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SINOPSIS



ARNSs no codificantes como biomarcadores predictivos v pronosticos de la quimio-

radioterapia neoadvuvante en cancer de recto

Introduccion: El cancer colorrectal es uno de los tumores mas frecuentes en ambos sexos.
En este contexto, es de especial interés el estudio del cancer de recto, cuyo tratamiento
principal cuando no es metastasico es la reseccion completa del tumor. La quimio-
radioterapia (QRT) preoperatoria es el tratamiento estandar para pacientes con cancer de
recto localmente avanzado (estadio clinico III). Su objetivo principal es obtener la mejor
respuesta tumoral posible para conseguir una reseccion quirurgica completa y con la
preservacion de las estructuras colindantes con el recto, como el esfinter anal, que permita

mantener la calidad de vida de los pacientes con las minimas comorbilidades.

Hipétesis: Sin embargo, a pesar de los beneficios de la QRT, su uso en pacientes en los que
no se consigue una respuesta tumoral satisfactoria puede asociarse con un aumento de la
toxicidad y de las comorbilidades, con el retraso de la reseccion quirargica, afectando a la
calidad de vida de los pacientes o al desarrollo tumoral. Por lo tanto, la identificacion de
biomarcadores de respuesta al tratamiento neoadyuvante que nos ayude a identificar a los
pacientes que se beneficiaran del mismo, podria mejorar el manejo de la enfermedad
localmente avanzada en este contexto. En relacion con la identificacion de biomarcadores en
cancer, se han identificado en los ultimos afios regiones del ADN no codificantes que tienen
un papel muy importante en el control de la expresion de los genes, los ARN no codificantes,
entre los que se encuentran estructuras como los microRNAs o los ARN no codificantes de
cadena larga. Estas estructuras genéticas estan desreguladas en diferentes enfermedades, pero
es de especial interés su participacion en el desarrollo y el prondstico del cancer y en la

prediccion de la respuesta a los tratamientos contra el mismo.

Objetivo: En los trabajos que componen esta tesis doctoral hemos estudiado la expresion de
varios microRNAs (miRNAs) (ARNSs no codificantes de cadena corta de unos 20 nucleotidos
de longitud) y de un ARN no codificante de cadena larga (ARNs no codificantes de > 200

nucleotidos de longitud) el lincRNA-p21 y su potencial papel como marcador prondstico y



de respuesta a la QRT neoadyuvante.

Métodos: Los analisis se realizaron en biopsias de endoscopia recogidas antes del
tratamiento preoperatorio de pacientes con cancer de recto localmente avanzado tratados con
QRT previa a la cirugia. Se estudié el ARN de biopsias de una cohorte de 114 pacientes con
cancer de recto. La respuesta patologica se clasifico segun la clasificacion de Dworak del
grado de regresion tumoral para ambos andlisis. El primer trabajo se llevd a cabo en dos
fases: una primera fase exploratoria, en la que se estudiaron 377 miRNAs en 12 pacientes
que tuvieron respuestas extremas a la QRT (6 pacientes cuyo tumor no obtuvo respuesta o
TRGO-1 vs 6 pacientes con una respuesta completa o TRG4). Se identificé una firma de
respuesta compuesta por 8 miRNAs: let-7b, let-7e, miR-21, miR-99b, miR-183, miR-328,
miR-375 y miR-483-5p. El papel potencial como biomarcadores predictivos de la respuesta
a la QRT, la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global de los miRNAs
identificados se valid6 en toda la cohorte (n=96). En el segundo trabajo se estudi6 lincRNA-
p21, que se ha demostrado que estd involucrado en la via de p53 y en la regulacion de la
angiogénesis con un papel potencial en la respuesta a la quimioterapia y la radioterapia.
Nuestro objetivo fue estudiar si los niveles de expresion de lincRNA-p21, determinada

mediante RTqPCR, podia ser un biomarcador predictivo de respuesta a QRT neoadyuvante.

Resultados: Los resultados de nuestros experimentos demuestran que miR-21, miR-99b,
miR-375, let-7b y lincRNA-p21 pueden ser biomarcadores predictivos del beneficio de la
QRT en pacientes no tratados previamente. Aquellos pacientes cuyos tumores presentaban
altos niveles de expresion de lincRNA-p21, miR-21, miR-99b, miR-375 y/o let-7b en las
muestras de tumor obtenidas al diagnostico tuvieron una peor respuesta al tratamiento. Los
pacientes que presentaban altos niveles de lincRNA-p21 presentardn un menor tiempo a la
recidiva y, los pacientes con niveles bajos de miR-328 y/o let-7e recidivaban antes con una

peor supervivencia global.

Conclusiones: Aunque se trata de un estudio retrospectivo cuyos andlisis deben validarse en
una cohorte prospectiva, los biomarcadores subrogados identificados podrian ser una buena
herramienta para individualizar el tratamiento en pacientes con cancer de recto localmente
avanzado, evitando el retraso en el tratamiento quirtrgico y posibles toxicidades y/o

comorbilidades.
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1.1.  Cancer de recto
1.1.1. Epidemiologia del cancer de recto

El cancer colorrectal (CCR) representa la tercera neoplasia mas frecuente en hombres y la
segunda en mujeres, lo que se traduce en un 10% del total de los tumores diagnosticados.
Este tumor se diagnostica con una mayor incidencia en hombres (un 25% mayor respecto a
las mujeres si hablamos exclusivamente de cancer rectal) y su frecuencia es muy diferente
entre paises(1-3). Historicamente se ha considerado un tumor de paises desarrollados, sin
embargo, la incidencia creciente en algunos paises en desarrollo refleja que su etiologia esta
ligada a los cambios en los estilos de vida como la obesidad, el sedentarismo, el consumo de
alcohol, un abundante consumo de carnes rojas y el tabaco(4,5). Ademds, son muy
interesantes los datos aportados por estudios recientes que relacionan un papel destacado de
los cambios causados por estos factores en la microbiota como la carcinogénesis de este tipo

de tumor s6lido(6).

El cancer de recto (CR) se puede considerar una entidad diferente a los tumores de colon, de
hecho, representa aproximadamente un 35% de la incidencia total del cancer colorrectal, lo
que se traduce en unos 15 a 25 casos por cada 100 000 habitantes, incluso se espera un
incremento de estos datos en el futuro préximo para ambos sexos(1,2). En la Union Europea
tenemos una incidencia de unos 125 000 casos por afo. Suele diagnosticarse en personas de
70 afios (la mediana de incidencia) aunque se espera que aumente la mediana de edad en los
proximos anos(3). En los ultimos afos se han acumulado datos que apoyan el hecho de que
se trata de un tipo tumoral diferente al cancer de colon, con diferentes factores de riesgo y
etiolog ia, probablemente debido a una exposicion ambiental diferente. Podemos destacar un
elevado indice de masa corporal, el acumulo de grasa corporal o abdominal y la diabetes
mellitus tipo 2 como los factores de riesgo principales. Otros factores etioldgicos pueden ser
la colitis ulcerosa o la enfermedad de Crohn de larga duracion que afectan al recto, el
consumo en exceso de carnes rojas o procesada y el consumo habitual o moderado de tabaco

y alcohol.
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Se han publicado numerosos estudios que demuestran que un estilo de vida saludable y el
ejercicio fisico pueden reducir el riesgo de desarrollar CR(7-9). Ademas, el consumo de
ciertos alimentos como el ajo, la leche, o una dieta rica en calcio y en fibra han demostrado
tener un papel protector(9—12). También hay otros factores que se han estudiado como
posibles protectores del desarrollo del cancer colorrectal como el uso regular de
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)(13,14), dado su efecto sobre la via de las
prostaglandinas E>-EP>(15), o el efecto antitumoral de la vitamina D(16,17). Cabe destacar
un ensayo clinico aleatorizado que estudi6 el uso de 600 mg de aspirina al dia durante 2 afios
como quimio prevencion, con resultados positivos en. La reduccion de incidencia de cancer
colorrectal y otros tipos de tumores relacionados con el sindrome de Lynch. No se
encontraron diferencias de toxicidad farmacologica de la aspirina en comparacion con el
placebo(18). Este estudio, junto con la evidencia aportada por otros en el mismo sentido,
apoyan el uso de aspirina como tratamiento quimiopreventivo en pacientes con sindrome de
Lynch a pesar de que la dosis y el tiempo de uso no han sido bien establecidos. De hecho, no

existen en la actualidad recomendaciones de prevencion primaria para estos tumores(19,20).
1.1.2. Caracteristicas generales del cancer de recto
1.1.2.1.  Anatomia

La anatomia del recto puede ser confusa dado que existen diferentes definiciones de los
principales limites anatdmicos. Como ejemplo, en la porcion superior hay diferentes cambios
en la musculatura del intestino grueso y en su relacion con el peritoneo, muy proximas. Por
otro lado, en el tercio inferior del recto los cambios en la mucosa se sitiian casi en la misma

localizacion que el esfinter anal(21-23).
El recto se divide anatomicamente en 3 porciones o tercios (Figura 1):

- El tercio inferior se enmarca en el area situada entre el margen anal y 3 a 6
centimetros (cm) hacia el recto.

- El tercio medio abarca desde los 5-6 cm hasta los 8-10 cm desde el margen anal.

- El tercio superior estd definido por el area que hay desde los 12 a 15 cm desde el
margen anal, aunque la porcion intraperitoneal del intestino grueso (Sigma)
generalmente alcanza su limite aproximadamente a los 12 cm de dicho margen. En

algunos pacientes, especialmente en mujeres mayores, la porcion intraperitoneal del

23



intestino grueso puede localizarse bastante mas abajo.

Tercio superior — Musculo longitudinal

Musculo circular

Valvula de Houston
Tercio medio

Peritoneo Columna de Morgagni

:
L
|

I

Tercio inferior — Musculo longitudinal lliococcygeus
Musculo elevador
Pubococcygeus d
el ano

Puborectalis
Musculo del esfinter interno

Linea dentada Cripta anal

Musculo del esfinter externo Glandula anal

Surco interesfinteriano

s

Margen anal

Espacio perianal

Anodermis

Figura 1. Representacion grafica de las diferentes estructuras anatomicas que conforman el
recto y el canal anal. Limites anatomicos que demarcan el recto en tres tercios definidos por

la distancia de dichos limites respecto al margen anal. Adaptacion de (22)

La definicion y determinacion de la localizacion de los margenes entre el recto y el sigma es
importante a la hora de definir el tratamiento adyuvante. El recto se suele definir en la practica
como el tramo de intestino grueso situado inmediatamente después del colon sigmoide y

previo al canal anal.

Desde la parte exterior al 6rgano, el recto puede ser identificado por la desaparicion de la
tenia que identifica el colon sigmoide y su extension a la capa muscular. El tercio superior
esta rodeado por el peritoneo por su cara anterior y lateral, la parte posterior es intraperitoneal
y no presenta una capa serosa. Las capas rectovesical o rectouterina del recto son
completamente subperitoneales. El recto sigue la curvatura del sacro en sus dos tercios
inferiores y entra en el canal anal a nivel del elevador del ano. El anillo ano-rectal se sitta al

nivel del resorte puborectal de los musculos elevadores(24).

La localizacion del recto, como hemos comentado anteriormente, se suele definir por la
distancia entre el margen anal, la linea dentada o el anillo anorectal y la cara inferior de dicho
tramo de tracto digestivo Estos margenes suelen ser diferentes entre los pacientes afectos de

cancer de recto. Ademads, estas medidas pueden variar dependiendo de los métodos que se
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usen para su evaluacion. Este hecho puede ser muy importante, ya que la medicién por un
endoscopio flexible podria sobrestimar la distancia del tumor respecto al margen anal o los
demas limites. Podemos decir que la distancia desde la musculatura del esfinter anal es
clinicamente mas importante que con el margen anal, ya que estd intimamente relacionada
con la habilidad de realizar una intervencion quirdrgica con preservacion del esfinter

anal(24).

Cabe destacar que la ausencia de un recubrimiento peritoneal de la mayor parte del recto es
una de las razones por las que hay un mayor porcentaje de recidiva local tras una cirugia
primaria cuando comparamos los resultados con los de cancer de colon. El mesorecto se suele
usar como la estructura que define la extension total de una reseccion mesorectal, con la

mayoria de la grasa perirectal y de los ganglios perirectales dentro de sus margenes(21).

Es importante destacar 3 particularidades anatomicas y fisiologicas del recto, a tener en
cuenta en los diferentes tipos de tratamientos locales que podemos realizar con la aparicion

de tumores(21):

1- Drenaje linfatico: Los ganglios linfaticos del tercio superior del recto se sittan a lo

largo del territorio de la arteria hemorroidal superior y hacia la arteria mesentérica
inferior. Los ganglios linfaticos situados por encima del tercio medio del recto y que,
por tanto, drenan a la arteria hemorroidal superior, son muchas veces resecados
durante la reseccion del mesenterio en las intervenciones de la porcion intraperitoneal
del colon. Las lesiones que se sitlan a unos 6 cm del margen anal se sitan en un
territorio ganglionar que drena a la arteria hemorroidal media. Por tanto, los nédulos
implicados con tumores con esta situacion anatomica pueden incluir los de la arteria
iliaca interna y aquellos situados en la fosa del obturador. Esta informacion toma
especial relevancia en la reseccion y la irradiacion de las lesiones de dicha
localizacion. Por otro lado, cuando los tumores se sitian en la region situada por
debajo de la linea dentada, el drenaje linfatico va a transcurrir a los ndédulos inguinales
y del territorio de la cadena iliaca externa, con una gran importancia también a la hora
de determinar los campos de irradiaciéon. Como consecuencia de este alto riesgo de
diseminacion inguinal de los tumores situados muy bajos anatdmicamente es que

aquellos tumores situados por encima de la linea serrata presentan un riesgo muy bajo
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de diseminacion linfatica inguinal y, normalmente junto a las cadenas iliacas
externas, no requieren tratamiento (Figura 2).

Funcion esfinteriana: La continencia fecal es mantenida gracias al control esfinteriano

y a la preservacion de la anatomia muscular normal del érgano, que provocan un
angulo o curvatura rectal. El suelo pélvico estda compuesto por los musculos
elevadores del ano, que separan la pelvis del peritoneo y la fosa isquiorectal. A través
de los musculos elevadores del ano van a atravesar la uretra, la vagina y el ano. Una
buena comprension de la anatomia muscular y esfinteriana va a ser clave para la
preservacion de la continencia fecal durante la reseccion quirurgica. Por ejemplo,
mantener el esfinter sin la preservacion del angulo rectal no va a proporcionar
resultados satisfactorios en este sentido. Dichas limitaciones anatomicas, junto con el
respeto a los margenes laterales durante la reseccion, hacen que la quimioterapia y la
radioterapia adyuvantes tengan un papel fundamental en conseguir el objetivo
principal de la cirugia, eliminar por completo la enfermedad. Este detalle va a ser
muy importante tanto desde el punto de vista oncologico como fisiologico.

Sistema nervioso auténomo: La preservacion de la funcion vesical y sexual va a

depender también de la buena comprension de la anatomia rectal y del sistema
nervioso autéonomo que infiltra los érganos pélvicos por parte del cirujano. El plexo
hipogastrico estd formado por ramas simpdticas que transcurren por el promontorio
sacro. Estos nervios simpaticos se sitian por debajo del peritoneo a lo largo de la
pared lateral del mesorecto. Las raices sacras segunda, tercera y cuarta llevan las
fibras parasimpaticas a las visceras pélvicas. Estas fibras parasimpaticas transcurren
lateralmente para unirse a las fibras simpaticas a la altura del plexo pélvico, lateral y
anterior a los bordes de las vesiculas seminales en los hombres. Para preservar todas

estas estructuras es capital una diseccion muy ajustada del mesorecto.
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Ganglios periadrticos

Arteria mesentérica
inferior

Ganglios mesentéricos

inferiores GANGLIOS RECTALES
SUPERIORES

Arteria iliaca
comun

Arteria sacra media

Arteria hemorroidal

Arteria iliaca superior

interna

Arteria hemorroidal

medial GANGLIOS RECTALES

MEDIALES

Arteria pudenta
interna

GANGLIOS RECTALES
INFERIORES

Arteria
hemorroidal
inferior

HACIA GANGLIOS
4 INGUINALES

Figura 2. Anatomia linfatica y vascular del recto. Las flechas indican la posibilidad de

diseminacion tumoral via linfatica. Adaptacion de (25)

1.1.2.2.  Histologia

La gran mayoria de los tumores de colon y recto son carcinomas. Otros tipos histologicos
(neoplasias neuroendocrinas, hamartomas, tumores mesenquimales, linfomas) son
relativamente inusuales. De los carcinomas, mas del 90 por ciento son adenocarcinomas. La
Organizacion mundial de la salud (OMS) es la entidad que establece la definicion de los

diferentes subtipos histologicos (Tabla 1).

Los marcadores inmunohistoquimicos mas sensibles y especificos de diferenciacion
intestinal y extremadamente utiles para identificar correctamente los adenocarcinomas de
origen colorrectal son la citoqueratina 20 (CK20) y la homeobox 2 de tipo caudal

(CDX2)(26-28).

27



Tabla 1. Clasificacion de los tumores de colon y recto de la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS) (25,29).

