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ABREVIATURAS

AJCC: American Joint Cancer Committee.

CGE: cancer gastroesofagico.

CT: numero de ciclos en los que se alcanza un umbral de expresion.
DFS: disease-free survival, supervivencia libre de enfermedad.
EUS: endoscopia digestiva alta con ultrasonidos.

ECF: epirubicina, cisplatino y 5-fluorouracilo.

FLOT: 5-fluorouracilo, leucovorin, oxaliplatino y docetaxel.

HER-2: human epidermal growth factor receptor type 2, receptor tipo

2 del factor de crecimiento epidérmico humano.
HR: hazard ratio, razén de riesgos.
IC95%: intervalo de confianza al 95%.

OS: overall survival, supervivencia global.
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
PET: tomografia por emisién de positrones.
QT: quimioterapia.

QTRT: quimio-radioterapia concurrente.
RT: transcriptasa inversa.

TAP: térax, abdomen y pelvis.

TC: tomografia computarizada.

TCGA: The Cancer Genome Atlas, proyecto del atlas del genoma

humano del cancer.



TNM: tumor, node, metastasis; clasificacion segun la extension del

tumor primario (T), la afectacidn ganglionar regional (N) y metastasis
a distancia (M).

TRG: tumour regression grade, grado de regresion tumoral.

UGE: unidén gastroesofagica.



RESUMEN

Los pacientes con adenocarcinoma gastroesofagico en estadio
locorregional, en ausencia de metastasis a distancia, tienen la
oportunidad de alcanzar la curacidon mediante el uso de tratamientos
multimodales que combinen la cirugia completa del tumor, el
tratamiento sistémico con quimioterapia y el tratamiento
complementario con radioterapia en casos seleccionados. A pesar de
un correcto enfoque multidisciplinar, la supervivencia a largo plazo se
alcanza en menos de la mitad de los casos vy, por ello, son necesarios

nuevos avances en este campo.

El grado de regresion tumoral evaluado en la pieza quirdrgica tras un
tratamiento preoperatorio con quimioterapia y/o radioterapia; se
asocia con un beneficio en la supervivencia de los pacientes con
adenocarcinoma gastroesofagico. Los biomarcadores predictivos de
eficacia utilizados en los estadios avanzados de la enfermedad para
seleccionar terapias bioldgicas frente a dianas especificas no han sido
implantados en la practica clinica habitual para los estadios
locorregionales hasta el momento. La expresion diferencial de micro-
RNAs, tanto en tejido como en sangre, podrian ser utilizados como
nuevos biomarcadores de prediccion del grado de regresion tumoral en

este escenario.

Para la defensa de esta tesis doctoral, presentamos un estudio
observacional que reclutd6 57 pacientes diagnosticados de
adenocarcinoma gastroesofagico en estadio locorregional, atendidos
de forma consecutiva en el Hospital Universitario Ramén y Cajal, a los
cuales se determiné la expresion de micro-RNAs en muestras de sangre
obtenidas previamente al inicio del tratamiento preoperatorio. El
objetivo principal del estudio fue demostrar que la expresidn diferencial

de micro-RNAs en sangre en el momento preoperatorio, tenia la
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capacidad de predecir el grado de regresion tumoral obtenido con el
tratamiento sistémico preoperatorio. Como objetivo secundario se
explord si el perfil de micro-RNA se correlacionaba con la supervivencia

de los pacientes.

Aproximadamente un 30% de los pacientes alcanzd un adecuado grado
de regresién tumoral (TRGO-1). Los pacientes con TRGO-1 presentaban
un porcentaje mayor de estadios I-II, y menor de estadios III-IV, con
respecto a los pacientes que no alcanzaron respuesta patologica. Los
niveles séricos de los marcadores tumorales CEA, CA19-9 y CA-125;
no se correlacionaron con la obtencién de TRGO-1. Sin embargo, los
niveles séricos de los micro-RNAs miR-19a-3p y miR-130b-3p; si se
asociaron de forma significativa con la TRGO-1 de los pacientes en el
analisis univariante. En el andlisis multivariante, la firma de
biomarcadores séricos que incluyé CA-125, miR-19a-3p miR-130-3p,
miR-154-5p y miR-423-5p; se asocié de forma significativa con la
TRGO-1 obtenida. Finalmente, los niveles elevados de CA-125 (> 35
U/ml) y de miR-19a-3p también se asociaron una peor supervivencia

de los pacientes.

En conclusién, hemos identificado que el perfil de expresion de micro-
RNAs en sangre se correlaciona con la TRG y la supervivencia de los
pacientes con adenocarcinoma gastroesofagico localizado que reciben
un tratamiento sistémico preoperatorio. Para la implementacion de
estos biomarcadores en la practica clinica habitual, estos resultados

deben ser confirmados en futuros estudios de mayor dimensidn.



INTRODUCCION

Cancer gastroesofagico

Existe una gran variabilidad geografica en la distribucién mundial del
cancer de estdbmago y de eséfago. Segun los datos del Observatorio
Global del Cancer de la Organizacion Mundial de la Salud, las areas de
mayor incidencia de ambas neoplasias se situan en el continente
asiatico, seguido de Sudamérica (Figura 1). Espana, a semejanza de
otros paises occidentales, se encuentra en un grado intermedio de
incidencia en cancer gastrico y esofagico en el contexto global. El
cancer gastrico supone el décimo tumor maligno en incidencia en
nuestro pais, con 7.684 de nuevos casos; y el séptimo en mortalidad,
con 5.609 fallecimientos. El cancer de esdfago se estima como el
vigésimo segundo tumor maligno en incidencia, con 2.311 nuevos
casos; y el décimo en mortalidad con 2.026 decesos. Si tenemos en
cuenta al cancer gastrico y esofdagico como una Unica entidad, el cancer
gastroesofagico (CGE) se sitla como la séptima neoplasia maligna en
incidencia; y la tercera en mortalidad en nuestro pais, sélo superada

por el cancer de pulmoén y el cancer colorrectal.!
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Figura 1 - Incidencia mundial del cancer gastroesofagico por la OMS.

La carcinogénesis del CGE a partir del revestimiento epitelial normal
del esd6fago y estdmago, no obedece a una Unica causa, siendo éste un
proceso multifactorial. Estan bien establecidos algunos factores de
riesgo ambientales que aumentan el riesgo de aparicién de CGE, como
son la dieta, el tabaquismo, el consumo perjudicial de alcohol, la
obesidad y la enfermedad por reflujo gastroesofagico, entre otros.
Ciertos agentes infecciosos se asocian a la aparicién y desarrollo del
CGE, como son la infeccion por Helicobacter pylori o por el virus de
Epstein-Barr. Finalmente, se estima que en torno al 10% de los casos
de CGE se debe a una causa genética con agregacion familiar y que
aproximadamente del 1% al 3% de los casos se puede encuadrar en

algun sindrome de cancer hereditario.?

El CGE es una enfermedad heterogénea y en la practica clinica se debe
realizar una buena clasificacién para una correcta planificacidon del
tratamiento que los pacientes van a recibir. La primera clasificacién se

establece segun la localizacién anatémica del tumor primario. En
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nuestro pais, aproximadamente el 60% de todos los tumores se
localizan en el estdbmago, el 20% en la union gastroesofagica (UGE) y
el 20% restante en el esdfago. Los tumores localizados en la UGE
pueden subdividirse a su vez en tres subtipos segun la clasificacion de
Siewert: el subtipo I para los tumores situados entre 1 cm y 5 cm sobre
el cardias; el subtipo II para los tumores situados entre 1 cm por
encima del cardias y 2 cm por debajo del mismo; y el subtipo III para
aquellos tumores situados entre los 2 cm y los 5 cm por debajo del
cardias. La segunda clasificacion que se realiza es en funcion del tipo
histolégico observado por el patélogo en la muestra histoldgica del
diagnodstico inicial. La histologia predominante en los tumores de
esofago es el carcinoma epidermoide (70% de todos los casos),
apareciendo de forma preferente en el tercio medio y superior del
esofago. En los tumores del esofago distal, UGE y estomago, la
histologia principal es el adenocarcinoma, que sera el objetivo de
nuestro estudio.? Los adenocarcinomas gastricos y de la UGE pueden
subdividirse a su vez en adenocarcinomas de tipo intestinal, tipo difuso
y tipo mixto, conocida como clasificacién de Lauren. El subtipo
intestinal se caracteriza por su estructura adenomatosa que recuerda
a los carcinomas colorrectales. El subtipo difuso se distingue por la
presencia de células dispersas, sin una estructura clara, con una
pérdida de adhesion intercelular y abundante presencia de granulos de
secrecidn mucosa. Esta clasificacion también se correlaciona con
algunas caracteristicas clinicas de los pacientes con CGE. Asi, el subtipo
difuso se caracteriza por un mayor porcentaje de mujeres, edades al
diagnostico mas precoces, mucosa normal circundante al tumor con
apenas metaplasia, tumores mas excavados, mayor porcentaje de
linitis plastica, localizacion antropilérica y peor prondstico con
medianas de supervivencia mas cortas.* Finalmente, una nueva
clasificacion molecular ha sido desarrollada por el grupo de

investigacién The Cancer Genome Atlas (TCGA). A partir de 295
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tumores primarios gastricos y previamente a cualquier tratamiento
antitumoral, se procesaron las muestras mediante seis plataformas
moleculares (analisis del nUmero de copias somaticas, secuenciacidn
completa del exoma, analisis de la metilacién del DNA, secuenciacion
del RNA mensajero, secuenciacién de micro-RNAs y analisis de
protedmica). Tras el andlisis bioinformatico se establecieron cuatro
subtipos moleculares que se reflejan en la Figura 2: el subtipo asociado
a la infeccion por el virus de Epstein-Barr (10%), el subtipo
caracterizado por tener inestabilidad de microsatélites (20%), el
subtipo con inestabilidad cromosdémica (50%) vy el subtipo considerado
gendmicamente estable (20%).> Esta clasificacion, debido a su
complejidad técnica a la hora de establecer los subtipos, no tiene
aplicacion clinica fuera de proyectos de investigacion, salvo el grupo

MSI que ha mostrado una gran sensibilidad a la inmunoterapia.®

CIN
* Intestinal histology
* TP53 mutation
* RTK-RAS activation

EBV
* PIK3CA mutation
* PD-L 1/2 overexpression
* EBV-CIMP
* CDKNZA silencing
¢ Immune cell signalling

MSI
* Hypermutation
* Gastric-CIMP

\Z/, * MLH1 silencing

* Mitotic pathways
GS

* Diffuse histology

*CDH1, RHOA mutations
* CLDN18-ARHGAP fusion
* Cell adhesion

Figura 2 - Clasificacion molecular del cancer gastrico del TCGA.
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Tras obtener el diagnodstico histopatoldgico inicial del CGE, el siguiente
procedimiento a realizar es un adecuado estudio de extension de la
enfermedad para posteriormente clasificar el caso en estadios
pronosticos. El estudio de extension inicial consiste en la realizacién de
una tomografia computarizada de térax, abdomen y pelvis (TC-TAP);
incluyendo la region cervical en el caso de tumores localizados en el
es6fago. En el caso de evidenciar enfermedad a distancia, no serian
necesarias mas exploraciones salvo las dirigidas en funcién de la
sospecha clinica. Si no se evidencian metastasis en la TC, se realizaran
los procedimientos de estadificacidon previos a un abordaje terapéutico
multidisciplinar: la endoscopia digestiva alta con ultrasonidos (EUS), la
laparoscopia exploradora con citologia abdominal y la tomografia por
emision de positrones (PET-TC) en casos seleccionados.” Con los
resultados de estas pruebas complementarias ya podemos asignar los
niveles de la clasificacion TNM (tumour, node and metastasis) de la
enfermedad en sus etapas o estadios prondsticos de la AJCC (American
Joint Committee on Cancer) que se reflejan en la Tabla 1.8 En concreto
se muestra la estadificacién clinica cTNM que se establece inicialmente
antes de realizar ningun tratamiento oncoldgico, existiendo por otro
lado las clasificaciones para la estadificacion tras la cirugia y estudio
anatomopatoldgico (pTNM) y tras los tratamientos neoadyuvantes
(ypTNM). Los tumores de eséfago y de unidon gastroesofagica tienen
una clasificacion TNM propia, que diferencia ademas si la histologia es

adenocarcinoma o carcinoma epidermoide.

13



Tabla I - Clasificacion clinica TNM para cancer gastrico (82 edicion de la AJCC).

Estadio
TisNOMO

0

IIA

IIB

II1

IVA

IVB

TNM

TINOMO
T2NOMO
TIN1MO
T1IN2MO
T1IN3MO
T2N1MO
T2N1MO
T2N3MO
T3NOMO
T4aNOMO
T3N1MO
T3N2MO
T3N3MO
T4aN1MO
T4aN2MO
T4aN3MO
Cualquier
T4bMO

Cualquier
M1

Descripcion

Tis: carcinoma in situ con displasia de alto

grado o células cancerosas en capas mas
superficiales de la mucosa sin llegar a la
lamina propia.

T1: invasiéon de la lamina propia,
muscularis mucosae o capa submucosa.
T2: invasion de la capa muscular propia.
T3: invasion de la capa subserosa.

T4a: invasion de la capa serosa sin
invasién de 6rganos o estructuras
adyacentes.

T4b: invasion de érganos o estructuras
adyacentes a través de la pared gastrica.
NO: ausencia de ganglios regionales
afectos.

N1: entre 1 y 2 ganglios regionales
afectos.

N2: entre 3 y 6 ganglios regionales
afectos.

N3: 6 o mas ganglios regionales afectos.
MO: ausencia de metastasis a distancia.

