grado) y un 32% durante la noche. Un 14% de los pacientes referian
incontinencia diaria en el grupo de los irradiados, frente a un 5% en el de la cirugia aislada™".
Este problema era mas frecuente en aquellos pacientes con tumores en recto medio,
precisamente aquellos que mas se benefician de una neoadyuvancia, muchas veces para evitar
la necesidad de estomas. Y ademas esto ocurre a pesar de que los volimenes de irradiacion no
incluyen el esfinter anal en esta localizacién tumoral.

Las deposiciones fraccionadas con sensacion de evacuacidn incompleta se describen
en un 35-58% de los casos. Es llamativo el hecho de que los pacientes irradiados sin ostomia
estaban significativamente menos satisfechos que los no irradiados. Entre los pacientes

portadores de ostomia la satisfaccién era similar. Lo cual podria llevar a pensar que la
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afectacién de la continencia tras la radioterapia es tan significativa y afecta tanto a la vida del
paciente que este podria plantearse una ostomia como garante de una mejor calidad en el dia
a dia'®.

Curiosamente, la funcién urinaria no demuestra diferencias estadisticamente
significativas si se usa o no neoadyuvancia, siendo la incontinencia urinaria en torno al 40% en
ambos grupos (cualquier grado).

Tanto en hombres como en mujeres se puede ver deteriorada la funcion sexual siendo
mas frecuente en el grupo de los pacientes irradiados a los dos afios de la cirugia. En las
mujeres provoca sequedad vaginal y falta de lubricacidn, sin embargo ellas no parecen
preocuparse mucho por este deterioro en su vida sexual. En los varones, tanto la eyaculaciéon
como la ereccion se ven empeoradas en los pacientes tratados con un ciclo corto afectando
esto su calidad de vida”’.

Las fracturas de cadera se mencionan rara vez como posible toxicidad tardia en las

publicaciones. En estudios de gran numero de pacientes no parece haber diferencias segin

hayan recibido o no neoadyuvancia.

5.3 Evaluacion de la respuesta a la radioquimioterapia

La sensibilidad de los distintos tumores a la radioquimioterapia varia
considerablemente desde la desaparicidn de células tumorales en la pieza a una ausencia total
de respuesta. La primera (respuesta patoldgica completa) se observa hasta en un 30-40% de
los casos y se asocia, con mejores resultados oncoldgicos (recidiva local y supervivencia) a
largo plazo. Por un lado seria deseable detectar ese subgrupo de pacientes sin respuesta
donde lo Unico que se consigue es un retraso del tratamiento y un aumento de la morbilidad.
Por otro lado, un diagndstico acertado de aquellos pacientes que tienen una buena
disminucién de la carga tumoral podria suponer un cambio en la técnica quirdrgica empleada,
especialmente en aquellos pacientes con tumores muy bajos o que previamente eran
irresecables. Incluso algunos grupos se preguntan si realmente es necesaria la cirugia radical
en aquellos casos con una RPC demostrada donde podria ser suficiente un seguimiento

estrecho™®.

Respuesta anatomopatologica (ypTNM) al tratamiento neoadyuvante

En la actualidad la Unica manera de evaluar de forma fidedigna la respuesta al

tratamiento neoadyuvante es el andlisis anatomopatoldgico de la pieza quirurgica.
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El objetivo final de la terapia neoadyuvante es la obtencidn de una respuesta completa desde
el punto de vista patoldgico (RPC), entendiendo ésta como la ausencia de células tumorales en
la pieza quirdrgica. En cuanto a la ausencia de respuesta, se han considerado diferentes grados
y clasificaciones:

- Disminucién de tamafio de la lesidon tumoral (término inglés downsizing) es decir,
disminucién del T.

- Disminucion del estadio anatomopatoldgico ypTNM (término inglés downstaging), en
funcion de la disminucion en uno o mas estadios respecto a la estadificacion clinica (cTNM)*®.

Una limitacion reside en la falta de capacidad para determinar los diferentes estratos
histolégicos afectos, no discriminando entre la respuesta de tumores que se encuentran en el
mismo estrato, al no especificar si la afectacion residual es minima o masiva con respecto a la
fibrosis observada'®.

- Indice de Regresién Tumoral: TRG.

En un intento de complementar esta informacidn se ha propuesto el empleo de un
indice de regresion tumoral (conocido habitualmente por sus siglas en inglés TRG: Tumoral
Regresion Grade). Este criterio parte de que el grado de regresién o respuesta tumoral se
caracteriza por una serie de cambios citoldgicos y a nivel del estroma. Desde el punto de vista
citoldgico, las células neoplasicas muestran vacuolizacidn y/o eosinofilia, picnosis nuclear y
necrosis. A nivel del estroma, los cambios propios de la regresién son la fibrosis, con o sin
infiltrado inflamatorio, incluyendo el granuloma gigantocelular alrededor de células fantasmay
gueratina. Estos hallazgos han llevado a diferentes autores a exponer los signos
histopatoldgicos que permitirian la clasificacidn de dichos grados de respuesta en cinco grupos
dependiendo del porcentaje microscépico de fibrosis y de restos tumorales hallados en la

105106 “NMandard y colaboradores describen cinco grados de regresion originalmente en

pieza
pacientes con cancer de eséfago tratados con neoadyuvancia:

- Grado 1: ausencia de células neoplasicas.

- Grado 2: alguna célula neoplasica con claro predominio de fibrosis.

- Grado 3: células neoplasicas en la pieza, si bien la fibrosis sigue siendo predominante.

- Grado 4: predominio de células neoplasicas sobre el componente fibrdtico.

- Grado 5: ausencia de regresion.

En base al mismo concepto tedrico, el grupo de Dworak define cuatro grados de
regresion en pacientes con cancer de recto tratados con tratamiento neoadyuvante:

- Grado 0: ausencia de regresion.

- Grado 1: predomina la masa tumoral sobre la fibrosis.

- Grado 2: predomina la fibrosis con algunos grupos celulares tumorales.
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- Grado 3: predomina la fibrosis con pocas células tumorales (dificiles de identificar

microscdpicamente).

- Grado 4: sélo fibrosis. Respuesta total o total regresion.

Pese a que inicialmente los criterios de Dworak pudieran parecer mas especificos para
su aplicacion en el carcinoma colorrectal, la mayoria de los grupos utilizan los criterios de
Mandard y son los que se ha seguido en este estudio. Se han clasificando a los pacientes en
dos grupos, respondedores (aquellos que muestran grados de regresion | y 1l) y no

respondedores (grados del lll al V).

Valoracion clinica, metabdélica y molecular de la respuesta al tratamiento neoadyuvante
Hasta la fecha no existe una metodologia adecuada para evaluar de forma fidedigna la

respuesta al tratamiento neoadyuvante antes de la intervencidn.

Marcadores tumorales
El valor de los niveles de CEA (antigeno carcinoembrionario) pretratamiento es un

107,198 También es conocida

factor de pronéstico desfavorable en pacientes con cancer de recto
su validez para el control evolutivo de dichos pacientes y su capacidad de
descartar/diagnosticar la presencia de recidivas en base a la alteracién de sus niveles en
sangre. Varios estudios relacionan los niveles elevados de CEA pretratamiento con una
respuesta peor y niveles bajos de CEA con una respuesta patolégica completa'® ™,

Los niveles de CEA < 2,61 ng/mL después de la radioquimioterapia también han
resultado ser predictores de respuesta patoldgica completa en el estudio de Yang''. En
aquellos pacientes que partian de niveles elevados de CEA pre-QRT, tanto el CEA post-QRT
como la razén de CEA, resultaron predictores de la respuesta patoldgica completa. Un

resultado similar aporta el estudio de Restivo publicado también en 20132,

Métodos de imagen y metabdlicos

Las técnicas de imagen convencional (ecografia endorrectal, TC y RM) se han
confirmado como pruebas indispensables en la estadificacién de estos pacientes, sin embargo,
no han demostrado ser predictores positivos adecuados de la respuesta clinica al tratamiento

neoadyuvante en pacientes con cancer de recto’

. La inflamacion, la fibrosis, necrosis o el
edema que genera la radioterapia provocan artefactos y efecto masa que dificultan la
reevaluacién en la RM, ecografia endorrectal y la TC pélvica, razones por la cual no son fiables
en este aspecto. En muchos casos tienden a sobreestimar la extensién local del tumor después

de haber recibido tratamiento.
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De la necesidad de estandarizar y unificar los criterios de respuesta al tratamiento en
los tumores sdlidos surgieron en el afio 2000 los criterios RECIST, siglas en inglés de Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors, que son criterios internacionalmente aceptados, usados
para comprobar si una terapia funciona y definir si el paciente con cancer esta respondiendo
adecuadamente al tratamiento en las pruebas de imagen. Fueron revisados en 2009, cuando
se publicé la nueva guia RECIST 1.1, cuyas principales modificaciones son que reduce el
numero maximo de lesiones diana de 10 a 5 en total (y de 5 a 2 por érgano), incorpora como
lesion medible las adenopatias patoldgicas (eje corto > 15 mm) y aclara el manejo de lesiones
6seas y quisticas™™.

En un estudio de Rau et al. la ecografia endorrectal demostraba una exactitud en el
diagndstico del 29% entre los pacientes respondedores y del 82% entre los no respondedores.
En cuanto al diagndstico de la afectacién ganglionar la exactitud era de un 57% **°. Para la TC la
capacidad de diagnosticar con exactitud el yT es del 37%, 62% para el yN y un 71% para el
margen circunferencial™®.

Para la RMN, la exactitud para diagnosticar la respuesta a nivel del T es del 50%, para

17 Seglin un

la invasién ganglionar del 65% y para el margen circunferencial del 65-80%
metandlisis del 2013, la RMN tiene una sensibilidad y especificidad del 50% y 91%,
respectivamente, para la re-estadificacion del T, pero se podia mejorar mediante imagen DW y
con observadores experimentados*®®.

Es conocido que la *®F-FDG-PET tiene una sensibilidad préxima al 100% en la deteccién

de cancer de recto diagnosticado de novo™® %

y que un alto valor del SUV refleja una mayor
agresividad tumoral y un mal prondstico a largo plazo*. Por otra parte, la *®F-FDG-PET, ha
demostrado ser superior a las técnicas de imagen convencional en la re-estadificacion de
pacientes que han recibido tratamiento, mostrando una mayor seguridad en la deteccién de
tumor residual**> %,

En el cancer de recto localmente avanzado tratado con neoadyuvancia los resultados
publicados por los distintos grupos de trabajo son discordantes, la mayoria de los estudios
reportan niveles de SUV (Standard Uptake Value) postratamiento menores que antes de
iniciarlo, pero estos valores postratamiento no han demostrado una buena correlacién con la
respuesta patoldgica completa siendo la sensibilidad para detectarla de un 63%, la

124 El indice de regresion

especificidad de un 74% y la exactitud de un 74% en nuestro centro
(porcentaje de reduccién del SUV después del tratamiento con respecto al valor inicial)
tampoco ha demostrado capacidad de prediccion de la respuesta patoldgica. Los cambios en el

metabolismo local inducidos por el tratamiento con radio y quimioterapia neoadyuvante
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pueden ser la causa de este bajo rendimiento diagndstico de la °F-FDG-PET tras la

neoadyuvancia'®.

6. Aplicacion de los microarrays

6.1. Introduccion

En 1977 Fred Sanger y Alan R. Coulson publicaron una metodologia para la
secuenciacién de cadenas de ADN que supuso una revolucién en la investigacién en
biomedicina, al sentar las bases que permitirian secuenciar genes y, posteriormente, genomas
completos'®®. Una década después, se desarrolldé una tecnologia innovadora para la
determinacion y cuantificaciéon del ADN de una muestra’”’, tecnologia que desembocaria
posteriormente en la primera plataforma de microarrays de expresion.

Un microarray de ADN es una herramienta que permite realizar andlisis genéticos
diversos basados en la miniaturizacion de procesos bioldgicos permitiendo monitorizar
simultdneamente el nivel de expresién de miles de genes en un conjunto de células'®.
Actualmente, esta tecnologia se estd aplicando, entre otros, a la identificacién de perfiles
genéticos y dianas terapéuticas, seguimiento de terapia, medicina preventiva, toxicologia de

farmacos y diagnéstico molecular.

6.2 Fundamentos bioldgicos de los microarrays

Un gen puede definirse, desde un punto de vista bioquimico, como un segmento Unico
de acido desoxirribonucleico (ADN), de longitud variable, que codifica la informacion necesaria
para la sintesis de una proteina. Cada segmento de ADN estd compuesto por nucledtidos cuyas
bases se complementan. Esta propiedad es la base molecular de la técnica de microarrays,
donde hebras de ADN de diferente origen van a hibridizarse por complementariedad de las
bases que las componen™?.

Durante la sintesis del acido ribonucleico (ARN) la doble cadena de ADN se despliega y
una de ellas es usada como molde para generar una copia de ARN complementaria de cadena
simple con la base uracilo (U) que reemplaza a la timina. El ARN es procesado posteriormente,
de manera que a partir de un transcripto primario se generan diferentes clases entre ellas el

ARN mensajero (ARNm).
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En el proceso siguiente de traduccion del mensaje genético, se sintetizan las proteinas
en los ribosomas a partir del ARNm. La correspondencia entre las cuatro letras presentes en el
ADN vy los 20 aminoacidos que forman las proteinas esta dada por el cddigo genético, que
vincula tres bases (coddn) a un aminodcido. La proteina sufre diferentes modificaciones post-

traduccionales hasta ser completamente funcional.

6.3. Tipos de microarrays

Los microarrays son dispositivos en los que existe una matriz sobre la que se disponen
multitud de sondas ordenadas (generalmente material genético) y que nos permiten estudiar
la expresidon de miles de genes a la vez. En la practica, abarcan una amplia gama que puede
tener diferentes soportes (membranas o vidrio) y diferentes moléculas que interaccionan en
este medio. Segun el tipo de molécula considerada, podemos distinguir distintos tipos de

microarrays: de expresion (oligonucleétidos o ADNc), proteinas, carbohidratos, tejidos, etc.

Microarrays de expresion

Son colecciones de moléculas de oligonucledtidos o ADNc (ADN complementario,
molécula de ADN de una sola cadena) inmovilizadas en localizaciones conocidas sobre un
soporte. Permiten cuantificar la presencia de miles de fragmentos de ARNm de secuencia
conocida en las células de un individuo. La base tedrica que sustenta la utilidad de los
microarrays de expresién se corresponde con una vision tradicional del dogma central de la
biologia molecular, en la que se considera una relacidén uno-a-uno desde la secuencia de ADN
(gen) a la secuencia de ARNm y a la proteina (Figura 5). Segun esta visién, la medicion de la
abundancia de una determinada secuencia de ARNm nos ofrece una buena estimacion del
nivel de expresion del gen que se transcribe en dicha secuencia de ARNm y de la abundancia

de la proteina codificada con dicha secuencia.

Figura 5. Dogma central de la biologia molecular.
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del gen G < ARNm transcrito del
gen G

Medicion de la
abundancia de la
proteina G
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Microarrays de ADNc

Las sondas son producidas en laboratorios mediante la amplificacién selectiva de ADNc
por PCR en placas de 96 6 384 pocillos. Cada uno de los puntos va a servir para determinar en
gué medida se esta expresando el gen al que representa.

Los arrays de ADNc son los mas flexibles y usados en investigacién porque permiten
depositar genes o fragmentos de genes amplificados de cualquier especie y asi disefiar y
generar de manera sencilla y menos costosa el grupo de sondas. Por otro lado, requiere de
réplicas tanto en el mismo soporte como duplicados técnicos, dado que su punto débil es el
depdsito del amplicon y la reproducibilidad de sus caracteristicas fisicas (dimensiones, area,

limites).

Microarrays de oligonucleétidos

Las sondas son porciones de ADN sintético de cadena simple que pueden ser cortas
(15-25 nucledtidos) o largas (50-120 nucledtidos). Estan constituidos por miles de
oligonucleétidos sintetizados “in situ” sobre un chip de silicio. El proceso de sintesis se lleva a
cabo utilizando la luz ultravioleta y una mascara, que deja pasar la luz sélo por sitios
especificos, para activar sélo los oligos que requieran su incorporacién. Normalmente, se
trabaja con arrays de oligos de 50 y 60 nucledtidos. Se suele emplear mas de un oligo para
cada gen, lo que facilita el control de la hibridacidn y la especificidad del mismo. También se
incluyen oligos con una base cambiada para detectar posibles hibridaciones inespecificas. En
este tipo de arrays, sélo se hibrida la muestra problema en el array, evitandose errores en la
incorporaciéon de las sondas aunque existen los problemas relacionados con la eficiencia en la
incorporacién de la sonda.

Los microarrays que contienen fragmentos presintetizados (ADNc u oligos) pueden ser
fabricados en laboratorios con infraestructura adecuada, pero los sintetizados in situ o los que
vienen con genes preseleccionados prearreglados (bioarrays) deben ser adquiridos a
diferentes proveedores que poseen plantas de fabricacién con un nivel elevado de

complejidad y delicados controles de calidad.

Microarrays de proteinas

Las sondas son anticuerpos fijados a portaobjetos de vidrio y los blancos son muestras
de suero o tejido. Esta técnica se ve por el momento restringida por varios puntos que
requieren de tiempo para esclarecerse. Entre ellos se puede mencionar la dificultad de fabricar

e inmovilizar estructuras tridimensionales como son las proteinas y detectar interacciones de
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proteinas plegadas, sin olvidar mencionar que no se dispone aun de colorantes fluorescentes

que permitan cuantificar eficientemente a estas moléculas.

Microarrays de tejidos (TMA, Tissue MicroArray)

Esta técnica trata de resolver uno de los problemas principales y limitantes en andlisis
moleculares de tejidos: el tamafio limitado de la muestra y su conservacion.

Las técnicas de analisis masivo se han aplicado también en el ambito de la anatomia
patoldgica. Los arrays de tejidos, en lugar de ADN, posibilitan el estudio de cientos de tumores
de una vez, utilizando secciones minimas de tejido representativas del tumor. De esta forma,
se puede tener informacién de la expresién de un determinado marcador en un gran nimero
de muestras. Esto hace que los microarrays de tejidos constituyan la herramienta ideal en el
analisis de nuevos genes y para establecer diferencias moleculares entre los distintos grupos

de muestras.

6.4 Tecnologia de microarrays de expresion genética

El proceso de cuantificacion de secuencias de ARNm en microarrays de expresion
comprende los siguientes pasos:

1. Deposicion e inmovilizacion de decenas de miles de sondas de ADNc u
oligonucleétidos en posiciones conocidas y ordenadas de un soporte (habitualmente de
pldstico o vidrio).

2. Extraccién de ARNm (target o diana) de una muestra. Debido a la inestabilidad del
ARNmM, es necesario realizar una transcripcién inversa para obtener ADNc, que presenta mayor
estabilidad. A continuacidn, se realiza un marcaje de la muestra con fluorocromos o biotina.
Para microarrays de dos colores, se extrae ARNm de una muestra objetivo y una muestra
referencia, realizandose el marcaje de cada una de ellas con fluorocromos distintos.

3. Las cadenas diana marcadas se ponen en contacto con el material genético
depositado en el microarray, produciéndose la hibridacion. Como resultado, cada punto del
microarray adquiere un color e intensidad, en base al grado de hibridacion de las secuencias
del microarray con las cadenas diana marcadas.

4. Para medir el grado de hibridacién, el microarray se excita mediante laser y se mide

la intensidad y el color de la luz emitida por cada punto
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6.5. Analisis de microarrays de expresion

Las imagenes obtenidas son procesadas y la informacion resultante dispuesta en forma
matricial, formando lo que se denomina matriz de expresion genética. La matriz de expresion
genética (Figura 6) contiene el nivel de expresidn de los genes (dispuestos en las filas de la
matriz, un gen por cada fila) para cada una de las muestras de estudio (dispuestas en las

columnas de la matriz, una muestra por columna).

Figura 6. Matriz de expresion genética obtenida de los experimentos de hibridaciéon de microarrays.
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La extraccion de conocimiento de las matrices de expresion engloba los siguientes

pasos:

Preprocesamiento y normalizacién de los datos

Antes de analizar los datos de las matrices de expresién es necesario normalizarlas,
para eliminar la variabilidad debida a la tecnologia e inherentemente ligada al proceso de
hibridacidn de los arrays. La normalizacién de los datos de microarrays de expresiéon permite,
fundamentalmente, corregir las diferencias en las distribuciones de los valores de intensidad
de los distintos arrays. Segun la plataforma y tecnologia de microarrays empleadas, existen
distintos métodos de normalizacion: Global Mean/Median, Linear Lowess, Robust Linear
Lowess, Quadratic Loess, Robust Quadratic Loess, Rank Invariant, Quantile normalization, MAD

centering, etc.
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En esta fase también se incluyen tareas de procesamiento de los datos necesarias antes

del andlisis de los mismos, como son las siguientes:

Transformacion logaritmica de escala. En arrays de ADNc el nivel de expresion de un
gen se expresa como el cociente del valor de expresion en la muestra objetivo,
respecto al valor de expresidn en la muestra tomada como referencia. De este modo,
un valor de expresion en el rango [1, infinito] indica sobre-expresion del gen en la
muestra objetivo respecto a la referencia, y un valor de expresion en el rango [O,
infinito] indica sub-expresidn del gen en la muestra objetivo respecto a la referencia.
Para igualar las amplitudes de ambos rangos, se efectia una transformacion
logaritmica (habitualmente en base 2) de los datos de expresion relativa, que los
traslada al rango [-infinito, +infinito], con los valores positivos indicando sobre-
expresion y valores negativos indicando sub-expresion.

Tratamiento de réplicas. Habitualmente, un microarray inmoviliza varias sondas
asociadas a un mismo gen. Para tratar los valores de expresiéon de estas sondas,
primero se eliminan aquellos inconsistentes y posteriormente se agregan los valores
del resto. Para la determinacion de las réplicas inconsistentes, se aplica un umbral de
distancia maxima entre la réplica y la mediana de todas las réplicas. Todas aquellas
réplicas que se hallen a una distancia mayor que el umbral elegido son eliminadas. El
resto son promediadas utilizando la media o mediana.

Tratamiento de valores perdidos. El proceso de hibridacién del microarray y de
medicion de la intensidad de luz resultante puede fallar para algunos puntos del
microarray. En estos casos el valor desconocido se infiere utilizando algin método de
recuperacion de datos perdidos. Numerosos métodos han sido propuestos para la
estimacion de valores perdidos en microarrays aunque es el método de los K vecinos
mas cercanos (KNN o K-nearest neighbours) el que, por su simplicidad, es empleado
mas habitualmente. Este método estima el valor perdido de un gen a partir de los
valores, para esa misma muestra, de los genes con patrones de expresion mas
similares a dicho gen en la matriz de expresién. Para ello necesita: 1) un valor
apropiado para K; 2) una medida de similitud para los genes (habitualmente se utiliza
la distancia euclidea, correlacidon de Pearson, o minimizacién de la varianza); y 3) un
método de agregacion de los valores de los genes mds cercanos para estimar el valor
perdido (habitualmente la media o mediana de la componente desconocida para los K

vecinos mas cercanos).
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de microarrays que implementan distintos métodos de preprocesamiento y normalizacidn

Eliminacién de datos planos. Se eliminan los patrones que no presenten un nimero

determinado de valores que superen, en valor absoluto, un valor umbral.

Existen numerosas plataformas o programas informaticos de normalizacién y andlisis

para distintas plataformas.

Principales plataformas software para la normalizacion y analisis de microarrays de

expresion

Bioconductor http://www.bioconductor.org

GEPAS http://gepas.bioinfo.cipf.es/

WebArrayDB http://www.webarraydb.org

MayDay http://www-ps.informatik.uni-tuebingen.de/mayday/wp/
MDAT (Matlab toolbox)

http://www.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/5037-mdat

Gene ARMADA http://www.grissom.gr/armada/

ArrayNorm http://genome.tugraz.at/arraynorm/arraynorm_description.shtml
TM4 / MeV http://www.tm4.org/mev/

PreP+07 http://www.bitlab-es.com/prep

FlexArray http://genomequebec.mcgill.ca/FlexArray/

EMMA http://www.cebitec.uni-bielefeld.de/groups/brf/software/emma_info/

index.html

Principales plataformas para el analisis y anotacién funcional
DAVID http://david.abcc.ncifcrf.gov/

Babelomics http://www.babelomics.org/

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) http://www.broadinstitute.org/gsea/

Angdlisis y modelado de los datos

automatico que se aplican sobre los datos ya preprocesados para la extraccion de
conocimiento.
aproximacién al analisis de microarrays de expresidon, habiéndose desarrollado algunas
especificas para el analisis de este tipo de datos, como SAM (Significance Analysis of
Microarrays). Mientras que las técnicas estadisticas proporcionan una buena primera

aproximacion al analisis de arrays de expresidn, resultan limitadas por el volumen y naturaleza

En esta categoria pueden encuadrarse las técnicas estadisticas y de aprendizaje
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de los datos. De este modo, se hace necesaria la aplicacién de técnicas de aprendizaje
automatico. En particular, resultaran de especial interés los algoritmos de Agrupamiento

(Clustering y Biclustering).

Interpretacion y validacion de los resultados

Algunas de las técnicas mas extendidas para la interpretacion y validacion de los
resultados son la validacién cruzada, los tests estadisticos, la inspeccion visual de los
resultados y la validacion bioldgica de los mismos respecto al conocimiento existente y a
nuevos experimentos. En ultima instancia, sera la facilidad de interpretar biolégicamente los
resultados y su adecuacion a la realidad, lo que determinard la bondad y correccién de los

experimentos y técnicas empleadas en fases anteriores.

6.6 Aplicaciones de los microarrays de expresion

Existen multitud de campos a los cuales se puede aplicar el estudio mediante
microarrays de expresion. Centrandose en la investigacion biomédica se encuentran:

A- Monitorizacién de la expresion genética. El patron de expresion de un gen
proporciona informacién acerca de su comportamiento en distintas muestras o condiciones
experimentales. Asi, la monitorizacién trata de identificar cuales son las funciones de los
distintos genes y en qué procesos celulares participan.