Tumores epiteliales benignos y precursores

Displasia serrada de bajo grado

Displasia serrada de alto grado

Polipo hiperplasico, tipo microvesicular

Polipo hiperplasico, célula caliciforme

Pélipo adenomatoso, displasia de bajo grado

Poélipo adenomatoso, displasia de alto grado

Adenoma tubular de bajo grado
Adenoma tubular de alto grado
Adenoma velloso de bajo grado
Adenoma velloso de alto grado
Adenoma tubulovelloso de bajo grado
Adenoma tubulovelloso de alto grado

Adenoma avanzado

Neoplasia intraepitelial glandular de bajo
grado
Neoplasia intraepitelial glandular de alto
grado

Tumores epiteliales malignos
Adenocarcinoma NOS
Adenocarcinoma serrado
Adenocarcinoma de tipo adenoma
Adenocarcinoma micropapilar
Adenocarcinoma mucinoso
Carcinoma poco cohesivo

Carcinoma de células en anillo de sello

28



Adenocarcinoma medular
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma, indiferenciado, NEOM

Carcinoma con componente sarcomatoide

Tumor neuroendocrino NOS

Tumor neuroendocrino, grado 1
Tumor neuroendocrino, grado 2
Tumor neuroendocrino, grado 3

Tumor de células L

Tumor productor de péptidos similares al
glucagén
Tumor productor de Polipéptido pancreatico/
Péptido YY

Carcinoide de células enterocromafines

Tumor productor de serotonina

Carcinoma neuroendocrino NOS

Carcinoma neuroendocrino de células grandes

Carcinoma neuroendocrino de células
pequenas
Neoplasia mixta neuroendocrina y no
neuroendocrina (MiNEN)

El grado de diferenciacion histologica es otro de los factores fundamentales para definir la
histologia de este tipo de tumores. Tiene en cuenta la proporcion de glandulas bien formadas,
la inclusion de otras caracteristicas citologicas en la estimacion del grado es variable. La
formacion de glandulas est4 presente en mayor o menor grado en tumores bien diferenciados
y moderadamente diferenciados (tumores de bajo grado cuando se usa un sistema de
clasificacion de dos niveles), respectivamente. Por el contrario, los adenocarcinomas poco
diferenciados o indiferenciados (tumores de alto grado) no forman estructuras glandulares
bien definidas, que consisten predominantemente en laminas so6lidas o cordones de células
infiltrantes, a menudo con marcada atipia celular, pleomorfismo y una alta tasa mit6tica. En

la mayoria de los estudios, la importancia prondstica del grado se tiene en cuenta en el analisis
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estadistico como una variable de estratificacion de dos niveles: grado bajo (bien y
moderadamente  diferenciado) versus grado alto (pobremente diferenciado o
indiferenciado)(30). El colegio americano de patdlogos recomienda una gradacion en 4

grados histologicos para una mejor estadificacion histoldgica (tabla 2):

Tabla 2. Estadificacion de grados histologicos descrita por el colegio americano de patdlogos

(25,29).

bien diferenciado (> 95 por ciento de

Grado 1 formacion de glandulas)
Grado 2 moderadamente difer.enciado (50 a 95 por
ciento de formacion de glandulas)
oco diferenciado (<50 por ciento de
Grado 3 ’ formacion dé glérilulas)
indiferenciado (sin formacion de glandulas o
Grado 4 mucina; sin diferenciacion escamosa o

neuroendocrina)

Sin embargo, en la edicion mas reciente (quinta) de la Clasificacion de tumores del sistema
digestivo de la OMS, se recomienda el uso de un sistema de dos niveles, definido por los
tumores bien y moderadamente diferenciados o de bajo grado y pobremente diferenciado o

de alto grado(31).

Muchos tumores producen mucina, que puede permanecer dentro de las células o ser
secretada. La mucina extracelular puede facilitar la invasion del tumor a través de la pared
del colon(32). Los tumores que producen grandes cantidades de mucina extracelular (es
decir, mucina que comprende >50 por ciento de la masa tumoral) se clasifican como
carcinomas mucinosos (tabla 1). Este tipo histologico representa aproximadamente del 11 al
17 por ciento de todos los tumores colorrectales(33—35). Los carcinomas mucinosos son mas
habituales en el colon derecho(36,37), y suelen presentar una mala respuesta a la quimio-
radioterapia (QRT) neoadyuvante(38) y la quimioterapia adyuvante(39), aunque esta es un

area algo controvertida con la presencia de neoplasias mucinosas del apéndice(40).

En algunos carcinomas no glandulares, la mucina intracelular puede ser una caracteristica
dominante que desplaza los ntcleos de las células tumorales hacia un lado. Si una proporcion
superior al 50 por ciento del tumor la compone células de este tipo, se define como carcinoma

de células en anillo de sello (figura 3). Representa s6lo del 1 al 2 por ciento de todos los
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carcinomas colorrectales, pero el carcinoma de células en anillo de sello es una variante
agresiva con una propension a la diseminacion intramural extensa y la carcinomatosis
peritoneal(32,41,42). Un estudio que evalu6 a 1600 pacientes con cancer colorrectal
demostré que 13 de los 14 pacientes diagnosticados con un carcinoma de células en anillo de
sello tenian enfermedad en estadio III o IV en el momento del diagndstico y nueve tenian
diseminacion peritoneal(42). Es interesante destacar que el carcinoma de células en anillo de
sello tiene una alta incidencia de inestabilidad de microsatélites y una fuerte asociacién con

el sindrome de Lynch.

Figura 3. Lamina histoldgica con tincién de hematoxilina y eosina que muestra la ampliacion
de un carcinoma en anillo de sello dentro de un pdlipo adenomatoso. A) vista de bajo
aumento; B) vista de mayor aumento que muestra las tipicas celdas de anillo de sello, que se

identifican con flechas negras(25)

Algunos tumores, en particular los que surgen en el colon distal, contienen areas de
diferenciacion escamosa, denominandose carcinomas adenoescamosos(43). Estos tumores
raros representan entre el 0,05 y el 0,2 por ciento de todas las neoplasias malignas
colorrectales y se asocian con una mayor mortalidad global y especifica en comparacion con

el adenocarcinoma(44,45).

Aproximadamente el 10 por ciento de los tumores colorrectales, en particular los tumores
poco diferenciados, contienen focos de diferenciacion neuroendocrina. Los tumores no
formadores de glandulas con predominio neuroendocrino se clasifican como tumores

neuroendocrinos (carcinoides) bien diferenciados, con un pronéstico mas favorable que los
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adenocarcinomas, y como carcinomas neuroendocrinos poco diferenciados, que en general
tienen un pronostico desfavorable. Sin embargo, no esta clara la importancia prondstica de
la diferenciacion neuroendocrina focal dentro de otros tipos histologicos, como un
adenocarcinoma. La evaluacion de la diferenciacion neuroendocrina debe realizarse en cortes
rutinarios tefiiddos con hematoxilina y eosina; los datos son insuficientes para recomendar el
uso de tinciones especiales como la cromogranina, la enolasa especifica de neuronas o la

sinaptofisina)(25).

El carcinoma medular es un tipo distintivo de tumor no formador de glandulas, compuesto
por grandes células poligonales eosinofilicas que crecen en laminas sélidas y estdin muy
infiltradas por linfocitos infiltrantes de tumores(31). Es importante el diagndstico de este tipo
de tumor debido a su asociacioén con tumores que son deficientes en una o mas proteinas de
la reparacion, incluidos los que surgen en el contexto del sindrome de Lynch(46). Estos
tumores tienen caracteristicamente un alto grado de inestabilidad de microsatélites,
frecuentemente en combinacion con una mutacibn BRAF, y se asocian con un buen
prondstico. Los tumores del intestino grueso con inestabilidad de microsatélites son mas
frecuentes en el colon derecho; son mas a menudo de tipo histolégico mucinoso, en anillo de
sello o medular; y tienen abundantes linfocitos que infiltran el tumor o estan rodeados por

una reaccion linfoide productora de un centro germinal similar a la de Crohn.

1.1.2.3.  Clasificacién del cancer de recto

La clasificacion del cancer de recto se basa en los hallazgos anatomo-patolégicos. La
clasificacion actualmente vigente es la de la American Joint Committe on Cancer (AJCC) en
su octava edicion de 2017 (TNM 8 edicion 2017)(25,29). La clasificacion TNM esta

representada en la tabla 3 y 4.
Es importante una buena localizacidon y conocimiento de los ganglios regionales del recto:

- ganglios rectales superiores (hemorroidales) - medio e inferior (ubicados en la grasa del

mesorrecto) o ganglios mesorrectales (sinénimo de ganglio rectal).

- ganglios linféticos iliacos internos (hipogéstricos) (que son continuos con los ganglios

linfaticos de la arteria medio rectal)
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- ganglios sacros laterales - promontorio presacro y sacro (Gerota);
- ganglios linfaticos mesentéricos inferiores
- ganglios linfaticos inguinales si el canal anal estd involucrado

- las metastasis en los ganglios linfaticos distintas de las enumeradas anteriormente se
clasifican como metastasis a distancia (por ejemplo, obturador o ganglios linfaticos iliacos
externos). La diseccion de los ganglios iliacos externos e internos (hipogéstrico) no se
recomienda porque aumenta las secuelas y no mejora no supervivencia después del

tratamiento neoadyuvante(47).

Tabla 3. Octava edicion de la clasificacion TNM, publicada en 2017 (48).

Tx Informacion insuficiente para clasificar el
tumor primario.

TO Sin evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ: intra-epitelial o que
invade la lamina propia.”

T1 Tumor que invade la submucosa.

T2 Tumor que invade la muscular.

T3 Tumor que invade la subserosa o tejido
perirrectal no peritoneal.

T4 Tumor que invade directamente otros

organos o estructuras y/o perfora el
peritoneo visceral.

T4a Tumor que perfora el peritoneo visceral.
T4b Tumor que invade directamente otros
organos o estructuras. ™
(48)
Notas(49):

* Tis incluye casos de células cancerosas situadas en la membrana basal
glandular (intra-epitelial) o en la lamina propia (membranas intra-
mucosas) sin extension a través de la membrana mucosa hasta la
submucosa.

+ La invasion directa de un estadio T4b incluye la invasion de otros
segmentos del colon

o recto a través de la serosa, probado por examen microscopico o
incluye, para tumores situados retro o subperitoneal, la extension
directa a otros 6rganos o estructuras debido a la extension mas alla de
la mesorrecto y fascia rectos.

# Un tumor que se adhiere macroscopicamente a otros 6rganos o
estructuras se clasificado cT4b. Sin embargo, si no hay células
tumorales presentes en la zona de adhesion al examen microscopico se
clasificard pT1-3, seglin la profundidad de inundacion en la pared.
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Nx Informacion insuficiente para clasificar las
adenopatias regionales.

NO Sin metastasis en ganglios linfaticos
regionales.

N1 Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos
regionales.

Nla Metastasis en 1 ganglio linfatico regional.

N1b Metastasis en 2-3 ganglios linfaticos
regionales.

Nlc Noédulos tumorales, satélites* en la

subserosa o en tejidos pericolicos o
perirrectales no  peritonizados  sin
metastasis en los ganglios linfaticos
regionales

N2 Metastasis en > 4 ganglios linfaticos
regionales.

N2a Metastasis en 4-6 ganglios linfaticos
N2b regionales.

Metastasis en > 7 ganglios linfaticos
regionales.

Notas. * Los nodulos tumorales (satélites), macroscopicos o
microscopicos, localizados en el tejido adiposo pericolico o perirrectal
de la zona de drenaje linfatico del tumor primario sin signo histologico
de tejido linfatico residual en el nodulo pueden corresponder a
extension tumoral discontinua, invasion venosa con extension
extravascular (V1/2) o un ganglio linfatico totalmente tumoral (N1/2).
Si tales nodulos se observan con tumores que se habrian clasificado
como T1 o T2, entonces la clasificacion T permanece sin cambios y el
nodulo se registra como Nlec. Si el patélogo considera que el nodulo es
un ganglio linfatico completamente destruido por el proceso tumoral
(generalmente con un contorno regular), debe registrarse como un
ganglio linfatico positivo y no como un noédulo satélite, y cada uno de
ellos debe contarse por separado para establecer la clasificacion pN

final.
Mo sin metastasis.
M1 presencia de metastasis a distancia.

Mla Metastasis localizadas en un solo érgano
(higado, pulmén, ovario, ganglios
linfaticos distintos de los regionales).

Mi1b Metastasis en mas de un 6rgano.

Milc Metastasis en el peritoneo con o sin
compromiso de otro.

Es necesario el examen de al menos 12 ganglios linfaticos regionales para la evaluacion
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correcta del estado de los ganglios linfaticos. Si no se alcanza este nimero, el patélogo debe
volver a examinar la pieza. Sin embargo, en ausencia de invasién ganglionar, aunque no se
alcance el numero de 12 ganglios linfaticos examinados, el TNM 2017, la UICC (2002) y el
AJCC recomiendan clasificar a los pacientes NO y no Nx(48,50).

Es importante destacar que el numero de ganglios linfaticos a menudo se reduce después del
tratamiento neoadyuvante. Por lo tanto, es posible que no se logre la cantidad de 12 que

normalmente se requieren a pesar de una busqueda cuidadosa.

Tabla 4. Estadios de enfermedad segun la clasificacion TNM 8§ edicion 2017(48).

Stade 0 Tis NO MO
Stade I T1, T2 NO MO
Stade II T3, T4 NO MO
Stade IIA T3 NO MO
Stade IIB T4a NO MO
Stade IIC T4b NO MO
Stade II1 todo T N1, N2 MO
Stade IITA T1, T2 N1 MO
Tl N2a MO
Stade I1IB T3, T4a N1 MO
T2, T3 N2a MO
T1, T2 N2b MO
Stade IIIC T4a N2a MO
T3, T4a N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stade IVA Todos T Todos N Mla
Stade IVB Todos T Todos N Ml1b
Stade IVC Todos T Todos N Mlc

Los datos del registro norte americano SEER muestran una relacion compleja entre el grado
de extension de la pared y la afectacion de los ganglios linfaticos. Por ejemplo, las lesiones
pT2N1 presentan una mejor supervivencia global (SG) a los 5 afios (72%) que las pT3NO
(64%)(51).

El examen patoldgico realizado debe especificar el estado del margen distal y el margen
circunferencial de la reseccion, asi como el grado de integridad macroscopica del mesorrecto

segun los criterios de Quirke(52). Un margen distal o circunferencial <1 mm se considera
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invadido (reseccion R1). Un margen circunferencial a <2 mm predice una recaida local(53).
Sin embargo, una reseccion R1 expone un mayor riesgo de metastasis que de recaida
local(54). En el caso de tratamiento preoperatorio, el estadio TNM de la pieza operatoria se

expresara en ypITNM (Ver seccion 1.1.2.3).

1.1.2.4.  Anatomia patologica

La regresion tumoral corresponde a la destrucciéon de células tumorales por tratamiento
neoadyuvante. Sin embargo, es importante destacar que se trata de un factor completamente
diferente de la evaluacion para el estadiaje ypTNM. Se evalua semicuantitativamente
valorando el porcentaje de células viables y el porcentaje de territorios fibrosos o coloides
resultantes de la destruccion del tumor. Podemos encontrar diferentes clasificaciones para
describir la regresion tumoral, la mas antigua y una de las mas conocidas y utilizadas es la
clasificacion de Dworak(55). Estas clasificaciones describen de 3 a 5 grados que van desde
la respuesta completa hasta la ausencia de respuesta. La regresiéon tumoral es un factor
importante a tener en cuenta para los pacientes con cancer de recto, ya que es un buen
indicador de la radiosensibilidad y quimiosensibilidad del tumor y por tanto del prondstico
de los mismos. Se recomienda retirar un minimo de 5 bloques del sitio del tumor y, para
tumores que midan menos de 3 cm o si no hay tumor residual, incluir toda la lesion o tejido
restante. Una respuesta histologica completa en el tumor primario se definird por la ausencia
de células tumorales viables y se asocia a muy buen prondstico(56), aunque este parametro
de alto valor pronostico no puede considerarse en la actualidad como un criterio

subrogado(57).

En los informes de anatomia patologica se recomienda especificar, ademas del margen
circunferencial y el estadio ypTNM, el grado de respuesta histologica. En el ensayo
ACCORD 12, la puntuacion Dworak modificada utilizada incluyé 4 grados (en lugar de 5 en
la version original de 1997), incluidos los dos grados mas reproducibles, es decir, el grado 4:
células viables no detectables; grado 3: unas pocas células viables detectables (que pueden

encontrarse en el mesorrecto: ypT3 o la pared rectal: ypT1 o 2)(55,58).

Tabla 5. Clasificacion de la respuesta histologica segun los criterios de Dworak(55).
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Grado 0 Sin regresion
Presencia dominante de la masa tumoral con
Grado 1 .. . ,
objetividad de fibrosis y/o vasculopatia

Presencia dominante de cambios fibréticos con
Grado 2 presencia de células tumorales o grupos de

células tumorales féciles de encontrar
Presencia de células tumorales microscopicas o
Grado 3 muy dificil de encontrar entre el tejido fibrotico

con o sin sustancia mucosa

Sin presencia de células tumorales, so6lo tejido
Grado 4 fibrotico en la masa (regresion o respuesta
total)

Las clasificaciones actuales no tienen en cuenta los fenomenos de regresion que pueden
afectar a ganglios linfaticos inicialmente metastasicos que pueden presentar regresiones
parciales o totales. Esto podria reflejar el impacto de los tratamientos de induccion, pero atin
no se ha validado con suficiente evidencia. En el adenocarcinoma de recto se pueden observar
respuestas particulares a la terapia de induccion, como la respuesta coloide; estos son grupos
de mucina que contienen células adenocarcinomatosas o que son acelulares. Este tipo de
respuesta se observa en aproximadamente el 30% de los adenocarcinomas de recto tras el
tratamiento neoadyuvante. Seglin el College of American Pathologists, una respuesta coloide
acelular debe considerarse una respuesta histologica completa; esta respuesta coloide puede

objetivarse en los ganglios linfaticos(59).