M1: presencia de metastasis a distancia.
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Tratamiento del cancer gastroesofagico

Aproximadamente la mitad de los pacientes con CGE debutan con
metdstasis a distancia (estadio IV) debido a la sintomatologia no
especifica y a la ausencia de protocolos de prevencién primaria y
cribado poblacional en los paises occidentales. En torno al 30% de los
pacientes se presenta inicialmente como estadios regionales de la
enfermedad (estadio III) y un 20% de los casos en estadios localizados
(estadios I y II).° Los pacientes con CGE en estadio IV no tienen opcién
de tratamiento curativo en el momento actual. La quimioterapia (QT)
con combinaciones de fluoropirimidinas y agentes derivados del
platino, es el tratamiento indicado en esta situacidn aunque con
resultados francamente mejorables, pues la mediana de supervivencia
global (OS) con QT se situa en torno a los 11 meses frente a los 4,3
meses con los mejores cuidados de soporte.l’® Trastuzumab, un
anticuerpo monoclonal que actia sobre el receptor HER-2 (human
epidermal growth factor receptor type 2), combinado con la QT
habitual, consigue aumentar la supervivencia de los pacientes con
sobreexpresion o amplificacion de HER-2, alcanzando medianas de OS
de 13,8 meses.!! Recientemente, la combinacion de QT vy la
inmunoterapia con nivolumab, un anticuerpo monoclonal frente a PD-
1 (programmed cell death protein 1), también ha demostrado
aumentar la supervivencia de los pacientes con CGE que presentan
sobreexpresion de PD-L1 (programmed death-ligand 1) definida como
un CPS (combined positive score) mayor o igual a 5, alcanzando
medianas de OS de 14,4 meses.'? En pacientes refractarios a una
primera linea de tratamiento, la combinacién de paclitaxel con
ramucirumab, un anticuerpo monoclonal que bloquea el VEGFR2
(vascular endotelial growth factor receptor type 2) mejora la

supervivencia de los pacientes alcanzando medianas de OS de 9,6
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meses.!3 Finalmente, el Unico agente de QT autorizado como
tratamiento de tercera linea en CGE es trifluridina/tipiracilo, que

consigue medianas de OS de 5,7 meses.4

En el escenario de la enfermedad localizada precoz (estadio I) del CGE,
el tratamiento estandar es la cirugia con intencidon curativa, sin
necesidad de asociar tratamientos complementarios. Sin embargo, en
la enfermedad localmente avanzada, en la que vemos una mayor
afectacion en profundidad de la pared gastroesofagica o afectacion
ganglionar regional (estadios II y III), el abordaje terapéutico debe ser
multidisciplinar. Las decisiones en la enfermedad localmente avanzada
del CGE se toman dentro de un comité disciplinar de tumores para
planificar el tratamiento multimodal, que incluye tanto terapias locales
(cirugia y/o radioterapia) como tratamientos sistémicos (QT, terapias
dirigidas e inmunoterapia). Existen tres aproximaciones terapéuticas
en la enfermedad localmente avanzada del CGE que mostramos en la
Tabla II: el enfoque americano con quimio-radioterapia concurrente
(QTRT) adyuvante!®, el enfoque europeo con QT perioperatorial® y el

enfoque asiatico con QT adyuvantel’.
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Tabla II - Enfoques de tratamiento multimodal en CGA.

Enfoque Tratamiento N OS 5 aiios
Cirugia
Americano + 556 43%

QTRT adyuvante (5FU)*
QT neoadyuvante (FLOT)
+
Europeo Cirugia 716 45%
+
QT adyuvante (FLOT)**
Cirugia
Asiatico + 1035 78%
QT adyuvante (XELOX)*

* Brazo control: cirugia exclusiva. ** Brazo control: QT perioperatoria con ECF.
5FU = 5-fluorouracilo. FLOT = 5-fluorouracilo, leucovorin, oxaliplatino y
docetaxel. ECF = epirubicina, cisplatino y 5-fluorouracilo. XELOX = capecitabina y

oxaliplatino.

Detallaremos el tratamiento perioperatorio al ser la practica
predominante en Europa y que sera el escenario de nuestro trabajo de
investigacion. Hasta hace unos afios, el tratamiento estandar de QT
perioperatoria consistia en la administracién del esquema ECF
(epirubicina, cisplatino y 5-fluorouracilo) en funcion de los resultados
del estudio MAGIC.18 En dicho ensayo clinico fase III, 503 pacientes
con adenocarcinoma gastrico o de la UGE en estadio resecable fueron
aleatorizados a recibir QT perioperatoria con ECF o un tratamiento
estandar con cirugia exclusiva. El estudio alcanz6 su objetivo principal
consiguiendo una mejoria en la OS de los pacientes tratados en la rama
experimental con una HR (hazard ratio) de 0,75; siendo el intervalo de
confianza al 95% (IC95%) de 0,6 a 0,95; y una p estadisticamente
significativa de 0,009). La OS a 5 anos fue del 36% en la rama de QT
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perioperatoria frente al 23% de la rama de cirugia exclusiva.
Recientemente, el esquema ECF ha sido desplazado como estandar de
tratamiento en la QT perioperatoria por el régimen FLOT (5-
fluorouracilo, leucovorin, oxaliplatino y docetaxel) en base a los
resultados del ensayo clinico FLOT4-AIO.!% En este estudio fase III, 716
pacientes con adenocarcinoma gastrico o de la UGE en estadios
resecables fueron aleatorizados a recibir el tratamiento estandar con
ECF perioperatorio o el tratamiento experimental con FLOT
perioperatorio. Se alcanzé el objetivo principal del estudio observando
una mejoria de la OS en la rama con FLOT con una HR de 0,77 (IC95%
de 0,63 a 0,94; p = 0,012). El régimen perioperatorio con FLOT fue
también superior al esquema con ECF en diferentes objetivos
secundarios del estudio como la OS a 5 afos (57% versus 48%), la
supervivencia libre de progresién (HR 0,75; IC95% de 0,62 a 0,91; p
= 0,004), la tasa de resecciones totales (94% versus 87%) y la tasa
de resecciones completas (84% versus 77%). Por todo ello, la QT

perioperatoria estandar hoy en dia es la combinacion FLOT.

Grado de regresion tumoral

El grado de regresién tumoral (TRG) es una herramienta que ayuda a
evaluar la respuesta patoldgica obtenida en el espécimen de una
cirugia oncoldgica cuando se ha administrado un tratamiento
antitumoral previo a dicho procedimiento. El uso de escalas de
medicién del TRG esta bien establecido en algunas neoplasias, como
en el caso del cancer de recto, en el cual el tratamiento preoperatorio
con QTRT es un estandar de tratamiento. A modo de ejemplo, Ryan y
colaboradores establecieron un sistema de clasificacién del TRG en 3

categorias con prediccidén prondstica de la supervivencia basandose en
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el analisis de 60 pacientes con cancer de recto sometidos a un

tratamiento neoadyuvante.!?

Existen diferentes escalas publicadas para evaluar el TRG en los
pacientes con CGE sometidos a tratamientos preoperatorios entre las
gue destacan la clasificacion de Mandard y la de Becker. La clasificacion
de Mandard establece cinco categorias de TRG, que se asemejan a las
definidas por Ryan en cancer de recto: TRG1 con regresion completa y
ausencia de cancer residual; TRG2 con células tumorales residuales
aisladas entre la fibrosis; TRG3 con fibrosis que predomina sobre el
cancer residual; TRG4 con cancer residual que sobrepasa la fibrosis; y
TRGS5 con ausencia de cambios regresivos. En un estudio con 93
pacientes con cancer de eso6fago sometidos a QTRT preoperatoria, la
proporcién de pacientes segun la TRG alcanzada fue del 42% (TRG1-
2), 20% (TRG3) y 33% (TRG4-5). El analisis multivariante de
supervivencia encontrd que la regresién tumoral definida como TRG1-
3 resultd ser un factor prondstico independiente para la supervivencia
de los pacientes.?% La clasificacién de Mandard ha sido evaluada en el
estudio fase III MAGIC comentado previamente, encontrando como
factores prondsticos la respuesta definida como TRG1-2 y la afectacion
ganglionar. Sin embargo, sdlo la afectacion ganglionar se demostré
como un factor prondstico independiente en el analisis multivariante

de supervivencia.?!

La clasificacion de Becker establece los siguientes grados de TRG:
TRG1la con ausencia de tejido tumoral residual; TRG1b con menos del
10% de tejido tumoral residual; TRG2 con tejido tumoral residual entre
el 10% y el 50%; y TRG3 con mas del 50% de tejido tumoral residual.
En un estudio con 480 pacientes con cancer gastrico sometidos a QT
preoperatoria basada en combinaciones de cisplatino, la distribucion de
los diferentes grados de TRG fue del 21% (TRG1la+b), 25% (TRG2) y

54% (TRG3). La regresion tumoral resultd ser un factor prondstico
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independiente en el analisis multivariante de supervivencia.?? La
clasificacion de Becker también ha sido evaluada dentro del ensayo
fase II aleatorizado que estudié la eficacia de FLOT perioperatorio que
posteriormente se amplid al ensayo fase III FLOT4-AIO previamente
comentado. En este estudio, el esquema FLOT fue superior al esquema
ECF en las TRG1 obtenidas, 37% frente al 23%, siendo este resultado

estadisticamente significativo con una p de 0,02.23

Las clasificaciones de Mandard y de Becker fueron comparadas en un
estudio el cual también se analizaron otras escalas de TRG como la
japonesa, la americana y la china. Para la comparativa se utilizaron las
muestras de 192 pacientes con adenocarcinoma gastrico tratados con
QT neoadyuvante. Las cinco clasificaciones resultaron ser factores
prondsticos en el analisis univariante de supervivencia. Sin embargo,
Unicamente el nivel T y N postquirurgicos, y las resecciones completas
RO resultaron ser factores prondsticos independientes en el analisis
multivariante. La recomendacién de los autores fue la de utilizar la
clasificacion de Mandard ya que en su estudio discriminaba mejor en
funcion del prondstico a los pacientes con ausencia de regresion24 Un
estudio algo mas reciente ha comparado las clasificaciones de Mandard
y de Becker en un estudio retrospectivo con 290 pacientes con cancer
gastrico sometidos a QT neoadyuvante. Ambas clasificaciones se
asociaron con la supervivencia de los pacientes, tanto en la OS como
en la supervivencia libre de enfermedad (DFS), sin encontrar
diferencias significativas entre las dos escalas de TRG.2> Por todo ello
y de forma global, se considera que ninguna escala de TRG en CGE ha
sido lo suficientemente validada como para convertirse en un
procedimiento estandar. La recomendacién actual entre las diferentes
guias americanas es la de adoptar para el CGE el TRG de Ryan
modificado de cuatro categorias utilizado en cancer de recto debido a

su buena reproducibilidad interobservador (Tabla III).2®
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Tabla III - Gradacidn de la regresion tumoral tras un tratamiento neoadyuvante.

TRG Descripcion ‘

Respuesta completa: ausencia de células tumorales

o
residuales.

1 Respuesta casi completa: células tumorales residuales
aisladas o pequenios grupos de células tumorales residuales.

5 Respuesta parcial: cancer residual con reaccién
desmoplasica.

3 Respuesta pobre o0 no respuesta: minima evidencia de

regresion tumoral o ausencia de la misma.

La prediccidn del TRG tras un tratamiento neoadyuvante en pacientes
con CGE, nos podria resultar de gran utilidad para un disefio de
poblacidn mas homogénea en los ensayos clinicos, la individualizacién
de los tratamientos y conseguir una medicina mas personalizada. Una
primera aproximacion para la prediccion del TRG podria ser el uso de
las pruebas complementarias que ya se utilizan en el diagndstico de
extension de los pacientes con CGE. La EUS podria ser de utilidad en
la deteccidon del downstaging o disminucidon del estadio TNM antes vy
después del tratamiento neoadyuvante.?’” Asimismo, el estudio
radiolégico por ultrasonidos utilizando doble contraste también podria
ser una técnica de utilidad.?® En cuanto a la TC, diferentes parametros
analizados por TC antes y después de la administracion de
neoadyuvancia podrian ser predictivos del TRG. Existen diferentes
publicaciones que analizan la variacion de captacion de iodo??, la
reduccion del didametro maximo tumoral3?, el andlisis de texturas3?, el
uso de imagenes de perfusién32:33, o el empleo de parametros de
radidomica.3* El papel de la respuesta metabdlica analizada por PET

también ha sido motivo de estudio como predictor del TRG, no
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obstante, la baja sensibilidad y especificidad han sido la norma hasta
la fecha e inferiores a lo esperado.32:36.37:38 | 3 resonancia magnética
con imagenes de difusién ha sido evaluada como predictora de la TRG
en algunos estudios con una buena sensibilidad y especificidad.3°4° Sin
embargo, todos los estudios comentados previamente adolecen de un
suficiente nUmero de pacientes en sus analisis, por lo que no son

considerados procedimientos estandares en el momento actual.