B- Generacion de nuevos farmacos. Las aplicaciones de microarrays contribuyen a la
identificacion de dianas terapéuticas mds efectivas, como parte de las primeras etapas del
proceso de investigacion en la industria farmacéutica y de generacidn de nuevos farmacos. Los
arrays de expresion son una herramienta potencial para la investigacién de los mecanismos
por los cuales un farmaco actua, asi como su implicacion en rutas metabdlicas y posibles
efectos secundarios.

C- Farmacogendmica. La farmacogendmica estudia cdmo el componente genético de
un paciente determina la respuesta frente a una terapia determinada. Esta informacion se
utiliza para disefiar microarrays de expresion que puedan ser utilizados en la seleccién de
farmacos a medida (medicina personalizada), el disefio de tratamientos mas eficaces y la
atenuacidn de posibles efectos secundarios en el paciente.

D- Diagndstico molecular: taxonomia molecular del cancer. El andlisis de los
microarrays de expresién puede conducir a la identificacion de marcadores especificos para
determinadas enfermedades (como los tumores) ayudando a la caracterizacién de las mismas.

Por un lado, los tumores presentan patrones de expresidon directamente relacionados con la
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linea celular de la que proceden y con caracteristicas clonales especificas de pacientes ™. Por

otro, los patrones de expresiéon han ayudado a establecer diferencias en la biologia y el

B9 En general, el linaje celular es un elemento determinante del

prondstico de los tumores
patron de expresion de un tumor. Este compromiso clonal del patron de expresiéon de un
tumor, intimamente relacionado con el paciente y su origen de linaje celular, permite obtener
marcadores moleculares individuales y, con el tiempo, serd muy util en el desarrollo de
terapias individualizadas como se ha comprobado en cancer de mama®'y

hepatocarcinomas***.

6.7 Limitaciones de los microarrays de expresion genética

Limitaciones conceptuales

La justificacion biolégica de por qué a partir de microarrays de expresion puede
extraerse conocimiento Uutil acerca del estado funcional celular, se ampara en la vision
tradicional del dogma central de la biologia molecular, que consideraba una relaciéon uno-a-
uno desde la secuencia de ADN (gen), a la secuencia de ARNm, a la proteina. De esta forma, la
medicion de la abundancia del ARNm transcrito de un determinado gen, proveia de una
aproximacién del nivel de expresién de dicho gen en la muestra, de la abundancia de la
proteina codificada en dicho gen y, por ende, del comportamiento de la célula de la muestra
estudiada. Desafortunadamente, el proceso de expresién genética es mas complejo. La vision
moderna del dogma central de la biologia molecular contempla un escenario mas dinamico,
segun el cual un gen puede codificar mas de una secuencia de ARNm. En el proceso de sintesis
de ARNm a partir de la secuencia de ADN asociada a un gen usa un mecanismo denominado
splicing (corte y empalme) para descartar ciertas regiones de la cadena de ADN (denominadas
intrones), de forma que sélo los segmentos no eliminados (denominados exones) participan en
la generacién de la secuencia de ARNm y, por tanto, en la codificacién de la proteina. Ademas,
en el proceso de corte y empalme de los exones (splicing) no siempre se seleccionan los
mismos exones (alternative splicing). Podemos considerar los intrones como regiones del gen
que, en teoria, no codifican informacidn, ya que aunque la informacidn genética se encuentra
almacenada en el ADN, no todas las secuencias de ADN son codificantes. Una secuencia
codificante (exdn) esta formada por una sucesidon de nucledtidos que, leidos de 3 en 3 y de
manera no solapada, codifican una secuencia de aminoacidos, incluyendo, ademas, las sefiales
de iniciacidn y terminacidon en ambos extremos. En el ADN humano, la mayor parte del ADN

total es no codificante.
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Actualmente existen un amplio campo de estudio que tiene por objeto la identificacién
de secuencias de ADN (denominadas genes ARN) que codifican moléculas funcionales de ARN
que no son traducidas en proteinas, denominadas ARNs no codificantes (ARNnc). Estas
moléculas de ARNnc desempefian un papel importante en la regulacidon genética, ya que
habitualmente se corresponden con moléculas de ARN de transferencia (ARNt), ARN
ribosdmico (ARNr), u otros tipos de ARN como snoARN, microARNs, siARNs, piARNs, entre
otros.

De este modo, distintos splicings sobre un mismo gen pueden producir distintas
moléculas de ARNm, que pueden codificar distintas proteinas. Por ejemplo, se ha observado
que un gen expresado en el cerebro de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster), puede
ser particionado de 40.000 formas diferentes™®.

Otras fuentes de variacidn se deben a los factores de transcripciéon que desencadenan
la transcripcidn de un gen, o los sitios de unidn (binding sites) de la regién upstream (cadena
arriba, antes de la regién codificante) del gen a los que se une un determinado factor de
transcripcién. Distintos factores de transcripcion pueden producir la transcripcion de un
determinado gen (en ocasiones, es la combinacién de distintos factores la que desencadena el
proceso). Ademas, estos factores pueden adherirse a distintos sitios de unién de los genes.

Cada factor de transcripcidon y/o sitio de unién al que se acople pueden producir la
transcripcién de una cadena diferente de ARNm. También es posible que se produzca la
“edicién” de una secuencia de ARNm antes de la traduccion: una base de la secuencia puede
ser cambiada por otra, modificandose asi el aminoacido codificado con el triplete de bases
afectado, o incluso convirtiendo un triplete que codifica un aminoacido en un triplete de
terminacion, finalizando antes la traducciéon, generandose en cualquiera de los dos casos una
proteina distinta.

Ademas, la tasa de traduccidén es variable, es decir, puede que no se produzca la
traduccién siempre con la misma frecuencia ni velocidad, asi que aunque en general existe una
correlacién entre la abundancia de ARNm y la abundancia de la proteina correspondiente,
estas tasas de abundancia pueden presentar descompensaciones en determinados momentos.

También pueden producirse modificaciones en la estructura de la proteina después de
la traduccidn. La proteina puede ser “troceada” en otras de menor tamafo, o algunas de sus
regiones de aminodcidos pueden ser eliminadas o modificadas por adicion (temporal o
permanente) de otros grupos quimicos, a veces con efectos drasticos en las propiedades
funcionales o estructurales de la proteina, y por tanto en el comportamiento celular.

Con todos estos inconvenientes, hemos de tener presente que la tecnologia de

microarrays de expresion mide la abundancia de ARNm trascrito, que como se ha comentado
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no tiene porqué corresponder exactamente con el nivel de expresidn del gen asociado, ni con
la abundancia de la proteina que codifica dicho gen. Dado que los niveles de ARNm pueden no
reflejar los niveles de proteina, y que la expresidon de una proteina no siempre tiene una
consecuencia fisioldgica, seria necesario utilizar una técnica de analisis con indicadores mas
sofisticados, como la localizacién de las proteinas y sus tasas de recambio, cambios
estructurales y modificaciones de proteinas. Los chips de proteinas de alta densidad de
integracion han surgido recientemente como una tecnologia complementaria a los microarrays

de expresion y presentan un enorme potencial.

Limitaciones técnicas

Ademas de las limitaciones mencionadas anteriormente, existen numerosas fuentes de
error debidas a imprecisiones e imperfecciones en el instrumental técnico utilizado para la
hibridacidn y escaneado de los microarrays de expresion. Algunos de estos errores son, por
ejemplo, desviaciones en la cantidad de material biolégico impreso en cada spot del
microarray o en la cantidad de reactivo fluorescente con el que se marcan las muestras,
errores en la medicidn de luz por parte del escaner, etc. Estos errores son inevitables, y es
necesario manejarlos para que el posterior analisis y las conclusiones que se extraigan del
mismo sean fiables. El preprocesamiento y la normalizacidon de los microarrays de expresion
previo al andlisis son, por lo tanto, fundamentales.

A pesar de las limitaciones comentadas, la tecnologia de microarrays de expresidon
resulta relativamente barata y permite una alta densidad de integracion, con la medicién en
paralelo de los niveles de expresion de miles de genes en decenas de muestras. Constituye,
por tanto, una herramienta util con la que extraer informaciéon acerca de los procesos
celulares, a pesar de que los resultados obtenidos del anadlisis de microarrays deban ser

interpretados con cuidado y validados con informacion procedente de otras fuentes de datos.

7. Hibridacion in situ fluorescente (Fluorescence in situ hybridation o

FISH)

La FISH es una técnica citogenética desarrollada a principios de los afios 80*** que se
utiliza para detectar y localizar tanto presencia como ausencia de secuencias de ADN o
cromosomas determinados. Se utilizan sondas que son complementarias y especificas de
secuencias que se quieren identificar. Deben ser suficientemente largas para que se hibriden

especificamente con la diana que se estd estudiando, pero no tanto que dificulten el proceso
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de hibridacidn mismo. Se marcan con fluoréforos, con dianas de algunos anticuerpos o con

biotina.

Los tipos de sondas aplicados de forma rutinaria son:

- Centroméricas (marcan la regiéon centromérica de los cromosomas). Estan
formadas por una secuencia repetitiva de ADN que hibridan con el ADN de la regidn
centromérica del cromosoma.

- De pintado cromosémico, formadas por una bateria de sondas que en
conjunto hibridan con todo el cromosoma (marcan todo el cromosoma).

- De secuencia Unica (marcan un locus especifico). Son las que se hibridan con el
ADN de una regidon gendmica concreta, correspondiente a un gen o a una banda
cromosOmica.

Para la realizacion de la técnica, en primer lugar, la muestra de ADN se debe

desnaturalizar, proceso por el cual se separan las hebras complementarias de la estructura en

doble hélice del ADN. A la muestra desnaturalizada se le afiade entonces la sonda de interés,

marcada con un fluoréforo, que se asociard al ADN de la muestra en el sitio diana, en el

proceso denominado hibridacién, donde se vuelve a formar una doble hélice. La sefial emitida

por la sonda se observa mediante un microscopio de fluorescencia y asi la muestra de ADN se

puede clasificar segln la presencia o ausencia de la sefial.

La FISH se usa ampliamente en Medicina para el diagndstico de enfermedades

causadas por alteraciones cromosdmicas (por ejemplo el sindrome de Prader-Willi),

alteraciones genéticas asociadas a respuesta a farmacos (por ejemplo deleciones de BCR-ABL1

alteran la respuesta a imatinib), para monitorizar la respuesta a algunos tratamientos®, etc.
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1. Metodologia de investigacion

Disefo

Estudio observacional longitudinal prospectivo.

Procedencia de las muestras

Los pacientes procedian del drea de referencia del Hospital Universitario Virgen de las
Nieves (HUVN), area sanitaria Granada-norte. Para la obtencion de las muestras tumorales se
contd con la colaboracion del Banco de Tumores del HUVN.
Los pacientes participantes en el estudio se reclutaron desde Febrero de 2008 hasta

Septiembre de 2010.

Poblacion en estudio

De un total de 112 pacientes tratados en el HUVN por neoplasia de recto durante el
periodo de realizacion de este estudio, se seleccionaron 45 que cumplian los criterios de
inclusidn establecidos: 35 para el estudio de expresién con microarrays y 10 para la validacion
de los genes diferencialmente expresados entre los pacientes respondedores y no

respondedores mediante qRT-PCR.

- Criterios de inclusidn

Se seleccionaron todos los pacientes diagnosticados de carcinoma de recto localmente
avanzado, es decir, aquellos pacientes en los que el tumor invadia la serosa (T3) u otros
organos de forma directa (T4), y/o que presentaban afectacién ganglionar (N1- N2) y que,
ademads, eran subsidiarios de tratamiento neoadyuvante con radio y quimioterapia
independientemente del sexo y edad. Por tanto, eran pacientes en estadios Il y Ill de la

enfermedad (clasificacion segin AJCC/UICC vigente, 62 edicion)™®.

- Criterios de exclusion
Se excluyeron del estudio los pacientes que presentaron alguna de las siguientes
caracteristicas:
e Carcinomas localizados a una distancia superior a 13 cm del borde anocutdneo en la
rectoscopia rigida.
® Pacientes que por su co-morbilidad no eran subsidiarios de radioquimioterapia.

e Existencia de metastasis hepaticas y/o a distancia (estadio IV).
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e Existencia de tumor sincrénico de colon.
e Sospecha de carga hereditaria (sindrome de poliposis familiar hereditaria y sindrome
de Lynch).
Para ser incluidos en el estudio todos los pacientes aceptaron mediante la firma por ellos o por
sus familiares del correspondiente consentimiento informado aceptado por el Comité Etico de

Investigacion Clinica del HUVN (Anexo 1).

Poblacién diana
La poblacidon diana estaba constituida por aquellos pacientes con alta sospecha o

diagndstico de neoplasia rectal que, “a priori”, fuesen candidatos a terapia neoadyuvante.

Poblacion accesible
Pacientes con alta sospecha o diagndstico de neoplasia rectal del drea sanitaria de

referencia del HUVN.

Muestreo
La cohorte prospectiva se selecciond mediante reclutamiento secuencial siguiendo el
orden de llegada al Servicio de Cirugia del HUVN.

Se eligieron todos los pacientes que cumplian los criterios de inclusidn y exclusion.

Estimacién del tamaiio muestral

Se evalud la correlacién entre los niveles de expresion de los genes y la respuesta a
tratamiento en pacientes con elevada sospecha o diagndstico de neoplasia rectal que fuesen
candidatos a terapia neoadyuvante. El tamafio de la muestra se calculd en base a aceptar un
riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de 0,2 en un contraste unilateral. Se decidié a trabajar con
35 pacientes, que debian cumplir con los criterios de inclusién en el estudio, para detectar una
diferencia minima del 50% entre la capacidad de respuesta de los pacientes, asumiendo una
desviacidn estandar del 15%. De esta manera se alcanza un poder mayor de 0,8 para detectar

las diferencias.
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2. Protocolo de estudio

2.1 Flujo de pacientes

El flujo asistencial de los pacientes incluidos en el estudio se realizé en el marco de la

Guia Clinica del Servicio Andaluz de Salud: “Proceso Asistencial integrado Cancer
Colorrectal”**” en el que participan los siguientes Servicios del HUVN:

- Anatomia Patoldgica.

- Cirugia General y del Aparato Digestivo — Seccion Cirugia Colorrectal.

- Digestivo.

- Medicina Nuclear.

- Oncologia Médica.

- Oncologia Radioterapica.

- Radiodiagnéstico.
Generalmente los pacientes fueron derivados desde su Centro de Salud por sospecha o certeza

de neoplasia rectal al Servicio de Digestivo del HUVN de Granada.

2.2 Diagnostico y estadificacion

El procedimiento de diagndstico-estadificacion convencional incluyo:

e Historia clinica y exploracion fisica (tacto rectal).

e Endoscopia digestiva baja (flexible).

® Biopsia.

e Determinacién de niveles séricos de antigeno carcino-embrionario (CEA).

e Ecografia endorrectal (2D).

e Rectoscopia rigida.

e Resonancia magnética pélvica (RM).

e Tomografia por Emision de Positrones con 18F-FDG, combinada con tomografia

computerizada (TC).

Estadificacion de la enfermedad local (TxNx)
Se empled el sistema de clasificacion por estadios TNM de la AJCC/UICC, 62 Edicién, puesto
que era la que estaba vigente en el momento en que se empezaron a reclutar los pacientes

(afios 2008-2010)"*°, como se puede ver en la tabla 7.
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Tabla 7. Clasificacion del tumor segiin TNM de AJCC/UICC: invasidon del tumor primario (T), de los
ganglios linfaticos regionales (N) y metastasis a distancia (M).

Tumor primario (T)
Tx: el tumor primario no puede ser valorado.
TO: no hay signos de tumor primario.

Tis: carcinoma in situ: incluye las células cancerosas limitadas a la membrana basal glandular
(intraepitelial) o lamina propia (intramucosa) sin extensiéon a la muscular de la mucosa hasta la

submucosa.
T1: el tumor invade la submucosa.
T2: el tumor invade la muscular propia.

T3: el tumor invade a través de la muscular propia hasta la subserosa, o hasta tejidos pericélicos o

perirrectales no peritoneales.

T4: el tumor invade directamente otros drganos o estructuras o perfora el peritoneo visceral. La invasion

directa en T4 incluye otros segmentos colorrectales a través de serosa.
Ganglios linfaticos regionales (N)
Nx: los ganglios regionales no pueden ser valorados.
NO: ausencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales.
N1: metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales.
N2: metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales.
Metastasis a distancia (M)

Mx: las metdstasis no pueden ser valoradas.
MO: no existen metastasis a distancia.

M1: metastasis a distancia.

El Estadio | de la enfermedad se define como T1 é T2 sin afectacién metastdsica ni
ganglionar ni a distancia.

El Estadio Il de la enfermedad se define como T3 6 T4 sin afectacidn metastasica
ganglionar ni a distancia. En este estadio el T es factor prondstico por lo que subdivide en lla
(T3NO) y llb (TANO).

El Estadio lll de la enfermedad se caracteriza por afectacidn ganglionar metastasica. A su
vez, se subclasificaen llla (T1 6 2, N1), lllb (T3 6 T4, N1) y lllc (cualquier T, N2).

El Estadio IV de la enfermedad se define por la existencia de metastasis a distancia.
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Exploraciones complementarias empleadas en la estadificacion local

Para la estadificacion clinica de la enfermedad local (TxNx) se emplearon la ecografia
endorrectal y la resonancia magnética pélvica, salvo contraindicacién de las mismas como
masa estenosante que impide el paso de la sonda en el caso de la ecografia endorrectal o
pacientes portadores de marcapasos en el caso de la RM. Cuando los resultados de ambas
pruebas obtenidos para un mismo paciente fueron discordantes, a efectos practicos se

considero el estadio que implicaba un peor prondstico para el paciente.

Ecografia endorrectal

La ecografia endorrectal se practicd tras realizar rectoscopia rigida con una sonda B&K
Medical 360¢2.
Los datos obtenidos mediante la realizacién de esta prueba fueron:

® Localizacion del tumor.

¢ Distancia al aparato esfinteriano.

e (Capas del recto afectadas.

e Afectacion ganglionar.

Resonancia magnética pélvica (RM)

La RM se realizd en un escaner Signa 1,5T (General Electrical Medical Systems, Milwakee,
WI, USA), utilizando una antena Phased Array (Torsopa, General Electrical Medical Systems,
Milwakee,WI, USA) de cuatro elementos (Figura 7). Se utilizé el protocolo habitual del
diagndstico de cancer de recto (distinto del recto prequirdrgico tras neoadyuvancia y del recto
intervenido), con las siguientes secuencias:

- Axiales FRFSE (fast recovery fast spin-echo) potenciadas en T2 en planos axiales y
sagitales a la pelvis.

- Axiales y coronoales de alta resolucién FRFSE potenciadas en T2 en planos axiales y
coronales al tumor.

- Secuencias potenciadas en difusién con valores b: 0, 50 y 1000.

En la tabla 8 se pueden ver los parametros de realizacidn de las secuencias mencionadas.
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Tabla 8. Parametros de realizacion de las distintas secuencias de la RMN para la estadificacion del

cancer de recto.

Parametro

Secuencia pulso
Tiempo eco (mseg)
Tiempo repeticion
(mseg)

Longitud tren eco
Ancho banda (kHz)
Grosor seccion (mm)
Espaciado/n2
localizaciones
Matriz

N2 sefiales
adquiridas

Fase (cm)

Direccion frecuencia

Tiempo adquisicion

EPI: echoplanar Imaging

Sagital
T2W

FRFSE
119
4220

15
35,7

320x224
4

27

Anterior a
posterior

4min 29 seg

FRFSE: fast recovery fast spin-echo

T2W: potenciada en T2

*b: 1000 seg/m m?

Axial
T2W

FRFSE
116
5180

17
31,2

320x224
4

28

Derecha a
izquierda

4min 29seg

Secuencia de imagen

Oblicua axial
Seccion fina
T2

FRFSE
106
3200

24
31,2

320x256
3

22

Anterior a
posterior

3min 47seg

Coronal
Seccion fina
T2

FRFSE
97,6
3860

21
31,2

320x256
3

22

Superior a
inferior

2min 36seg

Potenciada en
difusion axial

SE/EPI(*b:1000)
77
6000

no
250

128x128
4

38
Derecha a izquierda

Omin 54seg

Figura 7. Imagen de estadificacion de la RMN. Se aprecia un corte a nivel del tumor de recto donde
existe una denopatia patoldgica, proyecciones axial y sagital.

Mediante este protocolo se determinaron las siguientes caracteristicas de la lesidn rectal:

e |ocalizacion del tumor.

e Tamafio tumoral.

e Distancia al aparato esfinteriano, considerando como tal el borde superior del musculo

puborrectal.
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e Extensidn local de tumor, especificando qué capas del recto se encuentran afectas.

¢ Distancia a la fascia mesorrectal: margen de reseccién circunferencial (MRC).

e Relacién con érganos vecinos.

e Existencia o no de tumor fuera de la fascia del mesorrecto.

e Posible ulceracién de la reflexidn peritoneal.

e Existencia de adenopatias en mesorrecto, especificando en el caso de que las haya si
se encuentran en nimero mayor o menor de tres, y la distancia de los ganglios a la
fascia mesorrectal.

Los radidlogos responsables de informar e estdn formados especificamente dentro del

Proyecto Nacional Auditado Cancer de Recto de la Asociacién Espafiola de Cirujanos.

Estadificacion a distancia (Mx)

Para el diagndstico de las metdstasis (Mx), y siguiendo el protocolo especifico vigente en
nuestro centro, se empled la tomografia de emisién de positrones multicorte (PET/TC) tras la
administracion de *FDG (18-fluorodesoxiglucosa).

A todos los pacientes participantes en el estudio se les realizaron dos exploraciones
mediante estudio *FDG-PET/TC: una tras el diagndstico de neoplasia rectal, para completar la
estadificacidon de la enfermedad local y determinar la posibilidad de afectacion metastasica a
distancia, y otra a las 6 semanas tras la finalizacién del tratamiento neoadyuvante, para
determinar la posible respuesta funcional del tumor a dicho tratamiento o bien evidenciar
progresion de la enfermedad.

El intervalo transcurrido entre la finalizacién del tratamiento neoadyuvante y la realizaciéon
del segundo estudio ®FDG-PET/TC se fijé en seis semanas, con el objeto de minimizar los
posibles efectos del tratamiento sobre la interpretacion de los resultados obtenidos en el
estudio mediante esta técnica, es decir, la posible captacién de glucosa por el tejido
inflamatorio a consecuencia de la radioterapia.

La preparaciéon de los pacientes para la exploracion consistié en ayuno de seis horas y no
efectuar ejercicio fisico en las horas previas a la realizacion de la misma. Previamente se
determind la glucemia, siendo recomendable la normalizacion de la misma, mediante insulina
de accién rapida por via intravenosa, cuando los niveles de glucosa fueron superiores a 150
mg/mL.

El estudio 18F-FDG-PET/TC se llevo a cabo en un equipo hibrido PET/TC (Siemens Biograph
16, Knoxville, Tennessee, USA). La dosis de *F-FDG se estimé en funcién del peso corporal

(oscilando entre 370 y 444 MBq), administrandose por via intravenosa tras canalizacién de una
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via periférica, para evitar la extravasacion de la dosis y permitir la hidratacién del paciente
mediante infusion de unos 250 cc de suero salino.

La adquisicion de imdgenes se realizd a los 50-60 minutos después de la inyeccidn, tiempo
necesario para una correcta metabolizacién de la ®FDG y captacidn por parte de las células
tumorales.

A todos los pacientes se les realizd una exploracidn corporal que incluia desde la base del
craneo hasta el tercio superior del muslo adquiriendo datos para este estudio a tres minutos
por paso de camilla. La reconstruccion de los datos obtenidos se realizé siguiendo algoritmos
de reconstruccién iterativa, concretamente la técnica Ordered Subset Expectation
Maximization (OSEM) utilizando para ello 2 iteraciones y 8 subsets.

Para una adecuada interpretacion de los estudios cada exploracién fue evaluada de forma
visual, incluyendo las imagenes de emisién sin correccion de atenuacidn, y semicuantitativa

(Figura 8).

Figura 8. Imagen de estadificacién mediante PET/TC. A la izquierda en la estadificacion al diagndstico en
al que se objetiva captacidn a nivel del cancer de recto. A la derecha la exploracién hecha al mismo
paciente después de la neoadyuvancia en la que se puede ver una respuesta parcial, con disminucién de
la captacién tumoral.

5 ;"

Anilisis Cualitativo o Visual
e Se consideraron patoldgicos aquellos focos de hipercaptacion del trazador que no

fueran atribuibles a hallazgos de caracter fisioldgico.
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e Se analizd la presencia de actividad relevante a nivel rectal, y la visualizacion de las
imagenes de fusién PET/TC permitio la correlacion de los hallazgos funcionales con las
alteraciones estructurales, en nuestro caso masas a nivel rectal.

e Cualquier lesidn hipermetabdlica detectada en el resto del organismo fue considerada
a priori como probable lesion tumoral maligna, prestando especial atencidn a aquellos
6rganos donde son mas habituales las metastasis de cancer de recto como el higado o

el pulmon.

Anidlisis Semicuantitativo

El grado de captacion de la zona problema, se determind mediante el cdlculo del indice
SUV (Standard Uptake Value o valor de captacidn estandarizado) de la region de interés (ROI)
en relacion a la dosis inyectada y al peso del paciente (Figura 9). Se calcularon tanto el SUV
maximo de la lesion como el SUV medio, que resulta del cociente entre la actividad metabdlica
total y el volumen tumoral como se puede ver en la figura 9. Este pardmetro es util para
evaluar la respuesta terapéutica en un paciente individual ya que se puede asumir que el error
cometido (antes y después), si se mantienen constantes los parametros de la exploracidn, esta

afectado por los mismos factores.

Figura 9. Calculo del indice SUV.