1.1.2.5. Bases moleculares

En la actualidad, el analisis del estatus molecular de los tumores es una practica habitual y
que es necesaria previa a la eleccion del tratamiento, debido a la inclusion de la terapia
dirigida en el manejo de los tumores. La busqueda de un déficit de la reparacion del ADN
(cuya consecuencia es la inestabilidad de microsatélites) puede llevarse a cabo tanto por
biologia molecular (busqueda de inestabilidad de microsatélites o MSI) como por
inmunohistoquimica (deteccion de proteinas hMLH1, hMSH2, hMSH6 y hPMS2), ambos
métodos son a la vez complementarios y han sido muy bien correlacionados(60). Este déficit
esté relacionado con tumores de origen germinal como es el caso del sindrome de Lynch(61),
sin embargo no todos los tumores que presentan una pérdida de expresion de proteinas o MSI

se diagnostican en pacientes con estas alteraciones; estas anomalias pueden adquirirse con el
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envejecimiento y luego se dice que son esporadicas. Es interesante destacar que se ha
evidenciado incluso una mayor respuesta a tratamientos a base de anticuerpos contra
proteinas de muerte programada y su ligando (PD-(L)1)(62). Cuando la inmunohistoquimica
revela una pérdida de expresion aislada de la proteina MLHI1 o acoplada a las proteinas
MLHI1 y PMS2, es necesario un andlisis genético adicional en la muestra de tumor para
buscar la mutacion V60OE del gen BRAF y la hipermetilacion del promotor de el gen MLHI1,

que, si estd presente, esta a favor de la naturaleza esporadica del tumor.

La regresion del tumor observada después del tratamiento neoadyuvante puede interferir con
la determinacién del estado de MSI por biologia molecular. Ademas, la extincion de la
proteina MSH6 en inmunohistoquimica se puede observar después del tratamiento

neoadyuvante, sin que exista inestabilidad de microsatélites en biologia molecular.

Todos estos argumentos estdn a favor de realizar biopsias fijadas e incluidas en parafina
desde la valoracion inicial con ecoendoscopia, dedicadas a la patologia molecular, aunque la
inestabilidad de microsatélites (MSI o0 dMMR segun sus siglas en inglés) es mucho mas rara
en canceres de recto (1 a 3%) que en cancer de colon(61). El estudio de las mutaciones de
RAS'y BRAF también serd util en la enfermedad metastasica(63). En caso de una respuesta
histologica completa o importante, este estado puede determinarse en biopsias previas al

tratamiento para evitar falsos negativos(60).

Por ultimo, es importante comentar que la mayoria de los canceres de recto se desarrollan a
través de la via de inestabilidad cromosdmica (CIN). Aproximadamente el 13% son causados
por una reparacion deficiente (deficient mis- match repair, AIMMR). Existe un componente
hereditario reconocido, aunque es mas importante en el cancer de colon que en el de recto.
Los trastornos mas comunes son el sindrome de Lynch y la poliposis adenomatosa familiar.
Por tanto, el asesoramiento genético es un componente fundamental del tratamiento, que
impulsa la vigilancia y las posibles intervenciones para el paciente y los miembros de la

familia afectados(20) .

1.1.3. Cancer de recto localmente avanzado (CRLA)

1.1.3.1. Tratamiento neoadyuvante del CRLA
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El manejo del cancer de recto es complejo, principalmente por la necesidad de integrar las
diferentes modalidades de tratamiento como la cirugia, la radioterapia (RT) y la
quimioterapia (QT), que requieren en muchas ocasiones una estrategia terapéutica conjunta

con intencion curativa.

A principios de la década de los setenta y ochenta, la tasa de recaidas locorregionales dentro
de la pelvis era extremadamente elevada, en algunos casos por encima del 40%, lo que dio
lugar a numerosos estudios clinicos a fin de evaluar el papel de la RT y la quimioterapia
adyuvante con 5- fluorouracil (5FU) como tratamiento complementario a la cirugia,
principalmente en el cancer de recto estadios II y III(64). Desde entonces se ha intentado
mejorar el control local de la enfermedad, tanto por lo que respecta a la intervencion
quirurgica, con la practica de la escision total del mesorrecto (ETM), como al desarrollo de
estrategias terapéuticas mas eficaces para reducir tanto la recurrencia local como la
diseminacion a distancia mediante la combinacion de tratamientos en forma

neoadyuvante(65).

La ETM supuso el primer paso para reducir las recidivas locales a menos de un 5%. El
objetivo del tratamiento neoadyuvante se basa en la mejora de la supervivencia libre de
enfermedad (SLE) minimizando la tasa de recidiva local y obteniendo al mismo tiempo un
mejor perfil de toxicidad(64). No obstante, mientras que las tasas de recurrencia local del
cancer de recto se han reducido al 5-6% con el tratamiento trimodal(66), las tasas de recaida
a distancia se mantienen altas, en torno al 25%(67). De hecho, actualmente las metastasis
constituyen la principal causa de muerte, por lo que los nuevos estudios estan evaluando el
papel de las QT sistémicas en el contexto neoadyuvante para controlar la posible enfermedad
metastasica y asi reducir el ritmo de recurrencia a distancia(64,68—70). En este contexto es
importante destacar el papel de biomarcadores que nos ayuden a diferenciar aquellos
pacientes que no van a tener un buen control de la enfermedad de los que si lo tendran, asi

como el alto riesgo de recidiva.

1.1.3.1.1. Radioterapia

La radioterapia preoperatoria es el tratamiento estandar en el cancer de recto localmente

avanzado. Se puede administrar siguiendo dos estrategias:
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A) SCRT (short course RT), que consiste en la administracion de 25 Gy en 5 fracciones
de 5 Gy (5 x 5) en dias consecutivos(71-75)

B) LCRT (long course RT), que combina la quimioterapia con la radioterapia en dosis
de 50,4 Gy administrada en fraccionamiento convencional de 28 fracciones de 1,8

Gy.

Podemos destacar el Polish Trial, que tenia como objetivo principal demostrar que la
estrategia LCRT permitia cirugias mas conservadoras y favorecia la preservacion de los
esfinteres, sin embargo, se evidencid que no habia diferencias en cuanto a preservacion
esfinteriana. El porcentaje de ypCRM+ (margen radial posquirargico afectado) fue superior
en el grupo SCRT, 13% versus 4%, sin mostrar diferencias en SG, en SLE ni en control local.
La toxicidad aguda fue superior en el grupo LCRT, pero la toxicidad tardia fue
equivalente(76). Un metaandlisis estudié la evolucion de los pacientes segun la estrategia
terapéutica, pero no mostré diferencias significativas en cuanto a recurrencia ni

supervivencia(77).

El Trans Tasman Radiation Oncology Group realizé un estudio aleatorizado con 326
pacientes afectados de neoplasia de recto situada dentro de los 12 cm desde el margen anal y
valorada con ecografia 0 RM como cT3. El objetivo del estudio era demostrar que el
tratamiento LCRT protegia mas de la recurrencia local que la SCRT. El downstaging
patologico fue superior en el grupo LCRT, 45% versus 28% p = 0,002, y también fue superior
el porcentaje de respuestas patoldgicas completas: 15% versus 1%. Sin embargo, no se
evidenciaron diferencias en SG, en SLE ni en toxicidad tardia grado 3-4(78). Rutten H et al.,
en un metaanalisis del Dutch Trial centrado en la evolucion de los pacientes de més de 70
afios, evidencid que la estrategia SCRT seguida de cirugia inmediata no solo no aumentaba
la supervivencia de los pacientes de este grupo de edad avanzada, sino que contribuia a

aumentar la mortalidad no debida al cancer especifica(79).

Por este motivo, diferir la cirugia puede ser una buena opcion. El estudio Stockholm IIT Trial
analiz6 el impacto de retrasar la cirugia después del tratamiento previo con RT comparando
3 grupos diferentes: SCRT seguida de cirugia en 1 semana (grupo 1), SCRT y cirugia a las
4-8 semanas. (grupo 2), LCRT y cirugia a las 4-8 semanas (grupo 3). No se evidenciaron

diferencias en cuanto a complicaciones postoperatorias entre los tres grupos: 46,6%, 40% y
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32%, respectivamente (p= 0,164). No obstante, hay que destacar que los pacientes tratados
con SCRT y cirugia diferida 11- 17 dias presentaron mayor toxicidad que el resto de pacientes
(p = 0,036), sugiriendo que es el esquema mas toxico(80). En un analisis secundario
publicado en 2019 con una media de seguimiento de 5,7 afos se valord la respuesta al
tratamiento neoadyuvante evidenciando que la pCR del grupo 2 fue del 10,4%, superior a la
respuesta de los tumores de pacientes que siguieron la secuencia del grupo 3 (25 x 2 Gys) y
de aquellos que no recibieron QT concomitante (grupo 1) que demostraron una pCR del

2,2%(81).

En 2016, Bujko e investigadores. publicaron un estudio aleatorizado fase 3 en el que se
modifico la SCRT incorporando un intervalo de 6 semanas a la cirugia con la administracion
de 3 ciclos de QT tipo FOLFOX (4cido folinico, fluorouracilo y oxaliplatino) dentro de este
intervalo. El porcentaje de recidiva local y sistémica fue equivalente al esquema SCRT
clasico, pero el grupo tratado con el esquema SCRT modificado presentd una mejor SG a 3
afios (73% en el grupo SCRT modificado vs 65% en el grupo LCRT, p= 0,046)(82). El
estudio RAPIDO presenta un disefio similar y compara LCRT vs SCRT con quimioterapia
en el intervalo. Los resultados del andlisis demostraron que la SCRT con QT es mas toxica
que la LCRT(83). Los resultados del ensayo RAPIDO se mostraron a favor de la SCRT
seguida de quimioterapia antes de la escision total del mesorrecto en el cancer de recto
localmente avanzado de alto riesgo, los resultados a los cinco afos demostraron menor tasa
de recaidas locorregionales en comparacion con el brazo comparador (hazard ratio 0,75, 95%

CI 0,60-0,95; p=0,019)(84)

1.1.3.1.2. Quimioterapia

Historicamente, los ensayos clinicos han mostrado que la RT postoperatoria concomitante
con QT con fluoropirimidinas (5 fluorouracilo [SFU] o capecitabina utilizadas como
radiosensibilizadores) disminuye significativamente el porcentaje de recidiva local(85-91).
Sin embargo, el German Rectal Cancer Trial defini6 el tratamiento neoadyuvante con QRT
como el estandar en el tratamiento del cancer de recto localmente avanzado vigente en la
actualidad(92,93). Este importante estudio demostré que, incluso con un seguimiento

mediano de 134 meses (11 afios), el tratamiento con QRT previo a la cirugia mejora la tasa
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de recidivas locales cuando se compara con el tratamiento tras la reseccion (7.1% versus
10.1%, respectivamente; p=0.04). Estos resultados fueron apoyados por el estudio NSABP
R-03, que sefiala una mejora estadisticamente significativa de la SLE a los 5 afios (64.7%
versus 53.4%, respectivamente; p=0.01) y una tendencia, aunque no significativa, a una
mejor SG (74.5% versus 65.6%, respectivamente; p=0.06)(94). También hay que destacar
que, en este ultimo estudio, el tratamiento neoadyuvante consiguié un 15% de pCR y que
ninguno de estos pacientes presentd una recaida(94). Un meta-andlisis de 17 estudios
diferentes que incluyd 3.105 pacientes demostrd una disminucion de las tasas de recidiva
local por debajo del 6% en pacientes que recibieron tratamiento QRT neoadyuvante. Este
mismo articulo muestra que aquellos pacientes que consiguen una pCR con el tratamiento

neoadyuvante tendran una mejor SLE (HR: 0.54, 95%IC 0.40-0-73)(56).

Se han desarrollado estudios de fase II y III que incorporan oxaliplatino, irinotecén,
bevacizumab y cetuximab a las fluoropirimidinas que no han mostrado mejora en los
resultados conseguidos con monoterapia(95,96), por lo que actualmente no se recomienda
utilizar estos farmacos en neoadyuvancia concomitante con la radioterapia fuera de ensayos
clinicos. Fernandez-Martos et al. demostraron que el tratamiento con quimioterapia a base
de capecitabina y oxaliplatino previo a la quimio- radioterapia, no reduce su eficacia(97-99)
y mejora los resultados respecto a la quimioterapia adyuvante. Sin embargo, no aumenta la
tasa de respuesta histologica completa ni reduce la tasa de desarrollo de metastasis(99). Otros
estudios aleatorizados de fase II confirmaron la ausencia de un aumento en tasa de respuesta
histologica completa con quimioterapia de tipo CAPOX (capecitabina, acido folinico y

oxaliplatino) o FOLFOX(100-102).

Recientemente, en el afio 2020, se han publicado varios estudios fase II que han explorado
un tratamiento neoadyuvante diferente al descrito con anterioridad, se ha denominado

tratamiento neoadyuvante total (TNT). Podriamos destacar los resultados de 2 ensayos:

- El estudio aleatorizado PRODIGE 23(103) evalu6 el beneficio del tratamiento
neoadyuvante basado en una quimioterapia de induccién con FOLFIRINOX (5FU,
acido folinico, irinotecan y oxaliplatino) seguida de quimio- radioterapia CAP50 para
adenocarcinomas de recto T3-4Nx a menos de 15 cm del margen anal, conocido como

el TNT. En este estudio, se compararon 231 pacientes que recibieron dicho esquema
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con 230 pacientes que recibieron terapia estdndar con quimio- radioterapia CAPS50.
En ambos brazos, los pacientes recibieron terapia adyuvante obligatoria después de
la cirugia con 6 ciclos de mFOLFOX6 (o 4 ciclos de capecitabina) para el brazo
experimental y 12 ciclos de mFOLFOXG6 (u 8 ciclos de capecitabina) para el brazo
estandar. Los pacientes fueron operados 7 semanas después de finalizar su
tratamiento neoadyuvante. Se demostré que este esquema terapéutico es un seguro,
con toxicidades manejables. No hubo una gran tasa de abandono y su tolerancia o la
calidad de vida en general fue buena, por lo que los resultados fueron incluso mas
favorables para el grupo experimental (aunque sin ser estadisticamente significativo,
p= 0,076). La quimioterapia adyuvante se tolerd mejor en el grupo experimental
(toxicidad de grado 3-4: 44,4% vs 74,1, p <0,001; neuropatia periférica 11,7% vs
20,7%, p = 0,033), y la dosis acumulada media de oxaliplatino administrada fue
mayor en el grupo experimental (808 mg/m?2 frente a 745 mg/m2, p= 0,009). Hubo
mas cirugias no terapéuticas (descubrimiento intraoperatorio de metdstasis multiples
o tumor irresecable o reseccion R2) en el grupo estandar (3,7% vs 0%, p=0,007). La
tasa de respuesta completa (ypTONO) fue significativamente superior en el grupo
tratado con TNT (27,8% frente a 12,1%, p <0,001). Este grupo mostré un menor
riesgo de SLE a los 3 afios (75,7% vs 68,5%, HR: 0,69 [0,49-0,97], p= 0,034) y una
mejora en la supervivencia libre de metastasis (78,8% vs 71,7%, HR: 0,64, p=0,017).
No hubo diferencias significativas en la tasa de recurrencia local (4,3% frente a 5,7%)
ni en la SG a los 3 afios (aunque cercana a la significacion: 90,8% vs 87,7, HR: 0,65
[0,40-1,05], p=0,077). En junio de 2023 se han presentado los datos actualizados del
estudio tras 7 afios, con un claro beneficio del brazo en investigacion en SLE (67.6%
frente a 62.5% del grupo comparador) y en SG (44.4 meses frente a 39.4 meses del
grupo tratado con tratamiento estandar)(104). Debido a estos resultados, el
tratamiento neoadyuvante con FOLFIRINOX y quimio- radioterapia de
adenocarcinomas de recto T3-T4Nx esta recomendado como opcion terapéutica por
las guias clinicas.