Otra aproximacion para predecir el TRG ha consistido en utilizar datos
clinico-patolégicos faciles de obtener en la practica. Chen vy
colaboradores desarrollaron un homograma predictivo del TRG a partir
de las caracteristicas clinico-patoldgicas de 208 pacientes con CGE
sometidos a QT neoadyuvante. Las variables seleccionadas para dicho
nomograma fueron: el grado de diferenciacion histoldgica, los niveles
de CEA (antigeno carcinoembrionario) en sangre, los niveles de
monocitos en sangre y el porcentaje de linfocitos en sangre.#! En otro
estudio clinico con 116 pacientes con CGE se encontrd que la presencia
de células tumorales en el lavado gastrico y los niveles reducidos de
hemoglobina en sangre se asociaban de forma estadisticamente
significativa con el TRG.#? Finalmente, un estudio basado en 41
pacientes encontré una asociacién significativa entre la ratio de

plaquetas y linfocitos en sangre, y el TRG alcanzado.*3

La caracterizacién molecular buscando biomarcadores predictivos del
TRG en CGE también ha sido motivo de investigacion. Uno de los
mecanismos de accién de la QT citotdxica, y sobre todo de los agentes
derivados del platino, consiste en danar de forma directa el DNA de las
células tumorales. En este sentido, la caracterizacion de los
mecanismos de reparaciéon del DNA se postularia como un potencial
biomarcador predictivo de respuesta al tratamiento con QT y por tanto
del TRG. En un estudio de 245 pacientes con CGE encontré que la

expresion nuclear de ERCC1 (excision repair cross-complementing 1),
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medida por inmunohistoquimica en la muestra tumoral, se asociaba de
forma estadisticamente significativa a una ausencia de regresion
tumoral a la QT preoperatoria basada en derivados del platino
(p=0,006) y a una peor OS (p=0.04).%* En un ensayo clinico fase II
con 43 pacientes tratados con QT preoperatoria usando la combinacion
de docetaxel, cisplatino y S1; se estudid la expresidon por
inmunohistoquimica de ERCC1 y de DDB2 (damage DNA binding
protein complex subunit 2) en las muestras tumorales antes de la
administracion del tratamiento preoperatorio. La expresidén alta de
ERCC1 y/o de DDB2 se asocié de forma estadisticamente significativa
con un peor TRG (p<0,0001).4> La expresion proteica de HER-2, FOXP3
y MET analizada por inmunohistoquimica de las biopsias tumorales fue
explorada en un estudio retrospectivo con 54 pacientes con CGE
tratados con QT preoperatoria. Desafortunadamente, la expresién de
dichos genes no se asocid al TRG obtenido con la QT neoadyuvante.4®
El ensayo fase II COMPASS estudio el beneficio de la QT neoadyuvante
con combinaciones de cisplatino en 83 pacientes con CGE. El
subestudio de biomarcadores evidencid que los niveles altos de
expresion de los genes TIMP1 (metallopeptidase inhibitor 1), DSG2
(desmoglein-2), RRM1 (ribonucleotide reductase catalytic subunit M1)
y MUC2 (mucin-2); y los niveles bajos de expresién de los genes EGFR
(epidermal growth factor receptor), ZDHHC14 (DHHC-type palmitoyl
transferase 14) y CLDN18.2 (claudin-18 isoform 2); se asociaban de
forma estadisticamente significativa con un mayor grado de regresién
tumoral.4” Por ultimo, otros estudios sugieren que la presencia de
niveles altos de cisplatino intratumoral®8, el indice apoptotico*® y la
citoqueratina 18 asociada a caspasas®® como potenciales
biomarcadores predictivos del TRG. De nuevo, todos estos
biomarcadores comentados no son empleados en la practica clinica

habitual dado que no han sido validados adecuadamente.
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Micro-RNAs y cancer gastroesofagico

Los micro-RNAs son RNAs no codificantes de pequefio tamafho,
aproximadamente 22 nucledétidos de longitud, cuya funcién es
interaccionar por complementariedad con RNA mensajero diana para
la regulacidon negativa de la expresion génica a nivel postranscripcional.
Un mismo micro-RNA puede interaccionar sobre diferentes RNA diana
y, a su vez, distintos micro-RNAs pueden interaccionar sobre el mismo
RNA diana; creando asi una compleja red de regulacidon de la expresién
génica y la traduccion de proteinas.®! En cuanto a la produccién y
maduracion de los micro-RNAs, a partir de un determinado gen, la RNA
polimerasa II genera precursores o premicro-RNAs de una longitud
mayor, que son procesados por la ribonucleasa Drosha en el nucleo.
Posteriormente son transportados al citoplasma por medio de
mecanismos dependientes de exportina-5 y Ran-GTP, para volver a ser
procesados por la ribonucleasa Dicer y dar lugar asi a los micro-RNAs

maduros.>?

En los pacientes con CGE, los estudios realizados sobre micro-RNAs
han evidenciado su implicacion en distintos procesos como la
proliferacidn celular, el crecimiento celular, la invasién, la migracién y
la apoptosis.?3>* Ademas de su papel como potenciales factores
prondsticos y diagnésticos, los micro-RNAs podrian ser utilizados como
factores predictivos de respuesta y resistencia a los tratamientos

aplicados a los pacientes con CGE.>>:°6

Los micro-RNAs pueden ser identificados directamente sobre muestras
de tejido tumoral, aunque también tienen la capacidad de ser
secretados al medio extracelular, pudiendo ser detectados de forma

libre en fluidos corporales como la sangre, tanto en forma de
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microvesiculas, cuerpos apoptoticos, estructuras de HDL o formando
complejos con proteinas del complejo RISC como argonauta-2. Esto
hace que los micro-RNAs queden protegidos de la accion de RNAsas,
dotando a los micro-RNAs de una gran estabilidad para su actividad,

deteccion y analisis.>”:>8
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Hipotesis de trabajo

El tratamiento con QT neoadyuvante administrado a los pacientes con
CGE diagnosticados en estadios loco-regionales se pauta de forma no

individualizada sin asegurar una adecuada respuesta al mismo.

Los micro-RNAs son moléculas reguladoras de distintos procesos
bioldgicos, como la sensibilidad o resistencia de las células tumorales

al tratamiento citotodxico.

Proponemos que el perfil de expresién de micro-RNAs en sangre podria
ayudarnos a identificar qué pacientes con CGE pueden beneficiarse en
mayor medida del tratamiento con QT neoadyuvante, permitiendo
distinguir aquellos pacientes que no obtendran un beneficio de dicho

tratamiento y solamente serian expuestos a una toxicidad innecesaria.

Objetivos

Objetivo primario

e Determinar si el perfil de expresion de micro-RNAs en sangre de
pacientes con cancer gastroesofagico localizado puede distinguir
entre aquellos pacientes que obtienen respuesta tras la QT

preoperatoria de los que no responderan a dicho tratamiento.
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Objetivos secundarios

e Determinar si el perfil de expresion de micro-RNAs aporta
informacion prondstica en cuanto a la supervivencia libre de
enfermedad de los pacientes.

e Determinar si el perfil de expresion de micro-RNAs aporta

informacion prondstica en cuanto a la OS global de los pacientes.
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METODOLOGIA

Diseno

Presentamos en esta tesis doctoral un estudio observacional,
prospectivo, de una cohorte de pacientes con cancer gastroesofagico
en estadio loco-regional, tratados con QT preoperatoria y atendidos en
el servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario Ramén y Cajal
de Madrid.

Poblacién del estudio

Los criterios de inclusién que debian cumplir todos los participantes

para ser incluidos en el estudio fueron los siguientes:

e Pacientes mayores de 18 afios.

e Firma del consentimiento informado previamente a la realizacién
de cualquier procedimiento del estudio.

e Autorizacién del proyecto por el Comité de Etica y Ensayos
Clinicos del Hospital Universitario Ramén y Cajal.

e Diagnostico histologico de un adenocarcinoma de estémago,
unidon gastroesofagica o esdfago distal.

e Estadio loco-regional no metastasico de la enfermedad (estadios
I a III) tras un estudio basico que incluya una tomografia
computarizada de térax, abdomen y pelvis, y la realizacion de
una ecoendoscopia digestiva alta con biopsia. La exploracién
quirdrgica por laparoscopia y citologia del lavado peritoneal, asi
como el FDG-PET, se consideraron como procedimientos

recomendables, aunque no mandatorios.
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e Indicacién de un tratamiento preoperatorio con QT seguido de
cirugia con intencion curativa, tras la discusion del caso en el

comité multidisciplinar de tumores del hospital.

Variables del estudio

Para alcanzar los objetivos del estudio se recogieron las siguientes

variables:

e Relacionadas con la demografia de los pacientes: fecha de
nacimiento y sexo.

e Relacionadas con la enfermedad: localizacién del tumor primario
(estdbmago, union gastroesofagica o eséfago); subtipo histoldgico
de Lauren (difuso, intestinal, mixto o indeterminado); grado de
diferenciacion histolégica (bien, moderada o pobremente
diferenciado); y estadio TNM pre y postoperatorio.

e Relacionadas con el tratamiento administrado: fecha de inicio y
fin del tratamiento preoperatorio; tipo de esquema de QT
utilizado; tipo de reseccidn quirdrgica realizada (reseccién
completa, enfermedad residual microscopica y enfermedad
residual macroscoépica); y grado de regresién tumoral (TRG 0 a
3).

e Relacionadas con la evolucién de los pacientes: fecha del
diagnostico histologico, fecha del inicio del tratamiento
quimioterapico, fecha de la cirugia, estado y fecha de la recaida
de la enfermedad; y estado y fecha del ultimo seguimiento.

e Biomarcadores circulantes: niveles basales de los marcadores
tumorales séricos habituales (CEA, CA19-9 y CA125) y niveles

de expresion de los micro-RNAs basales en sangre.
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A partir de estas variables, se generaron las siguientes nuevas

variables calculadas:

e Edad en el momento del diagndstico.

e Supervivencia libre de enfermedad (DFS): definida como el
tiempo transcurrido desde el diagnodstico de la enfermedad hasta
la recaida de la enfermedad o la muerte por cualquier causa.

e Supervivencia global (OS): definida como el tiempo transcurrido
desde el diagndstico de la enfermedad hasta la muerte por
cualquier causa.

e Respuesta histoldgica al tratamiento quimioterapico: agrupacion
de TRGO-1 versus TRG2-3, segun escala de Ryan modificada,
para diferenciar los pacientes con buena respuesta histoldgica al
tratamiento con QT frente a los pacientes con una respuesta
histoldgica suboptima.

e Categorizacién de los niveles de marcadores tumorales en
sangre: se consideraron niveles elevados si CEA > 10 ng/ml,
CA19-9 > 37 U/ml y CA125 > 35 U/ml. Ademas, se generd una
variable categodrica que recogid los pacientes con alglin marcador
tumoral alto frente a aquellos con todos los marcadores

tumorales normales.

Recogida y procesamiento de las muestras de sangre

Para el estudio de los biomarcadores circulantes, se realizaron las
siguientes extracciones de sangre en diferentes momentos de la

evolucion de los pacientes:

1. Antes del inicio del tratamiento preoperatorio.
2. Después de finalizar el tratamiento preoperatorio y antes de la

cirugia curativa.
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3. Después de la cirugia curativa.

Previamente a la realizacién de nuestro estudio y en colaboracion con
la Unidad Central de Apoyo de Biomarcadores y Dianas Terapéuticas
del IRYCIS (Instituto Ramoén y Cajal de Investigacién Sanitaria), se
realizd un array de expresidn de micro-RNAs. Se estudié la expresidon
de 762 diferentes micro-RNAs en suero de dos grupos reducidos con
cancer gastroesofagico sometidos a QT: 4 pacientes con respuesta a la
QT vy otros 4 pacientes sin respuesta a la misma. Para cada paciente
se utilizaron muestras antes y después del tratamiento con QT. En este
estudio preliminar, 60 micro-RNAs exhibian expresion diferencial entre
la muestra pretratamiento y postratamiento, asi como entre los
individuos que respondieron y los que no. De estos micro-RNAs se
seleccionaron 15 micro-RNAs que exhibian mayor diferencia entre los
grupos de respondedores y no respondedores para su posterior
validacién en nuestro estudio. Los micro-RNAs seleccionados fueron:
miR-19a-3p, miR-19b-3p, miR-20a-3p, miR-34a-3p, MmiR-98-5p, miR-
130b-3p, miR-154-5p, miR-155-5p, miR-199-5p, miR-221-5p, miR-
331-3p, miR-423-5p, miR-483-5p, miR-502-3p y miR-548a-3p.

Para la determinacidn de la expresion de micro-RNAs, las muestras de
sangre se recogieron en tubos VACUETTE (z serum sep clot activator)
de 4ml, que fueron centrifugados a 2.500 rpm 10 minutos. El suero
separado por la centrifugacion se recogid, alicuotd y almacend
conforme a los criterios del Biobanco del Hospital Ramon y Cajal (tubos
anonimizados, codigo uUnico y en congelador de -80°C). Para la
extraccion de RNA total enriquecido en micro-RNAs en sangre, se
utiliz6 el miRNeasy Serum Kit (Qiagen) Kit, apropiado para la
extraccion de micro-RNAs en sangre. Previo a la extraccion del RNA,
se anadieron RNAs sintéticos (Spike-in y cel 39) para el control técnico
del analisis de las qRT-PCRs. El RNA total extraido se cuantificé y se

valoro su integridad mediante Nanodrop y bioanalyzer. Los micro-RNAs
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seleccionados se determinaron por gRT-PCR individuales, utilizando
primers especificos con modificacién LNA (Exigon) y SYBRGreen. Se
utilizé la amplificacién del cel 39, anadido exdgenamente, como control
de RT. Y los resultados se normalizaron frente a los niveles de miR103
y miR191, como miRNAs de expresidn estable (miRNAs referentes). De
forma previa a las determinaciones de los micro-RNAs seleccionados,
se estimd el grado de hemdlisis por diferencia en expresién de los
micro-RNAs miR23a y miR451-3p. En caso de valores por encima de
7, se descartd la muestra por alto grado de hemodlisis, ya que altos
niveles de hemoglobina pueden inhibir la reaccion de PCR. Dichas
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Lightcycler 480
(Roche). En todos los casos, los valores de niveles de los micro-RNAs
se expresaron como delta-CT (dCT) relativizado frente al

housekeeping.