SUV= Cper (T)/ (Dosis inyectada/peso del paciente)

SUV: valor de captacion estandarizado
Cper (T): dosis administrada corregida por desintegracién/ actividad del tumor

2.3 Toma de muestra pre-tratamiento neoadyuvante

De cada paciente participante en el estudio se obtuvo tejido tumoral y tejido normal
antes del tratamiento (mediante realizacién de biopsia), que fue rapidamente congelado con
nitrégeno liquido, en tubos que contenian un estabilizador de acido ribonucleico (ARN)
(PAXgene Blood RNA tubes, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) para la purificacion y
aislamiento del correspondiente ARN, con el que posteriormente se procedio a la hibridacion

de los microarrays previstos en el estudio.
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2.4 Tratamiento neoadyuvante

El tratamiento neoadyuvante que se realizd en los pacientes incluidos en el estudio

constaba de:

Radioterapia

Se administrd radioterapia con intencidn radical con una dosis total de 50,4 Gy sobre la
lesién tumoral y mesorrecto incluyendo las adenopatias locorregionales. El tratamiento se
aplicéd en fracciones de 1,8 Gy durante 25 sesiones, con una sobreimpresién final sobre el

tumor de tres sesiones de 1,8 Gy.

Quimioterapia
El protocolo de quimioterapia consistié en capecitabina (Xeloda®) sola a una dosis de
825 mg/m’ cada 12h, concomitante con la radioterapia, o la misma pauta de capecitabina

combinada con oxaliplatino intravenoso (50 mg/ m?) una vez por semana.

2.5 Tratamiento quirurgico

Segun el esquema terapéutico, la ventana de espera entre la finalizacion de la radio-
guimioterapia y la intervencion quirurgica fue de 8 semanas. La técnica quirurgica empleada
fue la habitual, con escisidn total del mesorrecto tanto para las resecciones anteriores como
para las amputaciones de recto.

Todos los cirujanos responsables, asi como los resultados obtenidos de los pacientes
incluidos en esta Tesis, estan avalados por la Asociacidon Espafola de Cirujanos dentro de su

Proyecto Docente Auditado Cancer de Recto (Proyecto Vikingo AEC)™.

Figura 10. Pieza quirdrgica de reseccion de recto en la que se puede ver una escision mesorrectal
completa.
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2.6 Estadificacion anatomopatolégica post-quirdrgica

La pieza quirargica fue remitida al Servicio de Anatomia Patoldgica donde se realizé un
examen exhaustivo, también auditado por la Asociacién Espafiola de Cirujanos en su proyecto
nacional de cdncer de recto, para determinar el estadio anatomopatoldgico post-quirurgico
(ypTxNx), el margen circunferencial y el grado de respuesta tumoral (TRG). La pieza siempre se
fija en formaldehido para luego ser cortada en su eje axial.

En el informe histoldgico quedaron detallados los siguientes aspectos:

e Existencia o no de células tumorales en la pieza.

e (Capas de recto afectadas.

®* Numero de ganglios analizados.

® Invasion carcinomatosa ganglionar o acumulos celulares mucoides.
e Afectacion o no del margen circunferencial.

e Afectacion o no de los margenes quirurgicos.

e Escision de mesorrecto satisfactoria o no.

® Grado de respuesta tumoral (Clasificacion TRG de Mandard).

2.7 Valoracion de la respuesta al tratamiento neoadyuvante

Respuesta Histoldgica

- Grado de Regresion Tumoral (TRG)

El grado de respuesta tumoral a la neoadyuvancia se analizd segin el método
semicuantitativo estandar del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves de Granada, utilizando los grados de regresiéon tumoral de Mandard'®. La
regresion tumoral se caracteriza por una serie de cambios citoldgicos y a nivel del estroma, en
base a los cuales, la respuesta del tumor primario se clasificd en cinco grados histoldgicos de
regresion (Figura 11):

e Grado 1: Ausencia de células neoplasicas.

® Grado 2: Alguna célula neoplasica con claro predominio de fibrosis.

e Grado 3: Células neoplasicas en la pieza, si bien la fibrosis sigue siendo predominante.
¢ Grado 4: Predominio de células neoplasicas sobre el componente fibrdtico.

® Grado 5: Ausencia de regresion.
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Figura 11. Dos muestras de Anatomia Patoldgica. Al microscopio en la muestra de la izquierda se
objetiva un TRG 1 (respuesta completa) y en la de la derecha un TRG 4 (predominio de células
neopldsicas sobre el componente fibrético).

TRG 1 TRG4

Segln el grado de regresiéon tumoral los pacientes, se distribuyeron en dos grupos,
denominados, respectivamente como respondedores (grados de regresion 1 y 2) y no
respondedores (grados 3 al 5).

- Estadio Anatomopatoldgico (ypTNM)

Atendiendo al estadio anatomopatoldgico (ypTNM) se considera respuesta patoldgica
completa (ypRC) a la ausencia de células neopldsicas en la pieza, Downstaging o
infraestadificacion a cualquier reduccidn del estadio tumoral ypTNM frente al estadio clinico
antes de la radioquimioterapia (cTNM) y Downsizing o reduccion del tamafo a cualquier
reduccion de la ypT frente al estadio clinico pretratamiento (cT) evidenciado bien por ecografia

endorrectal o por resonancia pélvica'*.
2.8 Analisis de supervivencia

Se ha realizado un seguimiento a los pacientes del estudio hasta el 1/12/2012
siguiendo el protocolo del Proceso de Cancer Colorrectal. Posteriormente, se analizd la

supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad a los 3 afios de seguimiento,

mediante la curva Kaplan-Meier, utilizando el programa estadistico SPSS 15.0 (SPSS Inc. 2006).
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3. Descripcion del microarray

Para el estudio del perfil de expresidon génica se utilizaron los microarrays de genoma
completo humano del sistema CodeLink™ comercializados por Applied Microarrays (Tempe,
AZ, USA).

El disefio de cada bioarray de CodelLink” consiste en una superficie cristalina recubierta
por una matriz tridimensional de un gel acuoso. El cristal es sometido al fotoacoplamiento de
un prepolimero hidrofilico de acrilamida que proporciona una superficie de unién, gracias a la
presencia en su interior de un éster activado. Este polimero esta covalentemente unido a si
mismo y a la superficie de cristal y proporciona el sitio de unidn para los C6-
aminooligonucleétidos que son depositados sobre el polimero por robots dispensadores
piezoeléctricos. Esta matriz va a proporcionar un ambiente acuoso que permite a la diana de
oligonucleétidos estar separada del soporte cristalino y asi maximizar la interacciéon con la
sonda marcada procedente de la muestra. El tipo de acido nucleico inmovilizado sobre el
soporte es un oligdmero de 30 bases pre-sintetizado y fabricado mediante el método de
deposicién. El nimero total de genes dispuestos en el microarray es de 54.841 que
corresponden al genoma completo humano (Code Link Human Whole Genome Bioarray), de
modo que cada punto del microarray va a representar un gen. Entre ellos podemos identificar
tres grupos:

® Genes cuya funciéon molecular es conocida.

* Genes especificos de tejido y genes seleccionados por su localizacién cromosdmica.

e Controles positivos y negativos. Los controles positivos son genes que se expresan de
forma similar en todos los tejidos y estados. Los controles negativos son un pequefio
grupo de genes de otras especies diferentes a la especie humana donde por tanto, no
debe hibridarse nada de muestra en esos puntos del microarray.

e Ademds, se incluyen en algunos puntos agua, tampdn y blancos de PCRs usadas para
amplificar los clones.

Tras la hibridacién de la muestra en el microarray, las medidas de intensidad de
fluorescencia estan sujetas a la substraccion del fondo (background) y los valores de intensidad
de fluorescencia son normalizados con la media de los valores de los cocientes de los puntos
del microarray.

El proceso de verificacién de las secuencias de los clones incluidos en los microarrays
estd sujeto a modificaciones debidas al continuo avance en la identificaciéon de secuencias. Se

detectaron algunos clones cuya secuencia no correspondia con la del gen al que
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supuestamente representaba por lo que al intentar acceder a la informacién del clon éste

estaba descatalogado.

4. Preparacion de la muestra e hibridacién de los microarrays

De cada uno de los pacientes participantes en el estudio se procedié a extraer

muestras de tejido tumoral y normal antes del tratamiento radioquimioterapico.

4.1. Aislamiento, precipitacion, cuantificacion y la calidad del ARN

Aislamiento de ARN

El material empleado para el manejo de ARN se tratd con dietil-pirocarbonato (DEPC)
al 1% vy, posteriormente, se autoclavd para evitar cualquier posible contaminacién con
ribonucleasas (RNasas).
El ARN total se extrajo a partir de 30 mg de tejido fresco conservado en RNA Later (Ambion
Biosystems) utilizando un equipo Tissue Lyser (Qiagen, Holanda) y el equipo de extraccion
RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen, Holanda) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante

(Figura 12). Todo el proceso debe realizarse en frio para evitar la degradacion del ARN.
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Figura 12. Proceso de extraccién del ARN del tejido tumoral.
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Verificacion de la calidad del ARN por electroforesis capilar

La calidad del ARN extraido se evalué mediante electroforesis capilar en un
bioanalizador Experion® (Bio-Rad, Richmond, VI, USA). Este método emplea el ARN ribosdmico
para inferir la calidad del ARN mensajero, ya que, del ARN total, el ribosdmico constituye mas
del 80% y el mensajero solo entre el 1% y el 3%, lo que hace imposible su deteccién directa.

El bioanalizador Experion® (Bio-Rad, Richmond, VI, USA) es un sistema de electroforesis
automatizado basado en la tecnologia de microfluidica. La pieza clave del Experion® es el gel
que contiene una serie de pocillos de plastico unidos a una superficie de cristal que esta
conectada a una red de microcanales que interseccionan con cada uno de los pocillos. Cuando
estos canales se ceban con el gel y se cargan las muestras de ARN, la estacidn de electroforesis
conduce cada muestra por un microcanal aplicando un voltaje preciso. El Software del
Experion” genera electroforetogramas que permiten analizar la calidad del ARN. Primero se
genera el electroforetograma de los marcadores de ARN (ladder) en el que se identifican nueve
picos a diferentes tamafnos. Después, se genera el electroforetograma de la muestra de ARN

donde se observan dos picos de pequefio tamafio que corresponden a un marcador interno y
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al ARN ribosomal 5S, y dos picos mayores que corresponden al ARN 18S y 28S respectivamente

(Figura 13).

Figura 13. El software del Bioanalizador Experion® calcula la dos parametros numéricos que indican la
integridad del RNA: la relacion entre los RNA ribosdmicos 285 y 18S (285/18S).
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Cuantificacion espectrofotométrica del ARN

La cuantificacion del ARN total se determind mediante un NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer. Con tan solo 1 pL de muestra este instrumento permite conocer la
cantidad de ARN de la muestra midiendo a 260 nm. Si el ARN no presenta impurezas la razén

260/280 estara entre 1,9y 2,1.

4.2 Preparacion e hibridacion de los microarrays

Sintesis del ADN complementario
El ARN total (0,2-2 pg) obtenido es sometido a una transcripcidn reversa en presencia
de T7-oligo (dT) para obtener ADN complementario (ADNCc). Se requieren dos pasos:

e Sintesis de la primera cadena de ADN complementario: este proceso dura dos horas y
se realiza a una temperatura de 429C, utilizando el tampdn 10x first-strand buffer
(suministrado por el fabricante en el MessageCeAmplIBiotin Enhanced™ Kit, Applied
Biosystems, USA), dNTPs, inhibidores de las RNasas y la enzima retro-transcriptasa.

e Sintesis de la segunda cadena: se utiliza el tampdon 10x second-strand buffer (provisto
en el MessageAmp II-Biotin Enhanced Kit™, Applied Biosystems, USA), dNTPs, y las
enzimas ADN polimerasa y ribonucleasa H. Estos reactivos para la sintesis de la
segunda cadena de cDNA se mezclan con los del primer paso procediéndose, a

continuacion, a incubar durante 2h a 162C.
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Purificacion del ADNc de doble cadena.
Una vez sintetizado, el cDNA es purificado mediante columnas de silica-gel incluidas en
el MessageAmp Il Biotin Enhanced™ PCR purification Kit (Ambion, Applied Biosystems, CA,

USA) y concentrado mediante precipitacion.

Sintesis y marcaje

A continuacidn, se realiza la sintesis del ARNc mediante transcripcion in vitro (IVT) y
marcaje con “UTP biotina, dejando incubar la reaccién durante 14 horas a 37°C.
Posteriormente, se purifica y eluye el ARNc marcado con biotina utilizando el equipo comercial
MessageAmp Il Biotin Enhanced™ PCR Purification Kit (Ambion, Applied Biosystems, CA, USA),
asi como se comprueba su concentracidn, pureza y calidad. La A,s debe ser de 0,15 para

continuar con el proceso.

Fragmentacion e hibridacion

El paso siguiente consiste en fragmentar el ARNc a 942C durante 20 min e hibridar las
muestras en los cristales (Codelink®, Applied Microarrays) durante 18-24h a 372C en un
agitador Innova 4080 (New Brunswick, Canada). Posteriormente, el microarray se retira del
agitador y se procede a separar de cada uno la cdmara de hibridacion. El cristal del microarray
se lava con tampén TNT 0,75X (0,1 M Tris-HCl a pH 6, 0,15 M de NaCl y 0,05% de Tween® 20) a
temperatura ambiente y incubandose a 469C durante 1 hora en tampdn 0,75x TNT
precalentado a igual temperatura durante al menos 16 horas.

Durante la incubacién se prepara la mezcla de reactivos para la posterior reaccién de
hibridacion: 78 uL del componente A del tampdn de hibridacidn y 130 pL del componente B. La
solucidn de hibridacién y el ARNc fragmentado se llevan a un volumen final de 260uL con agua
libre de ribonucleasas, incubandose posteriormente durante 5 minutos a 9092C para su
desnaturalizacion. A continuacién, se cargan 250 pL de la mezcla de hibridacién en el
microarray. Una vez cargado, se sellan los puertos de la cdmara de hibridacidn con tiras de
sellado de 1 cm vy se introduce sobre un soporte en el agitador orbital Innova’ 4080 (New
Brunswick, USA). La hibridacién en el agitador orbital dura 18 horas y se realiza a una velocidad
de 300 rpmy 37°C.

La deteccidn de la sefial se realiza empleando una dilucién 1:500 de streptavidina (Cy5-
Streptavidin) en tampdén TNB (0,1 M Tris-HCl a pH 6, 0,15 M de NaCl y 0,5% de reactivo de
bloqueo (NEN Blocking reagent, Perkin-Elmer). En esta solucién cada microarray se incuba
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El exceso de marcaje se elimina lavando cada

microarray cuatro veces durante cinco minutos en tampdn 1xTNT. Finalmente, se realiza un
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lavado con 0,1X SSC/0.05% Tween® (BioRad, Richmond, Ui, USA) durante 30 segundos
secandose cada microarray por centrifugacion a 2000 rpm durante 3 minutos. Llegado este
punto el microarray esta preparado para ser leido en un escéner.

Los microarrays se realizaron por duplicado a partir del cARN obtenido de cada

paciente.

Lectura del microarray

Numerosas técnicas de laboratorio basan su funcionamiento en la detecciéon de
fluorescencia; localizacién de moléculas en células, tejidos por microscopia, estudios de
poblaciones celulares (marcadores de superficie, contenido en ADN) por citometria de flujo,
estudios de gendmica utilizando microarrays. La medida de la intensidad de fluorescencia
(fotones emitidos) se lleva a cabo por un detector fotosensible, que se encuentra en diversos
tipos de instrumentos disefiados para analizar toda clase de muestras, que produce una
informacién diferente.

La lectura de cada microarray se realiza con el escdner GenePix 4000B (Axon
Instruments) mediante un laser a 635 nm, un voltaje de tubo fotomultiple (PMT) de 600 V y
una resolucion de 10 um. El escaner utiliza el Codelink® Expression Scanning Software
(Applied Microarrays, Tempe, Az, USA) y las imagenes de cada cristal se analizan
posteriormente con el Codelink® Expression Analysis Software v5.0 (Applied Microarrays,
Tempe, Az, USA).

En la figura 14 se puede ver un esquema del proceso general de realizacidon de los

microarrays.

Figura 14. Esquema general del proceso de extraccidn del ARN, marcaje, hibridacién en el microarray y
posterior escaneo de los cristales.
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5. Analisis de los datos de expresion de microarrays

5.1. Normalizacion

Antes de poder usar los datos experimentales es necesario normalizarlos para intentar
ajustar los efectos que son debidos a las variaciones en la tecnologia y no en la biologia. En
particular, con la normalizacion se pretende ajustar las diferencias existentes entre los
fluorocromos, en el marcaje, intensidad, etc.

El programa informatico fue implementado en el lenguaje de programacion R y ha sido
disefado para andlisis de datos de microarrays de plataformas General Electric (Codelink®).
Comprende la normalizacién y control de calidad de los microarrays, asi como el analisis
estadistico para la identificacion de genes con un comportamiento diferente entre los grupos
de muestras. Los métodos implementados incluyeron la normalizacion de mediana y
correccion del fondo con aplicacidon del método LOESS (regresion polindmica combinada).

La normalizacion de los microarrays generd diversas graficas que mostraban la
homogeneidad entre las intensidades de los microarrays después del proceso de

normalizacién, como se puede ver en las figuras 15, 16 y 17.

Figura 15. Grafica MA para 8 microarrays del estudio. M y A se definen como: M = logy(l1) - logp(I5)A
=1/2 (logy(l1)+logy(l5)) donde |1 es la intensidad de un microarray particular e |5 es la intensidad

promedio de todos los microarrays. La distribucion de puntos en las gréficas MA se concentré alrededor
del eje M=0, no existiendo sesgos en la media de M.
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Figura 16. Diagramas de cajas del log2 (Intensidades). Cada caja se corresponde con un microarray. Se
puede comprobar que tras la normalizacién, los microarrays son homogéneos ya que las cajas son de
amplitud similar y estan centradas en posiciones cercanas de el eje Y.
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Figura 17. Diagramas de cajas de la normalizacidn. Las cajas para cada caso hibridado en un microarray
distinto, muestran la intensidad de fluorescencia antes y después de la normalizacion de los datos.

Antes normalizacion Después normalizacion
°
- a
E] 3 .
w B -
. N S . 4
o do T - L] _ — : —r
[E=seoasecsystassenes| ||
w4 .
e |

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 1l Caso 2 Caso 3

5.2. Significance Analysis of Microarrays (SAM)

Se utilizd la técnica SAM (Significance Analysis of Microarrays)™® para identificar genes
que varian su comportamiento de forma significativa entre un conjunto de experimentos con
microarrays.

Una matriz de expresion Xpn con p filas y n columnas, es una matriz numérica en la
gue se dispone un gen por cada fila, el resultado de un experimento de microarrays por cada
columna, de forma que la posicion (i, j) de la matriz contendra el nivel de expresion del gen i
bajo la muestra experimental j. SAM toma como entrada una matriz de expresién y el valor de

un parametro A fijado por el usuario, para discriminar entre genes que cambian su expresion
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de forma significativa y no significativa. El parametro A se fija de forma empirica, en funcion
del nimero de genes significativos que se deseen extraer y del grado de significacion
estadistica que se exige, en nuestro caso sera de p<0,05. En definitiva, para obtener un false
discovery rate (fdr)<0,05.

Una vez obtenidos los genes significativamente expresados, se calculan sus respectivos
niveles de sobre/sub-expresidn con respecto al microarray con el que se compara, para ello se
calcula el logaritmo del cociente de cada gen entre el valor de su expresién en un paciente y el
valor de su expresion en el microarray de referencia®®’.

Existen distintos tipos de experimentos para los que se puede aplicar esta técnica. En
este estudio fue el denominado two class unpaired: dos conjuntos de experimentos (que
llamaremos C; y C,) con unidades experimentales diferentes, por ejemplo, C; puede
corresponderse con distintos pacientes que sufren una dolencia determinada y C, a pacientes
sanos. El funcionamiento de SAM es el siguiente:

Sean los niveles de expresién x;coni=1, 2, .., pgenesyj=1, 2, .., n experimentos
diferenciados en dos clases: C; y C,.

1.- Para cada gen i calcular el estadistico d;que mide la diferencia de expresion relativa
para el gen i entre los dos grupos de pacientes C; y C,:

__
¢ = 5.+ 5,

2.- Ordenar los genes en base a su estadistico. Asi se produce la lista d;) < dz < dj3 < ...
<d,), donde d; es el valor minimo y asi sucesivamente.

3.- Realizar B permutaciones de los experimentos.

4.- Para cada permutacién b, se calculan los estadisticos d? y se ordenan obteniendo la
lista d;)” < dpp) < dig) < ... dpp)’.

5.- A partir de los estadisticos calculados para cada una de las B permutaciones, se
estiman los valores de los estadisticos originales (los calculados con la clasificacidén correcta de

las columnas). Esta estimacion se lleva a cabo haciendo la media de los valores de la primera
posicidn de las listas obtenidas en el punto 4 (d<1) ), de la segunda posicién (d(z) ), etc. Es decir,

se calcula:

— 1 B
di = (—jXZdZ) ,parai=1,2,..,p
B b=1

6.- Se representan graficamente los valores de los g(i) frente a los d;; (ver figura 18).

Una vez fijado el valor de A, se recorre la grafica partiendo desde el (0,0) hacia la derecha

hasta encontrar un i1 tal que 67(,-1) — djiz) > A. A todos los genes que quedan mas alla del i1 se
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les llama significativos positivos. Estos serdn los genes que han aumentando su expresion
significativamente en las muestras de la clase C, respecto a las de la clase C;.

A su vez, se recorre también la grafica hacia la izquierda partiendo del (0,0) hasta encontrar un

i2 tal que 57(,2) — djz > A. Todos los genes que quedan mds a la izquierda de i2 son
significativos negativos. Estos seran los genes que han disminuido su expresién
significativamente en las muestras de la clase C, respecto a las de la clase C;.

7.- Célculo del g-value para cada gen. El g-value de un gen es el equivalente al bien

conocido p-value, con el afiadido de que esta corregido para tests con multiples hipotesis'*.

Figura 18. Ejemplo grafico del andlisis de significacién de los microarrays (SAM).
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False Discovery Rate (%): 16,879

served Score

A=025 23—
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Expected Score

Sobreexpresion génica
Disminucion expresion

5.3. Agrupamiento (clustering)

La informacidn recogida de los microarrays puede ser analizada mediante un algoritmo
de agrupacién (clustering) jerarquica, que genera dendrogramas, agrupando los elementos
segln su similitud. En el dendrograma, la longitud de las ramas es una representacion de la
distancia entre los distintos partes del mismo.

En la figura 19 se observa un dendrograma en el cual los las muestras se sitian en la
parte superior en horizontal y los genes en vertical. Los genes sobre-expresados van a aparecer
en color rojo y los reprimidos en color azul (seguin opcién seleccionada). Este andlisis nos

permite definir el patron de agrupamiento de las muestras tumorales, segun el perfil de

98



Tesis Doctoral Material y Métodos Raquel Conde Muifio

expresion de los genes. Para la agrupacién de las muestras en base a los perfiles de expresion
se ha utilizado el programa de agrupamiento jerarquico desarrollado por el Departamento de

Ciencias de la Computacion e Inteligencia Artificial de la Universidad de Granada.

5.4. Analisis de las vias metabdlicas

Se empleé programa IPA, Ingenuity Pathways Analysis v.5.0 (Ingenuity Systems Inc.),
para identificar las funciones bioldgicas en las que estaban implicados los genes
diferencialmente expresados y que mejor diferencian los dos grupos (respondedores/no
respondedores). Este programa informdtico permite analizar e integrar de forma mas
comprensible la informacién proveniente de microarrays, generando modelos de interaccién

de las distintas rutas y genes implicados.

Figura 19. Dendograma correspondiente a la agrupacion jerarquica de los patrones de expresion de los
genes. En vertical se disponen las muestras y en horizontal los genes. En color rojo aparecen los genes
sobre-expresados y en color azul los reprimidos.
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6. Validacion de los resultados de los microarrays: qRT-PCR.

Los estudios a gran escala de expresidon génica mediante microarrays requieren de la
validacién de los resultados obtenidos. Se ha realizado la comprobacién de algunos de los
genes, cuya expresion diferencial ha mostrado resultados significativos, utilizando gRT-PCR.

Se han utilizado sondas comerciales disefiadas con el software Solaris (Dharmacon

Chicago, IL USA) y un equipo MX3005P (Stratagene, Agilent Technologies, La Jolla, CA, USA).

Reaccidn de retrotranscripcion
La RT-PCR (retrotrancriptasa (RT)-reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)) es una
PCR convencional que amplifica un ADN complementario (ADNc) obtenido por transcripcion
inversa de un ARNm, y que permite detectar la expresidon de un gen particular. Otras técnicas,
usadas también para detectar la expresién de genes, como el Northern blot, no llegan a tener
la sensibilidad de la RT-PCR. Asi, esta técnica es utilizada ampliamente para caracterizar los
patrones de expresién de los ARN mensajeros. En la RT-PCR se copia primero el ARN en ADNCc,
usando una transcriptasa inversa (RTasa), y después se le somete a PCR que amplifica el ADNc
exponencialmente.
Se ha empleado el protocolo de Affinity Script QPCR cDNA Synthesis Kit (Agilent Tech, USA)
para obtener ADNc de las muestras que fueron analizadas posteriormente mediante RT-PCR
cuantitativa:
1. Se prepara la sintesis de la primera hebra de ADNc en un tubo de microcentrifugado y
se afiaden los siguientes componentes en este orden:
RNAsa libre en 20 pL de H,0.
10 uL de la primera hebra master-mix.
3 uL de oligo(dT)primer.
1 pL de AffinityScript RT/RNasa Block enzyme mixture.
1 pug de ARN (0,3 pg-3 ug).
2. Incubacidn a 252 C durante 5 minutos.
3. Incubacién a 422 C durante 15 minutos para permitir la sintesis del ADNc.
4. Incubacién a 952 C durante 5 minutos para terminar la reaccion de sintesis del ADNc.
5. Para finalizar la sintesis de la primera cadena de ADNc se enfria en hielo para usar
inmediatamente la PCR cuantitativa.
6. Se comprueba la calidad del ADNc y se determina su concentracién utilizando el

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.
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PCR a tiempo real o PCR cuantitativa
La PCR a tiempo real es una técnica precisa y potente para cuantificar la cantidad de
molde (ADNc) que se ha usado en una reaccidon de PCR. Las reacciones de PCR siguen una

cinética como la de la figura 20.