El ensayo RAPIDO(84,105) también evalu6 el TNT. En este ensayo aleatorizado, se
incluyeron pacientes considerados de alto riesgo de recurrencia: adenocarcinomas. A

menos de 16 cm desde el margen anal con al menos 1 factor de riesgo en la resonancia
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magnética pélvica inicial entre los siguientes factores: cT4, invasiébn venosa
extramural, cN2, CRM <1 mm, invasién de los ganglios linfaticos pélvicos laterales.
Los pacientes fueron randomizados entre el grupo experimental (radioterapia corta
de 5x5 Gy seguida de quimioterapia neoadyuvante con 6 ciclos de CAPOX o 9 ciclos
de FOLFOX4 y luego cirugia 2 a 4 semanas después del ultimo ciclo de
quimioterapia, sin quimioterapia adyuvante) y el grupo de control (Quimio-
radioterapia CAP50 seguida de cirugia después de 6 a 10 semanas de espera y luego
quimioterapia opcional segun el centro con 8 ciclos de CAPOX o 12 ciclos de
FOLFOX4). La tolerancia general de ambos brazos fue similar ya que el 85% de los
pacientes recibieron toda la quimioterapia en el grupo TNT frente al 90% en el grupo
control, pero en el grupo control solo 187/441 pacientes (42,4%) recibieron
quimioterapia. interrumpido por problemas de tolerancia en 69 pacientes (37%). Esto
plantea la cuestion de la comparabilidad de ambos brazos. El criterio de valoracion
principal fue el fracaso del tratamiento relacionado con la enfermedad definido por la
aparicion de uno de los siguientes eventos: recidiva locorregional, metéstasis a
distancia, nuevo cancer colorrectal, muerte relacionada con el tratamiento. La
probabilidad de fracaso del tratamiento acumulada a 3 afos fue significativamente
menor en el grupo TNT (23,7% frente a 30,4%, HR = 0,75 [0,60-0,95], p= 0,019).
Esto se relaciond principalmente con una disminucion del riesgo acumulado de la
aparicion de metastasis a distancia a los 3 afios en el grupo TNT (20,0% vs 26,8%,
HR: 0,69 [0,54-0,90]; p= 0,0048). No hubo diferencia entre los 2 grupos en la tasa de
recurrencia local (8% para el grupo TNT vs 6%, p = 0,12). También se observo una
mayor tasa de respuesta patologica completa en el grupo TNT (28% frente a 14%, p
<0,0001). La SG a los 3 afios no se vio afectada por el brazo de tratamiento (89,1%
para el grupo TNT frente al 88,8% para el grupo control, HR: 0,92 [0,67-1,25], p=
0,59). Es. Importante destacar las limitaciones de este estudio para interpretar los
resultados con cautela debido: cambio de criterio de valoracion y de hipotesis
estadistica durante el estudio, ausencia de relectura centralizada de las evaluaciones
por resonancia magnética en el momento de la inclusion, el brazo de referencia no
incluy6 quimioterapia adyuvante en la mayoria de los centros.

El grupo alemén realizé otro estudio fase 2 (el CAO/ARO/AIO-12) que evalud la
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TNT con una induccién con FOLFOX seguido de QRT con 5FU mas oxaliplatino
seguido de TME, o la estrategia inversa conocida como consolidacién (QRT con SFU
y oxaliplatino seguido de consolidacién con FOLFOX seguido de TME). La tasa de
pCR fue mayor con el segundo esquema (25% frente a 17%)(106). Por lo tanto, se
demostr6 que administrar quimioterapia en la ventana entre la finalizacion de la
radiacion y la cirugia podria ser la estrategia mas beneficiosa. Ademas, el estudio
PAN-EX, que selecciono solo a pacientes con caracteristicas de alto riesgo y reunid
datos de dos ensayos de fase 2, destac la viabilidad y los resultados favorables de la
quimioterapia neoadyuvante en pacientes con CRLA de alto riesgo(107).

Ademas, aunque de forma retrospectiva, se pueden extraer algunas conclusiones
relevantes del estudio llevado a cabo por el Memorial Sloan Kettering (MSK)(108).
Analizaron datos de aproximadamente 300 pacientes con CRLA tratados con TNT en
comparacion con un nimero similar de pacientes tratados con QRT. Se detectd una
mayor exposicion a la quimioterapia en los pacientes de la cohorte de TNT en
términos de dosis total, reducciones de dosis y nimero de ciclos planificados. La tasa
de respuesta completa, que incluye tanto la pCR como la respuesta clinica completa
(cCR) en pacientes no sometidos a cirugia, fue del 36% en la cohorte TNT en
comparacion con el 21% en la cohorte QRT.

En junio de 2023 se han publicado los resultados del ensayo PROSPECT, en el que
se compara si, dar QT exclusiva con esquema FOLFOX en régimen neoadyuvante
(solo se podia afiadir QRT previa a la cirugia si la respuesta habia sido inferior al 20%
o si el paciente habia discontinuado la QT por toxicidad) frente al esquema de QRT
estandar en esta poblacion (¢cT2N1, cT3NO o ¢T3N1 candidatos a cirugia). El estudio
alcanzo su objetivo principal, se demostrd que el brazo experimental no es inferior al
estandar para SLE (HR para recurrencia de la enfermedad o muerte, 0.92; IC del
90.2%, 0.74-1.14; p=0.005 para no-inferioridad). La SLE a 5 afios fue de 80.8% (IC
del 95% 77.9-83.7) en el brazo tratado con FOLFOX y de 78.6% (IC del 95%, 75.4-
81.8) para el grupo tratado con QRT. Cabe destacar que el 9.1% de los pacientes del
brazo experimental recibié QRT preoperatoria el 1.4% QRT postoperatoria(109).
Finalmente, una revision sistematica evalud los resultados oncolégicos de la

quimioterapia de induccion antes o después de la QRT preoperatoria en un total de
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648 pacientes de diez estudios, la mayoria en fase 2. Se report6 una tasa de SLE y SG

de mas del 60% y 70%, respectivamente(110).

Hasta ahora, los tnicos resultados de la fase 3 que han informado sobre un enfoque TNT se
derivan del estudio Polish II. En este ensayo, los pacientes con tumores cT3-T4 fueron
asignados al azar para recibir QRT de ciclo corto seguido de tres ciclos de FOLFOX4 o QRT
a base de fluoropirimidina concomitante con oxaliplatino semanal. No se detectaron
diferencias significativas entre los grupos de tratamiento en términos de
supervivencia(82,111). Sin embargo, este estudio tiene algunas debilidades que limitan sus
conclusiones, como la no utilizacion de la resonancia magnética para la seleccion de
pacientes, el criterio de valoracion principal (tasa de reseccion R0O) y la enmienda del

protocolo de 2012, que permiti6 la retirada de oxaliplatino a criterio de los investigadores.

En general, podemos concluir de estos estudios que los resultados observados hasta ahora no
han demostrado claramente un impacto en la supervivencia libre de enfermedad ni en la SG
y en alglin caso sugieren un posible incremento en la tasa de respuestas completas patologicas
porque se incrementan el tiempo hasta la cirugia y el nimero de ciclos de QT post-
RT/QT(112). Lo que se ha observado claramente en todos los estudios es la mejor tolerancia
de la QT preoperatoria comparada con la QT adyuvante, aunque todavia no hay datos
disponibles a largo plazo ni resultados de estudios fase III con validez suficiente para poder
recomendar este esquema de forma generalizada en todos los pacientes con cancer de recto
localmente avanzado, aunque las guias NCCN ya consideran la TNT como una opcién vélida
de tratamiento desde la edicion de 2015 y las guias ESMO, en la edicion de 2017, no las
discuten en profundidad (se limitan a no recomendar la QT neoadyuvante completa sin RT

fuera de estudios, pero no discuten la TNT)(19,29).

La implementacion de la TNT puede llegar a la discusion de la RT selectiva, o sea, no
administrar RT a los pacientes con buena respuesta a la QT de induccion. En este sentido, el
estudio fase Il FOWARC que comparaba QT de induccion (FOLFOX) con o sin RT,
demostrd una tasa mas baja de respuestas patoldgicas completas en los pacientes que no
recibieron RT, aunque los pacientes tratados solo con QT presentaron un porcentaje similar
de “downstaging” y una mejor tolerancia con menos complicaciones posquirurgicas. La

estrategia de RT selectiva se considera hoy en dia como no estandar en las recomendaciones
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de expertos para el global de pacientes con cancer de recto y se aconseja tan solo dentro de

estudios clinicos.

El enfoque neoadyuvante ha permitido establecer como un marcador de supervivencia libre
de enfermedad subrogado el “downstaging” tumoral, cuya maxima expresion es la obtencion
de una remision patolégica completa (pCR) tras la cirugia, que segun las series es de entre el
15 y el 27%. Otros beneficios, como por ejemplo la preservacion de 6rganos, la probabilidad
mas baja de desarrollo de recurrencia local y la mejor SLE, también estan ampliamente

demostrados en la literatura(113—116).

Por otra parte, el 70% de los pacientes con cancer de recto tienen mas de 70 afios, con un
pico de incidencia entre los 80-85 afios, pero estos pacientes estan excluidos de los ensayos.
Por consiguiente, la toma de decisiones sobre la estrategia terapéutica en personas de edad
avanzada con cancer de recto no estd consolidada por la evidencia cientifica, sino que se
sustenta en la extrapolacion de las indicaciones terapéuticas de los pacientes jovenes. Los
datos reales evidencian incluso que no se trata a estos pacientes de edad avanzada con dosis
o esquemas terapéuticos Optimos por razones de edad, sobre todo por miedo a la
toxicidad(117,118). En este sentido, se han publicado algunos estudios que se centran en esta
poblacion. Como ejemplo podemos destacar los andlisis publicados de la base europea
EUROCARE-5, en este andlisis se evidencidé un incremento de la supervivencia de los
pacientes afectos de cancer entre los afios 2005-2007 comparando con el intervalo de afios
1999-2001 (57,6%-52,1%), sin embargo, el grupo de los pacientes de edad avanzada no se
objetivo esta mejora(119). Hay estudios retrospectivos en este sentido que incluyen a
pacientes con cancer de recto en los que tras la administracion de radioterapia y conseguir
una respuesta completa se ha realizado vigilancia con una SG del 100% tanto a los 2 como a

los 5 afios y SLP alrededor del 90%(120-126).

1.1.3.1.3. Toxicidades

Todo tratamiento oncoldgico puede reportar efectos secundarios y toxicidades a los pacientes
que aceptan someterse al mismo. En los tumores localmente avanzados debemos destacar
aquellos efectos adversos derivados del tratamiento con quimioterapia y radioterapia y de los

de la cirugia, también en relacion segun el tratamiento sistémico que elijamos.
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Los efectos secundarios postoperatorios mas frecuentes son infecciones de la pared, las
fistulas anastomoticas y las obstrucciones gastrointestinales. En un metaanalisis publicado
en 2017 se analizaron mas de 40.000 pacientes(127), la radioterapia y la QRT preoperatoria
aumentaron el riesgo de infeccion de la pared presentando una odd ratio (OR) de 1,43 (IC
del 95% [1,17 - 1,74], p <0,01) y OR: 1,52 ( IC del 95% [1,08 - 2,16], p= 0,02)
respectivamente. Solo la QRT preoperatoria parecid incrementar el riesgo de fistula
anastomotica con una (OR: 1,22 (IC 95% [1,00 - 1,50], p = 0,05]), particularmente en el caso
de cirugia abierta (OR: 1,25 (IC 95%% [1,01 - 1,55], p= 0,04)), que sin embargo no se
encontro después en el caso de cirugia laparoscopica a pesar de una OR similar de 1,3 (IC
95% [0,44 - 3,91], p = 0,63). No hubo un aumento estadisticamente significativo en el riesgo
de obstruccion gastrointestinal después de la radioterapia y la QRT preoperatoria. El riesgo
de mortalidad postoperatoria se increment6 en el caso de radioterapia preoperatoria con una
OR de 1,60 (IC 95% [1,04 - 2,47], p = 0,03); sin embargo, un andlisis de subgrupos revela
que este aumento de riesgo solo afecta a pacientes mayores de 65 afios (OR: 2,12 (IC del
95% [1,31 - 3,43], p <0,01). Otros factores que influyeron de forma negativa en la mortalidad
postoperatoria: un DEB <35 y un régimen de “ciclo corto” de radioterapia corta (< 5
fracciones). Este aumento de la mortalidad postoperatoria también se encontrd en el caso de

QRT preoperatoria (OR: 1,65 (IC 95% [1,04 - 2,59], p = 0,03)(127).

Cabe senalar que, en el contexto de la QRT, el uso de fluoropirimidinas induce toxicidad
digestiva grado > 3 en el 10-40% de los pacientes, e incluso toxicidades letales
excepcionalmente. El 5,3% de sus toxicidades de grado 3-4 parecen estar relacionadas con
una deficiencia enzimatica en la dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD)(128,129). Esto ha
motivado una recomendacién por parte de las agencias reguladoras, para detectar
sistematicamente la deficiencia de DPD mediante el analisis de uracilemia (fenotipado) antes

de comenzar el tratamiento con 5-FU o capecitabina(130).

La radioterapia tiene un impacto negativo en las funciones sexuales y digestivas(131), siendo
mayor el riesgo de impotencia, dispareunia e incontinencia anal con la radioterapia
combinada con la cirugia. Sin embargo, este riesgo de aumento de la toxicidad es moderado
si se utilizan pequefios volumenes de irradiacion(132) que no superen la linea S2-S3 y
protejan el canal anal, especialmente para los cénceres del recto medio. En un estudio

holandés, las recurrencias por encima de S3 fueron excepcionales para pacientes NO con
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reseccion en margenes sanos(133). Este enfoque permite una reduccion del volumen que
recibe la pelvis a al menos 15 Gy (V15) en el intestino delgado en un 65% utilizando una
técnica conformacional 3D, y una reduccion de V15 en el intestino delgado en un 78% en la
radioterapia conformacional con modulacion de intensidad. Del mismo modo, Joye et al.
sugieren reducir el limite superior del volumen irradiado al nivel de S1-S2 en pacientes NO

sin afectacion de la fascia mesorrectal(134).

En el ensayo ACCORD 12, la frecuencia de toxicidades tardias de grado >3 fue inferior al
3% a los 5 afios(135). Sin embargo, el grupo CAPOX 50 tuvo una funcién del esfinter mas
deficiente en comparacion con el grupo CAP 45. La radioterapia de contacto combinada
como un suplemento de dosis de la QRT no parece aumentar la toxicidad temprana o tardia
del tratamiento(136,137). El estudio aleatorizado OPERA (NCT02505750) permitird un

analisis mas preciso de la eficacia y toxicidad de la radioterapia ademas de la QRT(138).

1.1.3.2. Tratamiento adyuvante del CRLA

Actualmente, a pesar de la reduccion del riesgo de recidiva local, el riesgo de recurrencia
metastdsica después de la extirpacion del cancer de recto se mantiene en el orden del 20% al
60%, segtin el estadio TNM inicial. En ensayos clinicos recientes este riesgo de tumores de

recto T3 o T4 se mantuvo entre 32% y 38%(73,75,87,88,95,139).
1.1.3.2.1. Quimioterapia con 5-FU en monoterapia

Pocos de los estudios historicos aleatorizados han demostrado el beneficio de la
quimioterapia adyuvante con 5-FU y 4cido folinico en el cancer de recto. Existen argumentos
en la literatura a favor de la quimioterapia adyuvante con fluoropirimidinas, pero, debido a
la extension de los estudios a lo largo de varios afios, la heterogeneidad de los pacientes
incluidos, la cirugia realizada (reseccion o no del mesorrecto), de los protocolos de QRT y
quimioterapia adyuvante utilizados, un seguimiento deficiente, cualquier conclusion con
altos niveles de evidencia es imposible. Los datos histéricos publicados antes de 1990 de
quimioterapia adyuvante, los metaanalisis de ensayos de quimioterapia adyuvante(140) y
especialmente el estudios como QUASAR(141) sugieren, sin embargo, que la quimioterapia
adyuvante con fluoropirimidinas (5-FU intravenoso o capecitabina), disminuye el riesgo de
recurrencia metastasica y mejora la supervivencia después de la cirugia curativa para el

cancer de recto en estadio II o III, incluso después de la RT preoperatoria; un beneficio que
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es similar al observado en el cancer de colon.

Un metaandlisis realizado por la Cochrane en 2012 analizd 21 ensayos aleatorizados
(incluidos 11 ensayos occidentales y 10 ensayos japoneses) publicados entre 1981 y 2011
con un total de 16 215 tumores colorrectales, incluidos 9 785 tumores rectales(140). Todos
los estudios incluian una un esquema de quimioterapia basado en fluoropirimidinas en el
brazo de tratamiento adyuvante. En 20 de estos estudios, los pacientes no recibieron terapia
neoadyuvante. En términos de SG, la quimioterapia adyuvante redujo significativamente el
riesgo relativo de muerte en un 17% en comparacion con el seguimiento simple (HR = 0,83;
IC del 95%: 0,76-0,91), pero con heterogeneidad entre los estudios (p = 0,09 para un riesgo
alfa establecido en 10%). El riesgo de recurrencia local o a distancia también se redujo en un
25% (HR = 0,75; IC del 95%: 0,68-0,83) pero también con heterogeneidad en los resultados

de los diferentes estudios (p = 0,03) lo que no permitié una conclusion clara(140).

El estudio 22921 de la EORTC no mostr6 una mejora en la SG de los pacientes que
recibieron, después de la radioterapia preoperatoria o quimiorradioterapia seguida de cirugia,
4 ciclos de quimioterapia adyuvante con 5-FU y 4cido folinico. En este ensayo, solo el 43%
de los pacientes recibid toda la quimioterapia prevista por el protocolo y el 28% de los
pacientes nunca inici6 la quimioterapia adyuvante(88), siendo frecuentes las dificultades de
adherencia para las estrategias postoperatorias. Con un seguimiento de 10 afos, la
quimioterapia adyuvante no proporciond ninguna ganancia en la SG o en el tiempo sin

recidivas(88).