Tamano muestral y analisis estadistico de los datos

Tomando como base una proporcidon de respuesta patoldgica TRGO-1
del 30% tras el tratamiento con QT preoperatoria, con un error alfa del
5% y una potencia del 80 %, estimamos que se necesitarian 52
pacientes para demostrar que nuestra firma de micro-RNAs identificase
un subgrupo de pacientes respondedores con una TRGO-1 del 50%,

frente a un grupo de no respondedores con una TRGO-1 del 10 %.

Para el objetivo principal del estudio, analizamos mediante regresion
logistica la relacidn entre los diferenciales de CT o dCT (el nivel de
micro-RNA problema menos el nivel de micro-RNA referente) de los
micro-RNAs y la respuesta patoldgica obtenida (TRGO-1 versus TRG2-
3). Para la seleccién de la firma de micro-RNAs se seleccionaron en una

primera muestra de 40 pacientes los potenciales micro-RNAs
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predictivos de TRG que obtuvieran una p < 0,3 en el analisis univariable
por regresion logistica. Para una mejor seleccion de la firma de micro-
RNAs se realizd un estudio de todos los modelos posibles predictivos
de TRG por regresidn logistica para obtener la seleccién final de micro-

RNAs a analizar en la muestra total.

Para el analisis de supervivencia (DFS y 0OS), utilizamos curvas de
Kaplan-Meier, la prueba de log-rank y la regresién de Cox. La relacion
entre los dCT de expresidén de los micro-RNAs y las variables clinico-
patologicas recogidas en el estudio, se realiz6 mediante la prueba no
paramétrica de  Wilcoxon/Mann-Whitney para las variables
cuantitativas, y la prueba de Fisher para las variables cualitativas. Se
consideraron estadisticamente significativos los resultados con una p
< 0,05 bilateral. El estudio estadistico se realizé con el paquete
informatico STATA 15.

Aspectos éticos del estudio

El presente estudio se realizé de acuerdo con el protocolo desarrollado,
los principios establecidos en la ultima versién de la Declaracion de
Helsinki, y siguiendo la normativa legal vigente, la ley 14/2007, de 3

de julio, de Investigacidon biomédica.

El tratamiento de los datos de caracter personal en el estudio, en
especial en lo que al consentimiento se refiere, se ajustdé a lo
establecido en la Ley Organica 15/99 de Proteccion de Datos de
caracter Personal y el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre,
por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, de proteccién de datos de caracter

personal.
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Previamente a la inclusion de los pacientes, el proyecto ha sido
valorado y autorizado por el Comité de Etica de la Investigacion del
Hospital Universitario Ramén y Cajal (ver Anexo 1). Todos los pacientes
incluidos en el estudio aceptaron su participacion mediante la firma del

consentimiento informado del estudio (ver Anexo 2).

Etapas del desarrollo del estudio:

El estudio ha tenido una duracion de 5 arfios.

Momentos Acciones

e Presentacion del protocolo y la hoja del consentimiento
informado al comité de ética de investigacién para su
autorizacién.

Dia 0 e Creacion de la base de recogida de datos en formato
Excel.

e Creacion del circuito de pacientes y de recogida y
almacenamiento de las muestras bioldgicas.

e Identificacion de los pacientes de la muestra inicial (N =
40).

Mes 1 - 30 . _
e Extraccion de las muestras de sangre y almacenamiento
de las mismas.
e Procesamiento de las muestras de sangre de la muestra
inicial para el analisis de expresion de micro-RNAs.
Mes 30 - 33 ., )
e Expresion de micro-RNAs en sangre por qRT-PCR en la
muestra inicial.
e Analisis estadistico de los datos e interpretacion de los
resultados en la muestra inicial.
e Seleccién de los biomarcadores para la muestra total (N
Mes 33 - 36

= 65).
e Identificacion de nuevos pacientes y extraccion de

muestras.
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Mes 36 - 48
Mes 48 - 51
Mes 51 - 54
Mes 54 - 60

Identificacion de nuevos pacientes y extraccion de
muestras.

Procesamiento de las muestras de sangre de las muestras
finales.

Expresion de micro-RNAs en sangre por gqRT-PCR de la
muestra final.

Analisis estadistico de los datos de la muestra final.
Interpretacion de los resultados de la muestra final.

Redaccidon del manuscrito final.

Para la consecucion de este trabajo hemos obtenido la magnifica

colaboracidén del Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario

Ramon y Cajal, de su laboratorio de biologia molecular asociado, del

Biobanco, del Servicio de Anatomia Patoldgica y de la Unidad Central

de Apoyo de Biomarcadores y Dianas Terapéuticas del IRYCIS.
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RESULTADOS

Analisis de la muestra inicial

Caracteristicas de la muestra inicial

Entre mayo de 2014 y noviembre de 2016, se reclutaron de forma
prospectiva 40 pacientes que cumplian los criterios de seleccion del
estudio. La mediana de seguimiento de los pacientes fue de 56,8 meses
en el momento del analisis del estudio y un total de 23 pacientes habian
recaido y fallecido. La mediana de supervivencia libre de enfermedad
(DFS) fue de 22,3 meses con un intervalo de confianza al 95% (IC95%)
de 14,1 a 34,3 meses (Figura 3). La mediana de supervivencia global
(0OS) fue de 39,8 meses con un IC95% de 23,9 meses con el limite

superior del intervalo no alcanzado (Figura 4).
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Supervivencia libre de enfermedad

probabilidad de supervivencia
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Figura 3 - Curva de supervivencia libre de enfermedad (DFS) de la muestra inicial.
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Figura 4 - Curva de supervivencia global (0OS) de la muestra inicial.
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Las caracteristicas de los pacientes incluidos en la muestra inicial del
estudio se muestran en la Tabla IV. La mediana de edad fue de 69,2
afios con un rango intercuartilico (IQR) de 60,5 a 75,8 anos. El 62,5 %
de los pacientes fueron varones. En un 67,5 % de los casos el tumor
primario se localizaba en el estdmago. El subtipo histolégico segun la
clasificacion de Lauren fue del 37,5 % para el tipo difuso y del 52,5 %
para el tipo intestinal. Un 67,5 % de los tumores mostraban un grado
histolégico pobremente diferenciado. El estado de sobreexpresion o
amplificacion de HER-2 se determind en un 50% de los casos, siendo
la positividad del 10 % (2 pacientes). El hecho de no disponer de
informacion del estado de HER2 en todos los pacientes se debid a que
es un biomarcador de uso exclusivo en la enfermedad avanzada y no
en la localizada, como es el caso de nuestro estudio. Todos los
pacientes recibieron tratamiento con QT preoperatoria y el 95 % de los
pacientes fueron sometidos a cirugia, existiendo 2 pacientes no
operados con intencidn curativa, al encontrar la enfermedad
irresecable en el acto quirdrgico. En el 73,7 % de los pacientes
operados se obtuvo una reseccién completa (R0O); el 10,5 %
presentaron borde afecto a nivel microscoépico (R1); y en el 15,8 % de
los casos se detectdé enfermedad residual macroscopica en el acto
quirurgico (R2). En cuanto a la tasa de regresion tumoral, el 27,5 %
alcanzaron respuesta histolégica (TRGO-1) al tratamiento
quimioterapico preoperatorio; mientras que el 72,5 % restante no
mostraron respuesta (TRG2-3). El 82,1 % de los pacientes recibieron

tratamiento sistémico con QT postoperatoria.
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Tabla 1V - Caracteristicas de los pacientes de la muestra inicial.

Edad 40 69,2 anos
Sexo
e Masculino 25 62,5 %
¢ Femenino 15 37,5 %
Localizacién anatémica
e Esofago distal 2 5 %
e Unién GE 11 27,5 %
e Estomago 27 67,5%
Subtipo histolégico de Lauren
e Difuso 15 37,5 %
e Intestinal 21 52,5 %
¢ Mixto 2 5%
e Desconocido 2 5%

Grado de diferenciacion histolégica

e Bien diferenciado 3 7,5 %
e Moderadamente diferenciado 8 20 %
e Pobremente diferenciado 27 67,5 %
e Desconocido 2 5 %
HER-2
e Positivo 2 5%
¢ Negativo 18 45 %
e Desconocido 20 50 %

Tratamiento quimioterapico

e Preoperatorio 40 100 %

e Postoperatorio 32 82,05 %
Cirugia realizada 38 95 %
Tipo de reseccion

e RO 28 73,68 %

e RI1 4 10,53 %

e R2 6 15,79 %
Grado de regresion tumoral

e TRGO-1 11 27,5%

e TRG2-3 29 72,5 %
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La distribucion TNM y por estadios, tanto en el momento basal antes
de administracion de quimioterapia y en el momento postoperatorio,
se muestra en la Tabla V y la Figura 5. En el estudio preoperatorio
destaca que el 80 % de los pacientes presentaban niveles de T
avanzados (T3-4), mientras los niveles de T precoces (T0-2) solo
fueron el 3 %. En el estudio postoperatorio, el 74 % de los pacientes
presentaban niveles T3-4 y el 26 % niveles TO-2. En cuanto a la
afectacion ganglionar en el estudio preoperatorio, el 50 % de los casos
presentaban baja carga ganglionar (NO-1) y el 33 % alta carga
ganglionar (N2-3). Tras el estudio postoperatorio, el 66 % presentaron
NO-1 vy el 34 % N2-3. En siete pacientes (18 %) no se obtuvieron los
datos de afectacion T ni N, debido a la imposibilidad para realizarse un
estudio preoperatorio con EUS, ante la necesidad de no demorar el
inicio del tratamiento con QT, en beneficio del paciente. Dos pacientes
(5 %) fueron clasificados como M1 tras evidenciar afectacion
metastasica en el momento de la cirugia. No fueron operados. La
distribucién por estadios en el momento previo a la cirugia fue del 30
% para los estadios precoces (0 a II), del 48 % para el estadio III y
del 5 % para el estadio IV. Por otro lado, la distribucién por estadios
tras la cirugia fue del 53 % para los estadios 0 a II, del 29 % para el

estadio III y del 18 % para el estadio IV.
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Tabla V - Clasificacion TNM pre- y postcirugia en la muestra inicial.

Nivel
T 0
1
2
3
4
X
N 0
1
2
3
X
M 0
1

Preoperatorio

2,5 %
60 %
20 %
17,5 %
20 %
30 %
27,5 %
5%
17,5 %
95 %
5%

Postoperatorio
2,63 %
10,53 %
13,16 %
42,11 %
31,58 %
47,37 %
18,42 %
28,95 %
5,26 %
81,58 %
18,42 %

Estadio preoperatorio

I cstadio !l MM Estadio 11l
B Estadio IV [N Desconocido

Estadio postoperatorio

I Estadio 0
I Estadio Il
I Estadio IV

I cstadio |
N Estadio 11l

Figura 5 - Distribuciéon por estadios pre- y postoperatorios en la muestra inicial.
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Marcadores tumorales en la muestra inicial

Los marcadores tumorales (MT) analizados en sangre en la muestra
inicial estudio fueron el CEA, CA19-9 y CA125. En la Figura 6 se
muestran los diagramas de caja de cada uno de los MT expresados
como el nivel basal emitido por el laboratorio, asi como el logaritmo
neperiano de cada uno de ellos para facilitar la visualizacion. La
mediana de los niveles basales de CEA fue de 1,7 ng/ml (IQR de 1,2 a
8,75). Un 20 % presentaban niveles elevados de CEA con un punto de
corte en 10. La mediana de los niveles basales de CA19-9 fue de 9,2
U/ml (IQR de 4,65 a 42,75). Un 28 % de pacientes presentaban niveles
elevados de CA19-9 con un punto de corte en 37. La mediana de los
niveles basales de CA125 fue de 15 U/ml (IQR de 9,2 a 25,7). Un 13
% de pacientes presentaban niveles elevados de CA125 con un punto
de corte en 35. El 57,5 % de los pacientes no presentaban elevacion
de ninguno de los MT; el 27,1 % tenian niveles altos de un marcador;
el 12,5 % de dos marcadores; y el 2,5 % mostraban elevacién de todos

los marcadores.

Boxplot de los marcadores tumorales basales Boxplot de los marcadores tumorales basales
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Figura 6 - Diagrama de caja de los niveles de marcadores tumorales
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La Figura 7 muestra los diagramas de caja de los niveles de los MT en
funcion de la TRG obtenida, es decir, en funcidon de si en la muestra
histologica se evidenciaba respuesta patoldgica o no. En el analisis
estadistico no paramétrico y por regresién logistica, no se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de los MT y
la TRG. Para la seleccion de variables potenciales para el analisis
conjunto de biomarcadores posterior, con una p = 0,18 por analisis no
paramétrico y p = 0,08 por analisis en regresion logistica, el CA19-9
seria el Unico marcador tumoral para incluir en el modelo final. La Tabla
VI muestra estos resultados. Cuando analizamos por regresion logistica
los MT categorizados (normal versus elevado) y la variable generada
como cualquier marcador tumoral elevado, no encontramos diferencias

significativas en la TRG obtenida para cada grupo.

Boxplot de los marcadores tumorales segun la TRG
(expresados como el logaritmo neperiano)
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Figura 7 - Boxplot de los MT en funcién de la TRG obtenida en la muestra inicial.
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Tabla VI - Anélisis de los niveles de MT en funcién de la TRG en la muestra inicial.