Figura 20. Cinética de las reacciones de PCR.

Flateau
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Cantidad de

La PCR convencional analiza la cantidad de DNA presente en la muestra en el punto
final de la reaccion (plateau). En este momento, la cantidad de producto dependera de la
cantidad de reactivos (cebadores, dNTPs, actividad de la polimerasa) presentes en la muestra
inicial pero no depende ya de la cantidad de molde inicial puesto que, la PCR es, por
naturaleza, un proceso exponencial. Asi, el Unico punto de la reaccion en que la cantidad de
molde determina el desarrollo de la PCR es el punto de inicio de la amplificaciéon exponencial.
Una reacciéon en la que haya mas molde producira mas pronto (en un ciclo mds temprano) la
cantidad de DNA necesaria para ser detectada.

La PCR cuantitativa aprovecha el fendmeno de la fluorescencia para medir la cantidad
de producto a tiempo real. El momento (ciclo) en el que una muestra empieza a ser detectada
se denomina ciclo umbral o Ct, y es proporcional a la cantidad de molde de partida. El
termociclador que se utiliza esta acoplado a un laser y un detector, que registran el aumento
de fluorescencia en el tubo. Los dos tipos de reactivos fluorescentes mas extendidos son:

1. Agentes intercalantes: son moléculas fluorescentes que se introducen en la doble
hélice de DNA con alta afinidad pero tienen una afinidad menor por las cadenas

simples (Figura 21):

Figura 21. Esquema del mecanismo de accidn de las sondas intercalantes.
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2. Sondas tipo Tagman (Figura 21): en este caso el reactivo fluorescente es la sonda, un
oligonucleétido cuya secuencia se encuentra entre la de los cebadores. Esta molécula
tiene dos fluoréforos anclados, uno en cada extremo. El primero de ellos es
fluorescente y el segundo es un quencher o “apagador” de fluorescencia. Cuando la
PCR progresa, el quencher y el fluoréforo se separan y éste comienza a emitir

fluorescencia:

Figura 22. Esquema del mecanismo de accién de las sondas Tagman.

— @___° PCR_ >

De los dos sistemas de fluoréforos descritos, el mas sensible es el sistema de sondas
Tagman ya que, al controlar cuando empieza a emitir fluorescencia da un fondo menor. La
principal diferencia es que las sondas Tagman sélo se unen al gen que se quiere amplificar,
permitiendo un amplificado especifico. El otro método es inespecifico. Los fluoréforos mas
extendidos son FAM y VIC y como quencher se suele usar TAMRA.

La sintesis de ADNc o retro-transcripcion es un paso critico puesto que, se requiere que
sea un proceso lineal (para que sea reflejo de la cantidad de RNA de partida, que habia en
nuestra muestra) y de una eficiencia adecuada y reproducible. Cuantificar la cantidad de ADNCc,
que se pone en el experimento, es dificil por lo que, se suele emplear un control con el fin de
normalizar la medida obtenida por la cantidad de ADNc de partida. Es lo que se llama control
enddgeno. El control enddgeno es un gen cuya expresién se mide en paralelo con nuestro gen
problema, del que sabemos que tiene una expresién constante en nuestras muestras. No
existe ningun gen conocido que se exprese de manera constante en todos los tejidos. Debido a
su importancia, la determinacidn de este control enddgeno requiere experimentos especificos
para ello y ha de hacerse para cada tejido. En esta Tesis, tras diferentes pruebas se ha
seleccionado el gen gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH), como gen
constitutivamente expresado para el control enddgeno (housekeeping gene).

Ademas en este tipo de estudios conviene medir cada ADNc al menos por duplicado
para comprobar la reproducibilidad dentro del experimento. Con el fin de evidenciar

problemas de inhibicidn, que llevarian a valoraciones erréneas (a veces por la composicion del
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tampdn de RT, una muestra mas concentrada amplifica mas tarde que una mas diluida), se
miden dos diluciones diferentes del mismo ADNc, cada una por triplicado. Si ademas se
quieren descartar artefactos debidos a la reaccién de RT, se deben medir ADNcs procedentes
de sintesis diferentes.

Para cada muestra preparamos la siguiente mezcla indicada en la tabla 9:

Tabla 9. Preparacion mezcla de reaccién del protocolo de gRT-PCR.

Master Mix (Solaris gPCR) 12,5 uL

Solaris primer 1,25 uL

ADNCc 1pug

H,O libre de RNAsas Cantidad suficiente (Variable)
Volumen final 25 uL

Las condiciones de la RT-PCR cuantitativa fueron: 15 minutos y 40 ciclos a 95°C
durante 15 segundos, con una elongacion terminal a 602C durante 1 minuto.

En la tabla 10 se presentan los 20 genes, expresados diferencialmente (p<0,05) entre
respondedores y no respondedores, que se analizaron mediante gRT-PCR. Ademas, se
analizaron TP53 (tumor protein 53) y CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1a) dada su

asociacion con tumores colorrectales.
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Tabla 10. Secuencia de cebadores y sondas de los 20 genes analizados por gRT-PCR. Todos los cebadores
confirmaron no presentar homologia con otros genes conocidos utilizando la herramienta BLAST

Sequence Similarity Search.

Gen Descripcion

GNG4 guanine nucleotide binding protein (g protein), gamma 4

c-MYC v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian),
mrna

MMP12 matrix metalloproteinase 12 (macrophage elastase)

ECT2 epithelial cell transforming sequence 2 oncogene

CRI2 crebbp/ep300 inhibitor 2

NATS n-acetyltransferase 5 (ard1 homolog, s cerevisiae), transcript
variant 2

CHMP4B chromatin modifying protein 4b

FAMB33A family with sequence similarity 33, member a

TOPIMT topoisomerase (dna) i, mitochondrial, nuclear gene encoding

mitochondrial protein

SRFBP1 serum response factor binding protein 1

RRM1 ribonucleotide reductase m1 polypeptide

CDS81 cd81 antigen (target of antiproliferative antibody 1
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Tipo de
sonda
Probe

Primer
Forward

Primer Reverse
Probe

Primer
Forward

Primer Reverse
Probe

Primer
Forward
Primer Reverse
Probe

Primer
Forward

Primer Reverse

Probe

Primer
Forward

Primer Reverse
Probe

Primer
Forward

Primer Reverse

Probe

Primer
Forward

Primer Reverse

Probe

Primer
Forward

Primer Reverse

Probe

Primer
Forward

Primer Reverse

Probe

Primer
Forward

Primer Reverse
Probe

Primer
Forward

Primer Reverse
Probe

Primer
Forward

Primer Reverse

Secuencia

5-GCGGACCTCCTGGCCTA-3"
5-AGATGGAAGCCTGTATGGAC-3"

5-ACGTGAGCTTCACAGTAG-3"
5-AGGCTCCTGGCAAAAGGTC-3"
5-AGCAGCGACTCTGAGGA-3"
5-AAGGTGATCCAGACTCTGAC-3"

5-ACATACGTGGCATTCAGTCC-3"
5-TCCAAAGGCCGTAATGTTC-3"

5-TTGGGTCTCCATACAGG-3~
5-AAAATTCAGGGTTGCTG-3"
5-GGTGACATTGGTCCATCACAT-3"

5-TGGAGTACCTAGACTCACAG-3~

5-GATAGCTCTGACTGCCTCTG-3"
5-CAGCGTTTGATGCCGAAT-3"

5-GAGGGTTGATAACTTCAG-3"
5-CAGTTCTGTGCCTGAGA-3"

5-CACTGTATGTATGCTAGGGAAA-
3

5-ATATGCAGCAGTGGTTC-3"

5-GTTTGACGAGGATGAGC-3"
5-ACCTGTAGGGTTTGGAGAAG-3~

5-TCTAATTCCGCCATGAG-3"

5-CGAGATGTTGAGTGACAGC-3~

5-TCATGCAGAGGGGCGTTAC-3"

5-AGGGCCTCCATTGGACAG-3~
5-ATCAGCATTGCCTGGTGC-3"
5-AGCTCAACTACCTGGAC-3"

5-CCCTGAACCGCTTGCAC-3"

5-GAGTCATCAAAGAATGC-3"

5-GATGTGCTAAAAGCTGCTGTA-3"

5-GAATGATTGTCCTCTGAAGC-3"
5-TCTATTCAGAGCATACC-3"

5-TTACCGAGCGGGGCCTAT-3"

5-CAGGTCATCAGGAATTTCTGG-3"
5-GTGAAGACCTTCCACGAG-3~

5-TGTGAAGCAGTTCTATGACCAG-
3

5-ACAGCAGTCAAGCGTCT-3"
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Gen Descripcion Tipo de  Secuencia
sonda
MAPK9 mitogen-activated protein kinase 9, transcript variant 2 Probe 5-ACTCATGCAAAGAGAGC-3~
Primer 5-CCCAAGGGATTGTTTGTGCT-3"
Forward
Primer 5-GGACAAGTTCACGATAAGCTC-3"
Reverse
STMN1 stathmin 1/oncoprotein 18, transcript variant 1 Probe 5-TATCCAGGTGAAAGAACT-3"
Primer 5"-AGAATACACTGCCTGTCGCTTG-
Forward 37
Primer 5-AGGACGCTTCTCCAGTT-3"
Reverse
ID1 inhibitor of dna binding 1, dominant negative helix-loop-helix Probe 5"-TCTACGACATGAACGGCTGT-3"
protein , transcript variant 2 Primer 5"-CTGTCTGTCTGAGCAGAG-3~
Forward
Primer 5"-CCTTGAGGCGTGAGTAAC-3"
Reverse
DPM1 dolichyl-phosphate mannosyltransferase polypeptide 1, Probe 5-TACTATTGGCGAGGTTCC-3"
catalytic subunit
Primer 5-AAGGCTACGTCTTCCAGATG-3"
Forward
Primer 5-CACGATCCACAAATGATATTGG-
Reverse 3
STMN2 stathmin 1/oncoprotein 18 (stmnl), transcript variant 2 Probe 5"-GGAAAGAAGAAAGTCTCAGG-3"
Primer 5-GCTGATCTTGAAGCCACCAT-3"
Forward
Primer 5-TTCAGCACCTGGGCCTCCTG-3~
Reverse
P53CSV pS3-inducible cell-survival factor Probe 5-GGAGAAAGAGATTCCTA-3"
Primer 5"-CCAGCAGTGTGTTCAGAAAG-3~
Forward
Primer 5-GAACTCCAGTCCTTCAATAGG-3"
Reverse
POLA yw15b01rl soares_placenta_8to9weeks_2nbhp8to9w cdna Probe 5-ATTTGCTGGCGATGATGT-3"
clone image:252265 5' similar to gb:x60489 elongation factor Primer 5. GAGCCTCCATTAACTCCTGT-3"
1-beta (human) Forward
Primer 5"-TGTACTCTCTCGACCTGTA-3"
Reverse
ABCB7 atp-binding cassette, sub-family b (mdr/tap), member 7, Probe 5-CAGCAGTTCTGATTGGC-3"
nuclear gene encoding mitochondrial protein Primer 5"-TGTAGACAGCCTCAACCAGATG-
Forward 37
Primer 5-GCTCTTGATACACCATAGCC-3"
Reverse
TP53 tumor protein pS3 Probe 5-CCCTATGAGCCGCCTGA-3"
Primer g

5%
Forward CTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAG-
3

Primer 5-

Reverse TGGTACAGTCAGAGCCAACCTCA-3”
CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1a Probe 5-GAACTTCGACTTTGTCACCG-3"

Primer 5-GCGACTGTGATGCGCTAA-3"

Forward

Primer 5-CCTCCAGTGGTGTCTCGGT-3"

Reverse
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Como resultado de la gRT-PCR se obtiene una medida de fluorescencia, que se traduce
en medida de cantidad. Para ello se utiliza una curva estandar, que es un conjunto de puntos
en que se ponen cantidades conocidas de ADNc molde. Como la curva se mantendra igual en
los distintos experimentos, permitirda evaluar la reproducibilidad entre mismos. La curva
estandar se compone de 5 puntos obtenidos de 5 diluciones seriadas (1, 1/10, 1/50, 1/100 y
1/500) de ADNc procedente de un ARN Referencia Humana Universal (Stratagene, Agilent
Technologies, La Jolla, CA, USA) que esta compuesto de ARN de 10 lineas celulares. La curva
estandar elegida debe tener varios puntos entre los que deben amplificar todas las muestras
puesto que es el Unico rango en el que se puede asegurar que la amplificacion es lineal. Los
resultados que el programa ofrece generan un grafico (Figura 23), en el que se representa el
incremento de fluorescencia en funcién del ciclo de amplificacién. Sobre este grafico, se fija el
Ct de manera que corte todas las lineas de amplificacion de todas las muestras en la parte
exponencial de la curva, por encima de la sefial del fondo. De este modo se establece el punto

en el que el programa procesara cada amplificacion para calcular la cantidad de molde.

Figura 23. Grafico de los resultados de la RT-PCR cuantitativa. En el eje de abscisas estan representados
los ciclos de amplificacién y en el de ordenadas la intensidad de la sefial.
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Con estos datos, el programa genera un fichero de informe (Experimental Report) en el
que se registra cada muestra, qué tipo de muestra es, los valores de expresion fijados para la
curva estandar y el valor de expresion calculado para cada muestra problema. Este fichero
puede ser almacenado y procesado posteriormente en Excel, donde han de hacerse las
normalizaciones. Asi, para calcular el valor de expresidn real de cada muestra, la expresion del
gen problema hay que dividirla entre la expresidn del control endégeno.

Para el analisis estadistico de los valores de expresidén obtenidos tras realizar la qRT-

PCR, se utilizd el programa SPSS 15.0 con la aplicacion de la prueba t para muestras
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independientes.

7. Calculo de la capacidad de prediccion de la firma génica

Para cada uno de los genes que se validaron mediante PCR, se calculd la capacidad de
predicciéon de respuesta. Para ello se calcularon las curvas ROC con los resultados de
sobreexpresion de los micoarrays para cada uno de los genes, determinandose el punto de
corte, area bajo la curva, sensibilidad y especificidad. Una vez conocidos los puntos de corte,
se determind la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y
exactitud de toda la firma génica. Se empled el programa informatico SPSS 15.0 (SPSS Inc.

2006).

8. Hibridaciodn in situ fluorescente (FISH)

Los estudios de hibridacién in situ fluorescente (FISH) se llevaron a cabo en los
laboratorios de la empresa NimGenetics (Madrid, Espafia).

Esta técnica permite la localizacion de secuencias de ADN especificas sobre
preparaciones cromosomicas, extensiones celulares y cortes de tejido. Se realizd con el
objetivo de comprobar si los datos de expresion referentes a la ruta de activacién c-MYC se
correlacionaban con la amplificacidon de c-MYC. Se analizaron 200 nucleos interfdsicos en corte
histolégico incluido en parafina.

Para la deteccidon de c-MYC se utilizé la sonda Dako Y5410 (del tipo breackapart).
Usando solamente una sonda del tipo breackapart no se podria distinguir entre
amplificaciones y aneuploidias ya que no tiene un centrémero que lo identifique, por eso se
realizé también la hibridacion in situ fluorescente del centrémero del cromosoma 8 (CEP 8) en
las mismas 13 muestras parafina de cancer de recto localmente avanzado. Para ello se empled
la sonda Dako 30-170008, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Las sondas de deteccidén dual consisten en pares de sondas marcadas en dos colores
diferentes (rojo y verde), cada una de las cuales se une a una parte distinta del gen. Los
patrones detectados pueden ser de dos tipos: normal y alterado.

. Patréon normal: un patrén se considera normal cuando se detectan 2 sefales

rojas (c-MYC distal) co-localizadas con 2 sefiales verdes (c-MYC proximal).
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] Patrdn alterado: un patrdn se considera alterado cuando el nimero de sefales
rojas (c-MYC distal) co-localizadas con sefiales verdes (c-MYC proximal), es distinto a 2. Se ven
sefiales fusionadas, normalmente con color amarillo.

La FISH es una técnica semicuantitativa, que se basa en el cdmputo de la proporcion
entre sefiales de c-MYC y CEP8 que no se superponen en la interfase del nicleo de la lesidn.
Tumores con una razén c-MYC: CEP8>= 2:1 se consideran positivos para amplificacidn del gen.
Las sefales de c-MYC y CEP8 se analizaron por dos patélogos independientes y con
experiencia. Los casos en los que no hubo consenso se revisaron en conjunto y se discutieron

por los dos patdlogos expertos.

8.1 Protocolo

Desarrollo

Primer dia

Identificacion de la muestra: se identifica con un N2 de registro de acuerdo al
protocolo: “Recepcidn, codificacidn, y tratamiento de muestras en la Unidad de Citogenética”
de la empresa NimGenetics.

Preparacion de la muestra: extension de los cristales o preparacidén de los mismos si se
trata de cortes de parafina. Las preparaciones se envejecen colocandolas en una placa a 902C
durante 10 minutos. Posteriormente se deshidratan pasandolas por una serie de alcoholes
(70%-80%-100%) dejandolas en cada uno entre 3 y 5 minutos. Tras el ultimo pase en el alcohol
puro, se deja secar (se puede dejar en una estufa a 602C entre 2 y 4 minutos).

Preparacion de la sonda: se lleva a cabo la mezcla de la sonda con su solucién de
hibridacidon correspondiente. Cuando ya esta lista, se coloca en una placa a 962C durante 5
minutos.

Hibridacidn in situ: Se pone la mezcla de hibridacidn sobre el portaobjetos, se le coloca
un cubreobjetos dejando que se extienda. Después se pone en una placa a 802C durante 2
minutos. Una vez transcurrido este tiempo se sella el cristal, se cubre y se introduce en una
camara humeda a 372C durante toda la noche.

Segundo dia

Lavado de los cristales.

® Primero se introducen los cristales en 0.4xSSC/0.3% NP-40 a 75°C durante 2

minutos.
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e Segundo se meten los portaobjetos en 2xSSC/0.1% NP-40 a temperatura
ambiente durante 5 minutos.

e Tercero, se colocan los cristales en PBD 1x a temperatura ambiente entre 2y 4
minutos.

Finalmente, se dejan escurrir, sin que se sequen completamente y se contra-tinen con DAPI.

Captura y analisis

Captura de imagenes. Una vez montados los cristales hibridados se procede a la
captura de imagenes para su posterior analisis. Esto se hace con un microscopio
epifluorescente y una camara digital, todo ello a través de un programa informdatico
(Cytovision). Se capturan entre 10 y 20 imagenes por caso, dependiendo de la calidad de la
hibridacidn.

Analisis de las metafases capturadas. Se lleva a cabo con el analizador de imagen
Cytovision, localizado en el laboratorio de Citogenética. Este programa genera los perfiles de

CGH finales que ofrecen los patrones de pérdidas o ganancias.

9 Inmunohistoquimica.

Para saber si el aumento de los niveles de ARNm de c-MYC en los pacientes
respondedores estaba asociado con un incremento de la expresion proteica de c-MYC se llevo
a cabo la inmunohistoquimica (IHQ) de c-MYC.

Se utilizaron los tejidos almacenados en bloques de parafina correspondientes a 14
adenocarcinomas de recto pre-tratamiento, incluidos en el estudio de expresiéon, y el
anticuerpo para c-MYC (Epitomics, referencia 1472-1, clon: Y69, dilucién 1/50).

Para la realizacidn de esta técnica se contd con el soporte de la Unidad de Inmunohistoquimica

del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO).
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1. Caracteristicas de la muestra

Se incluyeron un total de 35 pacientes pertenecientes a la poblacion del area de
referencia del HUVN (drea norte de Granada) para el estudio de microarrays. Posteriormente,
se anadieron otros 10 pacientes consecutivos, con los mismos criterios, para realizar la
validacién mediante qRT-PCR de los genes identificados en los estudios con microarrays.

De los 35 casos iniciales, se excluyeron 9 por las siguientes causas: seis de ellos (n2 5,
n2 10, n? 26, n? 29, n2 30 y n? 32) al presentar discordancias entre el grado de regresion
tumoral y la disminucién del estadio tumoral y los otros 3 pacientes (n2 8, n? 14 y n223) al ser

las muestras de las biopsias deficitarias.

Caracteristicas de los pacientes
La muestra restante se compone de 7 mujeres (26,9%) y 19 hombres (73,1%), con una

edad media de 61 afios, que varia entre 36 y 83 anos.

Estadio clinico antes de la neoadyuvancia
El 50% de los pacientes se encontraban en estadio clinico Il de su enfermedad antes

del tratamiento radioquimioterapico y el otro 50% en estadio Il

Tratamiento neoadyuvante empleado

En el 57,7% (15 pacientes) de los casos se administré capecitabina concomitante con la
radioterapia. El 42,3% restante (11 pacientes) se tratd con capecitabina y oxaliplatino. Todos
recibieron radioterapia externa sobre la lesién tumoral, el recto, mesorrecto y adenopatias
locorregionales con dosis total de 50,4 Gy en 25 fracciones de 1,8 Gy. En la tabla 11 se expone

las caracteristicas individuales (paciente, estadio tumoral y tipo de tratamiento).
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Tabla 11. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio. N2: nimero de inclusidn del paciente
en el estudio. Sexo: M: mujer. H: hombre. Quimio: quimioterapia empleada en la neoadyuvancia. Cape:
capecitabina. Capox: capecitabina+ oxaliplatino. cTN: estadificacidn clinica mediante pruebas de imagen.
Cirugia: técnica quirdrgica empleada. RAB: reseccion anterior baja. AAP: amputacién abddmino-
perineal. HART: intervencién de Hartmann. TRG: grado de regresién tumoral de Mandard. Downst:
downstaging o disminucion del estadio tumoral. Downs: downsizing o disminucién del T. Resp:
respuesta del paciente. RPC: respuesta patoldgica completa. En gris los pacientes del estudio con
microarrays y en azul los del grupo de validacion.

Ne Sexo Edad Quimio cTN Cirugia TRG Downst Downs Resp RPC
1 H 63 Capox T4N1 RAB 2 S| S| S| NO
2 71 Cape T3NO RAB 2 SI Sl Sl NO
3 H 77 Cape T3N1 RAB 4 S| NO NO NO
4 H 67 Cape T3NO RAB 5 NO NO NO NO
5 M 83 Cape T3NO AAP 2 S| S| S| NO
6 M 63 Cape T3N2 RAB 5 NO Sl NO NO
7 H 53  Capox  T3N1 RAB 1 S| S| S| S|
8 H 64  Capox  T3N2 HART 2 NO S| S| NO
9 H 69 Cape T3NO HART 3 S| S| NO NO

10 H 69 Cape T3NO RAB 1 S| S| S| S|

11 H 71 Cape T3NO RAB 5 S| S| NO NO
12 M 62 Cape T3N1 HART 5 S| NO NO NO
13 M 58 Cape T3N1 RAB 1 S| S| S| S|

14 H 50 Capox T4NO AAP 4 NO NO NO NO
15 H 36 Capox T4NO HART 5 NO NO NO NO
16 H 54 Cape T3NO RAB 4 SI Sl NO NO
17 H 47  Capox  T3NO RAB 4 NO NO NO NO
18 H 45 Capox T3NO AAP 5 NO NO NO NO
19 H 47  Capox  T3N1 HART 1 S| S| S| S|

20 H 74 Cape T3NO HART 4 S| S| NO NO
21 M 61 Cape T3N1 RAB 4 NO S| NO NO
22 M 37 Capox T3N2 RAB 5 NO NO NO NO
23 H 54 Cape T3NO RAB 1 S| S| S| S|

24 H 69 Capox  T3N2 AAP 3 NO NO NO NO
25 M 70 Cape T3N2 RAB 3 S| NO NO NO
26 H 61 Capox T3N1 RAB 2 SI Sl Sl NO
27 M 76 Cape T3NO RAB 4 S| S| NO NO
28 M 64 Cape T3N2 RAB 4 NO NO NO NO
29 H 63 Cape T3N1 RAB 2 S| S| S| NO
30 M 56 Cape T3N1 RAB 3 SI NO NO NO
31 H 62 Cape T3N1 RAB 4 NO NO NO NO
32 H 64 Cape T3N2 RAB 3 NO NO NO NO
33 H 56 Cape TAN1 RAB 3 S| S| NO NO
34 H 62 Cape T3N1 RAB 4 NO NO NO NO
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Tratamiento quirargico

La técnica quirdrgica empleada fue reseccién anterior baja en el 61,5% (n=16, todas
ellas con ileostomia lateral de proteccion), amputacién abdémino-perineal en 15,4% (n=4) e
intervencién de Hartman en el 23,1% (n=6) por incontinencia fecal previa o deseo expreso del
paciente. En todos los casos se realizd escisidén mesorrectal completa.
La intervencidn se realizd unas 8 semanas (mediana) después del tratamiento neoadyuvante,
rango entre 7y 14.
Todas las intervenciones fueron realizadas por la Seccién de Coloproctologia del Servicio de

Cirugia General, en el Hospital Virgen de las Nieves de Granada.

Respuesta anatomopatoldgica a la neoadyuvancia

El 50% de los pacientes se encontraban inicialmente en un estadio Il de su enfermedad
y el otro 50% en el estadio Ill. Diecisiete pacientes (65,4%) tuvieron una disminucién del
estadio tumoral y 16 (61%) una disminucién del tamafio tumoral.
Diez pacientes fueron clasificados como respondedores, 38.4% (grados 1y 2 de Mandard), y 16

(61,5%) como no respondedores (grados 3, 4 y 5) (Figura 24).

Figura 24. Respuesta anatomopatoldgica medida segun los grados de remisidon tumoral de Mandard.