Breugom y colaboradores realizaron un metaanalisis que engloba 4 estudios, incluido el de
la EORTC(142). Reuni6 los datos individuales de 1 196 pacientes con tumores localizados a
menos de 15 cm del margen anal, clasificados como estadios II-11I y operados con reseccion
completa tras recibir radioterapia o quimiorradioterapia neoadyuvante, con o sin
quimioterapia adyuvante postoperatoria con fluoropirimidinas. Con una mediana de
seguimiento de 7 afos, la quimioterapia adyuvante no permitié aumentar la SG (HR = 0,97,
IC del 95%: 0,81-1,17; p = 0,77) ni la supervivencia libre de recidiva (SLR) (HR =0,91; IC
del 95%: 0,77-1,07; p = 0,23). No hubo diferencias para la SLR a 5 afios con o sin
quimioterapia (35,5% frente a 36,5%, p = 0,523). Sin embargo, en el andlisis de subgrupos,

los autores demostraron un beneficio del tratamiento adyuvante en pacientes con un tumor
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ubicado entre 10 y 15 cm del margen anal (recto superior) con respecto al tiempo libre de
recidiva local (HR =0, 59; IC 95%: 0,40- 0,85; p = 0,005) y a distancia (HR = 0,61; IC 95%:
0,40-0,94; p = 0,025). Sin embargo, la metodologia de este estudio ha sido bastante
controvertida y discutida(143,144). Solo se incluyeron pacientes con cancer de recto ypTNM
en estadio II y III, los pacientes en estadio I o con una respuesta histoloégica completa fueron
excluidos del anélisis. Por tanto, se excluyeron los pacientes mas sensibles a los QRT y se
incluyeron en este andlisis los pacientes mas resistentes. Cabe destacar la baja adherencia a
la quimioterapia postoperatoria con solo el 48 al 73% de los pacientes que recibieron la

quimioterapia adyuvante planificada(142).
1.1.3.2.2. Quimioterapia con SFU y oxaliplatino

Los ensayos MOSAIC y C07 de la NASBP fueron los que establecieron los estandares del
tratamiento con quimioterapia para el cancer de colon(145,146). Estos estudios permitieron
la inclusion de tumores de recto situados en el tercio superior (a 12 o 15 cm del margen anal)
sin radioterapia preoperatoria. Otros ensayos aleatorizados también han investigado el

beneficio de agregar oxaliplatino a una fluoropirimidina(147,148).

El ensayo fase II coreano ADORE (Adjuvant Oxaliplatine in Rectal cancer) incluy6 321
pacientes con estadios II y III, incluido un 20% de pacientes mayores de 65 afios. Todos los
pacientes presentaban una reseccion completa (TME después de QRT). Se compar6é un
tratamiento postoperatorio de 4 meses con 5-FU + 4cido folinico a FOLFOX-6 modificado
(o FOLFOX 4s, con oxaliplatino a 85 mg /m?). La SLR a los 3 afios fue significativamente
mayor en el grupo de FOLFOX-6m (72% vs 63%, p = 0,047) y esto se confirm¢é a los 6
afios(149). La SG a los 3 afios fue mayor en el grupo de FOLFOX 6m en la primera
publicacion de los datos de 3 afios, pero no fue mayor a los 6 afios que la observada con SFU-
acido folinico. En el analisis de subgrupos, el beneficio relativo de FOLFOX-6m en términos
de SLR fue mayor y fue significativo solo para los estadios III: 67% vs 57% (HR 0,60; IC
del 95%: 0,37-0, 98; p = 0,04). En el subgrupo de pacientes ypN2, FOLFOX mejor6 la SG
(HR = 0,42; IC del 95%: 0,18-0,96; p = 0,004) pero en un niumero reducido de pacientes (n
= 63)(149). Otro estudio asiatico (FORWARC) incluyd 495 pacientes y no demostrd
superioridad de FOLFOX durante la radioterapia y tras la cirugia en comparacion con la

combinacion sin oxaliplatino y radioterapia preoperatoria, con continuacion de 5-FU y 4cido
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folinico tras la reseccion tumoral(150).

Finalmente, dos ensayos de fase III, CAO/ARO/AIO-04 y PETACC-6, evaluaron la adicion
de oxaliplatino a la quimioterapia neoadyuvante y la quimioterapia adyuvante en pacientes
con cancer de recto cT3-T4 o cN+ MO. El criterio de valoracion principal en estos 2 ensayos
fue el SLR a los 3 afios. Los pacientes fueron intervenidos con TME y la duraciéon de la

quimioterapia adyuvante fue de 4 meses.

- El estudio CAO/ARO/AIO-04 incluyé a 1 265 pacientes entre 2006 y 2010 y evalu6
5-FU (continuo durante la QRT, bolus en periodo postoperatorio) versus un régimen
con oxaliplatino durante el QRT seguido de FOLFOX-6 después de la reseccion
durante 4 meses (100 mg/m* de oxaliplatino). El 80% de los pacientes recibid
tratamiento postoperatorio. En el grupo de FOLFOX-6, la SLR a los 3 afios fue
significativamente mayor que en el grupo de 5-FU (76% frente a 71%, HR = 0,79; p
=0,03). Las curvas de SG fueron idénticas(147).

- El estudio PETACC-6 (Pan European Trial Adjuvant Colon Cancer) incluy6 a 1 094
pacientes y utiliz6 capecitabina sola o en combinacion con oxaliplatino (XELOX)
durante 6 ciclos. En el analisis intermedio con una mediana de seguimiento de 31
meses, los pacientes del grupo de capecitabina tuvieron una SLR a 3 afios similar a la
de los pacientes del grupo de XELOX (75% vs 74% p = 0,78; HR = 1,04; 95% CI:
0,81-1,33). En el subgrupo de pacientes con ypTxN+ en la pieza operatoria (n = 283),
los resultados no fueron mejores (IC del 95%: 0,67-1,42). Los resultados finales a
mas de 5 aflos no han mostrado una diferencia para ypN+ como para ypN-, en la tasa

de recurrencia a los 5 afios (criterio de valoracion principal del estudio) y la SG (148).

En total de 4 estudios que asocian 5-FU intravenoso con oxaliplatino, dos de los cuales son
de fase III, solo dos son positivos en SLR, sin beneficio en SG. El estudio que anadia
capecitabina fue asi mismo negativo. Por lo tanto, no queda claro el beneficio de anadir

oxaliplatino a 5-FU en estos pacientes.

1.1.3.2.3. Caso especial de pacientes con respuesta completa tras QRT

Ningun estudio hasta la fecha ha concluido claramente sobre el beneficio de la quimioterapia

adyuvante para pacientes con una respuesta completa después de la QRT. En 2015, Maas et
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al. en un andlisis agrupado de 13 estudios en los que participaron mas de 3300 pacientes, no
se encontrd ningun impacto de la quimioterapia adyuvante para el subgrupo de pacientes en
respuesta completa después de la QRT (290 pacientes con quimioterapia frente a 608
pacientes sin quimioterapia)(151). Posteriormente, un analisis de cohorte estadounidense de
2764 pacientes en respuesta completa después de la QRT compard 741 pacientes que
recibieron quimioterapia adyuvante y 741 pacientes sin adyuvancia, el estudio encontré un
impacto favorable del tratamiento adyuvante en la SG (HR = 0, 50; 95% IC: 0,32-0,79; p =
0,005) (supervivencia a 5 afios: 94,7% con quimioterapia vs 88,4% sin quimioterapia, p =
0,005), especialmente para los pacientes qué al diagndstico fueron clasificados como
cT3/T4N+(152). Por lo tanto, no queda muy claro el papel del tratamiento adyuvante en esta
subpoblacion, ya que ambos estudios fueron realizados de forma retrospectiva y las

conclusiones no pueden ser determinantes.

1.1.3.3.  Cirugia de los tumores de recto localmente avanzado

1.1.3.3.1. Evaluacion inicial previa a la cirugia

La reseccion completa tumoral es el factor pronodstico més importante para los tumores de
recto. Lo primero que debemos tener en cuenta a la hora de planificar una posible cirugia
para los pacientes de cancer de recto es la operabilidad del paciente, es decir, el estado fisico
y fisiologico basado en la edad y una correcta evaluacion geriatrica en su caso, el sexo y la

morfologia, balance funcional y escala de la sociedad americana de anestesia (ASA).

Uno de los exdmenes fundamentales previo a la reseccion es la cromoendoscopia, es el mas
eficaz para diferenciar las lesiones superficiales (intramucosas o submucosas <1000
micrones) de las lesiones invasivas profundas (> 1000 micrones). Para lesiones superficiales
(Sano IIla, Kudo VI), se recomienda la escision local endoscdpica o quirurgica por via
transanal baja y permitira confirmar la invasion mediante el analisis histologico de la pieza
de reseccion. Por el contrario, en el caso de un tumor invasivo profundo (Sano IIIB, NICE
III, KUDO VN), una evaluacion endoscopica y de resonancia magnética permitira predecir
el estadio parietal y la extension ganglionar. En el caso de una lesion invasiva profunda
accesible al dedo (tumores de los tercios inferior y medio del recto), el tacto rectal realizado

por un médico experto, proporciona informacion sobre las posibilidades de reseccion de la
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lesion. En mujeres, se complementa con una evaluacion de la vagina. El gold-standard para
evaluar la resecabilidad es la resonancia magnética (RM) pélvica, que muestra con precision

la invasion de la fascia del recto, el espacio interesfinter y / o los drganos perirrectales.

Un tumor se considera clinicamente irresecable o en riesgo de reseccion R1 (factor de mal
prondstico) si estd adherido a un oOrgano o estructura vecinos en el tacto rectal y
radiologicamente si el margen circunferencial es <1 mm en la RM. La no resecabilidad, R1
(probable residuo microscopico) o R2 (probable residuo macroscopico), puede variar segiin
la respuesta al tratamiento neoadyuvante. La figura 4 muestra imagenes con ejemplos de
resonancias magnéticas de pacientes con diagnostico de cancer de recto localmente avanzado
con caracteristicas de alto riesgo. Es fundamental que el cirujano examine al paciente antes
del inicio de la terapia neoadyuvante para poder evaluar la respuesta del tumor maés tarde,
generalmente de 6 a 8§ semanas después del final de la RT. Por lo tanto, puede juzgar mejor

la resecabilidad del tumor y las posibilidades de conservacion del esfinter, o incluso del recto.

Figura 4. Ejemplos de resonancias magnéticas de pacientes que muestran cancer de recto
localmente avanzado con caracteristicas de alto riesgo. (A) Céancer de recto de tercio superior
con invasion peritoneal (cT4a). (B) Mismo paciente que muestra invasion vascular
extramural. (C) Cancer de tercio recto inferior en un varon con invasion de la parte anterior
de la fascia mesorrectal (cT3d) y multiples ganglios linfaticos peritumorales de gran tamafio

(N2) (D). Adaptada de Papaccio et al. Cancers 2020, 12, 3611(153).
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Es importante cuantificar el grado de respuesta clinica. En el ensayo ACCORD 12, la
respuesta completa se definié segln el resultado del tacto rectal y de la proctoscopia rigida
como: sin tumor visible, pared rectal flexible o cicatriz o ulceracion residual leve(58,95).
Esta respuesta clinica completa se correlaciond con la obtencion de la pieza quirurgica, la
ausencia de recaida local y la SLE(95). La respuesta completa fue poco habitual en tumores
T3 de mas de 4 cm de didmetro. Estrategias de vigilancia sin cirugia(154,155) o con escision
transanal local(156,157) ante una respuesta clinica completa o casi completa han sido
estudiados en diferentes ensayos clinicos o en situaciones individualizadas, en particular en
personas mayores o fragiles o que se niegan a una amputaciéon abdominoperineal. La
resonancia magnética es util, pero atn se esta evaluando, para evaluar esta respuesta tumoral.
Permite cuantificar la respuesta seglin la puntuaciéon TRG (Tumor Regression Grade). Una
puntuaciéon ymrTRGI1 o 2 indica una respuesta completa o casi completa a la resonancia

magnética de control después del tratamiento neoadyuvante(158—-160).

1.1.3.3.2. Métodos quirurgicos

La reseccion del recto (proctectomia) se realiza después de una evaluacion completa de la
cavidad abdominal. Se recomienda una biopsia de cualquier lesion sospechosa para orientar
el tratamiento posterior. El descubrimiento durante el acto quirurgico de una carcinomatosis
peritoneal debe hacer renunciar a la cirugia. Se debe valorar el envio del paciente a un centro
experto en el tratamiento de carcinomatosis peritoneal tras de una descripcion precisa de las
lesiones (distribucion de las lesiones e indice de carcinomatosis peritoneal (ICP) de

Sugarbaker)(161).

La escision extrafascial del mesorrecto reduce significativamente la recurrencia
locorregional y el respeto por la inervacion pélvica limita las secuelas urinarias y sexuales de
las resecciones rectales(162). En ausencia de afectacion de la fascia del recto, la preservacion
de los nervios autonomos pélvicos mejora los resultados genitourinarios. Las lesiones mas

frecuentes ocurren en el plexo hipogastrico inferior.

En el caso de tumores del tercio superior, la seccion del mesorrecto debe superar los 5 cm

por debajo del limite inferior del tumor. Se recomienda resecar todo el mesorrecto de los
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tumores de los tercios medio e inferior(52). La medicion de los margenes quirtrgicos (distal
y circunferencial) es fundamental para definir la integridad de la reseccion y tiene papel
pronostico. El margen de seguridad distal (distancia entre el polo inferior del tumor y la
interseccion distal del recto) debe ser > 1 cm, distancia medida en una pieza no fijada(163).
Sin embargo, un margen <1 cm, después del tratamiento neoadyuvante, podria ser compatible
con un buen control local(164). El valor del margen circunferencial sigue siendo un factor
pronostico independiente en términos de recurrencia y supervivencia después de una cirugia

Optima con o sin quimiorradioterapia neoadyuvante(164).

La diseccion de los ganglios linfaticos mesentéricos inferiores esté justificada sin involucrar
la arteria mesentérica inferior en contacto con la aorta en todas las ocasiones. Una ligadura a
1 cm de la aorta da resultados comparables y evita los nervios pélvicos situados a este nivel.
La seccion de la arteria mesentérica inferior arriba o abajo de la aorta no afecta a la tasa
complicaciones postquirtrgicas como las fistulas, al nimero de ganglios linfaticos extirpados
o a la tasa de supervivencia a los 5 afios(165,166). No se recomienda la diseccion de los
ganglios linfaticos iliacos(47). En caso de sospecha de un ganglio linfatico en alguna de estas
areas, esta recomendado tomar una muestra para examen extemporaneo con la colocacion de

un clip para su posterior identificacion.
1.1.3.3.3. Tipos de escision quirdrgica de los tumores no superficiales de recto

Los factores esenciales para la eleccion de la técnica quirargica adecuada son: la extension
locorregional del tumor, el margen lateral en la resonancia magnética y la morfologia del
paciente. Esta recomendado el manejo quirurgico de estos tumores en centros expertos(167).
El objetivo principal del tratamiento mediante una reseccion anterior baja serd la

preservacion del esfinter.

- Tumores de recto superior: reseccion del recto y mesorrecto hasta 5 cm por debajo del polo

inferior
de la lesion, anastomosis colorrectal mecdnica o manual mas o menos protegida.

- Tumores de recto medio: escision completa del mesorrecto, restauracion de la continuidad
mediante anastomosis colo-anal protegida. Se realiza un reservorio colonico de 5 a 6 cm de

longitud J y si no es viable una anastomosis latero-terminal(168).
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- Tumores de recto inferior: escision completa de recto y mesorrecto. Se recomienda un
margen distal macroscopico de al menos 1 cm y un margen lateral supramilimétrico
inmediatamente o después de la diseccion interesfinter: se realizara una anastomosis colo-
anal protegida con reservorio colonico. Si el tumor invade el musculo estriado (esfinter
externo o elevador) o si no se puede obtener un margen supramilimétrico con los musculos
estriados se realizard una amputacién abdominoperineal. Esta técnica también esta indicada
cuando la funcion anal previa a la cirugia no es 6ptima o en la recurrencia tumoral local. En
2013, Rullier y colaboradores describieron una clasificacion de los tumores del recto inferior

que permite evaluar las posibilidades de conservacion del esfinter(169).
Clasificacion de Rullier (figura 5):

- Tipo I: tumores supra anales a >1 cm del esfinter (tratamiento conservador posible con

anastomosis coloanal)

- Tipo II: tumores yuxta-anales a <l cm del esfinter (tratamiento conservador posible con

reseccion interesfinter parcial)

- Tipo III: tumores intraanales: invasion del esfinter interno (tratamiento conservador

posible con reseccion interesfinter total)

- Tipo IV: tumores transanales: afectacion del esfinter externo (no es posible el tratamiento

conservador, amputacion abdominoperineal)
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Tipo I: Tipo II:

\ \ \
Supra-anal \\ A\ Juxta-anal

AR Tipo lll: \\\ : ~?\ | Tipo IV:
\ Intra-anal \ \

Figura 5. Clasificacion de Rullier et al.(169). AA = anillo anal (borde superior del esfinter),
LD = linea dentada (linea pectinada); MA = margen anal. Las lineas punteadas representan

el plano de diseccion quirtrgica.

1.1.3.4.  Factores pronosticos del CRLA

Son diversos los estudios que han demostrado cuales son los factores pronosticos mas
importantes en los tumores de colon y de recto. El factor prondstico mas importante tras la
reseccion de los tumores colorrectales es el estadio patologico en el momento de la
presentacion(25). La figura 6 muestra la supervivencia a cinco afios estratificada segun el
estadio tumoral en el momento del diagnostico del cancer de recto seglin los criterios de

estadificacion del American Joint Committee on Cancer.
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Afios desde el diagnéstico

Figura 6. Tasas de supervivencia observadas para 9860 pacientes con adenocarcinoma de

recto(25).