Test de Wilcoxon Regresion logistica
Marcador tumoral
(p) (OR; p)
CEA 0,49 0,99 ; 0,66
CA19-9 0,18 1,0; 0,09
CA125 0,3 1,0; 0,46
Cualquier MT elevado - 1,18 ; 0,82

Las curvas de supervivencia para la DFS en funciéon de los niveles
basales de MT se muestran en la Figura 8. La Tabla VII muestra los
resultados del anadlisis univariable realizado para la DFS, mediante
regresion de Cox, tanto para las variables continuas de los niveles
basales de cada MT, como para cada MT categorizado como normal
versus elevado, asi como para la variable categdérica que compara los
pacientes con algun MT elevado versus los pacientes con todos los MT
en rango normal. No hemos encontrado diferencias significativas en la
DFS segun los niveles de CEA ni de CA19-9. Tampoco hemos
encontrado diferencias significativas en DFS para los niveles
cuantitativos de CA125. Sin embargo, los pacientes con niveles basales
elevados de CA125, tienen una DFS inferior a aquellos con niveles
normales de CA125, siendo la diferencia estadisticamente significativa
(HR 4,66 y p = 0,01). Ademas, los pacientes con algin MT elevado
presentaban también una peor DFS con respecto a aquellos pacientes
con MT normales, con una diferencia cercana a la significacion
estadistica (HR 1,93 y p = 0,09). En el analisis multivariable realizado
para DFS incluyendo las variables categoéricas de los MT, Unicamente
la elevacion de CA125 se asociaba a una peor DFS una vez corregido
por los otros MT (Tabla VIII).
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Figura 8 - Curvas de supervivencia para la DFS segun los niveles de MT en la muestra inicial.

Tabla VII - Anélisis de supervivencia univariable para la DFS segun los niveles de MT en la

muestra inicial.

Variable HR p I1C95% ‘

CEA (continuo) 1,0 0,64 0,99 - 1,02

CEA elevado 1,61 0,283 0,68 - 3,82
CA19-9 (continuo) 1,0 0,68 1,0-1,0

CA19-9 elevado 1,22 0,64 0,53 -2,78
CA125 (continuo) 1,00 0,32 1,0-1,0

CA125 elevado 4,66 0,01 1,54 - 14,04

Cualquier MT elevado 1,93 0,09 0,91 - 4,16
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Tabla VIII - Anélisis de supervivencia multivariable para DFS y MT en la muestra inicial.

VELEDIE HR p IC95%
CEA elevado 1,13 081  042-3,05
CA19-9 elevado 1,06 0,9 0,44 - 2,52
CA125 elevado 4,41 0,01 1,38 - 14,07

Las curvas de supervivencia para la OS en funcidon de los niveles
basales de MT se muestran en la Figura 9. La Tabla IX muestra los
resultados del analisis univariable realizado para la OS de idéntica
forma a lo comentado previamente para la DFS. De igual manera, no
encontramos diferencias significativas en OS en funcién de los niveles
de CEA, aunque las curvas de supervivencia indican una clara
tendencia a una peor supervivencia para los pacientes con niveles altos
de CEA, no para CA19-9. De forma consecuente con lo evidenciado en
DFS, los niveles elevados de CA125 indican un peor prondstico de los
pacientes con respecto a los pacientes con CA125 normal, siendo la
diferencia estadisticamente significativa (HR 9,63 y p < 0,01). Los
pacientes con algin MT elevado presentan de igual manera una peor
supervivencia en comparacién con los pacientes con MT normales,
siendo en este caso la diferencia estadisticamente significativa (HR 9,0
y p < 0,01). En el anédlisis multivariable mostrado en la Tabla X,
Unicamente la elevacién de CA125 aparece como factor prondstico una

vez corregido por los otros MT.
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Figura 9 - Curvas de supervivencia para la OS segun los niveles de MT en la muestra inicial.

Tabla IX - Anélisis de supervivencia univariable para la OS segun los niveles de MT en la

muestra inicial.

Variable HR p I1C95% ‘

CEA (continuo) 1,00 0,69 0,98 - 1,01
CEA elevado 1,99 0,15 0,78 -5,1
CA19-9 (continuo) 1,0 0,51 1,0-1,0

CA19-9 elevado 1,20 0,69 0,49 - 2,92
CA125 (continuo) 1,01 <0,01 1,0-1,01

CA125 elevado 9,63 <0,01 2,72 - 34,15
Cualquier MT elevado 2,48 0,03 1,08 - 5,71
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Tabla X - Analisis de supervivencia multivariable para OS y MT en la muestra inicial.

VELEDIE HR ] IC95%
~ CEAelevado @ 1,36 057  047-392
CA19-9 elevado 0,97 0,96 0,38 - 2,47
CA125 elevado 9,0 <0,01 2,44 - 33,23

Micro-RNA en la muestra inicial

Los niveles de expresidon de los micro-RNAs analizados en los primeros
40 pacientes (miR-19a-3p, miR-19b-3p, miR-20a-3p, miR-34a-3p,
miR-98-5p, miR-130b-3p, miR-154-5p, miR-155-5p, miR-199-5p,
miR-221-5p, miR-331-3p, miR-423-5p, miR-483-5p, miR-502-3p y
miR-548a-3p) se muestran en la Tabla XI. El analisis de la expresidn
de micro-RNAs en funcién de la TRG obtenida se muestra en la Tabla
XII. Los micro-RNAs con una p < 0,30 en ambos tests estadisticos
fueron considerados como potenciales predictores de la TRG para el
analisis conjunto posterior. Estos micro-RNAs son: miR-19a-3p, miR-
34a-3p, miR-130b-3p, miR-199-5p, miR-423-5p, miR-502-3p. La
Figura 10 muestra los diagramas de caja de los seis micro-RNAs

seleccionados.

Tabla XI - Niveles de expresion de micro-RNAs en la muestra inicial.

Micro-RNAs Media sd p25 Mediana p75
miR-19a-3p -2,77 0,79 -3,12 -2,80 -2,44
miR-19b-3p -1,76 5,97 -3,00 -2,67 -2,31
miR-20a-3p 7,44 1,29 7,32 7,59 7,90
miR-34a-3p 10,08 2,05 9,7 10,29 11,17

miR-98-5p 6,28 1,24 6,01 6,38 6,88
miR-130b-3p 4,42 0,97 4,19 4,46 5,05
miR-154-5p 7,36 1,75 6,86 7,20 8,58
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miR-155-5p 7,18 1,23 7,09 7,31 7,63

miR-199-5p 4,49 1,07 3,93 4,49 5,20
miR-221-5p 9,22 1,65 8,99 9,41 9,63
miR-331-3p 4,07 0,85 3,82 4,13 4,52
miR-423-5p 2,98 0,89 2,63 3,00 3,54
miR-483-5p 8,64 2,51 8,32 8,75 9,66
miR-502-3p 5,13 1,17 4,94 5,28 5,65
miR-548a-3p 7,69 1,40 7,38 7,87 8,30

Tabla XII - Andlisis de la expresion de micro-RNAs en funcion de la TRG en la muestra inicial.

Regresion logistica

Mann-Whitney

Micro-RNAs
e IC95%

miR-19a-3p 0,07 1,92 0,18 0,74 - 4,98
miR-19b-3p 0,06 0,97 0,71 0,82 - 1,15
miR-20a-3p 0,80 1,30 0,58 0,51 - 3,30
miR-34a-3p 0,26 1,48 0,21 0,81 -2,71
miR-98-5p 0,83 1,10 0,76 0,59 - 2,07
miR-130b-3p 0,09 3,68 0,08 0,85 - 15,90
miR-154-5p 0,51 0,89 0,57 0,61-1,32
miR-155-5p 0,44 1,77 0,48 0,36 - 8,81
miR-199-5p 0,13 2,03 0,12 0,83 - 4,98
miR-221-5p 0,26 1,34 0,46 0,61 - 2,97
miR-331-3p 0,66 1,58 0,42 0,52 - 4,80
miR-423-5p 0,04 3,84 0,03 1,17 - 12,55
miR-483-5p 0,67 1,29 0,31 0,79 - 2,09
miR-502-3p 0,01 4,00 0,04 1,09 - 14,71
miR-548a-3p 0,42 1,01 0,97 0,61 -1,63
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Figura 10 - Boxplot de la expresion de micro-RNAs segun la TRG en la muestra inicial.

La Tabla XIII muestra los resultados del analisis de supervivencia
univariante para la DFS en funcién de la expresién de los micro-RNAs
analizados. Los micro-RNAs con un potencial papel prondstico para la
DFS seleccionados con una p < 0,3 fueron: miR-19a-3p, miR-34a-3p,
miR-423-5p, miR-483-5p y miR-502-3p. La Tabla XIV muestra los
resultados del analisis de supervivencia univariante para la OS en
funcidn de la expresion de los micro-RNAs analizados. Los micro-RNAs
con un potencial papel prondstico para la DFS seleccionados con una p
< 0,3 son miR-19a-3p, miR-34a-3p, miR-423-5p y miR-502-3p.
Coinciden con los seleccionados en el andlisis realizado para la DFS

excepto la ausencia de miR-483-5p.

50



Tabla XIII - Andlisis de supervivencia univariable para la DFS por la expresion de micro-RNAs

en la muestra inicial.

Micro-RNAs HR p IC95%
miR-19a-3p 0,74 0,26 0,44 - 1,25
miR-19b-3p 1,01 0,75 0,95 -1,07
miR-20a-3p 1,01 0,95 0,74 - 1,38
miR-34a-3p 0,91 0,19 0,79 - 1,05
miR-98-5p 1,11 0,61 0,75 -1,62
miR-130b-3p 0,85 0,37 0,60 - 1,21
miR-154-5p 1,00 0,97 0,79 - 1,28
miR-155-5p 0,92 0,55 0,72 -1,19
miR-199-5p 0,95 0,75 0,67 -1,33
miR-221-5p 0,98 0,88 0,78 -1,23
miR-331-3p 1,17 0,57 0,68 - 2,01
miR-423-5p 0,73 0,12 0,49 - 1,08
miR-483-5p 0,88 0,06 0,77 - 1,00
miR-502-3p 0,81 0,11 0,63 -1,05
miR-548a-3p 1,06 0,72 0,76 - 1,49
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Tabla XIV - Andlisis de supervivencia univariable para la OS por la expresion de micro-RNAs

en la muestra inicial.

Micro-RNAs HR p IC95%
miR-19a-3p o071 028  039-1,31
miR-19b-3p 1,03 0,40 0,97 - 1,09
miR-20a-3p 0,94 0,70 0,68 - 1,30
miR-34a-3p 0,86 0,06 0,74 - 1,01
miR-98-5p 0,95 0,78 0,67 - 1,34
miR-130b-3p 0,93 0,75 0,61-1,42
miR-154-5p 1,10 0,55 0,81 - 1,48
miR-155-5p 0,87 0,35 0,66 - 1,16
miR-199-5p 0,83 0,31 0,58 - 1,19
miR-221-5p 0,95 0,70 0,73 -1,23
miR-331-3p 1,01 0,98 0,58 - 1,75
miR-423-5p 0,78 0,29 0,50 - 1,23
miR-483-5p 0,99 0,85 0,85 -1,15
miR-502-3p 0,83 0,22 0,61-1,12
miR-548a-3p 1,00 0,99 0,70 - 1,45

Busgueda del mejor modelo predictivo del grado de regresion tumoral

De cara a una mejor seleccién de los biomarcadores circulantes para
ser utilizados en la ampliacién de la muestra, hemos realizado un
analisis del mejor modelo predictivo por el método de todas las
ecuaciones posibles. La Figura 11 muestra los 10 primeros modelos en
el analisis del mejor modelo predictivo de TRG utilizando la expresion
de micro-RNAs en sangre y limitando el nimero maximo de variables
a seis. De los micro-RNAs seleccionados tras el analisis univariante,
Unicamente miR-19a-3p y miR-199-5p no aparecian representados en
ningun modelo. Por otro lado, otros micro-RNAs no seleccionados con
representaciéon en los primeros 10 modelos fueron: miR-154-5p (9
modelos), miR-331 (2 modelos), miR-98 (1 modelo) y miR-155 (1
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modelo). Tras realizar el mismo analisis afiadiendo los niveles de
marcadores tumorales en sangre, no encontramos ningun biomarcador

adicional a los ya seleccionados.

NVar Variables pValue AIC BIC AUC Se Sp pfitHL
1. 2 miR1545p miR4235p 0.006 42.7 47.8 0.705 63.6 96.6 0.006
2. 2 miR1545p miR5023p 0.006 42.9 47.9 0.799 45.5 89.7 0.573
3. 3 miR34a3p miR1545p miR4235p 0.008 43.2 49.9 0.803 54.5 96.6 0.080
4. 2 miR130b3p miR1545p 0.009 43.6 48.7 0.759 54.5 93.1 0.511
5. 3 miR1545p miR4235p miR5023p 0.010 43.6 50.4 0.768 63.6 93.1 0.311
6. 4 miR985p miR1545p miR3313p miR5023p 0.010 43.8 52.3 0.824 45.5 89.7 0.667
7. 3 miR1545p miR1555p miR4235p 0.011 44.0 50.8 0.746 63.6 96.6 0.347
8. 3 miR1545p miR3313p miR5023p 0.012 44.1 50.9 0.799 45.5 93.1 0.655
9. 1 miR5023p 0.009 44.2 47.5 0.768 18.2 96.6 0.794
10. 3 miR130b3p miR1545p miR5023p 0.012 44.2 50.9 0.781 54.5 86.2 0.605

Figura 11 - Estudio del modelo predictivo de TRGO1 por todas las posibles ecuaciones en la

muestra inicial.