GRADO DE REMISION TUMORAL DE MANDARD

Homogeneidad de la muestra
Al estratificar la muestra para los dos grupos, respondedores y no respondedores, no
se objetivaron diferencias estadisticamente significativas en edad, sexo, quimioterapia

administrada y tipo de cirugia (ver Tabla 12), siendo por lo tanto ambos grupos homogéneos.
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Tabla 12. Caracteristicas (pacientes y tratamiento) del grupo con respuesta y no respuesta.

Quimioterapia

Capecitabina

Capecitabina+ oxaliplatino
Sexo

Mujer
Varén

Técnica quirargica

Reseccion anterior

Amputacion abdémino-perineal

Edad (media + desviacion estandard)

Anadlisis de supervivencia

No
respuesta
16 (61.5%)

17 (73,9%)
6 (26,1%)

8 (34,8%)
15 (65,2%)

20 (87%)
3 (13%)
60,5 + 11,4

Respuesta
10(38.4%)

6(54,5%)
5 (45,5%)

2 (18,2%)
9 (81,8%)

10 (90,9%)
1(9,1%)
63,2+ 9,9

0,434

0,437

1,000

0,526

La media de seguimiento de los pacientes incluidos en el estudio fue de 42 meses

(rango entre 32 y 52 meses). A los 3 afios, la supervivencia libre de enfermedad fue de un

69,2% vy la supervivencia global de un 83,6% (Figura 25). Si estratificamos la muestra de

acuerdo a

la respuesta al tratamiento no se observan diferencias estadisticamente

significativas, quizas atribuible al bajo nimero de pacientes (Figura 26), siendo la supervivencia

global a los 3 afios de 80% para los respondedores y 86% para los no respondedores y la

supervivencia libre de enfermedad de 70% y 68% respectivamente.

Figura 25. Supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global de los pacientes incluidos en el
estudio.
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Figura 26. Comparacion de la supervivencia libre de enfermedad segun su respuesta al tratamiento.
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2. Resultados de los perfiles de expresion genética en la muestra

2.1 Genes expresados diferencialmente entre el grupo con respuesta y no respuesta

Para obtener los perfiles de expresidn génica de las 26 biopsias de adenocarcinoma de
recto en estadio localmente avanzado se hibridé el material genético extraido de muestras de
tejido tumoral por duplicado en los microarrays de genoma completo humano de la
plataforma Codelink® (Applied Microarrays, AZ, USA).

A modo de sintesis, se obtuvieron muestras de tejido tumoral antes de la
neoadyuvancia de cada uno de los pacientes participantes en el estudio, procesandose y
analizandose tal como se ha descrito previamente en Material y Métodos (extraccion, marcaje
e hibridacion de microarrays). Una vez leidos los microarrays en el escaner de lectura GenePix
4000B (Axon Instruments, USA) se obtuvieron los datos globales de la expresién génica.
Posteriormente, se realizé la normalizacion mediante por el programa informatico CodeLink
Expression Analysis v5.0 (Applied Microarrays, Tempe, AZ USA) que reduce la posible
variabilidad debida a la técnica, dejando la variabilidad bioldgica.

Una vez que se homogeneizaron los datos, se procedié a realizar el analisis de
significacién de microarrays (SAM) para determinar los genes que se expresaban de forma
diferente en el grupo de respondedores (10 pacientes) frente a los no respondedores (16

pacientes), ajustando el valor delta para obtener una tasa de falsos positivos acorde con la
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precision buscada. También se calcularon los niveles de expresidn de estos genes, es decir el
numero de veces (folds) que estan sobre-expresados en los pacientes respondedores con
respecto a los no-respondedores.

Se identificaron un total de 260 clones que se corresponden con 257 genes (ANEXO 2)
cuya expresion es distinta y significativa (p ajustada<0,05) entre los dos grupos (respondedores
y no respondedores). Es interesante destacar, que estos genes presentan niveles de expresién
mayores en las muestras de pacientes respondedores.

En general, el cdlculo de las veces (fold) que se encuentran sobre-expresados estos 257
genes en los pacientes respondedores con respecto a los no respondedores no presenté
grandes variaciones, oscilando entre 1,78 de ECT2 y 0,311 de MFDC12. Sin embargo, 5 genes
(c-MYC, GNG4, MMP12, HSPCP1 y STARD7) presentaron un fold mayor o igual a 1,95 (véase
Tabla 13).

Tabla 13. Nombre del gen, numero de veces (fold) que esta sobre-expresado el gen en los
respondedores respecto a los no respondedores y nimero de identificacion de secuencia del GenBank,
NCBI, (CodelLink ID).

Nombre del gen Fold Codelink ID

GNG4 3,002 NM_004485.2
c-MYC 2,984 NM_002467.3
MMP12 2,301 NM_002426.1
HSPCP1 2,218 BQ431029.1

STARD?7 2,005 NM_139267.1
GEMIN5 1,956 NM_015465.1

Tras el analisis estadistico se realizé el agrupamiento de los datos en un dendrograma.
El perfil de expresidn conseguido utilizando estos 257 genes proporciona basicamente la
separacion de respondedores y no respondedores en funcidn del patrén de expresidn de estos
genes (Figura 27). En el dendrograma se pueden ver los genes sobre-expresados en color rojo y
los reprimidos en color azul. Cada columna corresonde a un gen y cada fila a un paciente. Se
ven dos ramas principales. En la primera se agrupan 5 pacientes respondedores que muestran
una gran sobreexpresion de los genes (predominio del color rojo). La otra rama es mas
heterogénea y con mas ramificaciones, agrupando los no resondedores y el resto de los
respondedores (predominio de color azul). Las multiples ramificaciones reflejan Ia

heterogeneidad genética de estos tumores.
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Figura 27. Agrupamiento en dendrograma de los 257 genes expresados de forma diferente vy
significativa (p<0,05) entre los pacientes con cancer de recto localmente avanzado respondedores
versus los no respondedores. Cada fila corresponde a un gen y cada columna a un paciente. Los genes
sobre-expresados aparecen en color rojo y los reprimidos en azul. Las bandas de color gris representan
los pacientes respondedores y las negras los no respondedores.

(b e

Entre los 257 genes que diferenciaban los pacientes con cancer de recto localmente
avanzado respondedores versus los no respondedores, distinguimos genes implicados en
importantes funciones celulares, tales como ciclo celular, apoptosis, transduccion de seiales,
etc. A continuacién se resumen algunos de los mas destacados:

GNG4 (gunanine nucleotide-binding protein, gamma-4): codifica la subunidad
gamma-4 de una proteina de membrana que regula el flujo de informaciéon desde los
receptores de superficie celular a varias acciones metabdlicas del interior celular***.

¢-MYC: es un protooncogén que codifica un factor de unién al ADN que puede activar
o reprimir la transcripcion. A través de este mecanismo, regula la expresion de varios genes

que controlan importantes funciones celulares como el crecimiento o la progresién. Es un gen
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critico en la replicacidon del ADN. La alteracidn de este gen resulta en varios cambios celulares
. < . 142
gue actlan como promotoras de la oncogénesis .
MMP12 (matrix metalloproteinase 12): gen que codifica la metaloproteinasa 12. Las
metaloproteinasas son una familia de enzimas importantes en la remodelacién de los tejidos y
en su reparacion. La alteraciéon de su expresién se asocia a enfermedades como invasion

tumoral, artritis, aterosclerosis, aneurisma de aorta abdominal, etc*® **

. Es de destacar que
otros miembros de esta familia también se han relacionado con la respuesta a la
radioquimioterapia, como la MMP7, MMP14, MMP9, MMP1 y MMP16* '*°,

GEMIN5 (Gem (nuclear organelle) associated protein 5): codifica una proteina que es
una parte de un gran complejo macromolecular localizado tanto en el citoplasma como en el
nucleo y que juega un papel en el ensamblaje de pequefias ribonucleoproteinas del nucleo
(snRNPs)*.

RRM1 (Ribonucleotide reductase, M1 subunit): este gen codifica la subunidad grande
(R1) de la ribonucleotido reductasa. En las células en divisién, la ribonucleotido reductasa es
esencial para la produccion de desoxirribonucledtidos antes de la sintesis del ADN en la fase S.
Ninguna de las dos subunidades de esta encima se encuentran en las células quiescentes, sin
embargo se puede detectar durante todo el ciclo de divisién celular'®®.

ID1 (Inhibitor of DNA binding 1): las proteinas ID regulan la transcripcién en diferentes
tipos celulares. Se ha demostrado que contribuyen al crecimiento celular, diferenciacion,
senescencia y angiogénesis*** >,

ECT2 (Epithelial cell transforming sequence 2 oncogene): es una proteina

transformadora que interactla con otras proteinas Rho-like de la superfamilia RAS. Actua

como encogenlsz.

2.2 Estudio de las vias metabdlicas en las que participan los genes diferencialmente

expresados entre respondedores y no respondedores

A continuacién, se quiso determinar si habia disparidades en la distribucion de las
funciones de los genes que diferenciaban los respondedores de los no respondedores,
respecto a la distribucion de todos los genes incluidos en el programa IPA. IPA permite
comparar las funciones de los genes presentes en dos listas distintas: La lista “referencia”
(propia de IPA) y la lista “problema”, que contiene, en este caso, los 257 genes. Este dato

indicaria si genes con una funcidén concreta estan mas representados en la lista de 257 genes.
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Tras este analisis se comprobd que los genes implicados en el metabolismo de las
pirimidinas estaban (p=0,022) mas representados en el grupo de los 257 genes. También la
categoria de enfermedades y funciones moleculares mostré diferencias significativas,
indicando que es en estos procesos bioldgicos donde residen las principales disparidades
existentes entre respondedores y no respondedores.

Entre las distintas opciones que genera el programa IPA para clasificar los genes
(funciones bioldgicas, enfermedades, rutas) se identificaron (p<0,05):

® Funciones bioldgicas: metabolismo de pirimidinas (p=0,022, 5/231 genes) y purinas
(p=0,011, 5/439 genes), sefalizacién de metastasis de cancer colorrectal (p=0,02,
2/254 genes).

e Enfermedades y funciones moleculares: en enfermedades, desdrdenes y funcidn
molecular y celular, muchos de estos genes estaban relacionados con céancer
(p<0,001, 33 genes) y con proliferacién y crecimiento celular (p<0,001, 19 genes).

El programa IPA también se utilizd para construir una red que interrelacionara los 257
genes. La red de interconexion mas importante sefialada por esta aplicacién incluia 49 genes
(Tabla 14), entre los que destacaban 24 genes que estaban en relacion directa o indirecta con

¢c-MYC (Figura 28).
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Figura 28. Ruta de c-MYC propuesta por el programa IPA, interrelacionado con 24 genes identificados en
este estudio (en rosado). Las flechas continuas indican estimulacion, las discontinuas inhibicién. Las
distintas formas se corresponden con diferentes tipos de proteinas como se ve en el recuadro superior.
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Tabla 14. Genes que el programa IPA demostro relacionados con c-MYC.

Nombre del
gen
NKRD32

CNP
DARS

DDX28

ECT2
GMNN

GTF2F2

ID1

MAPK9

MCM3

MRPL12

MYC

NDUFB5

OIP5

POLA

PPAP2C

RACGAP1
RAD18

SKA2
SMC1L1

STMN1

STMN2

TOM1L1

UBE3A

Descripcion

PMO0-NN0046-040400-001-a07
sapiens cDNA
aspartyl-tRNA synthetase (DARS)

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 28 (DDX28),
nuclear gene encoding mitochondrial protein

NNOO46 Homo

epithelial cell transforming sequence 2 oncogene
(ECT2)

geminin, DNA replication inhibitor (GMNN)
general transcription factor IIF, polypeptide 2 (30kD
subunit) (GTF2F2)

inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-
loop-helix protein (ID1), transcript variant 2

mitogen-activated kinase 9 (MAPK9),

transcript variant 2

protein

MCM3 minichromosome maintenance deficient 3 (S
cerevisiae) (MCM3)

mitochondrial ribosomal protein L12 (MRPL12),
nuclear gene encoding mitochondrial protein

v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
(avian) (MYC), mRNA

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 Dbeta
subcomplex, 5, 16kDa (NDUFB5), nuclear gene
encoding mitochondrial protein

Opa interacting protein 5 (OIP5)

yM15b01r1

Soares_placenta_8to9Meeks 2NbHP8to9M cDNA

clone [IMAGE:252265 5' similar to gh:X60489
ELONGATION FACTOR 1-BETA (HUMAN);

phosphatidic acid phosphatase type 2C (PPAP2C),
transcript variant 2

GTPase-ACTIVATING PROTEIN, RAC, 1

RAD18 homolog (S cerevisiae) (RAD18)

family Mith sequence similarity 33, member A
(FAM33A)

KIAA0178 mRNA

stathmin
variant 2
cDNA FLI34868 fis, clone NT2NE2014525, highly
similar to SCG10 PROTEIN

target of myb1-like 1 (chicken) (TOM1L1)

ubiquitin protein ligase E3A (human papilloma virus

E6-associated protein, Angelman syndrome) (UBE3A),
transcript variant 2

1/oncoprotein 18 (STMN1), transcript
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Codelink ID
descatalogado
AM896213.1
NM_001349.2

NM_018380.2

NM_018098.4
NM_015895.3

NM_004128.1

NM_181353.1

NM_139068.1

NM_002388.3

NM_002949.2

NM_002467.3

NM_002492.2

NM_007280.1

H87655.1

NM_177526.1

ST-M72501
NM_020165.2

NM_182620.1
D80000.2

NM_203399.1

AK092187.1

NM_005486.1

NM_000462.2
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2.3 Validacion mediante RT-PCR cuantitativa

Se validaron 20 de los 257 genes expresados diferencial y significativamente (p<0,05)
entre respondedores y no respondedores usando la técnica denominada RT-PCR cuantitativa a
tiempo real, con la finalidad de confirmar por otra técnica distinta los datos de expresién
obtenidos de los microarrays.

Para la validacién se extrajeron muestras de los 34 pacientes con cancer de recto
localmente avanzado que cumplieron los criterios de inclusion y exclusién mencionados en el
apartado Material y Métodos. De estas muestras sélo en 24 se pudo extraer suficiente ARNm
para realizar la validacidn: 10 respondedores y 14 no respondedores.

Se escogieron para la validacién los genes que mejor diferenciaban los dos subgrupos
(respondedores versus no respondedores) y cuya funcién bioldgica se consderd interesante:
ABCB7, CD81, CHMP4B, CRI2, ECT2, FAM33A (SKA2), GNG4, ID1, MMP12, MYC, NATS5, RRM1,
RFSBP1, STMN1, STMN2, TOP1IMT, MAPK9, TRIAP1 (P53CSV), DPM1, y POLAl. Ademas, se
analizaron TP53 (tumor protein 53) y CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1a) dada su
asociacion con tumores colorrectales.

Los resultados obtenidos fueron concordantes con los de los de la técnica de
microarrays y confirmaron una expresion diferencial entre los dos subgrupos de pacientes con
cancer de recto localmente avanzado: respondedores y no respondedores. Las diferencias de
expresion fueron estadisticamente significativas para los siguientes genes (Figura 29): c-MYC

(p=0,021), GNG4 (p=0,003), POLA (p<0,0001) y RRM1 (p<0,0001).
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Figura 29. Diagramas de cajas y bigotes que representan los valores de expresion mediante gRT-PCR de
los genes c-MYC, GNG4, POLA y RRM1, cuya diferencia ha sido estadisticamente significativa en los dos
grupos: respondedores y no respondedores). Las cajas representan los cuartiles 25-75, la media estd
representada por la linea negra, los circulos (O) indican los valores atipicos y el asterisco (*) los valores
extremos.

o
1

p=0.003 : 4 p=0.021

3

MY CIGAPDH
T
w

GNG&IGAPDH

n £
)
: .
Q
T T
Yo Bpdgre s

Redgandent

T p<0.0001 1 < 0.0001

POLAGAFDH
REAMUGAPDH
T

T
Hon Begporders Peupordery hon Pebpornds s P

3. Valor predictivo

3.1 Curvas ROC de c-MYC, GNG4, POLA Y RRM1

Para evaluar la capacidad diagndstica de cada uno de los genes diferencialmente
expresados entre respondedores y no respondedores que se validaron mediante gRT-PCR
cuantitativa, se realizaron curvas ROC, calculandose el punto de corte asi como el drea bajo la

curva, sensibilidad y especificidad (ver tabla 15 y Figuras 30y 31 ).
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Tabla 15. Puntos de corte, drea bajo la curva, sensibilidad y especificidad para los microarrays de cada
uno de los genes validados mediante PCR.

Gen Puntode corte Areabajolacurva Sensibilidad (%) Especificidad (%)

c-MYC 64,45 0,862 70 100
GNG4 5,59 0,750 70 81,3
POLA 167,64 0,850 60 87,5
RRM1 5,52 0,806 60 75

Figura 30. Curvas ROC de c-MYC y RRM1. La capacidad de prediccion de respuesta es mejor cuanto mas

se aleje de la linea de referencia (verde), siendo mayor el area bajo la curva, con mayor sensibilidad y
especificidad (y por tanto menor 1-Especificidad).
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Figura 31. Curvas ROC de POLA y GNGA4. La capacidad de prediccidon de respuesta es mejor cuanto mas
se aleje de la linea de referencia (amarillo), siendo mayor el area bajo la curva, con mayor sensibilidad y
especificidad (y por tanto menor 1-Especificidad).
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3.2 Capacidad predictiva (valor predictivo positivo) de la firma génica

Se determiné la capacidad que tiene el conjunto de genes validados (c-MYC, GNG4,
POLA y RRM1) para predecir la respuesta a la radioquimioterapia en pacientes con cancer de
recto localmente avanzado. Si consideramos que el test sale positivo cuando hay al menos 3
genes sobreexpresados (ARNm), tiene una sensibilidad de un 60%, especificidad de un 100%,
valor predictivo positivo de un 100%, valor predictivo negativo de un 80% y una exactitud de

un 85% para identificar los pacientes respondedores.

4. Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Para conocer si los datos de expresion referentes a la ruta de activaciéon c-MYC se
correlacionan con la amplificacién de c-MYC, se llevd a cabo un estudio de citogenética

molecular mediante hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) sobre nucleos interfasicos en
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corte histoldgico incluido en parafina. Para la deteccion de c-MYC se empled la sonda Dako
Y5410 (del tipo breackapart) y se identificé también el centromero del cromosoma 8 (con la
sonda Dako 30-170008) con el fin de distinguir entre amplificaciones y aneuploidias.

Se incluyeron para ello 13 muestras parafinadas extraidas antes de la neoayuvancia de
pacientes con adenocarcinoma de recto. Los resultados, incluidos las caracteristicas de los
pacientes y tumores, se exponen en la tabla 16, muestran que c-MYC no estaria amplificado en
los tumores de los pacientes respondedores, que presentan niveles de ARNm de c-MYC
elevados. La activacidon de c-MYC se deberia a otro mecanismo distinto a la amplificaciéon. En la
figura 32 se pueden ver dos ejemplos de FISH de c-Myc en pacientes afectos de cancer de

recto

Tabla 16. Resultados obtenidos del FISH de c-MYC y CEP8 en pacientes con cancer de recto localmente
avanzado.

Ne sefiales . Ne
N2 Respuesta Patrones Reordenamiento para el gen -
aciente tumoral observados CEEEECES ) c-MYC sefiales
P patrén alterado de Cep8
20 NR normal -
13 R normal -
3 NR normal -
10 R normal -
6 NR normal -
17 NR normal -
25 NR normal -
23 R normal -
normal - Negativo, con un patrén 2
7 R compatible con la presencia
alterado 3-4 de 3-4 copias del gen c-MYC 2
sl _ Negativo, con un patrén 2
5 R compatible con la presencia
alterado 4-6 de 4-6 copias del gen c-MYC 2
A ; Negativo, con un patrén 2
18 R compatible con la presencia
alterado 3 de 3 copias del gen c-MYC 2
normal _ Negat.ivo, con un patrén- 2
19 R compatible con la presencia
alterado 1 de 1 copia del gen c-MYC 2
normal _ Negativo, con un patrén 2
12 NR compatible con la presencia
alterado 1 de 1 copia del gen c-MYC 2

NR: no respondedor
R: respondedor
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Figura 32. Analisis mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH) usando sondas c-MYC break-apart y
CEP8 en muestras de tejido de adenocarcinoma de recto localmente avanzado. A) Muestra con marcaje
para c-MYC en la que se observan 3-4 copias de c-MYC por nucleo. B) Muestra con marcaje para CEPS,
en el que se observan dos copias por nucleo de esta sonda y por lo tanto del centrémero 8, descartando
asi la amplificacidn.

5. Inmunohistoquimica: expresion proteica de c-MYC

Para conocer si las discrepancias en los niveles de expresidn se correlacionaban con
diferencias a nivel proteico, se llevd a cabo el andlisis inmunohistoquimico de la proteina c-
MYC.

La proteina c-Myc actia como un factor de adhesién al ADN que puede activar o
reprimir la transcripcidn. Actia como mediador de numerosas sefiales mitogénicas y estd
involucrado en los procesos de proliferacion celular a través de la formacion de complejos
heterodiméricos con la proteina Max, que es otro de los genes sobre-expresados en los
pacientes respondedores versus los no respondedores. Asimismo, la translocacion
cromosomica de c-MYC, que implica a los genes de las cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulinas (t(8;14) y t(2;8)), se ha relacionado con los linfomas de Burkitt. La sobre-
expresion de la oncoproteina c-MYC dificulta la diferenciacion y favorece la proliferacion
celular.

Al igual que con la FISH, sélo se obtuvieron 13 muestras de adenocarcinoma de recto
de biopsias de endoscopias previas al inicio de la neoadyuvancia. De estas muestras hubo 12

resultados vélidos (Tabla 17).
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Los casos con sobre-expresidn de la proteina c-MYC se caracterizaron por una tincion

nuclear. El 100% de las muestras de adenocarcinomas de recto presentaban un elevado

nuimero de células tumorales positivas (>90%) para la proteina c-MYC, independientemente de

su respuesta al tratamiento y no se detectd esta proteina en ninguna de las muestras de tejido

sano (Figura 33). Por lo tanto, la tincion inmunohistoquimica de c-MYC en muestras de tejido

tumoral en el momento del diagndstico no nos sirve para predecir la respuesta.

Tabla 17. Resultados de la expresion de proteina c-MYC mediante inmunohistoquimica.

Cadigo
2605/09
7138/08
11842/08
11843/08
5038/09
877/09
5803/10
3422/08-2
6058/08-1
877/09-1
5396/08
2556/09
9536/08

IHC c-Myc

Nuclear, >90 % tumorales
Nuclear, >90 % tumorales
Nuclear, >90 % tumorales
Nuclear, >90 % tumorales
Nuclear, >90 % tumorales
Nuclear, >90 % tumorales
Nuclear, >90 % tumorales
Nuclear, >90 % tumorales
No tumor

Nuclear, >90 % tumorales
Nuclear, >90 % tumorales
Nuclear, >90 % tumorales

Nuclear, >90 % tumorales

Respuesta al tratamiento
TRG4
TRG5
TRG3
TRG1
TRG1
TRG1
TRG3
TRG4
TRG1
TRG1
TRG1
TRG4
TRG2

Figura 33. Expresion inmunohistoquimica de la proteina c-MYC en muestras de tejido tumoral y sano. Se
ve aumento de la proteina en tejido tumoral y ausencia de la misma en tejido sano.
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Siendo la cirugia el tratamiento mas eficaz en el cancer de recto, la radioquimioterapia
preoperatoria desempefia un papel basico en el manejo de los tumores localmente avanzados,
consiguiendo mejorar el control local de la enfermedad frente a la cirugia, bien sola o asociada
a la radioquimioterapia postoperatoria. Mds aun, aquellos pacientes que tienen una respuesta
completa o casi completa a la neoadyuvancia han demostrado beneficiarse de un mejor

15315 ademas de presentar una mayor tasa de preservacién de

prondstico a largo plazo
esfinteres™®. Por estas razones, la radioquimioterapia preoperatoria o neoadyuvante ha sido
incorporada a los protocolos multidisciplinares de tratamiento de las neoplasias de recto en
estadio localmente avanzado. Pese a estas claras ventajas, sélo un pequefio porcentaje de
pacientes (20-40%) muestran una buena respuesta al tratamiento y para complicar aun mas
este hecho, no existe actualmente ninguna prueba diagndstica fiable que nos permita
identificar qué pacientes han tenido una buena respuesta y mucho menos una prueba que
pueda predecirla durante o antes de su aplicacion. Asimismo, el tratamiento neaodyuvante,
sobretodo la radioterapia, no estd exento de efectos adversos como incontinencia fecal,
lesiones nerviosas, complicaciones sépticas, entre otras, que seria deseable evitar
precisamente en los pacientes no respondedores, asi como ser capaces de poder ofrecerles
una alternativa terapéutica dentro del concepto de lo que se ha denominado medicina
individualizada.

En este contexto de medicina individualizada es importante indicar que ya existen
plataformas diagndsticas con microarrays perfectamente aceptadas en la practica clinica,
como el test para la determinacion del riesgo de desarrollar metastasis en pacientes con
cancer de mama (Mammaprint®) o de recurrencia (Oncotype DX®) que esta siendo utilizada en
la practica diaria™’*.

Otra plataforma patentada de microarrays es la Coloprint®, utilizada para predecir el
riesgo de desarrollar metdastasis a distancia en los canceres de colon en estadio Il
Recientemente ha sido publicado un articulo cuyo objetivo es validarla como otra herramienta
mas a la hora de determinar el prondstico e identificar pacientes que se pudieran beneficiar
del tratamiento quimioterapico™.

En este vanguardista contexto, surge el presente estudio, cuyo objetivo es la
identificacion de posibles genes predictores de respuesta al tratamiento neoadyuvante en
pacientes con adenocarcinoma de recto localmente avanzado mediante la tecnologia de
microarrays. Para ello se tomaron biopsias de tejido tumoral antes de iniciar la neoadyuvancia
y se establecié el perfil de expresién genética de las mismas. Los pacientes recibieron

radioquimioterapia durante 5 semanas (50,4 Gy en 28 fracciones de 1,8 asociado a

capecitabina o capecitabina y oxaliplatino), seguido de un periodo de latencia de 8 semanas.
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Posteriormente, se intervinieron mediante la técnica habitual de escision mesorrectal
completa. La respuesta al tratamiento se evalué mediante los grados de remisién tumoral de
Mandard en la pieza quirurgica, clasificindose como sujetos respondedores los grados 1y 2 y
como no respondedores los grados 3-4-5. Ademas se evalué de forma complementaria el
cambio del estadio UICC (conceptos anglosajones de downsizing y downstaging).