Para aquellos pacientes con cancer de recto que van a recibir o han recibido tratamiento
neoadyuvante con QRT, la estadificacién patoldgica, designada como ypTNM en la
clasificacion de la AJCC, serd un factor prondstico mas preciso que el estadio clinico previo

al diagnodstico (Tabla 5).

Tabla 6. Supervivencia libre de enfermedad (SLE) a 5 y 10 afios segun el estadio patoldgico
posterior al tratamiento (yp) y el grado de regresion tumoral (TRG) hallados en la reseccion

después de la quimiorradioterapia neoadyuvante en el ensayo del German Rectal Cancer

Study Group (CAO/ARO/AIO-94).
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Categoria yp SLE a 5 afos (%) SLE a 10 afios (%)

ypT
TO 86 90
Tl 95 95
T2 81 78
T3 65 66
T4 42 40

ypN
NO 85 84
N1 65 59
N2 18 28

TRG
4 86 90
2-3 75 74
0-1 63 63

Sin embargo, mas alla del estadio patoldgico hay otros determinantes prondsticos para los
tumores colorrectales, como son la invasion tumoral extramurales, la invasion renovascular
y peri neural, el grado de diferenciacién histoldgica, el nivel preoperatorio de antigeno
carcinoembrionario (ACE) sérico, la inestabilidad de microsatélites (MSI) y las mutaciones

RAS'y BRAF'. Los factores descritos en la literatura actual se desarrollan a continuacion:
1.1.3.4.1. Factores patoldgicos
1.1.3.4.1.1.  Extension local del tumor

La extension local del tumor ha demostrado ser un factor pronostico independiente para
supervivencia(170—-172). Uno de los factores importantes a la hora de definir el estadio
patoldgico es la afectacion de la serosa. La determinacion histoldgica de la invasion de la
serosa es dificil y una interpretacion conservadora puede conducir a una subestimacion de la
enfermedad. Como ejemplo, el examen citolégico de cortes serosos revela células malignas
en hasta el 26% de las muestras de definidas como histologicamente pT3(171). El Manual de
estadificacion de la AJCC recomienda el corte a varios niveles y/o el envio de laminas
adicionales de tejido para evaluar la afectacion serosa por extension directa del tumor o por

inflamacion, cualquiera de los cuales se clasifica como T4a(25). La importancia pronostica

60



de la proximidad tumoral a menos de 1 mm de la superficie serosa sin penetrar en la serosa

no esta clara, sin embargo, estos pacientes tienen un mayor riesgo de recaida peritoneal(173).

Los hallazgos histopatologicos asociados a una afectacion peritoneal del tumor son
heterogéneos; la afectacion peritoneal local puede reflejarse en cualquiera de las siguientes

formas(171):

- Una reaccion mesotelial inflamatoria y/o hiperplasica con el tumor proximo de la superficie

S€rosa.

- Presencia de tumor en la superficie serosa con una reaccion inflamatoria, hiperplasia

mesotelial y/o erosion o ulceracion.

- La presencia de células tumorales libres en la superficie serosa dentro del peritoneo con

ulceracion subyacente del peritoneo visceral.

Los tres tipos de afectacion peritoneal local pueden utilizarse para definir la afectacion serosa
(es decir, tumores T4a(174)), y todos repercuten negativamente en el prondstico(46,171). La
presencia de células libres en la superficie serosa es mas probable que las otras dos formas
como muestra de la afectacion peritoneal para predecir la recurrencia y/o persistencia
intraperitoneal(171). En los casos en los que la afectacion peritoneal es dudosa, suele
asignarse la categoria menor (es decir, T3)(175). Aquellas porciones del colon y recto que
no estan en contacto con el peritoneo (porciones posteriores del colon ascendente y

descendente, porcion inferior del recto), la categoria T4a no es aplicable.

Entre los factores que se han estudiado y se ha determinado que no tienen un impacto
significativo en el prondstico de estos tumores se encuentran el tamafio tumoral(170,176,177)
y la configuracion macroscopica del tumor(177,178). Sin embargo, algunos estudios
publicados en los ultimos 10 afios sugieren que el tamafio tumoral podria ser un factor de mal
prondstico para los tumores de colon, pero no para el cancer rectal(179). En general, los
tumores de maés de 4,5 cm demostraron ser un valor predictor independiente de mal
pronostico; sin embargo, el punto de corte Optimo del tamafio indicativo de mal pronostico
fue diferente segin la ubicacion anatémica en el colon, disminuyendo de derecha a

izquierda(179).
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1.1.3.4.1.2. Tumor residual tras la reseccion

El tumor residual tras un tratamiento radical es un factor de mal pronostico(46,174,180,181).
A modo de ejemplo, en un estudio que incluyd 152 pacientes diagnosticados con tumor de
colon T4, la SLE a 10 afos fue significativamente menor para los 42 pacientes con tumores
resecados de forma incompleta en comparacion con aquellos con una reseccion completa
T4NO o T4 con afectacion de ganglios linfaticos (19% frente a 88% y 58%,

respectivamente)(181).

La integridad de la reseccion depende en gran medida del estado del margen de reseccion
circunferencial (radial), aunque la designacion es global e incluye los margenes transversales

y otras afectaciones observadas no eliminadas en la cirugia(174).

La designacion R hace referencia a la enfermedad residual local tras el tratamiento y se aplica

solo en el contexto de la enfermedad no metastasica (tabla 7)(25).

Tabla 7. Definicion de la calidad de reseccion quirdrgica de estadios no metastasicos (25).

indica la reseccion completa del tumor con todos
los margenes sin afectacion histologica
reseccion tumoral incompleta con afectacion de los
R1 margenes de reseccion quirurgica microscopica
(margenes muy poco afectados)
reseccion tumoral incompleta con tumor residual
macroscopico que no se reseco (tumor primario,
ganglios regionales o compromiso del margen
macroscopico)

RO

Se ha propuesto una clasificaciéon R ampliada que tiene en cuenta la distancia minima entre
el tumor y el margen de reseccion(182). Sin embargo, estas modificaciones a la clasificacion
R auin no han sido adoptadas por el AJCC, y no forman parte de la edicion de 2010 ni de la
edicion de 2017 del manual de estadificacion TNM(174).

1.1.3.4.1.3.  Radio circunferencial del margen

El margen de reseccion circunferencial corresponde a la superficie de la muestra quirargica

que no esta en contacto con el peritoneo. Se aplica a cualquier parte del colon y del recto que
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no esté cubierto (o parcialmente cubierto, como en el colon ascendente y descendente y el
rectosigmoide) por una capa serosa de células mesoteliales y que deba disecarse del
retroperitoneo. En los tumores de recto medio y distal, que son completamente
subperitoneales, toda la superficie externa de la muestra se considera un margen de reseccion

circunferencial.

En el cancer de recto, la calidad de la técnica quirargica y el estado del margen de reseccion
circunferencial es uno de los factores predictivos mas importantes de la recidiva local y a
distancia, asi como de supervivencia(183—188). La escision mesorrectal total con una
reseccion quirtrgica adecuada alrededor del borde por el que infiltra el tumor disminuye la
tasa de recaida local. Con este método, todos los tejidos blandos mesorrectales que recubren
el recto (que incluye el mesenterio y todos los ganglios regionales) se eliminan intactos y la
superficie circunferencial es la fascia mesorrectal. Las pautas para clasificar la calidad y la

integridad del mesorrecto en una escision mesorrectal total se describen en la tabla 8(189).

Tabla 8. Clasificacion de la calidad y la integridad del mesorrecto en una escision

mesorrectal total(189).

margen
Mesorrecto Defecto Cono . gen
circunferencial
intacto, no mas profundo . .
Completa liso de 5 mm ninguno regular, lisa
: grosor . .
Casi muscularis propia .
moderado, L moderado irregular
completa . no visible
irregular
Incompleta pequeilo por debajode la | moderado/ irreular
p grosor muscularis propia | marcado £

En el andlisis de la pieza quirtrgica, se debe medir y registrar la distancia entre el borde de
reseccion mas cercano del tumor y el margen circunferencial, en mm, sea positivo o no(190).
Hay evidencia de que el riesgo de recurrencia local y de muerte aumenta si la distancia entre
el punto de infiltracion tumoral y el margen es <1 mm(183,191). En los tumores de recto, un
margen positivo define enfermedad T3 con reseccion R1 o R2 (es decir, compromiso
microscopico o macroscopico del margen por tumor) (figura 7). Por lo tanto, el College of

American Pathologists (CAP) recomienda registrar un CRM como positivo si el tumor se
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identifica a 1 mm o menos de la superficie de la pieza quirurgica que no estd en contacto con
el peritoneo. Para los pacientes que no han recibido radioterapia previa a la cirugia, la
positividad del margen sera una indicacion tratamiento adyuvante, independientemente de la

extension del tumor local, para los tumores de recto(192).

T4a

T3:R2 Afectacion macroscopica
4 de margen tumoral

Margen de reseccion
circunferencial

Adventicia

Peritoneo
(serosa)

Area no serosa

Area serosa

Figura 7. Representacion gréfica de la estadificacion de los tumores de recto. Aquellas
regiones que no se encuentran en contacto con el peritoneo no tendran una denominacion

pT4a, como es el caso de los tumores de recto inferior. Adaptada de (25).

1.1.3.4.1.4.  Ganglios linfaticos regionales

La afectacion de los ganglios linfaticos regionales es uno de los predictores mas fuertes de
supervivencia después de la reseccion quirdrgica del tumor, solo superado por la presencia
de metastasis a distancia. La diseminacion tumoral a los ganglios linfaticos es una indicacion
para la realizacion de terapia adyuvante tanto para el cdncer de colon como para el cancer de
recto, ya que reduce el riesgo de metastasis a distancia. Como dato interesante, hay algunos
estudios que sugieren que las metastasis linfaticas y a distancia tienen su origen en subclones

tumorales independientes(193,194).
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La incidencia de afectacion de los ganglios linfaticos regionales en los canceres de colon y
recto esta relacionada tanto con la profundidad de la invasion transmural del tumor primario
como con el grado histoldgico. El nimero de ganglios linfaticos afectados es un fuerte factor
prondstico(50,195-197); como resultado, la clasificacion TNM estratifica la afectacion
ganglionar segun el nimero de ganglios linfaticos afectados. Ademas del nimero de ganglios
afectados, el nimero total de ganglios linfaticos en la muestra quirtrgica influye directamente
en el prondstico de la enfermedad en estadio II (ganglios negativos) y en estadio III (ganglios

positivos)(198-200)

Ademas, se ha sugerido el uso de la ratio de ganglios linfaticos (la proporcion de ganglios
linfaticos afectados entre los examinados) como forma de evaluar ambos factores en la
estratificacion pronostica(201,202). Una revision sistematica de 16 estudios incluyé 33 984
pacientes con tumores de recto o colon en estadio III, concluyendo que dicha ratio era un
predictor independiente de la SG, del tiempo libre de enfermedad y de la supervivencia
especifica del cancer. En el estudio el valor prondstico del indice fue superior al nimero de
ganglios positivos(201). Sin embargo, no hay consenso claro en cuanto a los valores de corte
optimos. Ademads, no hay ensayos prospectivos que aborden esta cuestion y los valores

utilizados en los andlisis retrospectivos realizados varian ampliamente(201).

Un mayor nimero de ganglios resecados refleja la calidad de la cirugia y de la reseccion
completa. Las guias de grupos de expertos recomiendan que se examinen histologicamente
al menos 12 ganglios(29,192). Se ha cuestionado la relevancia del umbral de 12 ganglios
para los pacientes con cancer de recto que han recibido terapia neoadyuvante antes de la
reseccion. La extirpacion de 12 o mas ganglios a menudo no se puede lograr después de la
terapia neoadyuvante, y los recuentos ganglionares mas bajos en este contexto no asocian

con una sub-estadificacion o una menor supervivencia(203).

1.1.3.4.1.5. Invasidén micronodular

Existe controversia en cuanto a la importancia prondstica de la presencia de células tumorales
aisladas o micrometastasis en los ganglios regionales(204). En la clasificacion de
estadificacion TNM actual de 2010, no se consideran como enfermedad ganglionar positiva,

aunque la presencia de células aisladas, ya sea detectada mediante técnicas histologicas
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estandar o por inmunohistoquimica, se codifica como pNO (i +), y un tumor que es detectado
solo por las técnicas moleculares especiales, como la RT-PCR, se codifican como pNO (mol

+)(174).

1.1.3.4.1.6. Invasién extramural

La presencia de estos depositos tumorales es un factor de mal prondstico importante(205).
La influencia adversa sobre el prondstico se observa tanto en pacientes con(206,207) como
sin metastasis ganglionares (208). La presencia de depositos tumorales extraganglionares
extramurales estd estrechamente relacionada con la presencia de invasidn venosa

extramural(208).

1.1.3.4.1.7.  Regresion tumoral tras el tratamiento preoperatorio

En pacientes con cancer de recto seleccionados adecuadamente, la QRT neoadyuvante se
asocia con una respuesta tumoral significativa y una regresion tumoral(209). Para estos

pacientes, el prondstico viene determinado por el estadiaje patoldgico de la pieza quirtrgica.

La erradicacion del tumor en estos pacientes, detectada mediante el examen patologico de la
muestra resecada, se asocia con un pronostico significativamente mejor en comparacion con
los pacientes con tumor residual, en particular con enfermedad ganglionar residual(210). De
forma similar, la enfermedad minima residual se asocia con un mejor prondstico que la

enfermedad residual macroscopica(211).

1.1.3.4.1.8.  Invasién renovascular

La invasion tumoral de las venas o de pequefios vasos no musculados es un determinante
prondstico importante(178,212-214). Tanto la invasion venosa, en particular de las venas
extramurales, como la invasion linfitica representan factores pronosticos adversos

independientes(46,176,212).

Dada su importancia pronostica, es uno de los factores clinico-patologicos que se incluye en

la definicion de cancer de colon en estadio II de "alto riesgo" de la Sociedad Americana de
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Oncologia Clinica (ASCO)(215), Red Nacional Integral del Cancer (NCCN)(29) y Sociedad
Europea de Oncologia Médica (ESMO)(216). La presencia de estas caracteristicas de alto

riesgo influye en la decision del uso de quimioterapia adyuvante.

1.1.3.4.1.9.  Invasion peri neural

La invasion peri neural se asocia con un mal pronostico de forma independiente en el analisis
multivariado(217-219). Dada su importancia prondstica, es otro de los factores clinico-

patologicos incluidos en la definicion de cancer de colon en estadio II de "alto riesgo".

1.1.3.4.1.10. Tipo histologico, grado de diferenciacion y presencia de mucina

Como regla general, el tipo histolégico no ha demostrado ser un factor prondstico
independiente para los adenocarcinomas colorrectales, con la excepcion de algunos subtipos
de alto grado (por ejemplo, tumores en anillo de sello, mal diferenciados o
indiferenciados)(33). Sin embargo, el grado histoldégico es una caracteristica que se ha
demostrado sistematicamente que es un factor prondstico independiente del

estadio(172,220).

1.1.3.4.1.11. Reborde tumoral

La configuracion del tumor en el borde tumoral tiene un significado prondstico que es
independiente del estadio. En concreto, un patréon de crecimiento infiltrante irregular en
oposicion a un borde de liso ha demostrado ser un factor pronostico adverso independiente

en varios estudios multivariados(221,222).

1.1.3.4.1.12.  Otros factores prondsticos Respuesta inmune del paciente

Ademas de los factores de mal prondstico principales, podemos destacar otros no especificos
de este tipo de tumores, pero que se han estudiado también en diferentes investigaciones.
Como en muchos otros tipos de cancer, la presencia de linfocitos que infiltran el tumor es un

factor prondstico favorable en la mayoria de los estudios(223,224). En particular, una alta
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densidad de células T CD8 + y células CD45RO + (tanto linfocitos CD4 + como CD8 + que
han estado expuestos al antigeno, es decir, células de memoria) dentro de estas poblaciones
linfoides se ha asociado con la ausencia de evidencia patologica de invasion metastasica
temprana, estadio precoz y mejor en la supervivencia del paciente (223,224). Sin embargo, a
pesar de estos datos, en la actualidad, la respuesta inmune del huésped atin no se considera

un indicador de pronoéstico estandar para uso clinico.

Otros factores que podrian influir en el prondstico de los pacientes son la. Fibrosis.
peritumoral(171), la densidad de la microcirculacio(46) o el hallazgo de una diferenciacion
focal neuroendocrina(225). Por ultimo, la localizacioén del tumor a lo largo del colon se ha
demostrado que es un factor prondstico para los tumores de colon, pero no ha sido estudiado

en recto(226).