Tras el analisis anteriormente descrito, la Tabla XV resume los micro-
RNAs seleccionados para el analisis predictivo de TRG en la muestra

ampliada.

Tabla XV - Micro-RNAs seleccionados

. Prediccion de TRG Factor pronostico de
(uni- o multivariable) supervivencia

miR-19a-3p Univariable DFS, OS
miR-34a-3p Ambos modelos DFS, OS
miR-130b-3p Ambos modelos No
miR-154-5p Multivariable No
miR-199-5p Univariable No
miR-331-3p Multivariable No
miR-423-5p Ambos modelos DFS, OS
miR-502-3p Ambos modelos DFS, 0OS
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Analisis de la muestra completa

Caracteristicas de los pacientes en la muestra completa

La muestra final se compone de 57 pacientes diagnosticados entre
diciembre de 2013 y marzo de 2019. En el momento del analisis final,
en mayo de 2021, la mediana de seguimiento de los pacientes fue de
48,7 meses; 31 pacientes habian recaido o progresado; y 27 pacientes
habian fallecido. La mediana de DFS fue de 26,4 meses (IC95% de
20,9 a 43,2 meses; Figura 12) y la mediana de OS fue de 47 meses

(IC95% de 33 meses con el limite superior no alcanzado; Figura 13).
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Figura 12 - Curva de supervivencia para la DFS en la muestra completa
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Figura 13 - Curva de supervivencia para la OS en la muestra completa

La Tabla XVI muestra las caracteristicas clinico-patoldogicas de los
pacientes de la muestra global, diferenciando los 17 pacientes (29,8%)
que obtuvieron una buena respuesta patoldgica en la pieza quirdrgica
tras la administracion del tratamiento preoperatorio (TRG0-1) frente a
los 40 pacientes (70,2%) que no alcanzaron dicha respuesta (TRG2-
3).

La mediana de edad fue de 67,4 anos (IQR de 59,6 a 75,6 ahos). El
60% de los pacientes fueron varones. La localizacion mas frecuente fue
la gastrica (68%), mientras que el subtipo histolégico mas frecuente
fue el intestinal (53%). El 63% de los pacientes presentaban una
pobre diferenciacion histoldgica; en 3 pacientes se detectd la
positividad para HER-2; y en 1 paciente se detectdé un defecto en las
proteinas MMR (mismatch-repair). Todos los pacientes recibieron

tratamiento con QT preoperatoria, aunque solo 82% recibieron

55



tratamiento sistémico tras la cirugia, bien por deterioro clinico tras la
cirugia o bien por progresién de la enfermedad que requirid el inicio de
una primera linea para la enfermedad avanzada. Principalmente se
administraron tripletes de quimioterapia (81 % de los casos), con
mayor presencia del uso de epirubicina en los casos mas antiguos y de
docetaxel en los diagndsticos mas recientes. Trastuzumab fue asociado
al tratamiento con quimioterapia en 1 paciente, y la administraciéon de
radioterapia concurrente a la quimioterapia se produjo en 3 pacientes.
El 96% de los pacientes fueron sometidos a cirugia, persistiendo
Unicamente 2 pacientes no operados al encontrar la enfermedad
irresecable en el acto quirudrgico. Las tasas de reseccién RO y R1 fueron
del 71 % y el 16 % respectivamente. En el 58 % de los pacientes se
consiguid una diseccién ganglionar D2 o D3, obteniendo una mediana
de ganglios examinados de 22. La presencia de invasion linfovascular
(ILV) o invasién perineural (IPN) en la pieza quirdrgica se detectd en

el 25 % y el 26 % de los casos respectivamente.

Los pacientes TRGO-1 presentaban algunas caracteristicas
diferenciales con respecto a los pacientes que no alcanzaron respuesta
patoldégica que alcanzaban Ila significacién estadistica: mayor
proporcién de tumores localizados en eséfago y unidn gastroesofagica;
mayor porcentaje de pacientes HER-2 positivos; menor uso de
fluoropirimidinas; mayor proporcion de pacientes que recibieron

radioterapia; y menor porcentaje de ILV.
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Tabla XVI - Caracteristica de los pacientes en la muestra completa y segun la TGR.

Muestra Pacientes Pacientes

completa TRGO-1 TRG2-3 e

Namero de pacientes 57 17 40 -
Edad 67,4 67.5 66.4 0.8
Sexo

e Masculino 59.7% 70.6% 55% 0.38

e Femenino 40.4% 29.4% 45%
Localizacién anatémica

e Esoéfago distal 7% 17.7% 2.5% 0.04

e Union GE 24.6% 35.3% 20%

e Estomago 68.4% 47% 77.5%
Subtipo de Lauren

o Difuso 33.3% 17.6% 40% 0.09

e Intestinal 52.7% 58.8% 50%

¢ Mixto 10.5% 11.8% 10%

e No evaluado 3.5% 11.8% 0%
Grado de diferenciacion

e Bien diferenciado 7% 5.9% 7.5% 0.25

¢ Moderadamente dif. 26.3% 41.2% 20%

e Pobremente dif. 63.2% 47% 70%

e No evaluado 3.5% 5.9% 2.5%
HER-2

e Positivo 5.3% 17.7% 0% 0.001

e Negativo 50.9% 17.7% 65%

e No evaluado 43.8% 64.6% 35%
MMR

e Defectuosas 1.8% 0% 25% 0.5

e Conservadas 21% 11.8% 2.5%

e No evaluado 77.2% 88.2% 72.5%
Tratamiento

e Preoperatorio 100% 100% 100% =

e Postoperatorio 82.5% 76.5% 85% 0.4
Tipo de tratamiento

e Dobletes de QT 19% 29% 23% 0.7

e Tripletes de QT 81% 71% 77%
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e 5FU/capecitabina

e Cisplatino

e Oxaliplatino

e Epirubicina

e Docetaxel

e Trastuzumab

e Radioterapia
Cirugia realizada

Tipo de reseccion

e RO
e R1
e R2

Diseccion ganglionar
e D1

e D1+
e D2
e D3

e 1 campo

e 2 campos

e No evaluado
Afectacion ganglionar

e Ganglios examinados

e Ganglios positivos
Invasion linfovascular

e Presente

e Ausente

e No evaluado
Invasion perineural

e Presente

e Ausente

e No evaluado

95%
51%
44%
53%
23%
2%
5%
96.4%

71.4%
16.1%
12.5%

7%
9%
53%
5%
2%
14%
10%

22,5

24.6%
42.1%
33.3%

26.4%
36.8%
36.8%

82%
35%
47%
35%
35%
6%
18%
100%

82.4%
11.7%
5.9%

6%
6%
47%
6%
6%
23%
6%

20

11.8%
64.7%
23.5%

5.9%
64.7%
29.4%

100% 0.02
58% 0.2
43% 0.8
60 0.1
18% 0.2
0% 0.3
0% 0.02
95% 1
66.7% 0.5
18%
15.4%
7.5% 0.5
10%
55%
5%
0%
10%
12.5%
23 0.4
1 0.2
30% 0.09
32.5%
37.5%
35% 0.01
25%
40%

Los datos cualitativos se expresan como porcentajes, mientras que los datos

cuantitativos se reflejan por sus medianas.
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La Figura 14 muestra la distribucién de los estadios prondsticos segin
la clasificacién TNM en el momento del diagndstico y tras el tratamiento
quirdrgico, tanto para la muestra completa como para los pacientes
segun la respuesta patoldgica tras el tratamiento neoadyuvante. No
hemos encontrado diferencias significativas en la distribucién por
estadios preoperatorios entre los pacientes segln la respuesta
patologica obtenida. Sin embargo, la diferente distribuciéon de los
estadios en el postoperatorio si resultd significativa (p=0,048). Los
pacientes con TRGO-1 tenian mayor porcentaje de estadios 0 a II
(82.3%) y menor porcentaje de estadios III (11,8%) y IV (5,9%); en
comparacién con los pacientes sin respuesta patoldgica (40%; 37,5%:;

y 20%; respectivamente).
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Estadio preoperatorio Estadio postoperatorio

1.754% 1.754%

o 1.754%
156.79% 15.79%

3.509%

29.82%
33.33%

I Estadio | I Estadio Il I Estadio0 [ Estadio |
I Estadio Il I Estadio IV I Estadio Il [ Estadio Il
I No evaluable I Estadio v [ No evaluable
Estadio preoperatorio en los pacientes sin TRGO01 Estadio postoperatorio en los pacientes sin TRG01

17.5%

52.5%

I Estadio | I Estadio Il I Estadio | I Estadio Il
I Estadio Il I Estadio IV I Estadio Il I Estadio IV
I No evaluable I No evaluable
Estadio preoperatorio en los pacientes con TRG 0-1 Estadio postoperatorio en los pacientes con TRG 0-1

5.882%

11.76%
11.76%

I Estadioo [ Estadio |
I Estadio Il I Estadio Il I Estadio Il [ Estadio Il
I No evaluable I Estadio IV

Figura 14 Distribucién por estadios pre- y postoperatorios.
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Analisis de los marcadores tumorales en la muestra completa

El 40 % de los pacientes presentaban algin marcador tumoral en el
momento del diagndstico y antes de recibir cualquier tratamiento
neoadyuvante. Niveles elevados de CEA, CA-199 y Ca-125 se
encontraron en el 19 %, 26 % y 14 % de los casos, respectivamente.
No hemos encontrado ninguna asociacién significativa entre los niveles
de estos marcadores tumorales y la respuesta patoldgica obtenida tras

el tratamiento con quimioterapia (Figura 15).

Boxplot de los marcadores tumorales segun la TRG
(expresados como el logaritmo neperiano)
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Figura 15 - Boxplot de los MT en funcion de la TRG obtenida en la muestra completa.
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Encontramos peores resultados en la DFS para aquellos pacientes que
presentaban niveles elevados de CA-125 (HR 4,98; IC95% 2,09 -
11,86; p<0,001) y en aquellos pacientes que presentaban algun
marcador tumoral elevado (HR 2,59; IC95% 1,33 - 5,05; p=0,005).
Sin embargo, los niveles de CEA y CA-199 no se asociaron a una peor
DFS (Figura 16). De forma consistente, en el analisis de OS se
evidencié una peor supervivencia en los pacientes con niveles elevados
de CA-125 (HR 5,23; IC95% 1,88 - 14,57; p=0,002). Los pacientes
con niveles elevados de CEA, CA-199, y aquellos pacientes con algun
marcador elevado; no se asociaron a una peor supervivencia de forma

significativa (Figura 17).
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Figura 16 - Curvas de supervivencia libre de enfermedad en funcién de los niveles de

marcadores tumorales en sangre en la muestra final.
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Figura 17 - Curvas de supervivencia global en funcién de los niveles de marcadores

tumorales en sangre en la muestra final
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Micro-RNAs en la muestra completa

De los 8 micro-RNAs seleccionados en la muestra inicial, los niveles de
miR-19a-3p y miR-130b-3p se asociaron de forma significativa a la
obtencién de respuesta patolégica TRGO-1 en el analisis univariable
(Tabla XVII). Por otro lado, miR-423-5p y miR-502-3p quedaron cerca
de la significacién estadistica (p=0,07 y p=0,06 respectivamente). La

Figura 18 muestra los diagramas de caja de estos biomarcadores.

Tabla XVII - Resultados de la expresion de los micro-RNAs en la prediccion de TRG, DFS y

OS en la muestra final.

Micro-RNAs TRGO-1 DFS os
 miR-19a-3p 0.048 HR 0,73 ; p=0,17 HR 0,70 ; p=0,22
miR-34a-3p 0,54 HR 0,94 ; p=0,43 HR 0,92 ; p=0,35
miR-130b- 0,03 HR 0,82 ; p=0,21 HR 0,84 ; p=0,37
3p
miR-154-5p 0,41 HR 1,02 ; p=0,87 HR 1,15 ; p=0,33
miR-199-5p 0,92 HR 0,99 ; p=0,92 HR 1,00 ; p=0,98
miR-331-3p 0,89 HR 1,21 ; p=0,48 HR 1,25 ; p=0,45
miR-423-5p 0,07 HR 0,89 ; 0,31 HR 0,93 ; p=0,57
miR-502-3p 0,06 HR 0,82 ; p=0,14 HR 0,85 ; p=0,34
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Figura 18 - Boxplot de los MT en funcidon de la TRG obtenida en la muestra final.

En el andlisis de supervivencia, los niveles de los micro-RNA
seleccionados no se asociaron de forma significativa con el prondstico
de los pacientes, tanto para la DFS como para la OS (Tabla XVII). Tras
categorizar los niveles de micro-RNAs por cuartiles, Unicamente miR-
19a-3p fue Unico biomarcador que mostrd potencial prondstico para
una mejor supervivencia tanto en DFS (HR 0,35; IC95% 0,13 - 0,89;
p=0,028) y OS (HR 0,30; IC95% 0,091 - 1,01; p=0,05) para aquellos

pacientes con niveles del micro-RNA en el cuartil 4 (Q4) (Figura 19).
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Figura 19 - miR-19a como factor prondstico para DFS y OS.