Cuando se estratificaron los pacientes en dos subgrupos (respondedores y no
respondedores) se pudo comprobar que eran homogéneos para edad, sexo, tratamiento
administrado y técnica quirdrgica y, por tanto, comparables, eliminando errores que pudiesen
confundir los resultados. En la muestra analizada un 38% de los pacientes respondieron al
tratamiento, siendo la respuesta patoldgica completa del 19%, similar a la que se encuentra en
la bibliografia, que varia entre un 8 y un 31%"" "> %,

Se determind un grupo de genes cuya sobreexpresion se asocid a una buena respuesta
a la neoadyuvancia, permitiendo diferenciar los dos grupos (respondedores y no
respondedores). Atendiendo a esta primera aproximacién, los pacientes no respondedores
aparecen como un grupo relativamente homogéneo, comparados con los respondedores, al
aparecer distribuidos bajo una misma rama en el dendrograma, pese a presentar ésta
multiples ramificaciones.

Al cotejar las funciones de éste perfil genético con las funciones de los genes incluidos
en el programa IPA se objetivd su vinculacién sobre todo con la ruta de c-MYC, metabolismo
de las pirimidinas y sefializacion celular o con la proliferacion y crecimiento celular.
Probablemente estos procesos biolégicos son la clave dénde residen las discrepancias
genéticas entre los dos grupos de pacientes.

Al anotar la localizacién cromosémica de los 257 genes se comprobé que habia 8 que
se localizaban, al igual que c-MYC, en el brazo largo del cromosoma 8. Los datos de
fluorescencia in situ (FISH) demostraron que los pacientes respondedores, con sobre-expresién
de ARNm de ¢c-MYC, tenian un nimero normal de copias del gen a nivel del ADN. Esto hace
suponer que la activacion de c-MYC en los tumores respondedores puede ocurrir por
mecanismos independientes de la amplificacién, como son las translocaciones™® o mutaciones

puntuales en la secuencia de nucleétidos™®

. El mecanismo preciso no ha sido identificado aun.

Para ir mas alld y comprobar si la sobreexpresién de c-MYC en los pacientes
respondedores frente a los no respondedores se correspondia con los niveles proteicos, se
determind la presencia de esta proteina en biopsias de tejido tumoral mediante
inmunohistoquimica. Otros estudios han demostrado la importancia diagndstica del analisis

166

inmunohistoquimico para la determinacién de c-MYC en cdncer de recto™ . De acuerdo al

dogma central de la biologia, se asume normalmente que las muestras con niveles altos de
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ARN tienen a su vez niveles elevados de la proteina por éste codificada. Sin embargo, esto no
tiene que ser necesariamente asi, ya que existen controles postranscripcionales vy
postranslacionales. En el presente estudio, sorprendentemente, todos los tumores,
respondedores o no, demostraron tener sobrexpresada la proteina c-MYC a nivel del nucleo
celular. De esta manera, ninguna de estas dos pruebas pueden servir en la practica clinica para
seleccionar pacientes previo al tratamiento neoadyuvante. Un dato interesante es que en la
inmunohistoquimica todas las muestras de tumor sobre-expresaban proteina c-MYC, mientras
que estaba ausente en las muestras de tejido normal. Podria asi comportarse como un
marcador de malignidad.

Aunque el mecanismo no estd todavia aclarado, a la vista de estos resultados cabe
suponer que la sobreexpresion de c-MYC en tumores rectales conduce a un aumento en la
sensibilidad de la célula a la apoptosis inducida por las fluoropirimidinas. Dentro de la célula, el
5FU se transforma en varios metabolitos citotdxicos que se incorporan al ADN y ARN alterando
la sintesis de ADN y conduciendo finalmente a la célula a la muerte celular programada. Dado
que el 5FU es un farmaco especifico de la fase S y por lo tanto sélo actia en algunas fases
celulares, los pacientes que presentaban tumores rectales con mayor proliferacién vy
crecimiento en su perfil genético son los que mejor respondieron al tratamiento.

La sobre-expresion de estos genes (c-MYC, GNG4, POLA y RRM1) en muestras de tejido
tumoral antes de iniciar la neoadyuvancia ha demostrado una buena correlacion con la
respuesta, especialmente para c-MYC. Aunque la sensibilidad es relativamente baja (60%), una
sobre-expresién de c-MYC por encima de 64,45 tiene una alta especificidad (100%), lo que
quiere decir que los pacientes que clasifica como respondedores (grados 1y 2 de Mandard) lo
son en realidad (en la muestra de esta Tesis Doctoral los 7 tumores con sobre-expresion de c-
MYC por encima de 64,45 fueron posteriormente respondedores).

Cuando se evalud la firma génica en su conjunto, es decir, los cuatro genes que se han
podido validar (c-MYC, GNG4, POLA y RRM1), también se obtuvo una buena correlacion con la
respuesta. Los pacientes con sobre-expresidon de tres de los cuatro genes por encima de los
valores indicados en la Tabla 15 seran respondedores con una alta especificidad (100%) y valor
predictivo positivo (100%). La sensibilidad sigue siendo relativamente baja (60%), con un valor
predictivo negativo de 80% y una exactitud del 85%.

La supervivencia libre de enfermedad de los pacientes incluidos en el estudio, a los tres
afios, fue de 69,2% y la supervivencia global del 83,6%, datos comparables a los de otras
series”’. No se han podido demostrar diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes respondedores y no respondedores, posiblemente debido a que es una muestra

pequefia para un estudio de este tipo y que el seguimiento es corto.
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1. Prediccidon de respuesta utilizando microarrays de expresion en

biopsias de tejido

El analisis de la literatura revela distintas publicaciones con un disefio similar al de esta
Tesis Doctoral y que tratan de aclarar el mismo objetivo.
El primer estudio sobre la aplicacién de una firma génica como predictor de respuesta

167

al tratamiento neoadyuvante en el cancer de recto data de 20057, incluyé 30 pacientes

procedentes de la base de datos del prestigioso Grupo Aleman para el Estudio del Cancer de

Recto™®®

a los que se les administré radioquimioterapia preoperatoria con un esquema muy
similar al de la serie de esta Tesis Doctoral (50.4 Gy de radiacidn, aplicada en 28 fracciones
asociado a infusién continua de 5FU) y se intervinieron 6 semanas tras la finalizacién de la
neoadyuvancia. La respuesta al tratamiento se valord usando: la disminucién del T (con
respecto a la preoperatoria determinada por ecografia, uT) y los grados de remisidon tumoral

de Dworak (considerando respondedores los grados 3-4)'%

. Basandose en el downsizing o
disminucién del T identificaron 54 genes expresados de forma diferente en muestras de tejido
tumoral extraidas antes de la neoadyuvancia entre los pacientes respondedores versus no
respondedores. Con estos genes consiguieron una precision en la prediccion de grupo de un
83%, tanto para respondedores como no respondedores, demostrando que el estudio de
expresion genética mediante microarrays era util para predecir la disminucion del tamafio
tumoral (medido por la disminucién del ypT respecto al uT) como respuesta al tratamiento
preoperatorio con radioquimioterapia. Estos 54 genes estan implicados en diversas funciones

bioldgicas como: la reparacion del dafo celular al ADN (SMC1), la organizaciéon de

microtubulos (CLMN y CDC42BPA), y la sefializacién celular (FLNB).
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Tabla 18. Caracteristicas y principales resultados de los estudios publicados en los cuales se determiné el perfil de expresion genética mediante microarrays de ADN en
pacientes con adenocarcinoma de recto localmente avanzado sometidos a QRT preoperatoria. Dowsizing: disminucidn del ypT con respecto al cT antes de iniciar la

Estudio

Ghadimi
2005

Watanabe
2006

Kim 2007

Rimkus
2008

Nishioka
2011

Palma
2013

Tesis
Doctoral

neoadyuvancia, VPN: valor predictivo negativo, VPP: valor predictivo positivo, 5FU: 5 fluouracilo, LV: leucovorin.

Tipo muestra

Biopsia tejido
tumoral

Biopsia tejido
tumoral

Biopsia tejido
tumoral

Biopsia tejido
tumoral

Biopsia tejido
tumoral

Sangre periférica

Biopsia tejido
tumoral

N2
pacientes

30

52

31

43

17

27

26

Grupo
validacion

No

17

15

No

Dosis radioterapia

Quimioterapia

50,4 Gy/ 28 fracciones
5FU

50,4 Gy

50,4Gy/28 fracciones

5FU+LV/ Capecitabina/
capecitabina+ irinotecan

45Gy

5FU

40Gy /20 fracciones
S-1

50,4Gy/ 28 fracciones

Capecitabina/capecitabina+
oxaliplatino

50,4Gy/ 28 fracciones

Capecitabina/capecitabina+
oxaliplatino

Valoracion respuesta

Downsizing

Escala semi-cuantitativa
japonesa

Grados de remision de
Dworak

Grados de remision de
Becker

Escala de la Japanese
Society for Cancer of
the Colon and Rectum

Grados remision de
Mandard

Grados remision de
Mandard

Genes identificados: genes destacados

54 genes: SMC1, CLMN, CDC42BPA y FLNB

33 genes:
. Sobrexpresados: LUM, THBS2 y
LGALS1
. Reprimidos: CYP40 y GPX2

95 genes: TYMS y RAD23B

42 genes:
. Sobreexpresados: CASP1,
SLC35E1, CCNK, STAT2 y ETS2
o Reprimidos: TDE1, USP42, M-RIP
y FREM1

17 genes: MMP7, MMP14, MMP9, MMP1,
MMP16 y RRM1

8 genes: FALZ

257 genes: c-MYC, POLA, RRM1y GNG4

Variable resultado

Prediccién grupo 83%

Prediccion clase
82,4%
Sensibilidad 50%
Especificidad 100%
VPP 100%
VPN 76,6%

Precision 87%
Sensibilidad 100%
Especificidad 82%

Precisiéon 81%
Sensibilidad 71%
Especificidad 86%

VPP 71%
VPN 86%

Exactitud 85%
Sensibilidad 60%
Especificidad 100%
VPP 100%
VPN 80%
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Al afio siguiente, el grupo japonés de Watanabe y cols. publicaron un andlisis de
microarrays de ADN con un objetivo similar: establecer un modelo de prediccidn de respuesta
a la radioterapia preoperatoria®®. Analizaron un total de 52 pacientes, de ellos 35 en el grupo
de ensayo y 17 en el grupo de validacion. Las muestras se extrajeron mediante biopsia por
colonoscopia antes de iniciar el tratamiento, que consistié en radioterapia preoperatoria (50.4
Gy) sin quimioterapia alguna, seguida de un periodo de 4 semanas de latencia y
posteriormente reseccion quirldrgica. La evaluacion de la respuesta se determind mediante
analisis anatomopatolégico en la pieza quirurgica, usando para ello la escala semicuantitativa
japonesa. Se clasificaron como respondedores los grados 2-3 y no respondedores los grados O-
1. Con los 35 pacientes del ensayo se determind un grupo de 33 genes diferencialmente
expresados entre respondedores y no respondedores: 20 se sobreexpresaban, por ejemplo
genes relacionados con apoptosis como lumican (LUM), thrombospondin 2 (THBS2) y galectin-
1 (LGALS1), mientras que 13 se reprimian en el grupo de respondedores como cyclophilin 40
(CYP40) y glutathione peroxidase 2 (GPX2). A continuacidn, se realizé una prediccién de clase
con los 33 genes en los 17 pacientes del grupo de validacidn, encontrandose una exactitud de
un 82,4% para la determinacidn de la clase, una sensibilidad de un 50%, una especificidad de
un 100%, un valor predictivo positivo de un 100% y un valor predictivo negativo de un 76,6%.
Los autores concluyeron que la utilizacion de una firma génica podria ser util para predecir la
respuesta a la radioterapia en el cancer de recto.

Kim y cols. realizaron un estudio en 2007 con 46 pacientes (31 en el grupo de ensayo
inicial y 15 para la validacidn) a los que se les extrajeron muestras de tejido tumoral y
posteriormente se les administré radioterapia preoperatoria mediante 50.4 Gy en 28
fracciones asociado a quimioterapia (5FU + leucovorin, capecitabina o capecitabina +
irinotecan)'®. Los pacientes fueron intervenidos a las 6 semanas y se clasificd la respuesta
tumoral mediante los grados de remisidon tumoral de Dworak. Identificaron un grupo de 95
genes a los que se aplicéd el método LOOCV (leave-one-out-cross-validation) para prediccion de
la respuesta y encontraron que este grupo de genes permitia una prediccion de respuesta
tumoral con una precision de un 84%, una sensibilidad de un 64%, especificidad de un 95%,
valor predictivo positivo de un 88% y valor predictivo negativo de un 83%. En el grupo de
validacién se consiguid una precisién de un 87%, sensibilidad de un 100% y especificidad de un
82%. Entre los 95 genes destacaron el gen de la timidilato sintetasa (TYMS, implicado en la
sintesis del ADN), que estaba altamente expresado en los tumores respondedores, y RAD23B
(implicado en la reparacién de la escision de nucledtidos), que estaba elevado en los no

respondedores y que previamente se habia demostrado asociado a pacientes resistentes al
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tratamiento con 5FU. Estos dos genes podrian usarse para evaluar la respuesta a tratamiento
con 5FU.

Otro estudio similar es el llevado a cabo por el grupo de Rimkus y cols. en Alemania”®
con 43 pacientes en estadio uT3. Las biopsias del tejido tumoral fueron obtenidas mediante
colonoscopia. El esquema terapéutico empleado fue radioquimioterapia de ciclo largo, 45 Gy
en total, asociado a infusién continua de 5FU. Tras una latencia de 4-6 semanas, se practico la
reseccidn quirdrgica habitual. La respuesta anatomopatoldgica se evalué en la pieza quirdrgica,
usando la clasificacion de Becker (clasificando como respondedores el grado 1 y como no
respondedores los grados 2-3). Aproximadamente un tercio de los pacientes fueron
respondedores y dos tercios no respondedores. Se encontraron 42 genes que se expresaban
de forma diferente y estadisticamente significativa (p<0,05) entre respondedores y no
respondedores. De ellos, 5 (FREM1, M-RIP, SDHC, TDE1 y USP42) tenian reducida su expresion
en el grupo de los respondedores, mientras que el resto de genes estaban sobre-expresados y
participaban en apoptosis (CASP1), transporte (SLC35E1), sefializacion celular (STAT2 y ETS2) y
ciclo celular (CCNK). En el analisis de la exactitud a la hora de predecir la respuesta, se
encontré que un 19% de los pacientes se clasificaban de forma incorrecta atendiendo a ese
conjunto de genes. La sensibilidad fue de un 71%, la especificidad de un 86%, el valor
predictivo positivo de un 71% vy el valor predictivo negativo de un 86%. Un aspecto interesante
fue que realizando el mismo andlisis con muestras con distintos porcentajes de células
tumorales (40%-60%-80%) no se obtuvo mejoria en cuanto a la capacidad de prediccion en
aquellas muestras con un porcentaje mayor de tejido tumoral.

Mas recientemente, el grupo de Nishioka y cols. publicaron un estudio con el mismo
objetivo que los anteriores. En este caso, se incluyeron 20 pacientes (17 en el grupo de ensayo
y 3 en el grupo de validacidn), a los cuales se les extrajo una biopsia de tejido tumoral durante
la colonoscopia*®®. Los pacientes recibieron radioterapia (40 Gy en fracciones de 2 Gy),
asociada a S-1, un quimioterapico oral de accidn similar a la capecitabina también
sensibilizador frente a la radioterapia que no esta autorizado por el momento en Europa. Para
evaluar la respuesta anatomopatoldgica se empled la escala de la Japanese Society for Cancer
of the Colon and Rectum, clasificando como no respondedores los grupos 0-1 y como
respondedores los 2-3. Se empled un microarray que contenia de 132 genes relacionados con
la respuesta al 5FU y otros quimioterapicos. Se identificaron 17 genes expresados de forma
diferente entre los dos subgrupos de pacientes (respondedores versus no respondedores). De
ellos 5 eran metaloproteinasas (MMP1, MMP7, MMP9, MMP14 y MMP16). Ademas, se realizo
un estudio inmunohistoquimico para evaluar la expresién de la proteina MMP7, cuyo gen era

el que mas se sobre-expresaba en tejido tumoral. De los pacientes respondedores, 4
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presentaban sobre-expresién de MMP7 (4/10, 40%), mientras que ninguno de los no
respondedores expresaban dicha proteina. Estos 17 genes se utilizaron para clasificar las
muestras del grupo de validacidn, siendo correcta en los tres casos. Es de destacar que el caso
gue no era respondedor no sobre-expresé ninguno de los genes. Los autores proponen el gen
MMP7 como posible biomarcador de respuesta en el cancer de recto. El principal factor
limitante de este estudio es el nimero tan pequefo de pacientes incluidos tanto en el grupo

de ensayo como en el de validacidn.

Figura 34. Esquema de los perfiles de expresion genética predictivos de respuesta a la

radioquimioterapia que se han publicado y sus puntos en comun. Sélo tres genes aparecen sobre-
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).

expresados en mas de un estudio (modificado de Akiyoshi

Watanabe

Tesis
Doctoral

En la presente Tesis Doctoral se ha identificado un perfil con 257 genes que se sobre-
expresan en pacientes respondedores. Cabe destacar que hay uno de la familia de las
metaloproteinasas de matriz, como en la publicacidon de Nishioka y Kim (MMP12), aunque es
diferente de los que identificaron estos investigadores. Sélo hay un gen que previamente se
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haya identificado como relacionado con la respuesta, que es el RRM1™™, como se representa

en la Figura 34.

140



Tesis Doctoral Discusion Raquel Conde Muifio

Como se puede comprobar existen grandes discrepancias en los resultados de estos
estudios. Cada uno encuentra un perfil genético diferente y entre todos ellos sélo hay dos

1 la falta de

genes que aparecen en mas de un estudio publicado (FLNA y MMP14)
solapamiento de los resultados en los perfiles de expresidn genética puede justificarse en un
campo tan concreto como es la prediccidn de la respuesta a la radioquimioterapia en el cancer
de recto localmente avanzado por:

- Diferencias en el contenido tumoral.

- Diferentes esquemas de neoadyuvancia empleados: sélo radioterapia, radioterapia
asociada a infusién continua de 5FU, asociada a tratamiento oral: capecitabina, S1,
capecitabina + irinotecan.

- Diferentes plataformas de microarrays empleadas, asi como distintas metodologias a
la hora de amplificar el ADN. Asi, Ghadimi utilizé la plataforma de microarrays de
Ambion, Kim la U133A GeneChip de Affymetrix, mientras que Watanabe usé la U95Av2
GeneChip de Affymetrix, etc.

- Cada grupo utiliza una definicidon de respuesta al tratamiento diferente: los grados de
regresion de Dworak, la escala semicuantitativa japonesa, la de Becker, etc.

- Herramientas analiticas diferentes (informaticas).

- Numero de pacientes relativamente bajo en casi todos los estudios.

- Heterogeneidad genética de los tumores.

2. Prediccidn de respuesta utilizando microarrays de expresién en sangre periférica

Mas atrevido aun, parece la idea de buscar firmas de prediccidon de respuesta en la
sangre periférica. Una publicacién reciente, analiza el perfil genético de células de la serie
blanca procedentes de sangre periférica y su relacién con la respuesta a la radio-quimioterapia
de tumores de recto en estadio localmente avanzado'”’. El esquema terapéutico concuerda
con el de este estudio, al ser los autores miembros del mismo equipo de investigacion. Se
extrajeron muestras de sangre periférica de 27 pacientes antes de iniciar la neoadyuvancia. De
éstas se aisld el material genético de la serie blanca y se utilizé para determinar el perfil de
expresion genético mediante microarrays de ADN. Se identificaron 8 genes diferencialmente
expresados (p<0,05) entre pacientes respondedores y no respondedores (de acuerdo con los
grados de remisién tumoral de Mandard, siendo respondedores los grados 1-2 y no
respondedores los grados 3-4-5): BC035656.1, CAPG, CIR, FALZ, HLA-DPB2, NUPL2, PRDM2 y

ZFP36. Se analizaron los niveles de ARNm mediante RT-PCR cuantitativa encontrando
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diferencias estadisticamente significativas sélo para FALZ. Ninguno de estos 8 genes se
encuentra entre los 257 genes identificados en tejido tumoral en la presente Tesis Doctoral.

La literatura sugiere que las células mononucleares de la sangre periférica pueden ser
marcadores diagndsticos y prondsticos en tumores de distinta localizacion (renales, de mama,

109, 173-176

pancreaticos y colorrectales) . Ademas, se ha propuesto, que la reduccién del tamafio

tumoral no depende sélamente del dafio directo que la radioterapia ejerce sobre las células,

Y7 Las

sino que podria verse influida en gran manera por la respuesta inmune del paciente
células tumorales irreversiblemente dafiadas por la radioterapia expresan antigenos que
pueden inducir la respuesta inmune antitumoral. Mas aun, el porcentaje de linfocitos presenta
una fuerte asociacién con la respuesta a la QRT, por lo que se sugiere que la inmunidad

mediada por linfocitos puede ser un factor determinante para conseguir respuesta®’®,

3. Prediccidn de respuesta utilizando microarrays de expresion en lineas celulares

Ojima y cols. realizaron un estudio de expresidn con microarrays en lineas celulares
humanas de cancer colorrectal para determinar el perfil genético relacionado con la capacidad
de resistencia a la radioterapia'’’. Para ello, utilizaron 5 lineas celulares, que fueron irradiadas
repetidas veces hasta conseguir radio-resistencia. Por otro lado, extrajeron muestras de tejido
tumoral de 30 pacientes, pre-terapéuticas, que se emplearon para confirmar mediante RT-PCR
la expresion de algunos de los genes identificados en el estudio con microarrays. A diferencia
de los estudios presentados hasta ahora los pacientes recibieron neoadyuvancia mediante
radioterapia de ciclo corto, un total de 20 Gy en 4 fracciones en una semana, asociado a
quimioterapia (5FU intravenoso y tegafur oral durante 1 semana). La evaluacién de la
respuesta se realizé a nivel de la pieza quirurgica segun los grados de remisién descritos por

180 | os pacientes se dividieron en dos

Kusunoki y cols., siendo el grado 4 la respuesta completa
subgrupos: respuesta mayor (grados 3-4) y respuesta menor (1-2). El andlisis de los resultados
identifico 17 genes sobreexpresados y 142 reprimidos en las lineas celulares radio-resistentes.
Entre todos ellos, se eligieron dos (EIF5a2 y PTMA) para la validacién mediante RT-PCR en
muestras de biopsias. La expresién de EIF5a2, que regula la apoptosis dependiente de p53™®,
no presentd diferencias estadisticamnete significativas entre los pacientes respondedores
versus no respondedores. En cambio, protomiosina o (PTMA), implicada en proliferacién

182 confirmé su sobreexpresion en las

celular y apoptosis, asi como en la actividad mitocondria
muestras tumorales en el subgrupo con una respuesta menor. Los autores concluyeron que la
expresion PTMA podria utilizarse como marcador de la eficacia de la radioterapia en el ambito

clinico.
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Eschrich y cols. desarrollaron un modelo predictivo de sensibilidad a radioterapia,
analizando la expresion genética mediante microarrays de Affymetrix y otras variables
bioldgicas que determinan respuesta a la radioterapia (tejido de origen, mutaciones en P53 y
K-RAS) en 48 lineas celulares de cancer humano. ldentificaron 10 genes con los que se
desarrollé un algoritmo predictivo de radiosensibilidad intrinseca'®. Este algoritmo se aplicé a
14 muestras procedente de neoplasias de recto tratadas con QRT, permitiendo separar
respondedores de no respondedores con una sensibilidad de un 80%, una especificidad de un
82% y un valor predictivo positivo de un 82%.

Entre los genes identificados destaca SUMO1, conocido por su participacién en el
transporte nuclear, regulacién de la transcripcién, apoptosis y estabilidad proteica'®. En ésta
Tesis Doctoral se encuentra un gen relacionado con éste, el UBA2 (SUMO-1 activating enzyme
subunit), cuya proteina forma un heterodimero que activa SUMO™®.

El equipo de Spitzner analizd la expresién genética mediante microarrays (Agilent) de
12 lineas celulares humanas de origen colorrectal antes y después de someterlas a 5FU y

186

radioterapia (2 Gy) ™. Se identificaron 4.796 caracteristicas que se correlacionaban con la
sensibilidad a este tratamiento. Destacaron la importancia de las vias de la insulina y
sefializacion Wnt para la respuesta al tratamiento y postularon como posibles dianas
terapéuticas STAT3, RASSF1, DOK3 y ERBB2.

La utilizacién de lineas celulares para identificar genes responsables de la radio o
quimio-radio sensibilidad puede ser de interés al separar éste efecto de otros posibles
dependientes del paciente. Sin embargo, esta sensibilidad a la radioterapia es sélo uno de los
factores que pueden determinar si un tumor es o no “curable” mediante radio-
quimioterapia®’*. Existen otros factores a tener en cuenta, como otras vias de sefializacién que
podrian influir en la respuesta. Por este motivo, un perfil genético extrapolado del obtenido

mediante lineas celulares puede no ajustarse a la realidad. Harian falta mas estudios que

pudiesen corroborar estos hechos.