1.1.3.4.2. Factores clinicos

Ademas de los factores patologicos hay ciertos parametros clinicos que se han demostrado

como indicativos pronosticos.
1.1.3.4.2.1.  Niveles de Antigeno carcinoembrionario (CEA) preoperatorio

En la mayoria de los estudios, pero no en todos(227)), niveles altos preoperatorios de CEA
han demostrado tener importancia prondstica. Sin embargo, no hay tanta evidencia sobre el
punto de corte 6ptimo, aunque niveles de CEA > 5,0 ng/ml es el mas aceptado para un
impacto adverso en la supervivencia independientemente del estadio tumoral(172,228-230).
Los pacientes con CEA preoperatorio elevado, a pesar de no presentar otros factores de mal
pronostico como la positividad de los ganglios, podrian considerarse con un riesgo de
recidiva superior tras la cirugia y esto podria influir en la decision de tratar con quimioterapia
adyuvante, especialmente si existen otros factores clinicos. de riesgo como la obstruccion
intestinal o la perforacion. Sin embargo, no hay evidencia cientifica suficiente que apoye el

uso de un tratamiento adyuvante en esta poblacion.

1.1.3.4.2.2.  Obstruccion o perforacion intestinal
Hay diversos estudios que apoyan un impacto prondstico negativo de la obstruccion intestinal
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como presentacion clinica en el momento del diagndstico de los tumores de colon y
recto(231,232). Ademas, también se ha observado que la perforacion macroscopica es una
caracteristica de mal prondstico(233,234). Aunque muchos de estos estudios indican que la
obstrucciéon y/o la perforacion fueron factores predictivos independientes de una peor
supervivencia en el analisis multivariado, algunos han concluido que los tumores colorectales
que precisan de cirugia de emergencia debido a estos eventos generalmente muestran un

perfil histopatoldgico mas agresivo que los tumores en los que la cirugia es electiva(235).

1.1.3.4.2.3.  Factores moleculares

Hay una amplia variedad de marcadores moleculares que se han estudiado como factores
pronosticos o predictivos del cancer de colon y recto; sin embargo, hasta la fecha el Gnico
factor con valor en la decision terapéutica es la deficiencia del sistema de la
reparacion(236,237). Ademads, estos pacientes presentan una probabilidad elevada de
presentar un sindrome de Lynch(61). Otro marcador se utiliza por su capacidad predictiva
(las mutaciones del gen RAS predicen la falta de eficacia de los anticuerpos que se dirigen
contra el EGFR), de hecho, los pacientes afectos de un carcinoma colorrectal deben ser
estudiados del gen RAS, incluidos los codones 12 'y 13 de KRAS y NRAS del exdén 2; 59y 61
del exdén 3;y 117 y 146 del exdn 4 para considerar una terapia dirigida(238,239). Por ultimo,
hay un tercer marcador (alteraciones del gen BRAF) que ha demostrado ser un factor

pronostico y predictivo(27,240).

1.1.3.5.  Factores predictivos de cancer colorrectal

Existe una amplia variedad de marcadores moleculares aplicables clinicamente que se han
estudiado durante los tltimos 10-15 afios en los tumores colorectales. Hasta la fecha, hay tan
solo tres factores que han demostrado un valor predictivo en el tratamiento del cancer de

colon y cancer rectal.
La deficiencia de genes del sistema de la reparacion

MMR segtn sus siglas en inglés, puede afectar a la toma de decisiones en la practica clinica.

Se debe solicitar el estado de MMR para la estratificacion del pronostico y la identificacion
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de aquellos pacientes con alto riesgo de presentar un sindrome de Lynch. Las mutaciones en
uno de varios genes del MMR se ha demostrado en el sindrome de Lynch y en el 15 al 20
por ciento de los tumores esporadicos de colon(241). Los tumores deficientes en el MMR se
caracterizan por un alto numero de errores de replicacion del ADN y altos niveles de
inestabilidad de microsatélites (MSI), definido como inestabilidad en >30 por ciento de los
loci de microsatélites(242). El término MSI se refiere a la expansion o acortamiento de las
secuencias de ADN cortas que se repiten y que son causadas por la insercion o eliminacioén
de unidades repetidas. La mayor parte de los estudios realizados hasta fecha sugieren que hay
un menor beneficio de la quimioterapia adyuvante basada en fluorouracilo en aquellos
pacientes con tumores que presentan una alta inestabilidad de microsatélites (MSI-H). Es
interesante resaltar que los pacientes con déficit del MMR asociados a sindrome de Lynch
presentan un mayor numero de mutaciones somaticas y de neoantigenos en comparacion con
los tumores esporadicos con dicha alteracion, este hecho se asocia a una reaccion inmunitaria

mas fuerte y una mejor SG(243).
Mutacion del gen RAS

La activacion de la cascada de sefializacion de EGFR es una via bien descrita que conduce a
la tumorigénesis del colon. Las mutaciones de los oncogenes RAS y BRAF, ubicados mas
abajo en la misma via conducen a la activacion de la misma, incluso cuando el EGFR esta
bloqueado. Por lo tanto, los tumores que presentan mutaciones de KRAS y NRAS no

responden a la terapia anti-EGFR(244).

Las mutaciones de KRAS que involucran el codén 12 o 13 pueden identificarse en el 12 al 75
por ciento de los tumores y se han asociado de forma independiente con un peor
prondstico(245,246). Aunque menos frecuente y menos estudiado, las mutaciones de NRAS

también se asocian con un peor pronodstico(238).

Los pacientes con carcinoma colorrectal que se consideren para una terapia anti-EGFR deben
tener realizado un test de las mutaciones de RAS, incluidos los codones 12 y 13 de KRAS'y

NRAS del exén 2; 59y 61 del exon 3;y 117 y 146 del exon 4.

Mutacion de BRAF
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Un tercer marcador que tiene una utilidad como factor prondstico y predictivo es la mutacion
de BRAF'. El andlisis mutacional de BRAF V600E debe realizarse en tumores dMMR con
pérdida de MLHI para evaluar el riesgo de sindrome de Lynch(247). La presencia de una
mutacion BRAF favorece fuertemente un tumor esporadico, pero la ausencia de una mutacion
BRAF no excluye el riesgo de sindrome de Lynch. Las mutaciones que activan BRAF, la
mayoria de las cuales ocurren en el codén 600 (V600E), ocurren en menos del 10 por ciento
de los tumores colorectales esporadicos (especialmente asociadas al tabaquismo) y son un
marcador pronostico negativo para tumores localizados y metastasicos. No hay suficiente
evidencia para recomendar el uso del estado mutacional de BRAF ¢.1799p.V600 como
biomarcador molecular predictivo de la respuesta a los inhibidores anti-EGFR, pero si estd a

favor de que estos tumores son mas resistentes a esta terapia(248,249).

Por ultimo, cabe destacar que ha sido propuesta una clasificaciéon molecular para los tumores

colorectales basada en las caracteristicas moleculares y el prondstico de los mismos(250):

- CMSI (similar a MSI): contiene la mayoria de los tumores con alta inestabilidad de
microsatélites, con mutaciones en genes que codifican proteinas de la reparacion del
ADN, lo que genera una alta carga mutacional. El subtipo similar a MSI también esta
enriquecido para tumores con un fenotipo con alta presencia de metilaciones de
grupos CpG y mutaciones en el oncogén BRAF..

- CMS2 (candnico): subtipo con alta inestabilidad cromosomica y activacion de las
vias Wnt y MYC.

- CMS3 (metabolico): enriquecido en tumores con mutaciones de KRAS y alteracion
de las vias metabdlicas.

- CMS4 (mesenquimatoso): fenotipo mesenquimatoso y, con frecuencia, presencia de

fenotipo metilador.

1.1.3.6.  Seguimiento

La monitorizacion de los pacientes con tumores de recto localmente avanzado tiene como
objetivo el tratamiento de una posible recidiva local mediante la cirugia, la radioterapia o la

quimioterapia si hay presencia de enfermedad a distancia tras la progresion de la enfermedad.
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En global, seglin los consensos de expertos para la practica clinica la monitorizacion deberia

comprender:

- Examen clinico cada 3 meses durante 3 afios y luego cada 6 meses durante 2 afios

- Ecografia abdominopélvica cada 3 meses durante 3 afos y luego cada 6 meses durante
2 afios

- Prueba radioldgica de térax cada 6 meses durante 3 afios y luego anualmente durante
2 afios

- Actualmente no se recomienda el seguimiento mediante marcadores tumorales como
el ACE dados los resultados de estudios como PRODIGE(251). En caso de elevacion
preoperatoria, su normalizacion debe valorarse mediante un control a realizar en 6 u
8 semanas después de la cirugia. Su elevacion persistente indica la persistencia de un

residuo tumoral que requiere una evaluacion morfoldgica mas profunda.

Los elementos de vigilancia enumerados anteriormente se aplican a los tumores de colon en
estadio II y III. El ritmo de monitorizacion se puede ajustar en la direccion de espaciar los
intervalos de monitorizacion cada 6 meses en caso de estadio II con bajo riesgo de

recurrencia.
La colonoscopia se recomienda:

- En caso de antecedentes personales de cancer colorrectal tratados mediante escision
endoscdpica o quirtrgica: si es incompleta o de mala calidad antes de la operacion,
la colonoscopia debe realizarse dentro de los 6 meses postoperatorios, luego al afio,
a los 3 afios y a los 5 afios, si la colonoscopia previa es normal.

- sies completa y de buena calidad preoperatoriamente, debe realizarse al afio, a los 3

afios y a los 5 afos, si la colonoscopia previa es normal.

Esta vigilancia endoscopica se aplica a los tumores de recto independientemente de su estadio
(I, Iy D). El riesgo de recurrencia entre los 5 y los 10 afos es bajo, pero no nulo, del 7% al
10%(252,253). Sin embargo, no hay evidencia de que prolongar el seguimiento mas alla de

los 5 afios mejore el pronodstico del paciente.
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1.2.  ARNSs no codificantes
1.2.1. Generalidades de los ARNs no codificantes

El genoma humano o material genético, conocido a nivel quimico como ADN (4cido
desoxirribonucléico), presenta un componente nuclear que se distribuye en 23 cromosomas
y un componente mitocondrial que se repite en cada una de las mitocondrias celulares. La
informacion genética de cada individuo es idéntica en cada una de las células que lo
componen, sin embargo, la expresion en proteinas que dara lugar a las diferentes funciones
del organismo va a diferir segiin la expresion o no de dicho material genético(254). En la
década de los 70, Francis Crick’s estableci6 el “dogma central” de la gendmica al describir
que la informacién genética estd expresada en proteinas a través del ARN (4cido
ribonucleico)(255). Los ARN son pequefias copias de ciertas partes del ADN que
transportaran la informacion genética desde la cadena de ADN tras su transcripcion (ARN
mensajero 0 mRNA). Sin embargo, unicamente el 1-2% del ADN va a traducirse en
proteinas, la unidad funcional de las células, a través del ARN transferente o tRNA. Estas
regiones que acaban derivando en diferentes proteinas se denominan regiones codificantes,
y su conjunto se conoce como exoma(256). Se estima que el exoma estd compuesto por unos
21.000 genes diferentes(257). El 98% del genoma restante lo compone el material no
codificante, una parte del cual codifica otros tipos de ARNs con funcion reguladora como los
microRNAs (miRNA) o los small nucleolar ARN (snRNA) que tienen otro tipo de funciones

que no requiere su traduccion en proteinas(255,258,259).

Durante los ultimos 10 afios se ha podido investigar de manera mas profunda sobre la porcion
no codificante del ADN, llegando a la conclusion de que no solo participa de manera
importante en los procesos fisioldgicos como el crecimiento y el desarrollo celular o el
funcionamiento de los 6rganos, sino que tiene un papel muy importante en el desarrollo de
enfermedades, sobre todo del cancer(260). En concreto, los ARN no codificantes (ncRNA)
juegan un papel central en la codificacion, descodificacion, regulacion y expresion de los
genes, asi como en la interaccidon de unos genes con otros(261). La expresion desregulada de
ncRNA y los procesos de sefializacion subsecuentes de las vias moleculares, estan implicados
directamente en el desarrollo y la progresion del cancer. Un buen ejemplo es probablemente

la delecion de 13q14.3 en la leucemia linfocitica cronica (LLC) que elimina los supresores
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tumorales miR-15/16(262). Ademas de diferentes mecanismos genéticos, puede producirse
una regulacion al alza o a la baja de la expresion de ncRNA asociada con el cancer a través

de procesos epigenéticos, transcripcionales o postranscripcionales(260,261,263).

Los ncRNA se pueden dividir en diferentes clases, en general segtin su tamafio sea superior
o inferior a 200 nucledtidos. Los ncRNA de pequefio tamafio (formados por menos de 200
nucleotidos) més importantes en cancer incluyen los miRNA, tsRNA (transfer RNA [tRNA]-
derived small RNAs) y piRNA (piwiARNSs). En el extremo opuesto del espectro de tamafios
se encuentran los IncRNA (ARN no codificantes de cadena larga o long non-conding RNA),
que se caracterizan por ser ARN no traducidos de mas de 200 nucleétidos de longitud e
incluyen subclases como los pseudogenes y los ARN circulantes (cricRNA). En este trabajo
nos centraremos en dos clases de ARN no codificantes sobre los que hemos realizados los
experimentos que han dado lugar a las publicaciones presentadas en esta tesis doctoral:

miRNA y IncRNA, en concreto el lincRNA-p21.

1.2.2. MiARNs (miRNAs)

1.2.2.1. Biogénesis de los miRNAs

Los miRNAs son ARNs de cadena simple de unos 22 nucleétidos de longitud que se generan
de los transcritos endogenos de lazos hairping (hairpin-shaped transcripts)(264). Se trata de
pequenias cadenas de ARN con un papel regulador que se describieron por primera vez
mientras se estudiaba la caracterizacion de los genes que controlan el momento del desarrollo
larvario en el gusano Caenorhabditis elegans; los experimentos revelaron dos pequefios
ARN reguladores, lin-4 y, posteriormente, let-7(265,266). Los homdlogos de let-7 fueron
reconocidos pronto en otros animales, incluidos los mamiferos, que exhibieron una expresion
temporal similar a la observada en C. elegans, este hallazgo sugirio que let-7 y quizas otros
ARN temporales de cadena pequeia podrian estar desempefiando papeles ortdlogos en
diversos linajes de metazoos(267). Poco después, se informé que los ARN lin-4 y let-7
representaban un tipo de pequefios ARN endogenos que se encuentran en diferentes especies,
algunos expresados de manera temporal, que se denominaron miRNAs(268,269). Desde

entonces, se han encontrado miRNAs en plantas, algas verdes, virus y animales(270).

El proceso bioldgico para generar un miRNA maduro consta de multiples pasos, desde un
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gen que codifica miRNA y varias enzimas que juegan un papel muy importante en el proceso
(figura 8 y 9). Primero, los genes de miRNA se transcriben a miRNA primarios (pri-
miRNA). Este proceso es realizado por la enzima polimerasa II (pol-I1I)(271). Generalmente,
los genes de miRNA existen en cualquier ubicacion del genoma, incluidos intrones y exones.
Sin embargo, la mayoria de estos genes codificantes de miRNAs que se han caracterizado
estan ubicados en el espacio intergénico entre dos genes codificantes de proteinas y tienen
una direccion de transcripcion diferente a los genes codificantes vecinos. Esto nos sugiere
que los genes de miRNA pueden transcribirse de manera independientes. Sin embargo, hay
alguna evidencia que indica que los miRNA pueden transcribirse junto con genes
codificantes(272). Después de que pol-II transcriba los miRNA, el extremo 5’ con la caperuza
del pri-miRNA y el extremo 3’ poliadenilado forman una estructura secundaria especifica en
forma de horquilla (hairpin-shaped stem-loop) y entra en un gran complejo llamado complejo
de microprocesador (cuyo tamaiio es de unos 500-650 kDa) que compone un complejo con
la proteina Drosha (una endonucleasa de ARNasa III) y un cofactor esencial DGCR8/Pasha
(una proteina que contiene dos ARN de doble cadena que unen dominios)(273-275). En este
nuevo complejo, DGCRS primero reconoce las distintas estructuras del bucle y se une a los
pri-miRNAs(273,276), posteriormente Drosha corta de forma asimétrica y especificamente
las dos hebras de la horquilla en los sitios cerca de la base del bucle; y finalmente libera un
pre-miRNA de 60 a 70 nucledtidos que tendra un fosfato en 5” y un saliente de 2 nucleotidos
en el extremo 3°(273,274,276). Los pre-miRNA son posteriormente transportados al
citoplasma por la proteina Exportin-5 (Exp5) (un miembro de la familia de receptores de
transporte de Ran)(277,278). Una vez en el citoplasma, los pre-miRNAs son procesados por
otra proteina llamada Dicer, una segunda endonucleasa de ARNasa I11(279,280). En este
paso, se cree que el dominio PAZ de Dicer reconoce primero el saliente 3’ de 2 nucledtidos,
luego Dicer corta 20-22 nucledtidos de miRNA doble de cadena con el extremo 5’ con un
fosfato y un saliente de 2 nucleo6tidos en el extremo 3’ desde el extremo de la base de la
horquilla(281). Una hebra del duplex de miRNA, la hebra guia, se une a una proteina
Argonauta y se selecciona para formar el complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC) que contiene el miRNA maduro de 22 nucleotidos. El diplex de miRNA es separado
por la helicasa en dos cadenas simples, miR-xxx-3p y miR-xxx-5p que se incorporan al

complejo RISC que induce el silenciamiento genético a nivel postranscripcional(282). A
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través del complejo RISC los miRNA se unen al extremo 3’ de la region no traducida del
mRNA (3°’UTR) e inhiben la expresion génica mediante la escision directa de los mRNA o
la represion de la traduccion mediante una complementariedad perfecta o casi perfecta entre
los miRNA y los mRNA diana. Se han descrito multiples funciones de los miRNAs(283), sin
embargo, la regulacion postranscripcional parece la més importante. Por lo tanto, en la
mayoria de los casos para identificar las funciones de los miRNA desregulados, es necesario
descifrar sus genes diana. Pero esta tarea se antoja muy compleja, ya que cada miRNA puede
tener como dianas multiples mRNAs y, al mismo tiempo, un mRNA estd regulado por
multiples miRNAs diferentes. Para aumentar su complejidad, sabemos que las interacciones
miRNA-diana dependen del contexto celular y del transcriptoma asociado especifico, que
genera un targetoma dependiente del tipo celular para cada miRNA que también es variable

segun los tipos de tumores(284).
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Figura 8. Representacion grafica de la biogénesis de los miRNAs. Adaptado de Navarro A
y Monzo M; Yonsei Med J. 2010(285).
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Figura 9. Representacion de la biogénesis de los miRNAs y los mecanismos de

silenciamiento de genes celulares. Adaptado de Castanotto D. y Rossi JJ; Nature,
2009(286).