Modelo predictivo del grado de regresion tumoral

Tras realizar un analisis de los mejores modelos predictivos de la TRG,
y teniendo en cuenta los resultados obtenidos previamente, se
seleccioné el modelo que incluia los siguientes biomarcadores: CA-125,
miR-19a-3p miR-130-3p, miR-154-5p y miR-423-5p. El modelo
seleccionado presenta un area bajo la curva de 0,81 (IC95% 0,68 -
0,95); muestra una sensibilidad del 64,7%; y una especificidad del
92,1%. El analisis multivariable por regresion logistica del modelo
predictivo seleccionado se muestra en la Figura 20. En él se puede
visualizar que los biomarcadores miR-130-3p (p=0,008) y miR-154-5p
(p=0,008) resultaron ser factores predictivos independientes de la
TRG. La Figura 21 muestra la comparativa de las curvas ROC del
modelo seleccionado frente al modelo global con todos los
biomarcadores analizados inicialmente. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre ambas curvas (p=0,25).
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Logistic regression Number of obs = 56
LR chi2 (5) = 19.33

Prob > chi2 = 0.0017

Log likelihood = -24.710591 Pseudo R2 = 0.2812
TRGO1 Odds Ratio Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]

CAl25 1.009412 .0050156 1.89 0.059 .9996294 1.019291
miR19a3p 1.3501438 .7428483 0.55 0.585 .4592533 3.969269
miR130b3p 5.790701 3.830923 2.65 0.008 1.583457 21.17659
miR1545p .3425595 .1376443 -2.67 0.008 .1558524 .7529367
miR4235p 1.613542 .5408995 1.43 0.154 .8364429 3.112606
_cons .0987253 .2639415 -0.87 0.386 .0005233 18.62564

Figura 20 - Modelo logistico multivariable de biomarcadores circulantes predictivo de TRG.
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Figura 21 - Curvas ROC del modelo predictivo de TRG.
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DISCUSION

Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales (MT) séricos pueden ser una herramienta
de valiosa utilidad para la evaluacién del prondstico y la prediccidon de
respuesta o resistencia a las terapias antitumorales en pacientes con
cancer. La posibilidad de realizar un simple analisis en una muestra de
sangre nos ofrece ventajas a los clinicos y pacientes para evaluar la
enfermedad en diferentes puntos de su recorrido, aproximacion a una
terapia personalizada, asi como evitar procedimientos invasivos con el
fin de obtener tejido tumoral para el estudio de biomarcadores. Sin
embargo, existen también una serie de limitaciones para la aplicaciéon
de MT séricos en la practica clinica habitual, como el hecho de que sélo
una proporcion no mayoritaria de pacientes con cancer presentan
valores séricos elevados de marcadores tumorales. Otro inconveniente
es su falta de especificidad pues pueden detectarse valores elevados
de MT en sangre en patologias benignas no oncoldgicas, lo que dificulta
la interpretacion de los resultados. Algunos estudios han planteado la
posibilidad del uso de los MT en sangre como maniobras de screening
poblacional, sin embargo, su baja sensibilidad y especificidad para
dicho cometido hace que las principales guias clinicas no recomienden

su uso para dicha indicacidn.>°,60.61

En los pacientes con CGE, los siguientes nueve MT séricos estan
certificados oficialmente para su uso en la monitorizacién de la
enfermedad: CEA o antigeno carcinoembrionario, CA19-9, CA50, STN,
CA72-4, CA125, AFP o alfa-fetoproteina, IAP y TPA. Una reciente
revision sistematica ha analizado el papel de estos MT séricos en

pacientes con CGE. Nos centraremos en los MT disponibles en nuestro
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centro y que hemos incorporado a nuestro estudio. La positividad de
CEA y CA19-9 se sitlan por debajo del 30% de los pacientes, siendo
mayor el porcentaje de positividad a mayor estadio TNM. La positividad
de CEA fue del 14%, 23%, 26% y 40% para los estadios I, II, III y 1V,
respectivamente. Por otro lado, la positividad de CA19-9 fue del 9%,
20%, 22% vy 45% para los estadios I, II, III y IV respectivamente,
aungue los pacientes con antigeno de Lewis negativo tienden a no
expresar CA 19.9. Los niveles séricos elevados de CEA y CA19-9 se
asociaron a un peor prondstico de los pacientes independientemente
de su estadio. Finalmente, los niveles elevados de CA125 se asociaron
a la presencia de enfermedad peritoneal con una precisién diagnodstica
del 90%.%%2 En un estudio retrospectivo se estudio el papel de los MT
séricos CEA y CA19-9 en 149 pacientes con CGE en etapas iniciales de
la enfermedad. La positividad de CEA y CA19-9 en el momento
preoperatorio fue del 17% y el 7% respectivamente. Los pacientes en
estadio III presentaban mayor porcentaje de positividad de los MT con
respecto a los estadios I-II, 21% en el caso de CEA y 15% para CA19-
9. La positividad para CA19-9 en el momento preoperatorio, pero no
para CEA, se asocié a un peor prondstico de la enfermedad en el
analisis univariante. Sin embargo, solamente el estadio TNM resulto
ser un factor prondstico en el analisis multivariante.®3 Los datos
resultantes de nuestro estudio son acordes a lo publicado en la
literatura, y hemos encontrado niveles elevados de CEA, CA-19-9 y CA-
125 en el 19 %, 26 % y 14 % de los casos analizados previamente a
iniciar el tratamiento preoperatorio. Al analizar el potencial prondstico
de los MT, vimos que la positividad de CA-125 se asocid de forma
significativa a una peor supervivencia libre de enfermedad vy
supervivencia global de los pacientes. Sin embargo, ni la positividad de
CEA ni de CA19-9 se asocid de forma significativa a un peor prondstico

de los pacientes.
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Otra aproximacion interesante consiste en valorar la combinacién de
los MT alterados mas que su elevacion por separado. En este sentido
un estudio con 1134 pacientes evalud un score que incluia los MT CEA,
CA19-9 y CA72-4. Los autores encontraron una positividad de 22%,
18% vy 21%, respectivamente. Los pacientes con todos los MT
negativos presentaban una supervivencia significativamente superior
frente a los pacientes con algun marcador elevado, siendo este
beneficio en supervivencia independiente del estadio de Ila
enfermedad.®* En nuestro estudio hemos explorado también este
escenario, encontrando que los pacientes con algun MT elevado dentro
de los tres analizados (CEA, CA19-9 y CA-125) presentaban una peor
supervivencia libre de enfermedad de forma significativa y una
tendencia a una peor supervivencia global que no alcanzd la
significacién estadistica, todo ello consistente con la bibliografia ya

comentada.

Otros estudios han evaluado la modificacion de los MT en pacientes con
CGE en etapas iniciales sometidos a tratamiento con QT neoadyuvante
como es el caso de la poblacién diana de nuestro estudio. Un estudio
retrospectivo con 184 pacientes con CGE tratados con FOLFOX
neoadyuvante seguido de cirugia curativa, evalué el papel de los MT
séricos CEA, CA19-9, CA72-4 y CA125. La positividad de los MT fue del
37,9%, 28,7%, 36,4% y 26,4%; respectivamente. La positividad de
CA19-9 y CA72-4 se asocié a un peor prondstico de los pacientes con
una supervivencia significativamente inferior en el analisis
multivariante, sin encontrar diferencias significativas para CEA ni
CA125. Los niveles de MT descendieron de forma significativa para
CEA, CA72-4 y CA-125; sin encontrar diferencias para CA19-9. La
reduccién de MT se asocié a un mejor control clinico de la enfermedad,
mientras que sélo los niveles de CA72-4 se asociaron con una mayor

respuesta patoldgica.®®> Nuestra aproximacién en el estudio que
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presentamos no ha sido valorar la magnitud del cambio en los MT
séricos para evaluar la respuesta radioldgica y clinica de los pacientes,
aungue podria ser una linea de investigacidon en futuros proyectos. Sin
embargo, si que hemos explorado la posibilidad que los MT puedan
indicar la posibilidad de una respuesta patoldgica tras la aplicacion de
un tratamiento con quimioterapia preoperatoria, aspecto apenas
explorado en la bibliografia hasta el momento actual. En este sentido,
no hemos encontrado diferencias significativas en los niveles de los MT
séricos CEA, CA19-9 y CA-125; entre los pacientes que consiguieron
una buena respuesta patoldgica (TRGO-1) frente a los malos
respondedores (TRG2-3).

Unicamente en un paciente de nuestra muestra se detectd la presencia
de un defecto en la proteinas de reparacién del DNA (MMR) y dicho
paciente fue remitido a la consulta monografica de cancer hereditario.
En el resto de los pacientes, no se encontré ninguna agregacion familiar
sugerente de la presencia de mutaciones en el gen CDH1 u otras

alteraciones relacionadas con otros sindromes de cancer familiar.

Micro-RNAs

Con el objetivo de mejorar la prediccidon de los MT séricos que hemos
comentado anteriormente, nuestro estudio plantea la posibilidad de
incorporar la determinacién de micro-RNAs circulantes para explorar
su potencial prondstico y su capacidad predictiva de respuesta
patoldgica tras la administracidn de quimioterapia preoperatoria, como
reflejo de un potencial factor predictivo de resistencia a |la
guimioterapia. En un primer andlisis univariante, nuestro estudio
refleja que los niveles bajos de expresidon de tanto miR-19a como de

miR-130b se asociaron de forma significativa a una mejor respuesta
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patologica (TRGO-1) tras el tratamiento con quimioterapia. De forma
adicional, la expresion baja de miR-19a pero no de miR-130b, se asocid
a una mejor supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global,
de forma significativa. No encontramos diferencias significativas para
la prediccién de respuesta patoldgica ni para la supervivencia con el

resto de micro-RNAs circulantes analizados.

La familia de micro-RNA miR-19 esta compuesta por miR-19a, miR-
19b-1 y miR-19b-2; procedentes de los clisters miR-17-92 y miR-
106a-363; dentro de los cromosomas 3 y X respectivamente. Esta
familia de micro-RNAs esta involucrada en la regulacion de diferentes
procesos fisioldgicos y patolégicos como la inflamacion, la fibrosis
tisular, el envejecimiento, el metabolismo y la carcinogénesis. Se
conoce que mMiR-19b actiua sobre p53 inhibiendo la cascada de
sefalizacion de BAX y p21 en las células tumorales. Por otro lado, miR-
19a tiene capacidad para interaccionar con TNFa, mientras que miR-
19b tiene como diana de RNF11 de la via de sefializacion de NFkB. Myc
y E2F son inductores de la expresidén de la familia miR-19, existiendo
un feedback negativo de los productos de miR-17-92 sobre Myc y
E2F.66

MiR-19a se ha visto que puede ser util como biomarcador en tumores
gastrointestinales. La sobreexpresién de miR-19a se ha detectado en
distintos tumores gastrointestinales como el cancer colorrectal, el
cancer de pancreas o el hepatocarcinoma; teniendo también un
potencial papel prondstico de la enfermedad, como hemos encontrado
en nuestro estudio.®’- 68 De forma similar a nuestro trabajo, otro grupo
de investigadores ha evidenciado que los niveles circulantes de miR-
19a podrian ser utilizados como biomarcador en los pacientes con CGE.
Este estudio evidencid que los pacientes con CGE en estadios precoces
presentaban niveles de expresion de miR-19a significativamente

superiores con respecto a los pacientes con gastritis.®?® Estudios
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preclinicos muestran que miR-19a regula la proliferacién celular, el
ciclo celular y la apoptosis; mediante su interaccion con PTEN vy
actuando sobre la via PIK3CA/AKT. La sobreexpresién de miR-19a
aumenta la expresion de BCL2 vy la ciclina D1; mientras que, por otro
lado, reduce la expresion de p27 y BAX.70 En un estudio clinico de un
grupo espafiol, se demostré que miR-19a se encuentra sobreexpresado
de forma significativa en el tejido tumoral con respecto al tejido sano
adyacente en muestras procedentes de pacientes con CGE. De forma
adicional, este grupo encontré una correlacion significativa entre miR-
19a y la presencia de inestabilidad de microsatélites.”! En nuestro
estudio, la determinacion de la inestabilidad de microsatélites se
obtuvo en aquellos pacientes con agregacion familiar de cancer, pero
no se determind en todos los pacientes, al no ser una alteracion validad
para la eleccién del tratamiento. Por ultimo, cabe destacar que miR-
19a se ha descrito que puede hacer diana frente a otros muchos mRNA
(BCL2L11, Bim, CCND1, CTGF, DPYSL2, ERBB4, ESR1, HOXAS, MECP2,
MYCN, NR4A2, PRMT5, PTEN, RAB14, Smad4, SOCS1, TGFBR2, THBS1,
TNF-a, VPS4B) y IncRNA (H19 y AP000288.2) en los pacientes con CGE

para sus funciones reguladoras.’?