4. Prediccion de respuesta utilizando microarrays de micro-ARN

Existe un nuevo campo en el mundo de la genética y de la regulacién de la expresion
genética, descubierto en 1993, que ha experimentado un gran desarrollo en la dltima década,
los micro-ARNs (mi-ARN). Un mi-ARN es una pequefia secuencia de ARN monocatenario
(normalmente entre 18 y 25 nucledétidos) que no codifican proteinas, pero que actian como
reguladores postranscripcionales de la expresidon genética. Los mi-ARN son moléculas de ARN

transcritas a partir de genes de ADN, pero que no son traducidas a proteinas. Actlan
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uniéndose a hebras complementarias de ARN mensajero, normalmente inhibiendo la
traduccién y silenciando el gen. Su funcidn puede ser tanto la de simular oncogenes como la de
genes supresores de tumores™’. La expresion aberrante de los mi-ARN se ha asociado a varias
patologias. Se han relacionado algunas alteraciones en su regulacién con el cancer
colorrectal™®® ™ Incluso se ha encontrado que la RQT en el cancer de recto localmente
avanzado induce cambios de expresién en los mi-ARN en muestras de tejido tumoral y estos se
asocian con una buena respuesta al tratamiento®.

Della Vittoria Scarpati y cols. publicaron en 2012 un estudio mediante microarrays de
mi-ARN en el que establecieron un perfil especifico asociado a respuesta al tratamiento en
biopsias de pacientes con neoplasias de recto localmente avanzado que se sometian a
neoadyuvancia'®’. Extrajeron biopsias de 35 pacientes afectos de cancer de recto T3-4/N+
antes de iniciar radioterapia (45 Gy) asociada a capecitabina y oxaliplatino. Tras un descanso
de 6-8 semanas se realizd la reseccion quirdrgica convencional. La respuesta
anatomopatoldgica fue clasificada segun los grados de regresién tumoral de Mandard:
pacientes respondedores (TRG 1) de los no respondedores (TRG 2, 3, 4 y 5). Finalmente, los
resultados fueron validados mediante RT-PCR cuantitativa.

Se estudiaron 373 mi-ARN, de los cuales 53 estaban sobre-expresados en el grupo de
respondedores, frente a 4 que se sobre-expresaban en los no respondedores. De ellos
seleccionaron 14 para la validacién mediante RT-PCR cuantitativa confirmandose 13 de ellos.
Destacan dos mi-ARN (miR-622 y miR-630) que participan en mecanismos de reparacién del
ADN, posiblemente inhibiéndola y convergiendo con la via de la P53. Estos 2 mi-ARN no se
expresaban en las muestras procedentes de pacientes respondedores, con una sensibilidad y
especificidad de un 100%.

Recientemente se ha publicado otro estudio'®® en el que los autores extrajeron 12
muestras de ARN de biopsias pre-terapéuticas fijadas en parafina y compararon su perfil de
expresion de mi-ARN con la respuesta al tratamiento neoadyuvante. Se identificaron 3 mi-RNA
(miR-16, miR-153 y miR-590-5p) asociados a respuesta completa y dos (miR-519¢c-3p y miR-
561) que predecian buena versus mala respuesta, con una exactitud que se aproximaba a un
100%.

A la vista de los resultados de estos dos ultimos estudios, en las que se alcanza una alta
capacidad de prediccidén de respuesta, incluso con material genético extraido de muestras de
tejido tumoral fijado en parafina, parece que el futuro camina por la identificacion de perfiles
de mi-ARN. Sin embargo, es un campo todavia muy novedoso y que no cuenta con la suficiente

evidencia cientifica por el momento.

144



Tesis Doctoral Discusion Raquel Conde Muifio

5. Prediccion de respuesta utilizando SAGE (serial analysis of gene expression)

Casado y cols. en 2011 realizaron un analisis en serie de expresion génica para
identificar un perfil genético que pudiese predecir la respuesta a la radioquimioterapia en el

céncer de recto localmente avanzado®

. Se hizo una seleccion inicial de genes (mediante
analisis SAGE), para la cual reclutaron 25 pacientes a los cuales les aplicaron un esquema de
neoadyuvancia compuesto por oxaliplatino y raltitrexed (130 mg/m”y 3 mg/m?, los dias 1, 21y
42) en tres ciclos, junto con radioterapia (50,4Gy en 28 fracciones). La respuesta se determind

195 A diferencia de los

en la pieza quirdrgica siguiendo la clasificacién de Dworak y cols.
estudios presentados hasta ahora, el objetivo era encontrar genes predictivos de mala
respuesta. ldentificaron 24 genes asociados a falta de respuesta. Basandose en estos
resultados y en la literatura, seleccionaron 53 genes para un estudio posterior retrospectivo en
94 pacientes de cancer de recto localmente avanzado que habian recibido neoadyuvancia (con
cuatro esquemas diferentes de quimio-radioterapia). Se tomaron muestras almacenadas,
fijadas en parafina de éstos tumores y se les realizé gRT-PCR siguiendo el protocolo TagMan
Low Density Array (TLDA). De esta manera identificaron un perfil genético compuesto por 13
genes que permitian una prediccidn de no respuesta con una exactitud del 86%, sensibilidad
del 87% y una especificidad del 82%. El principal punto flojo de éste estudio es la variedad de
pautas de neoadyuvancia empleadas. La tecnologia empleada para la determinacion del perfil
genético trata de ser mas aplicable a la practica clinica que los estudios mediante microarrays
de expresidn, al emplear muestras de tumor fijadas en parafina. Actualmente estan realizando

un estudio multicéntrico avalado por la GEMCAD (Grupo Espafiol Multidisciplinar en Cancer

Digestivo) para confirmar estos resultados.

6. c-MYC

Las proteinas MYC pertenecen a una red de reguladores transcripcionales cuya
actividad estd estrechamente regulada en las células normales, que sélo muestran sobre-

19 ¢-MYC actda formando un

expresion cuando se van a dividir, en el paso entre la fase G1y S
complejo con MAX que se une al ADN activando la transcripcion, o bien interactia con otras
proteinas que estan implicadas en la transcripcion. Tanto el ARNm como la proteina tienen una
vida media muy corta y, por tanto son factores limitantes de la expresion.

¢c-MYC regula la expresién de una gran variedad de genes implicados, entre otros

procesos, en proliferacién celular, apoptosis, metabolismo, angiogénesis e invasiéon'®> como se

ve en la Figura 35. Si existe una expresion anormal de c-MYC, éste estimula la via de P53 y
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P19/P14ARF conduciendo a la célula a apoptosis o muerte celular programada. Con éste
mecanismo se trata de proteger a las células normales en crecimiento de los cambios

neoplasicos.

Figura 35. Procesos celulares controlados por c-MYC en condiciones normales (a la izquierda) y en los
tumores (a la derecha). c-MYC es un regulador clave de multiples actividades bioldgicas, como son el
crecimiento y divisidon celular (regulaciéon de la modificacion de la cromatina y componentes de la
biosintesis), progresion del ciclo celular (modulacién de ciclinas, quinasas dependientes de ciclinas y
fosfatasas), apoptosis (mecanismos dependientes de la p53 o independientes de la misma),
diferenciacion celular (inhiben genes que estancan el crecimiento), metabolismo celular (glucolisis,
transporte y biosintesis de amino-acidos, sintesis de macromoléculas y metabolismo del ADN),
angiogénesis (aumento VEGF), adhesidn celular y motilidad (control de la expresién de integrinas). Las
alteraciones en la regulacién de Myc conducen a la apoptosis, inestabilidad gendmica, proliferacion
celular incontrolada, escape de la vigilancia del sistema inmune, independencia de los factores de
crecimiento e inmortalidad de las células™®
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La expresion del proto-oncogen c-MYC estd alterada en una gran variedad de
neoplasias humanas, tanto en su estructura como en su funcién (linfoma Burkitt, leucemia,
cancer de pulmén, adenocarcinoma de colon y recto) *’ a la vez que su amplificacion estd
relacionada con un peor prondstico '*. El 70% de los canceres de colon sobre expresan c-MYC.
En células con alteraciones en los mecanismos de la apoptosis, la alteracion de la regulacién de
c-MYC promueve la tumorigénesis'*®.

Estudios in vitro han demostrado que el aumento en la expresidn de c-MYC conduce a
un mayor aumento en la expresién de la misma, sensibilizando a la célula ante estimulos

apoptoticos™. En pacientes con cancer de colon en estadio -l tratados con 5FU se ha
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demostrado una mejor supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad en aquellos

200

cuyos tumores tenian amplificacion de c-MYC Posteriormente, se comprobd que la

sensibilidad de los tumores de colon al 5FU no sélo depende de la sobre-expresién de c-MYC,

sino también de la presencia de P53 no mutado®*

. La presencia de P53 no mutado se ha
relacionado con la transactivacion de c-MYC'y, por lo tanto, con mayor aumento de sus niveles
y mejor sensibilidad a la quimioterapia basada en 5FU.

Es interesante recalcar el efecto dual de c-MYC puesto que, su activacién provoca la
entrada en la fase G1 del ciclo celular, induciendo la proliferacién, y ademas tiene actividad
pro-apoptdtica. Una de las explicaciones a esta doble funcion es que c-MYC pone en marcha
toda la maquinaria proteica de proliferacion la cual estad intimamente ligada a la maquinaria
apoptética, sensibilizando a la célula ante estimulos apoptdticos. La inactivacion de c-MYC
puede provocar regresion tumoral y es por eso que esta actualmente es estudio como posible
diana de tratamientos farmacoldgicos®®*.

Por el contrario, en pacientes con cancer de recto, c-MYC se ha asociado con una
supervivencia menor’®. Todavia no hay suficiente evidencia cientifica a nivel del cancer de

recto para poder establecer una clara relacion entre la sobre-expresiéon de c-MYC y la

respuesta de estos tumores en concreto a la quimioterapia.

6. Limitaciones de la presente Tesis Doctoral

Si bien la tecnologia de microarrays estd siendo cada vez mas empleada al permitir el
estudio de una manera relativamente sencilla de miles de genes en un solo experimento,
ademas de no requerir secuenciacion, su uso no estd exento de limitaciones.

S6lo un 5% de los genes estan activos en una célula en un momento determinado®.
Es un reto conseguir determinar qué material genético es expresado en un tipo celular bajo
unas condiciones dadas, para llegar a una mejor comprension de su biologia molecular.

El transcriptoma representa todo el ARNm transcrito bajo unas circunstancias, de

forma global en una célula’®*

. El fenotipo del cancer sdlo esta determinado parcialmente por
su transcriptoma, pero éste nos da una imagen del estado fisiolégico de sus células en un
momento determinado. Para determinar este transcriptoma han surgido distintas
metodologias, entre ellas los microarrays, que no requieren secuenciaciéon y permiten un
rapido analisis de multiples genes y multiples muestras.

Esta tecnologia presenta también limitaciones como las derivadas del coste, que la

hace poco accesible®®.
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La cantidad de tejido tumoral obtenida y la complejidad de la muestra extraida en si
pueden suponer una limitacién en cuanto a la calidad y cantidad de ARN aislado. Un aspecto
imprescindible es el rapido procesamiento de la muestra para evitar la degradacion de ARN
que podria conducir a resultados erroneos. Para evitarlo, en este estudio las muestras fueron
congeladas con nitrégeno liquido tan pronto se extrajeron.

Cada uno de los pasos del procesamiento puede asociarse a errores por lo que los
experimentos se deben hacer también por duplicado. Ademas, los tejidos estdn compuestos
de diferentes tipos celulares y la expresién genética depende de todos ellos. Segun el tejido
predominante en la muestra, podra variar dicha expresién, conduciendo a nuevos errores.
Técnicas de microdiseccion con ldser pueden ayudar a evitar estos errores, al seleccionar
mejor los tipos celulares, sin embargo, dado que en la expresidon de un tumor influyen todos
sus tipos celulares, en la actualidad parece mas util la extraccion del ADN de toda la muestra.
En el estudio de Rimkus'’® no se consigue mejorar la sensibilidad y especificidad al aumentar el
porcentaje de células tumorales de las muestras.

Otra de las limitaciones viene dada por la cantidad de tejido que hace falta para la
extraccidon del material genético. Tres de las muestras extraidas para este estudio no fueron
adecuadas para extraer suficiente material genético.

Existen, ademas, algunos factores en el presente estudio que podrian ser una
limitacion a la hora de interpretar los resultados. En primer lugar estad el bajo nimero de
pacientes incluidos. A pesar de ello, tras el cdlculo inicial del tamafio muestral se encontrd que
la potencia del estudio era mayor de 0.8 y por lo tanto suficiente para poder extraer
conclusiones en base a los resultados.

En segundo lugar estd el hecho de que no todos los pacientes han recibido el mismo
tratamiento neoadyuvante. El 58% de los pacientes recibieron capecitabina, mientras que el
resto recibieron capecitabina y oxaliplatino asociado a la radioterapia. Para descartar un
posible sesgo por este tratamiento se estratificaron los dos grupos (respondedores y no
respondedores) segin el farmaco empleado y se comprobd que no existian diferencias
estadisticamente significativas y que, por lo tanto, los grupos eran homogéneos para los
tratamientos y la quimioterapia empleada no era un factor de confusion. Lo que concuerda
con el hecho de que la base del tratamiento neoayuvante es la radioterapia, produciendo la
guimioterapia solo un efecto sensibilizador celular marginal.

Otra posible fuente de error es la valoracidon de la respuesta anatomopatoldgica. Se ha
empleado la clasificacion de regresion tumoral de Mandard, puesto que es la que se empleaba
previamente en los Servicios de Cirugia General y Anatomia Patoldgica del Hospital Virgen de

las Nieves, en el cual se ha realizado el estudio, todo ello amparado por la Asociacién Espafiola
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de Cirujanos en su proyecto nacional auditado cancer de recto. Se han agrupado como
respondedores los grados de remision 1y 2 (remision completa y escasos nidos celulares entre
intensa fibrosis). Haciendo cortes mas finos y una exploracién mas detallada de un tumor se
podria encontrar que un paciente cuya respuesta haya sido clasificada como completa que
tuviese en realidad escasos nidos celulares entre intensa fibrosis y por lo tanto seria un TRG2.
A su vez, en los tumores tratados mediante radio y quimioterapia con un TRG2, no existe
seguridad de que esas células sean viables. Podrian ser células irreversiblemente dafiadas, que
hayan entrado en proceso de apoptosis y que de dejar una latencia algo mayor (por ejemplo
10 semanas) hasta la intervencién desarrollarian una respuesta completa. Esta incertidumbre
se puede minimizar con un estudio cuidadoso por el patélogo, como el que se ha realizado
para la presente tesis doctoral, pero no se puede eliminar completamente. Por este motivo se
han considerado como respondedores los dos grupos.

Por ultimo y dentro de este mismo contexto, una posible fuente de error corregida es
el hecho de haber eliminado 6 pacientes por discordancias entre el grado de remisidon tumoral
y la disminucién del estadio. Esta discordancia hacia dificil la clasificacién de los mismos ya que
mostraban algunos datos de respondedor y otros de no respondedor. Su eliminacién hizo mas
homogéneo el grupo y permitié extraer conclusiones, sin embargo, estos pacientes pertenecen
al espectro variable que se encuentra en la practica clinica diaria y por lo tanto su eliminacion

puede inducir un sesgo.
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Mediante estudio con microarrays de genoma completo se ha identificado un perfil genético

compuesto por 257 genes cuya expresion se asocia a una buena respuesta a la

radioquimioterapia en el cancer de recto localmente avanzado.

1.

Se ha comprobado que la mayoria de los genes sobre-expresados en pacientes
respondedores estan relacionados con el metabolismo de las pirimidinas, sefializacidn
celular y, en concreto con c-MYC.

El mecanismo de sobre-expresién de c-MYC no es la amplificacion.

A nivel proteico, no existen diferencias en la sobre-expresion de c-MYC entre muestras
de pacientes respondedores y no respondedores y por lo tanto la tincién con
inmunohistoquimica de c-MYC no es adecuada para seleccionar los pacientes.

El uso de c-MYC como marcador de respuesta al tratamiento neoadyuvante presentd
una sensibilidad del 70% y una especificidad del 100% para predecir buena respuesta,
con un area bajo la curva de 0,862. Es el gen que muestra mejor capacidad predictiva
de los cuatro que se han validado mediante gRT-PCR.

La firma génica compuesta por c-MYC, GNG4, POLA y RRM1 tiene una sensibilidad del
60%, especificidad del 100%, valor predictivo positivo del 100%, valor predictivo
negativo del 80% vy exactitud del 85% para la prediccién de respuesta a la

radioquimioterapia en cancer de recto localmente avanzado.
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ANEXO 1
DOCUMENTO INFORMATIVO de PARTICIPACION EN ESTUDIO CLINICO

Redactado segtin el Real Decreto 561/1993 de 16 de abril, BOE de 13 de mayo de 1993, y teniendo en
consideracion los requerimientos establecidos en la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter
Personal (LOPD 15/1999 de 13 de diciembre, BOE de 14 de diciembre de 1999).

PROYECTO DE INVESTIGACION:
DETERMINACION DE MARCADORES DE RESPUESTA TUMORAL AL
TRATAMIENTO NEOADYUVANTE EN EL CARCINOMA DE RECTO

Objetivos del proyecto:

El objetivo de este estudio es encontrar marcadores genéticos, metabdlicos y de imagen que
nos permitan detectar que pacientes con neoplasia de recto responden al tratamiento con
radio-quimioterapia. Mediante estos marcadores se podra en un futuro adaptar estos largos y
costosos tratamientos a los distintos pacientes con el objetivo final de mejorar los resultados
oncologicos.

Metodologia:

El estudio se realizara mediante analisis por chip (50.000 genes) de la expresién genética de
biopsias en pacientes con neoplasia maligna de recto a los que por su estadio se les
recomiende recibir tratamiento con radio-quimioterapia antes de la cirugia. Paralelamente se
comparara el PET/TAC realizado para el estadiaje con un segundo inmediatamente antes de la
intervencién quirudrgica.

La participacién en el estudio, como paciente, consiste en la toma de biopsias del recto. Las
biopsias seran tanto del tumor como de la zona no tumoral del recto. Se tomaran antes y
después de la radioquimioterapia. Las anteriores se realizaran junto con la ecografia
endorrectal y las posteriores se tomaran de la pieza quirdrgica resecada.

Las muestras sélo y exclusivamente se utilizaran para el estudio de este proyecto.

Los resultados obtenidos en el estudio no podran ser utilizados mas que con el fin de
profundizar en el conocimiento cientifico del objetivo de trabajo.

Beneficios esperados y Riesgos Potenciales:
No hay ningun riesgo descrito en las tomas de biopsias.

Voluntariedad en la Participacion:
La negativa a participar en este estudio NO tiene ninguna repercusion en la atencion médica
gue se necesita.

La participacion en este estudio es absolutamente VOLUNTARIA y, en cualquier
momento del estudio, puede interrumpirse a voluntad del participante.

Confidencialidad:

La informacion de este estudio es CONFIDENCIAL y solamente sera utilizada a efectos
de publicaciones cientificas.

Seccion de Coloproctologia
Servicio de Cirugia General y Ap. Digestivo
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION:
DETERMINACION DE MARCADORES DE RESPUESTA TUMORAL AL
TRATAMIENTO NEOADYUVANTE EN EL CARCINOMA DE RECTO

Objetivos del proyecto:

Encontrar marcadores genéticos, metabdlicos y de imagen que nos permitan detectar
gue pacientes con neoplasia de recto responden al tratamiento con radioquimioterapia
antes de la reseccién quirurgica. Mediante estos marcadores se podra en un futuro
adaptar estos tratamientos a los distintos pacientes con el objetivo final de mejorar los
resultados oncoldgicos.

D./D&. con D.N.I. n®
de anos de edad, con domicilio en
Ne. Historia Clinica:

DECLARO:

Que el Dr./Dra. oo me ha explicado que por mi proceso
neoplasico de localizacion rectal, soy susceptible de recibir tratamiento con radio-
quimioterapia antes de la intervencién quirurgica y

CONSIENTO:

Participar en el estudio en el que se me van a extraer biopsias del tumor rectal y
zona adyacente antes de la radio-quimioterapia. Estas biopsias se repetiran una vez
resecada la pieza quirargica. Ilgualmente consiento la repeticion del PET/TAC tras la
radio-quimioterapia, inmediatamente antes de la operacidén quirurgica.

Se me comunica que no hay descritos en la literatura cientifica efectos negativos
por las biopsias o técnicas realizada.

Si por alguna razén lo deseo, puedo rechazar que se me tome una biopsia o
realice el PET/TAC en cualquier momento del proceso.

La informacion de este estudio sera confidencial y solamente usada a efectos de
publicaciones cientificas.

Fdo.: El Paciente /o Representante Legal Fdo.: El Médico
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ANEXO 2

257 genes cuya expresion es significativamente diferente entre pacientes con neoplasia de recto
localmente avanzada que responden al tratamiento neoadyuvante frente a los no respondedores.

N2 Nombre gen Descripcion Codelink ID
1 GNG4 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 4 (GNG4) NM_004485.2
2 MYC v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) (MYC), mRNA N M_0024673
3 MMP12 matrix metalloproteinase 12 (macrophage elastase) (MMP12) NM_002426.1
4 HSPCP1 AGENCOURT_7766536 NIH_MGC_68 cDNA clone IMAGE:6022150 5' BQ4310291
5 STARD7 START domain containing 7 (STARD7), transcript variant 2 NM_139267.1
6 GEMINS gem (nuclear organelle) associated protein 5 (GEMINS5) N M_015465 1
7 ECT2 epithelial cell transforming sequence 2 oncogene (ECT2) NM_018098.4
) CRI2 CREBBP/EP300 inhibitor 2 (CRI2) NM_1532323
9 AK0924011 cDNA FLJ35082 fis, clone PLACE6005351 AK092401 1
10 NATS N-acetyltransferase 5 (ARD1 homolog, S cerevisiae) (NAT5), transcript variant 2 N M_181527 1
11 CHMP4B chromatin modifying protein 4B (CHMP4B) NM_1768123
12 BF057809.1 7k54b08x1 NCI_CGAP_GC6 cDNA clone IMAGE:3479007 3' BF057809.1
13 FAM33A family with sequence similarity 33, member A (FAM33A) NM_182620.1
14 C10rf33 zd70f05r1 Soares_fetal_heart_NbHH19W cDNA clone IMAGE:346017 5' similar to contains W77904.1

Alu repetitive element;contains element PTRS repetitive element
15 LOC151475 cDNA FLJ30454 fis, clone BRACE2009311 AKO55016.1
16 TOPIMT topoisomerase (DNA) |, mitochondrial (TOP1MT), nuclear gene encoding mitochondrial NM_052963.1
protein
17 CR595760.1 full-length cDNA clone CSODH004YF14 of T cells (Jurkat cell line) of Homo sapiens CR595760.1
18 SRFBP1 serum response factor binding protein 1 (SRFBP1) NM_152546.1
19 MGC13170 multidrug resistance-related protein (MGC13170) NM_1992501
20 RRM1 ribonucleotide reductase M1 polypeptide (RRM1) NM_001033.2
21 CcD81 CD81 antigen (target of antiproliferative antibody 1) (CD81) N M_0043563
22 TOM1LL target of myb1-like 1 (chicken) (TOM1L1) NM_005486.1
23 RFWD3 ring finger and WD repeat domain 3 (RFWD3), mRNA N M_0181243
2 MAPK9 mitogen-activated protein kinase 9 (MAPK9), transcript variant 2 NM_139068.1
25 GLCE AGENCOURT_8120808 Lupski_dorsal_root_ganglion cDNA clone IMAGE:6178590 5' BQ8891281
26 CXorf39 Soares infant brain 1NIB cDNA clone IMAGp998B12166 BX1166091
27 COX11 COX11 homolog, cytochrome c oxidase assembly protein (yeast) (COX11), nuclear gene N M_0043752
encoding mitochondrial protein
28 CASC5 nu89c01s1 NCI_CGAP_Alv1 cDNA clone IMAGE:1217856 AA662240.1
29 FAM98A DKFZP564F0522 protein (DKFZP564F0522) N M_0154753
30 NOLA1 nucleolar protein family A, member 1 (H/ACA small nucleolar RNPs) (NOLA1), transcript N M_0189832
variant 1
31 TPD52L1 tumor protein D52-like 1 (TPD52L1), transcript variant 2 N M_0010033951
32 STMN1 stathmin 1/oncoprotein 18 (STMN1), transcript variant 2 NM_203399.1
33 SFRS6 splicing factor SRp55-2 (SRp55) mMRNA U30828.1
34 AGMAT agmatine ureohydrolase (agmatinase) (AGMAT) NM_024758.3
35 ID1 inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix protein (ID1), transcript N M_181353 1
variant 2
36 OIP5 Opa interacting protein 5 (OIP5) NM_0072801
37 BU7367521 UI-E-CI1-afo-b-13-0-Uls2 UI-E-CI1 cDNA clone UI-E-Cl1-afo-b-13-0-UI 3' BU736752 1
38 LSM5 LSM5 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S cerevisiae) (LSM5) NM_0123221
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

63
64
65
66
67
68

69
70

71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

Nombre gen
UBA2
CGI-115
GLT28D1
GLOXD1
C170rf66
WDSOF1
BRCTD1
N55958.1
DPM1

NLE1

WRB

ATRN
AW135639.1
GTF2F2
BU634151.1
MCM3

RIF1

FTSJ2
NUP160
RKHD1
TM7SF3
UPF3B
AK095831.1
LOC158381

C4orfi4
BQ277155.1
COoPSs4
C6orf166
C140rf109
TIMM13

CR621142.1
SvaC

ZNF137
ROD1
BF574216.1
STX3A
PEX13
SDAD1
GMNN
NME2
BM553569.1
PMCH
NPM3

Anexos

Descripcion
SUMO-1 activating enzyme subunit 2 (UBA2)

CGI-115 protein (CGI-115)

glycosyltransferase 28 domain containing 1 (GLT28D1)

hypothetical protein MGC15668 (MGC15668)

602664527F1 NIH_MGC_59 cDNA clone IMAGE:4809606 5'

WD repeats and SOF1 domain containing (WDSOF1)

mRNA; cDNA DKFZp686E22228 (from clone DKFZp686E22228)