MiR-130b es otro potencial biomarcador en pacientes con cancer
gastroesofagico. La expresiéon de miR-130b puede ser detectada en
exosomas circulantes y se ha visto un aumento de expresion en el
suero de pacientes con cancer gastrico en comparacién con pacientes
sanos.”’? A semejanza con miR-19a en el estudio del grupo espafiol
comentado previamente, miR-130b se ha visto sobreexpresado en
tejido tumoral con respecto a tejido sano, asociandose con un estadio
clinico mds avanzado y con la presencia de inestabilidad de
microsatélites.’! Asimismo, en este estudio se encontrd una correlaciéon
significativa con otros micro-RNAs como miR-128 y miR-34 en

pacientes con sobreexpresion de cMET, por lo que estos tres micro-
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RNAs podrian funcionar como un Unico componente en este escenario.
Otro interesante estudio asiatico también evidencido que mirR-130b se
encontraba sobreexpresado en tejido tumoral de pacientes con cancer
gastrico con respecto al tejido sano circundante en las muestras.’4 A
nivel clinico, la expresion de miR-130 se asocié con el tamafo tumoral,
la presencia de metastasis ganglionares y un estadio TNM mas
avanzado. De forma adicional, encontraron una relacién entre la
expresion de miR-130b y la presencia de macréofagos M2. La
sobreexpresion de miR-130b se asocidé con aumento de BCL2 y VEGF,
asi como descenso de BAX y Caspasa 3. La posible diana de accién de
miR-130b parece ser MLL3 y GRHL2, cuya inhibicién por miR-130b
induce un aumento de macroéfagos M2 y, en consecuencia, se produce
un aumento de la viabilidad tumoral, supresion de la apoptosis,
aumento de la migracion, de la invasion celular y promocion de
angiogénesis tumoral. Otros estudios postulan que en el mecanismo de
accion de carcinogénesis de miR-130b podria estar involucrada la via
de TGFBR2, de tal forma que una sobreexpresién de miR-130b
condicionaria una menor expresion de TGFBR2.7> Por ultimo, miR-130b
también puede ser una buena diana terapéutica, ya que se ha descrito
que IncRNAs como MRLP39 pueden interaccionar con miR-130b,
inhibiendo su accion y actuando como supresores de la

carcinogénesis.”’®

Modelo predictivo del grado de regresion tumoral

Nuestro principal objetivo en este trabajo era encontrar una firma de
biomarcadores circulantes, recogidos antes de realizar cualquier
tratamiento antitumoral, que funcionara como un modelo predictivo de
la respuesta patoldégica alcanzada tras la administracién del

tratamiento sistémico preoperatorio. Tras el analisis estadistico de

74



todos modelos multivariable predictivos posibles, decidimos escoger el
modelo que incluia los siguientes marcadores: CA-125, miR-19a-3p,
miR-130b-3p, miR-154-5p y miR-423-5p. Este modelo ofrece una mas
gue interesante area bajo la curva ROC de 0,81; sin encontrar
diferencias significativas entre el modelo seleccionado y el modelo
global teniendo en cuenta todos los biomarcadores séricos. Esta
aproximacion que hemos realizado es Unica en la literatura cientifica,
pues no hemos encontrado ningun trabajo publicado que utilice una
firma combinada de marcadores tumorales y micro-RNAs circulantes
para la predicciéon de la TRG en pacientes con CGE sometidos a

quimioterapia preoperatoria.

Previamente hemos comentado el papel bioldgico en CGE de los
biomarcadores CA-125, miR-19 y miR-130. Con respecto a miR-154,
no hemos encontrado en la literatura cientifica el papel que pudiera
ejercer en pacientes con adenocarcinomas gastroesofdgicos. Sin
embargo, en otros tipos tumorales como los carcinomas escamosos de
esofago, se ha visto que puede ser detectado como biomarcador en
exosomas circulantes. MiR-154 funcionaria como un supresor tumoral,
actuando sobre la diana KIF14, de manera que su sobreexpresion se
asociaria a una reduccion de la progresion y la angiogénesis tumoral
en este tipo de tumores.’’ Finalmente, el biomarcador miR-423 ha sido
descrito como un potencial biomarcador molecular circulante en
pacientes con CGE. Un estudio asiatico con 164 casos y 127 controles
encontrd una firma de micro-RNAs circulantes (miR-1, miR-20a, miR-
27a, miR-34 y miR-423-5p) con capacidad diagndstica de CGE. La
expresion de miR-423 resultd ser dos veces mayor en los pacientes con
CGE con respecto a los controles.”® MiR-423 es capaz de interaccionar
con TFF1 (trefoil factor 1), un péptido presente en la mucosa del tubo
digestivo que esta involucrado en la reparacion de la mucosa ante un

dafo tisular y cuya alteracién ha sido descrita en diversos tipos de
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cancer. TFF1 es una diana de miR-423, de manera que éste induce una
menor expresion de TFF1 causando un aumento de la invasion y la
proliferacion celular en cancer gastrico, por medio de incremento de
ciclinas D1, D3 y B-catenina.’? Trabajos posteriores también han
apuntado a una interaccion entre miR-423 y la via de Wnt/B-catenina
involucrada en el desarrollo y la progresién de cancer gastrico y otros
tumores.82:81 por Ultimo, un reciente estudio apunta a que la capacidad
diagnodstica de miR-423 circulante para el CGE podria ser superior a la
de marcadores tumorales como CEA y CA-19-9. Asimismo, miR-423
interaccionaria con la diana SUFU (suppressor of fused protein),
causando una inhibicion de éste para promocionar la proliferacion
celular, la migracién y la diseminacion ganglionar en los pacientes con
CGE.82

Limitaciones del estudio

Como todo estudio observacional, nuestro proyecto de investigacién
presenta las limitaciones inherentes a este tipo de estudios. La
poblacién seleccionada en nuestro estudio ser ha realizado mediante
un reclutamiento consecutivo en un uUnico centro, por lo que podemos
haber incurrido en un sesgo de seleccién y que nuestra muestra no sea
representativa de la poblacidon general. Las variables clinico-
patoldgicas recogidas en nuestro analisis son las que generalmente se
detallan en estudios con pacientes con cancer gastrico. Sin embargo,
es probable que no hayamos tenido en cuenta algunas variables que
estén influyendo sobre nuestros resultados tanto como factores de
interaccion o factores de confusién. El tamafio muestral de nuestro
estudio es limitado, lo que condiciona el caracter exploratorio del
trabajo que aqui presentamos. Se requiere una validaciéon de estos

resultados en estudios de mayor envergadura para poder aplicar el uso
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de estos biomarcadores a la practica clinica habitual. El déficit
nutricional es un factor que puede influir en la tolerancia al tratamiento,
y, por ende, a su respuesta. Recomendamos su implementacién en los

pacientes con CEG.

Finalmente, otra de las limitaciones de nuestro estudio reside en que
hemos escogido el uso de muestras de sangre para la deteccién de los
biomarcadores, en lugar de analizar muestras tumorales, que a su vez
son heterogéneas en su composicién celular y pueden mostrar
resultados equivocos. Somos conscientes de que los micro-RNAs
analizados en las muestras de sangre podrian no ser especificos de
tumor y, por lo tanto, estar siendo influidos los resultados por “ruido
de fondo”. Esta limitaciédn supone a su vez una oportunidad, la de
monitorizar los cambios tumorales provocados por la dindamica del
tumor y la presién del tratamiento con fines prondsticos y terapéuticos,
y la de desarrollar proyectos futuros en lineas celulares de cancer
gastroesofagico para determinar la expresion de los micro-RNAs
seleccionados en los organoides, cultivos celulares y en sus
sobrenadantes, demostrando que dichos micro-RNAs pueden ser
secretados por dichas células tumorales al torrente sanguineo y ejercer

sus funciones.
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CONCLUSIONES

% Los niveles de expresion de miR-19a se asociaron de forma
significativa a la respuesta patoldgica, medida como grado de
regresion tumoral, obtenida tras el tratamiento sistémico
preoperatorio en pacientes con cancer gastroesofagico en estadio
locorregional. La sobreexpresion de miR-19a podria ser utilizada
como un marcador predictivo de resistencia a la

quimioterapia en este escenario.

% Los niveles de expresion de miR-130b se asociaron de forma
significativa a la respuesta patoldgica, medida como grado de
regresion tumoral, obtenida tras el tratamiento sistémico
preoperatorio en pacientes con cancer gastroesofagico en estadio
locorregional. La sobreexpresién de miR-130b podria ser
utilizada como un marcador predictivo de resistencia a la

quimioterapia en este escenario.

% En el analisis multivariante, la firma de biomarcadores
compuesta por los niveles de CA-125, miR-130-3p, miR-154-
5p y miR-423-5p; resultd ser un modelo predictivo de TRG.

% Los niveles elevados de CA-125 (> 35 U/ml) y de miR-19a-3p
(cuartil-4) se asociaron a un peor prondstico tanto en la

supervivencia libre enfermedad como en la supervivencia global.
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Que conoce la propuesta para que sea realizado en el Hospital Ramén y Cajal el Proyecto de
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Hoja de consentimiento informado para los pacientes

ANEXO 1 - HOJA DE INFORMACION Al PACIENTE Y
CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO

"Estudio prospective para la identificacion de biomarcadores
circulantes predictivos de recaida en tumores gastrointestinales
sometidos a cirugia curativa”.

INVESTIGADOR PRINCIPAL

Federico Longo Mufioz. Servicio de Oncologia Medica. Hospital
Universitario Ramadn y Cajal. Teléfono: 913368263.

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre el desarrollo del estudio
en el que se le propone participar. Muestra intencion es tan solo que
usted reciba la informacion correcta y suficiente para que pueda
evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea
esta hoja informativa con atencion y nosotros le aclararemos las
dudas que le puedan surgir después de la explicacion.

Su participacion es voluntaria y puede revocar su decision y retirar el
consentimiento en cualquier momento sin que por ello se altere la
relacién con su médico ni se produzca perjuicio en sus cuidados
medicos. En caso de retirar el consentimiento para participar en el
estudio, ningun dato nuevo sera afiadido a la base de datos y puede
exigir la destruccion de todas las muestras identificables previamente
retenidas para evitar la realizacion de un nuevo analisis.

FUNDAMENTO DEL ESTUDIO

El estudio que se va a llevar a cabo es un estudio promovido por el
Dr. Federico Longo, perteneciente al Servicio de Oncologia Medica del
Hospital Universitario Ramoén vy Cajal, con el fin de identificar
biomarcadores circulantes en sangre periférica e intentar
correlacionarlo con el estadio de su enfermedad, la respuesta que ha
tenido su enfermedad al tratamiento y el tiempo a la progresion de la
misma.

Por lo tanto, el objetivo final del estudio es intentar hallar
biomarcadores circulantes mediante un analisis de sangre vy
correlacionarlo con su enfermedad.

1
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BENEFICIOS ESPERADOS E INCONVENIENTES

Este estudio no tiene ningun beneficio para usted, pero si que podria
reportar en un beneficio para otros pacientes si se evidencia algun
tipo de relacion entre estos analisis ¥ su enfermedad.

Como posibles inconvenientes son los vinculados con la donacion vy
obtencion de la muestra, incluida la posibilidad de ser contactado con
posterioridad con el fin de recabar nuevos datos u obtener otras
muestras.

MANEJTO DE LAS MUESTRAS Y CONFIDENCIALIDAD

Tenga en cuenta que la investigacion descrita en este documento se
realizara conforme a la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion
Biomédica y con el Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por
el que se establecen los requisitos bdsicos de autorizacion vy
funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion biomédica
y del tratamiento de las muestras bioldgicas de origen humana, vy se
regula el funcionamiento y organizacion del Registro Macional de
Biobancos para la investigacion Biomedica.

Las muestras sanguineas recogidas para el presente estudio seran
utilizadas para la determinacion de biomarcadores circulantes. Las
muestras son extraidas en la consulta de enfermeria de la -2D y
llevadas en mano al laboratorio (Dra. Julie Earl) que se encuentra en
la misma planta en mano. Seran necesarias tres muestras de 10 ml
de sangre realizandose la determinacion en el laboratorio de
oncologia meédica (Dra. Julie Earl) y almacenandose en este
laboratorio durante los 5 afios de proyecto. No se utilizaran las
muestras fuera del proyecto que aqui se detalla y una vez
transcurridos los 5 afios previstos para la realizacion del estudio, las
muestras seran destruidas.

Todos los datos recogidos para el estudio, procedentes de su Historia
Clinica o facilitados por usted mismo, seran tratados con las medidas
de seguridad establecidas en cumplimiento de la Ley Organica
15/1999 de Proteccion de Datos de cardcter personal. Debe saber
que tiene derecho de acceso, rectificacion y cancelacién de los
mismos en cualquier momento. Sdlo aquellos datos de la historia
clinica que estén relacionados con el estudio seran objeto de
comprobacion. Esta comprobacion la realizara el Investigador
Principal/Investigadores Colaboradores, responsables de garantizar la
confidencialidad de todos los datos de las historias clinicas
pertenecientes a los sujetos participantes en el estudio. Los datos
recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo y
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solo el investigador principal/colaboradores podra relacionar dichos
datos con usted y con su historia clinica.

Todas las muestras sanguineas que se obtengan para el estudio seran
codificadas de forma que no sea posible su identificacion y no sera
posible establecer de nuevo el nexo con sus datos personales.

FINANCIACION DEL PROYECTO

Debe saber que usted no recibira ningun pago por participar en este
estudio. Asimismo, el equipo investigador de este estudio tampoco
recibira ninglin pago por su participacion en este estudio. Los
investigadores del estudio no persiguen ningun animo de lucro sino
simplemente un avance cientifico en el conocimiento de los tumores
gastrointestinales. El equipo investigador si que tiene previsto la
publicacién de los resultados obtenidos a partir de este estudio para
compartir dicha informacicn con el resto de la comunidad cientifica.

El estudio de investigacion en el que se le propone participar ha sido
desarrollado a partir de ideas originales del equipo investigador del
estudio. No existe ninguna financiacion externa privada otorgada para
la realizacion de este estudio. La financiacion necesaria para poder
llevar a cabo nuestro estudio procede de la Fundacion del Hospital
Ramodn y Cajal, en concreto, de los ingresos obtenidos de la
investigacion clinica que se desarrolla en nuestro centro y gracias a
otros pacientes, que como usted, decidieron participar en otros
estudios y ensayos clinicos abiertos en nuestro centro.

OTROS ASPECTOS DE INTERES

En caso de necesitar cualquier informacion o por cualquier otro
motivo no dude en contactar con los investigadores principales del
estudio en el teléfono 913368263, Asi mismo, en caso de dudas
respecto a sus derechos debe dirigirse al Servicio de Atencion al
Paciente del hospital.
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Este documento se firmara por duplicado quedandose una
copia el investigador y otra el paciente
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