J4702F Human fetal heart, Lambda ZAP Express cDNA clone J4702 5'
dolichyl-phosphate mannosyltransferase polypeptide 1, catalytic subunit (DPM1)
601500740F1 NIH_MGC_70 cDNA clone IMAGE:3902817 5'

tryptophan rich basic protein (WRB)

attractin (ATRN), transcript variant 2

Ul-H-Bl1-acc-f-01-0-Uls1 NCI_CGAP_Sub3 cDNA clone IMAGE:2713872 3'
general transcription factor IIF, polypeptide 2 (30kD subunit) (GTF2F2)
Ul-H-FL1-bgw-h-18-0-Uls1 NCI_CGAP_FL1 cDNA clone UI-H-FL1-bgw-h-18-0-UI 3'
MCM3 minichromosome maintenance deficient 3 (S cerevisiae) (MCM3)

RAP1 interacting factor homolog (yeast) (RIF1)

FtsJ homolog 2 (E coli) (FTSJ2), transcript variant 2

nucleoporin 160kDa (NUP160)

ring finger and KH domain containing 1 (RKHD1)

K-EST0114256 S9SNU601 cDNA clone SOSNU601-74-H04 5'

UPF3 regulator of nonsense transcripts homolog B (yeast) (UPF3B), transcript variant 1

cDNA FLJ38512 fis, clone HCHON2000503

hypothetical protein LOC158381, mRNA (cDNA clone IMAGE:4824906), with apparent

retained intron

chromosome 4 open reading frame 14 (C4orf14)

AGENCOURT_6824167 NIH_MGC_127 cDNA clone IMAGE:5810333 5'

COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 4 (Arabidopsis) (COPS4)
chromosome 6 open reading frame 166 (C60rf166)

Ul-E-EJO-ahu-h-15-0-Uls1 UI-E-EJO cDNA clone UI-E-EJ0-ahu-h-15-0-Ul 3'

translocase of inner mitochondrial membrane 13 homolog (yeast) (TIMM13), nuclear gene

encoding mitochondrial protein

full-length cDNA clone CSODNO03YE14 of Adult brain of Homo sapiens (human)

EST06574 Infant Brain, Bento Soares cDNA clone HIBBI28 5' end similar to Rap1B ras-related

protein

zinc finger protein 137 (clone pHZ-30) (ZNF137)

mRNA; cDNA DKFZp78111117 (from clone DKFZp78111117)
602131380F1 NIH_MGC_81 cDNA clone IMAGE:4271082 5'
HSPD23129 HM3 cDNA clone s4000125D09

peroxisome biogenesis factor 13 (PEX13)

SDA1 domain containing 1 (SDAD1)

geminin, DNA replication inhibitor (GMNN)

non-metastatic cells 2, protein (NM23B) expressed in (NME2), transcript variant 5, mRNA

AGENCOURT_6584538 NIH_MGC_41 cDNA clone IMAGE:5472722 5'
601065310F1 NIH_MGC_10 cDNA clone IMAGE:3451706 5'

nucleophosmin/nucleoplasmin, 3 (NPM3)
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Codelink ID
NM_005499.2
NM_016052.2
NM_018466.2
NM_032756.2
BG777291.1
NM_015420.4
CR936768.1
N55958.1
NM_003859.1
BE906938.1
NM_004627.2
NM_139322.1
AW135639.1
NM_004128.1
BU634151.1
NM_002388.3
NM_018151.3
NM_177442.1
NM_015231.1
NM_203304.1
BM838078.1
NM_080632.1
AK095831.1
BC035229.1

NM_032313.2
BQ277155.1
NM_016129.2
NM_018064.2
BU739864.1
NM_012458.2

CR621142.1
T08682.1

NM_003438.1
CR749471.1
BF574216.1
F31730.1
NM_002618.2
NM_018115.1
NM_015895.3

NM_001018139.1

BM553569.1
BE538546.1
NM_006993.1
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82

83
84
85
86

87
88
89
90
91
92

93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107
108
109

110
111
112

113
114
115
116

117
118
119

120

Nombre gen
NDUFB5

SMC1L1
ZW10
CA455253.1

RP11-
48416.3

TCFL5
FL20272
DERL1
STMN2
BQ054490.1
DDX28

MYOHD1
RNF113B
MGC2747
BQ073592.1
CXCL3
SPAST
KHK
C2orf3
CNP
SEPN1
C20rf33
TMEM41A
PIGA

LOC51136
NCBP2
MRPL9
Ci50rf23

C18orf37
ZNF35
CR616734.1

P53CSsV
FAHD1
FAMS82B
UBE3A

KRT8
EIF2A
POLA

C7orf24

Anexos

Descripcion
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 5, 16kDa (NDUFBS5), nuclear gene

encoding mitochondrial protein

KIAA0178 mRNA

ZW10 homolog, centromere/kinetochore protein (Drosophila) (ZW10)
AGENCOURT_10640955 NIH_MGC_126 cDNA clone IMAGE:6723568 5'

hypothetical protein BC015148 (LOC93081)

transcription factor-like 5 (basic helix-loop-helix) (TCFL5)

hypothetical protein FLI20272 (FLI20272)

Der1-like domain family, member 1 (DERL1)

cDNA FLJ34868 fis, clone NT2NE2014525, highly similar to SCG10 PROTEIN
AGENCOURT_6771241 NIH_MGC_99 cDNA clone IMAGE:5803764 5'

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 28 (DDX28), nuclear gene encoding mitochondrial

protein

myosin head domain containing 1 (MYOHD1)

ring finger protein 113B (RNF113B)

hypothetical protein MGC2747 (MGC2747)

AGENCOURT_7046491 NIH_MGC_101 cDNA clone IMAGE:5806429 5'
chemokine (C-X-C motif) ligand 3 (CXCL3)

spastin (SPAST), transcript variant 2

ketohexokinase (fructokinase) (KHK), transcript variant b

GCF2 fusion protein

PMO0-NN0046-040400-001-a07 NNO046 Homo sapiens cDNA
AGENCOURT_8210468 NIH_MGC_112 cDNA clone IMAGE:6259260 5'
chromosome 2 open reading frame 33 (C20rf33)

transmembrane protein 41A (TMEMA41A)

phosphatidylinositol glycan, class A (paroxysmal nocturnal hemoglobinuria) (PIGA), transcript

variant 2
PTDO16 protein (LOC51136)
nuclear cap binding protein subunit 2, 20kDa (NCBP2)

mitochondrial ribosomal protein L9 (MRPL9), nuclear gene encoding mitochondrial protein

full-length cDNA clone CSODB002YK23 of Neuroblastoma Cot 10-normalized of Homo sapiens

(human)
chromosome 18 open reading frame 37 (C180rf37)
zinc finger protein 35 (clone HF10) (ZNF35)

full-length cDNA clone CSODI027YF17 of Placenta Cot 25-normalized of Homo sapiens

(human)

p53-inducible cell-survival factor (P53CSV)

fumarylacetoacetate hydrolase domain containing 1 (FAHD1), transcript variant 2
CGI-90 protein (CGI-90)

ubiquitin protein ligase E3A (human papilloma virus E6-associated protein, Angelman

syndrome) (UBE3A)
K-EST0203659 L14ChoiCKO cDNA clone L14ChoiCK0-17-A10 5'
eukaryotic translation initiation factor (elF) 2A (elF2A)

yw15b01r1 Soares_placenta_8to9weeks_2NbHP8to9W cDNA clone IMAGE:252265 5' similar

to gh:X60489 ELONGATION FACTOR 1-BETA (HUMAN);

chromosome 7 open reading frame 24 (C7orf24)
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Codelink ID
NM_002492.2

D80000.2
NM_004724.2
CA455253.1

NM_138779.2

NM_006602.2
NM_017735.3
NM_024295.3
AK092187.1
BQ054490.1
NM_018380.2

NM_025109.3
NM_178861.3
NM_024104.2
BQ073592.1
NM_002090.2
NM_199436.1
NM_006488.1
AB026911.1
AW896213.1
BQ678662.1
NM_020194.4
NM_080652.2
NM_020472.1

NM_016125.2
NM_007362.2
NM_031420.2
CR602848.1

NM_194281.2
NM_003420.2
CR616734.1

NM_016399.2
NM_031208.1
NM_016033.1
NM_000462.2

CB147628.1
NM_032025.2
H87655.1

NM_024051.2
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121

122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142

143

144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158

159

160
161

Nombre gen
MRPL11

MRPL12
PPAP2C
S$S18L2
MRPS15
RAD18
Céorf211
COMMDS8
KIAA0241
NT5C3
TEX10
SEPT10
RPUSD4
RPL5
MGC11257
EXOSC2
PRKAR1A
DRB1
DARS
PHF22
SYNCRIP
T93589.1

ABCB7

MRPL45
HSPC196
ARD1A
TncRNA
NBLA00058
NUDCD2
PPHLN1
SLC12A2
Cé6orf153
Clorf109
Al1821277.1
EBPL

DSCR2
BF692405.1

INCYTE
UNIQUE

iIQWD1

RTCD1
CB049479.1

Anexos

Descripcion
mitochondrial ribosomal protein L11 (MRPL11), nuclear gene encoding mitochondrial

protein, transcript variant 2

mitochondrial ribosomal protein L12 (MRPL12), nuclear gene encoding mitochondrial protein
phosphatidic acid phosphatase type 2C (PPAP2C), transcript variant 2

synovial sarcoma translocation gene on chromosome 18-like 2 (SS18L2)
mitochondrial ribosomal protein S15 (MRPS15), nuclear gene encoding mitochondrial protein
RAD18 homolog (S cerevisiae) (RAD18)

chromosome 6 open reading frame 211 (C6orf211)

COMM domain containing 8 (COMMDS)

KIAA0241 protein (KIAA0241)

5'-nucleotidase, cytosolic Ill (NT5C3), transcript variant 2

testis expressed sequence 10 (TEX10)

601462916T1 NIH_MGC_67 cDNA clone IMAGE:3866354 3'

RNA pseudouridylate synthase domain containing 4 (RPUSD4)

ribosomal protein L5 (RPL5), mRNA

602435722F1 NIH_MGC_46 cDNA clone IMAGE:4553620 5'

exosome component 2 (EXOSC2)

cAMP-dependent protein kinase type I-alpha subunit (PRKAR1A) mRNA
developmentally regulated RNA-binding protein 1 (DRB1)

aspartyl-tRNA synthetase (DARS)

PHD finger protein 22 (PHF22)

synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein variant, clone: HEP01044

yel7g06s1 Stratagene lung (#937210) cDNA clone IMAGE:118042 3' similar to gh:K00558
TUBULIN ALPHA-1 CHAIN (HUMAN)

ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 7 (ABCB7), nuclear gene encoding

mitochondrial protein

mitochondrial ribosomal protein L45 (MRPL45), nuclear gene encoding mitochondrial protein
hypothetical protein HSPC196 (HSPC196)

ARD1 homolog A, N-acetyltransferase (S cerevisiae) (ARD1A)
RC1-HT0598-140300-021-c09 HT0598 Homo sapiens cDNA

HCV NS3-transactivated protein 1 (NS3TP1)

NudC domain containing 2 (NUDCD2)

periphilin 1 (PPHLN1), transcript variant 3

solute carrier family 12 (sodium/potassium/chloride transporters), member 2 (SLC12A2)
chromosome 6 open reading frame 153 (C6orf153)

chromosome 1 open reading frame 109 (C1orf109)

ac26f02x5 Stratagene ovary (#937217) cDNA clone IMAGE:857595 3'

emopamil binding protein-like, mRNA (cDNA clone MGC:104589 IMAGE:4796715)
Down syndrome critical region gene 2 (DSCR2), transcript variant 1

602247916F1 NIH_MGC_62 cDNA clone IMAGE:4333299 5'

INCYTE UNIQUE

yw16h05r1 Soares_placenta_8to9weeks_2NbHP8to9W cDNA clone IMAGE:252441 5' similar
to gb:D00723 GLYCINE CLEAVAGE SYSTEM H PROTEIN PRECURSOR (HUMAN);contains TAR1

repetitive element ;
RNA terminal phosphate cyclase domain 1 (RTCD1)

NISC_gj11b07y1 NCI_CGAP_Pr28 cDNA clone IMAGE:3271260 5'
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Codelink ID
NM_170738.1

NM_002949.2
NM_177526.1
NM_016305.1
NM_031280.2
NM_020165.2
NM_024573.1
NM_017845.2
NM_015060.1

NM_001002009.1

NM_017746.1
BE618882.1
NM_032795.1
NM_000969.3
BG337819.1
NM_014285.4
M33336.1
NM_152945.1
NM_001349.2
NM_020395.2
AK222776.1
T93589.1

NM_004299.3

NM_032351.3
NM_016464.2
NM_003491.2
BE177702.1
NM_019048.1
NM_145266.4
NM_201439.1
NM_001046.2
NM_033112.2
NM_017850.1
AI821277.1
BC092471.1
NM_003720.2
BF692405.1
INCYTE UNIQUE

H87917.1

NM_003729.1
CB049479.1
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162
163
164
165
166

167
168

169
170
171

172
173
174
175
176
177
178
179

180

181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196

197
198
199
200
201

Nombre gen
BQ024427.1
MDH1
C100rf85
EMLA
BE858761.1

NDUFC1
COL22A1

SF3B14
POLR2K
CYpP27B1

HNRPA3P1
CFLAR
RUVBL2
SLA2
C70rf9
LOC134145
SAAL1
MRPL30

T91583.1

STAMBPL1
SEC23A
C200rf9
FUCA2
HIST1H3C
KIAA1799
MGC12981
SFRS4

SNX6
BQ950358.1
MRPL1
UTP11L
PSMC2
BM716531.1
DSCAML1
APC

LOC91137
STRBP
C6orfae
YARS2
PRKRIP1

Anexos

Descripcion
Ul-1-BB1p-auq-g-04-0-Uls1 NCI_CGAP_PI6 cDNA clone UI-1-BB1p-aug-g-04-0-Ul 3'

malate dehydrogenase 1, NAD (soluble) (MDH1)
chromosome 10 open reading frame 85 (C100rf85)

echinoderm microtubule associated protein like 4 (EML4)

7804g08x1 NCI_CGAP_Brn23 cDNA clone IMAGE:3305534 3' similar to contains Alu repetitive

element;contains element MER32 repetitive element ;
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 1, 6kDa (NDUFC1)

0023c07s1 NCI_CGAP_GC4 cDNA clone IMAGE:1587180 3' similar to SW:CA24_ASCSU
P27393 PROCOLLAGEN ALPHA 2(IV) CHAIN PRECURSOR

splicing factor 3B, 14 kDa subunit (SF3B14)
polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide K, 70kDa (POLR2K)

cytochrome P450, family 27, subfamily B, polypeptide 1 (CYP27B1), nuclear gene encoding

mitochondrial protein

D10S102=FBRNP [human, fetal brain, mRNA, 3043 nt]

CASP8 and FADD-like apoptosis regulator (CFLAR)

RuvB-like 2 (E coli) (RUVBL2)

zp97e03r1l Stratagene muscle 937209 cDNA clone IMAGE:628156 5'
chromosome 7 open reading frame 9 (C7orf9)

hypothetical protein LOC134145 (LOC134145)

hypothetical protein BC012010 (LOC113174)

mitochondrial ribosomal protein L30 (MRPL30), nuclear gene encoding mitochondrial

protein, transcript variant 1

ye21g03s1 Stratagene lung (#937210) cDNA clone IMAGE:118420 3' similar to gb:M26326
KERATIN, TYPE | CYTOSKELETAL 18 (HUMAN);

associated molecule with the SH3 domain of STAM (AMSH) like protein (AMSH-LP)
Sec23 homolog A (S cerevisiae) (SEC23A)

chromosome 20 open reading frame 9 (C200rf9)

fucosidase, alpha-L- 2, plasma (FUCA2)

histone 1, H3c (HIST1H3C)

KIAA1799 protein (KIAA1799)

CMO0-NT0132-121000-611-h05 NT0132 Homo sapiens cDNA

full-length cDNA clone CSODMO006YK24 of Fetal liver of Homo sapiens (human)
HSPD15420 HM3 cDNA clone s4000071A08

AGENCOURT_8883158 Lupski_sciatic_nerve cDNA clone IMAGE:6200099 5'
mitochondrial ribosomal protein L1 (MRPL1), nuclear gene encoding mitochondrial protein
UTP11-like, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, (yeast) (UTP11L)

proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 2 (PSMC2)
UI-E-EJO-ahi-k-13-0-UIr2 UI-E-EJO cDNA clone UI-E-EJO-ahi-k-13-0-UI 5'
UI-E-EJ1-ajt-a-05-0-Ulrl UI-E-EJ1 cDNA clone UI-E-EJ1-ajt-a-05-0-Ul 5'

tz39a05y1 NCI_CGAP_Brn52 cDNA clone IMAGE:2290928 5' similar to gh:X12791 19 KD
PROTEIN OF SIGNAL RECOGNITION PARTICLE (HUMAN);

hypothetical protein BC017169 (LOC91137)
spermatid perinuclear RNA binding protein (STRBP)
chromosome 6 open reading frame 96 (C60rf96)
tyrosyl-tRNA synthetase 2 (mitochondrial) (YARS2)

in24a12y1 Human Fetal Pancreas 1B cDNA clone IMAGE: 5' similar to TR:Q13401 Q13401
HPMSR3. ;
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Codelink ID
BQ024427.1
NM_005917.2

NM_001012711.1

NM_019063.2
BE858761.1

NM_002494.2
AA977081.1

NM_016047.3
NM_005034.3
NM_000785.2

$63912.1
NM_003879.3
NM_006666.1
AA195893.1

NM_022150.2
NM_199133.1
NM_138421.1
NM_145212.1

T91583.1

NM_020799.2
NM_006364.2
NM_016004.2
NM_032020.3
NM_003531.2
NM_032437.1
BF918530.1
CR595944.1
F27470.1
BQ950358.1
NM_020236.2
NM_016037.2
NM_002803.2
BM716531.1
BQ187536.1
BE047584.1

NM_138773.1
NM_018387.2
NM_017909.1
NM_015936.1
BU073748.1
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202
203
204
205
206
207
208

209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231

232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244

Nombre gen
FKBP3
EIF3S12
BQ575336.1
FUSIP1
Cé6orf157
MDH2
SEMA4A

SYAP1
FAM96B
SCC-112
BF690421.1
COMMD4
SS18L1
USP7
Cllorf24
C18orf55
RPP30
C120rf10
CBX3
HBS1L
cuL2
FTH1
GTF2B
LIG3
C21orf66
CCDC55
RBM15B
SPIN
PSMA1
DN994689.1

RCE1
C12orf5
MRPL51
BHLHB9
SNRPD2
MRPL46
CB046341.1
COASY
NIF3L1BP1
BM726450.1
ITGA6
CDV3
RPL24

Anexos

Descripcion
FK506 binding protein 3, 25kDa (FKBP3)

eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 12 (EIF3512)
Ul-H-EZ1-bbe-I-13-0-Uls1 NCI_CGAP_Ch2 cDNA clone UI-H-EZ1-bbe-|-13-0-UI 3'
cDNA FLJ30073 fis, clone ASTRO2000480

chromosome 6 open reading frame 157 (C6orf157)

malate dehydrogenase 2, NAD (mitochondrial) (MDH2)

cDNA FLJ12354 fis, clone MAMMA1002329, weakly similar to Mmusculus mRNA for

semaphorin B

synapse associated protein 1, SAP47 homolog (Drosophila) (SYAP1)

CGI-128 protein (CGI-128)

SCC-112 protein (SCC-112)

602186866T1 NIH_MGC_49 cDNA clone IMAGE:4298825 3'

cDNA FLJ42978 fis, clone BRTHA2004821

synovial sarcoma translocation gene on chromosome 18-like 1 (SS18L1), transcript variant 1
ubiquitin specific protease 7 (herpes virus-associated) (USP7)

chromosome 11 open reading frame 24 (C11orf24)

chromosome 18 open reading frame 55 (C180rf55)

ribonuclease P/MRP 30kDa subunit (RPP30)

chromosome 12 open reading frame 10 (C120rf10)

chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila) (CBX3), transcript variant 1
eRFS mRNA

cullin 2 (CUL2)

AGENCOURT_6613829 NIH_MGC_41 cDNA clone IMAGE:5475270 5'

general transcription factor I1B (GTF2B)

ligase Ill, DNA, ATP-dependent (LIG3), transcript variant alpha

cDNA clone IMAGE:5497083, containing frame-shift errors

hypothetical protein DKFZp434K1421 (DKFZP434K1421)

zd37e05s1 Soares_fetal_heart_ NbHH19W cDNA clone IMAGE:342848 3'

cDNA: FLJ23402 fis, clone HEP18853

proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 1 (PSMA1), transcript variant 1

adult whole brain, large insert, pPCMV expression library cDNA clone TC114241 5' similar to
Homo sapiens APC11 anaphase promoting complex subunit 11 homolog (yeast) (ANAPC11),

transcript variant 2

mRNA; cDNA DKFZp761D0521 (from clone DKFZp761D0521)

chromosome 12 open reading frame 5 (C120rf5)

mitochondrial ribosomal protein L51 (MRPL51), nuclear gene encoding mitochondrial protein
cDNA FLJ30372 fis, clone BRACE2007868

small nuclear ribonucleoprotein D2 polypeptide 165kDa (SNRPD2), transcript variant 2
mitochondrial ribosomal protein L46 (MRPL46), nuclear gene encoding mitochondrial protein
NISC_gf03h02x2 NCI_CGAP_Kid12 cDNA clone IMAGE:3252722 3'

Coenzyme A synthase (COASY)

Nggl interacting factor 3 like 1 binding protein 1 (NIF3L1BP1)

UI-E-EJO-aii-c-11-0-UIrl UI-E-EJO cDNA clone UI-E-EJO-aii-c-11-0-UI 5'

integrin, alpha 6 (ITGA6)

AGENCOURT_14355147 NIH_MGC_191 cDNA clone IMAGE:30413831 5'

AGENCOURT_6826789 NIH_MGC_99 cDNA clone IMAGE:5924410 5'
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Codelink ID
NM_002013.2
NM_013234.1
BQ575336.1
AK054635.1
NM_198920.1
NM_005918.2
AK022416.1

NM_032796.2
NM_016062.1
NM_015200.1
BF690421.1
AK124968.1
NM_198935.1
NM_003470.1
NM_022338.2
NM_014177.1
NM_006413.2
NM_021640.2
NM_007276.3
U87791.1
NM_003591.2
BM913228.1
NM_001514.3
NM_013975.1
BC062992.1
NM_032141.1
W68531.1
AK027055.1
NM_148976.1
DN994689.1

AL713740.1
NM_020375.1
NM_016497.2
AK054934.1
NM_177542.1
NM_022163.2
CB046341.1
NM_025233.4
NM_025075.1
BM726450.1
NM_000210.1
CD521865.1
BQ062869.1
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245
246
247
248

249

250
251
252
253
254

255
256
257

Nombre gen
HSPA14
MGC40405
HDDC2
YIPF4

CKAP1

PPILS
CYP19A1
BM670971.1
NSUN4
NDUFS8

TREH
EME1
WFDC12

Anexos

Descripcion
heat shock 70kDa protein 14 (HSPA14)

mRNA; cDNA DKFZp5640052 (from clone DKFZp5640052)
chromosome 6 open reading frame 74 (C6orf74)

Yip1 domain family, member 4 (YIPF4)

zh70f04r1 Soares_fetal_liver_spleen_1NFLS_S1 cDNA clone IMAGE:417439 5' similar to
gb:723102_rnal DNA-DIRECTED RNA POLYMERASE Il 14.2 KD POLYPEPTIDE (HUMAN);

mRNA; cDNA DKFZp686J1525 (from clone DKFZp686J1525)

Soares fetal liver spleen 1NFLS cDNA clone IMAGp998B18114
UI-E-DW1-ahe-d-15-0-Uls1 UI-E-DW1 cDNA clone UI-E-DW1-ahe-d-15-0-Ul 3'
zh75c06s1 Soares_fetal_liver_spleen_1NFLS_S1 cDNA clone IMAGE:417898 3'

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 8, 23kDa (NADH-coenzyme Q reductase)
(NDUFS8)

trehalase (brush-border membrane glycoprotein) (TREH)
T CELLS (JURKAT CELL LINE) cDNA clone CSODH001YC11 3-PRIME

WAP four-disulfide core domain 12 (WFDC12)
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Codelink ID
NM_016299.1
AL833918.2
NM_016063.1
NM_032312.2

W89079.1

BX648029.1
BX102808.1
BM670971.1
W90137.1
NM_002496.1

NM_007180.1
BX405101.2
NM_080869.1
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ANEXO 3

Publicaciones que avalan la presente tesis doctoral:

The value of metabolic imaging to predict tumour response after chemoradiation in
locally advanced rectal cancer. Palma P, Conde-Muifio R, Rodriguez-Fernandez A,
Segura-liménez |, Sdnchez-Sanchez R, Martin-Cano J, Gdmez-Rio M, Ferrdn JA, Llamas-
Elvira JM. Radiat Oncol. 2010; 5:119. doi: 10.1186/1748-717X-5-119.
Radioguimioterapia en el cdncer de recto: ¢qué debe conocer y preocupar al cirujano?
Conde Muifio R., Segura Jimenez |., Huertas Pefia F., Palma Carazo P. Cir. Andal. 2011;
22:352-357.

Microarray profiling of mononuclear peripheral blood cells identifies novel candidate
genes related to chemoradiation response in rectal cancer. Palma P, Cuadros M,
Conde-Muiiio R, Olmedo C, Cano C, Segura-Jiménez |, Blanco A, Bueno P, Ferrén JA,
Medina P. PLoS One. 2013; 8(9):e74034. doi: 10.1371/journal.pone.0074034.

Recibio el Premio de la Real Academia de Medicina y Cirugia de Granada del 2010, por el
trabajo cientifico “Tratamiento neoadyuvante en el cancer de recto: marcadores
metabdlicos y moleculares de respuesta”, del cual fueron autores Pablo Palma Carazo,
Inmaculada Segura Jimenez, Raquel Conde Muifio, Marta Cuadros, Antonio Rodriguez,
Armando Blanco, Rosario del Moral, Encarnacién Gonzalez, Antonio Medina, José Luis
Marin, Pablo Bueno, Antonio Ferrdn.
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