1.2.2.2.  Funciones y regulacion de la expresion de los miRNAs

Multiples estudios han intentado describir los diferentes miRNAs existentes en las
diferentes especies. En humanos se han descrito unos 2.654 miRNAs maduros segun las
estimaciones de miRBase v. 22; sin embargo, otras bases de datos, como MirGeneDB2.0,
reducen este nimero a 588 miRNAs(287). A pesar de las discrepancias en los nimeros
absolutos, es evidente que los miRNAs tienen efectos de gran alcance en los procesos
biologicos, ya que mas del 60% de los genes codificantes son objetivos potenciales de
los miRNAs(288,289). Ademas, los miRNAs se conservan en regiones calientes del ADN

durante la evolucidn sugiriendo su papel clave en los procesos fisiologicos y el desarrollo
de los animales(290).

Los miRNAs se pueden considerar como moduladores epigenéticos de la expresion
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génica, ya que, sin modificar la secuencia del ADN influyen en su traduccion a proteinas
que van a suponer la herramienta funcional del organismo(291). Se han descrito tres
mecanismos principales mediante los cuales los miRNAs van a regular la expresion de
los genes, pero con el mismo resultado sobre la traduccion postranscripcional de las

proteinas:

1- Represion de la traduccion v degradacion del ARN mensajero: Como se ha descrito

anteriormente, los miRNA se unen al extremo UTR 3’ de las regiones de los ARN
mensajeros no traducidas para suprimir la traduccion de las proteinas o provocar la
degradacion de los mRNAs(292). El emparejamiento entre el miRNA y el mRNA
diana puede ser perfecto o casi perfecto(283). El grado de degradacion del mRNA va
a depender del niimero de lugares de union entre ambas cadenas.

2- También se ha descrito una funcion inversa mediante la cual pueden aumentar la
traduccion de regiones dianas especificas. Se sabe que el miRNA se une a la region
5" del extremo UTR del ARN mensajero(292). Sin embargo, actualmente no se
conoce el mecanismo subyacente de esta funcidn; los estudios realizados sugieren
que los miRNA podrian obstaculizar el movimiento de los ribosomas a lo largo de
los mRNASs y reprimir la traduccion a proteinas(293). Un ejemplo de este mecanismo
es el miR-172, que regula la expresion génica reprimiendo la traduccion, aunque
puede complementar perfectamente al mRNA de APETALA2 (AP2)(294).

3- Desintegracion del ARN mensajero: Después de la transcripcion, siempre se agrega

una cola poli A al extremo 3’ del mRNA para mantener la estabilidad y evitar su
descomposicion(295). Diferentes estudios han encontrado que los miRNAs estan

involucrados en la desintegracion del mRNA acelerando la eliminacion de la cola de

poli (A)(296-299).

Numerosos estudios se han centrado en la evaluacion de la expresion de miRNAs y han
mostrado cambios importantes en los perfiles de expresion génica en diversas
enfermedades cardiacas(300), neuroldgicas(301) o inflamatorias(302,303), aunque la
influencia mas importante se ha observado en el cancer(304). Los resultados de estos
estudios apuntan a que el perfil de expresion de los miRNAs en individuos que padecen
estas enfermedades podrian ser una herramienta importante para el pronostico,

diagnostico y tratamiento de dichas enfermedades. En este trabajo nos centraremos en el
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papel de los miRNAs en céancer.

Dado que los miRNAs tienen un papel central en la regulacion de la expresion génica, su
expresion debe estar estrictamente controlada por diferentes mecanismos
epigenéticos(305). Las modificaciones del ADN y las modificaciones postraduccionales

(MPT) de las histonas son los dos mecanismos que mas se han estudiado(306).

1- Metilacion del ADN: La modificaciéon mas frecuente del ADN implica la unién

covalente de un grupo metilo a las bases de citosina ubicadas en los dinucledtidos
CpG (nucledtido de citosina seguido de un nucleétido de guanina en la secuencia
lineal de bases en la direcciéon 5 ' — 3 " unidas por un fosfato, 5'- C-fosfato-G-3
"). Estos CpG se presentan en islas CpG, ubicadas en las regiones promotoras
proximales de casi la mitad de todos los genes humanos(307,308). La metilacion
del ADN es la modificacion principal de los genomas eucariotas relacionada con
la regulacion a la baja de la expresion génica durante las primeras etapas del
desarrollo, lo que permite la expresion de un gen en particular si los factores de
transcripcion apropiados estan presentes y la estructura de la cromatina es
accesible(309,310). Con el desarrollo del organismo, la metilacion del ADN
ayuda a restringir los linajes de células embrionarias y evita la regresion de estas
a un estado indiferenciado(311). Los miRNAs estan solapados con islas CpGs de
forma significativa, lo que sugiere una regulacion preferencial mediante este
mecanismo(305). En algunas situaciones patoldgicas, como el cancer, se han
observado dos eventos epigenéticos fundamentales en este sentido:

A) la hipometilacién global de los residuos de CpG que no forman una
isla CpG, que esta relacionado con la inestabilidad gendmica. Este
mecanismo puede suponer una forma de activacién de recombinacioén
mitotica o de activacion de transposones(312,313).

B) la hipermetilacion de areas promotoras de los genes, especialmente
de islas CpG asociadas con el correspondiente silenciamiento de genes
supresores de tumores(309,314). Los genes de miRNA se han
encontrado con frecuencia en las regiones gendémicas asociadas al
cancer(315) con funciones opuestas, como oncogenes O COmMoO

supresores de tumores(316). Por ejemplo, varios estudios han
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demostrado que los miRNA supresores de tumores, como el miR-203,
pueden silenciarse mediante la metilaciéon aberrante de islas CpG
adyacentes a sus promotores(317,318). Por otro lado, un miRNA
puede tener una region promotora enriquecida en residuos CpG sin ser
una isla CpG, como miR-34a, cuyos niveles de expresion estan
modulados por metilacion de los residuos CpG ubicados en la region
que comprende hasta 2,5 kb de su TSS en su promotor(319).

2- Modificaciones postraduccionales de las histonas: La represion de la transcripcion

génica se puede asociar con mecanismos postransduccionales en las espirales
amino terminales de las histonas, lo que conduce a modificaciones de la
cromatina, generalmente al alterar su estructura, que afectan la expresion génica.
La cromatina esté integrada por nucleosomas, que consisten en ADN envuelto dos
veces alrededor de un octamero de histonas, cada una de las cuales contiene dos
copias de cuatro histonas altamente conservadas (H2A, H2B, H3, H4), que son
susceptibles a MPTs como son la metilacion, acetilacion, fosforilacion,
ubiquitinacion o la ADP-ribosilacion(320,321). De hecho, los tipos de
modificaciones mejor estudiados son la acetilacion y metilacion de lisina;
mientras que la acetilacion de lisina puede relajar la estructura de la cromatina y
mejorar la activacion de la transcripcion, la metilacion de lisina puede causar
diferentes efectos sobre la expresion génica, dependiendo de las posiciones y el
grado de metilacion. La metilacion en H3K4, K36 y K79 estd asociada con la
activacion de genes, mientras que la metilacion en H3K9, H3K27 y H4K20 se
correlaciona con la represion transcripcional(320,321). Un ejemplo de este tipo
de control epigenético lo encontramos en miR-21, que se ha demostrado que
desempefia un papel oncogénico en la mayoria de los tumores al bloquear la
diferenciacion celular y promover la proliferacion de las células tumorales(322).
Zhou y colaboradores demostraron que RBP2, una histona 3 lisina 4 (H3K4)
desmetilasa, regulaba negativamente la expresion de miR-21 al reducir la
trimetilacion de H3K4 en la region promotora proximal de miR-21 en células de

leucemia mieloide cronica(323).
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1.2.2.3. miRNAs v cancer

En el contexto del céncer, los miRNAs son el tipo de ncRNA mejor estudiados si
comparamos con los tSRNAs o los piRNAs, entre otros. Los miRNAs se encuentran
alterados en todos los tipos tumorales en los que se han estudiado(324), ademas las
alteraciones de la expresion de los miRNA representan un papel importante en los
diferentes procesos moleculares y celulares implicados en la carcinogénesis(325,326).
Cada vez hay mas evidencia de las diferentes funciones de estos biomarcadores
epigenéticos, sin embargo, sus funciones principales seran como supresores de tumores
u oncogenes que promuevan el crecimiento tumoral y su evolucion en forma de
metastasis(263). Es importante destacar que un solo miRNA puede regular méas de una
dianay, viceversa, los ARN mensajeros pueden estar regulados por varios miRNAs(327).
Por tanto, los miRNAs controlan la expresion de miles de genes tanto codificantes como
no codificantes, incluyendo aquellos con un papel fundamental en la oncogénesis como
los oncogenes RAS, MYC y EGFR o los genes supresores TP53, PTEN y BRCAI. La
tabla 9 contiene una seleccion de miRNAs de los que disponemos estudios in vivo,

demostrando su implicacion diferentes tipos tumorales.

A- miRNA como oncogenes:
Diferentes estudios han demostrado que los miRNAs pueden funcionar como
oncogenes, promoviendo el crecimiento celular alterado y contribuyendo a la
oncogénesis (figura 10). Estos miRNA pueden inhibir directamente la actividad de
los supresores de tumores o indirectamente eliminando los reguladores genéticos de
la actividad del oncogén. Por ejemplo, miR-155 puede promover la proliferacion
anormal de células B, iniciando una serie de cambios que conducen al desarrollo de
leucemia y linfoma(328-330). Es importante destacar que la administracion de
antimiR dirigidos a miR-155 puede inhibir el crecimiento tumoral(328,331). Otro
miRNA, miR-21, se sobreexpresa en el linfoma de células pre-B y se ha relacionado
con otros tipos de cancer, como el cancer de pulmon, al dirigirse a los reguladores
negativos de la sefnalizacion de R4S(332,333). Ademas, miR-21 actia sobre el gen
supresor PTEN permitiendo una mayor proliferacion y capacidad de invasion
celular(334). En los glioblastomas, un miRNA oncogénico, miR-10b, se expresa en

niveles mas altos que en el tejido cerebral normal y es necesario para el crecimiento
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tumoral(335). Otra familia de miRNAs, miR-17-92, es un buen ejemplo de miRNAs
oncogénicos. En comparacion con los andlisis sobre muestras de tejidos normales, la
expresion de miR-17-92 aumenta significativamente en varios tipos de tumores,
incluido el cancer de pulmoén y los linfomas, especialmente en sus formas mas
agresivas, como el cancer de pulmon de células pequenas y los linfomas de células
B(336,337). El grupo miR-17-92 también influye en aumento del crecimiento de
células de cancer de pulmon(336). En un ensayo realizado con ratones transgénicos
mediante células madre hematopoyéticas, la sobreexpresion de miR-17-92 acelerd
significativamente la formacion de tumores malignos linfoides(337,338). Todos estos
hallazgos sugieren que miR-17-92 funciona como un oncogén. Varios estudios
indican que mas de 600 genes son posibles dianas de miR-17-92(339,340). Otros
estudios han reportado que dos genes supresores de tumores, PTEN y RB2, son diana
de miR-17-92(341). PTEN promueve la apoptosis a través de la via P13K-Akt-
PKB(342). Otros estudios han informado que la expresion de miR-17-92 esta
relacionada con la expresion del gen c-Myc (que regula la proliferacion celular, el
crecimiento y la muerte celular mediada por apoptosis del 10-15% de los genes);
ambos regulan la expresion del gen E2FI (factor de transcripcion del ciclo
celular)(343,344). Por ultimo, miR-372 y miR-373, relacionados con tumores
germinales testiculares, promueven la proliferacion celular y el desarrollo de tumores
al neutralizar la inhibicién de quinasas de ciclina mediada por p53, posiblemente a
través de la inhibicion directa de la expresion del gen supresor de tumores
LATS2(345,346).

Un efecto interesante que ocurre en relacion con los miRNAs oncogénicos es la
adiccion al oncogén (oncomiR addiction), los tumores van a depender de la expresion
continua de los miRNAs para sobrevivir(347). Este fendmeno nos hace pensar que
los miRNAs podrian ser, por lo tanto, objetivos potenciales importantes de la terapia
dirigida; de hecho, se ha publicado en 2019 un estudio que demostro el potencial de
dirigirse a los oncomiR sobreexpresados de manera tinica en los tumores de pancreas

con alteracion de KRAS(348).
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Figura 10. Modelo esquematico que muestra los mecanismos moleculares de los miRNAs
que actuan en la patogénesis del cancer. Adaptado de Zhang et al. Developmental Biology,

2006(316).

B- miRNA como supresores de tumores:

Los miRNAs también pueden actuar como supresores de tumores, y cuando se pierde su
funcién, también se pierde su poder protector. Un ejemplo es let-7, que se dirige al
transcrito del gen RAS reprimiéndolo de forma que se frena la progresion del ciclo celular
y la proliferacion(349). RAS comprende una familia de oncogenes implicados en
aproximadamente un tercio de todos los tumores(350). La expresion de let-7 puede
reducir los niveles de RAS, lo que sugiere que actiia como un supresor de tumores y podria
usarse como una diana. terapéutica(349). Otro ejemplo son miR-15a y miR-16-1, que
suelen actuar como supresores de tumores cuando se eliminan ya que su funcion es
incrementar la apoptosis y la inhibicion de la proliferacion al dirigirse al gen B de células
de linfoma 2 (BCL2)(351), un gen clave en diferentes tumores; se han asociado con el
desarrollo de leucemia linfocitica cronica (LLC), el tipo méas comin de

leucemia(262,352). Ademads, miR-34a, un miembro de una familia de miRNAs muy
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conservada y redundante(353), regula la expresion de varios oncogenes y es un objetivo
directo en la via descendente de p53(354—357). miR-34a ha sido descrito como marcador
prondstico subrogado cuando estd expresado a la baja en tumores pulmonares no célula
pequenia(358). Estos miRNAs también estan desactivados en diferentes tipos de tumores,

como el mieloma multiple, el linfoma de células de mangle y el cancer de prostata(324).

C- miRNA dependientes del contexto celular:

Algunos miRNAs funcionan como supresores de tumores u oncogenes, segun el
contexto. Un ejemplo notable es el miR-29, que ayuda a prevenir la progresion de la
enfermedad en la forma indolente de linfoma de células B, pero también esta elevado en
la leucemia mieloide aguda y la forma mas agresiva de linfoma de células B, lo que
implica que también puede funcionar como un oncogén(359). Otro ejemplo es el cluster
miR-17-92, que act@ia sobre los genes supresores PTEN y RB2 influyendo en la
proliferaciéon celular y el ciclo celular, pero también sobre el oncogen c-

MYC(316,338,344).

Tabla 9. Representacion de miRNAs oncogénicos y supresores de tumores con evidencia

cientifica in vivo.

A- miRNAs oncogénicos

Nombre Tipo de tumor Mecanismo relacionado con cancer
Transcritos que codifican reguladores de la
miR-10b(318) .Marna, progresion del ciclo celular, migracion, invasion
glioblastoma ’ ’

y desarrollo de metastasis.
Transcritos de genes supresores PTEN, RB2'y c-
MYC, que controlan la apoptosis y la
proliferacion y crecimiento celular.
Transcritos que codifican reguladores negativos
Pulmoén, linfoma de la senalizacion de RAS, lo que conlleva a un

de cé¢lulas B aumento de la proliferacion y disminucion de la
apoptosis.
Transcritos que codifican reguladores de RAS,
WNT'y TGF-b, aumentando la proliferacion,

Pulmoén, linfoma

miR- 17-92(337,344) células B

miR-21(332,334)

miR-31(360) Pulmén, mama renovacion de células madre y desarrollo de
metastasis.
miR-155(329,330) Linfoma Transcritos de SHIP1, un regulador negativo de
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AKT, para aumentar la proliferacion y la
supervivencia celular.

miR-221(361)

Hepatocarcinoma

Transcritos de supresores tumorales y del ciclo
celular (p.27 o PTEN) para aumentar la
proliferacion y disminuir la apoptosis.

miR-372y
miR-373(345)

Tumor germinal
testicular

Inhibicion de LATS2, gen implicado en la accion
sobre las ciclinas del ciclo celular de P53.

B- miRNAs supresores de tumores

Nombre

Tipo de tumor

Mecanismo relacionado con cancer

Let-7(280,350)

pulmon

Transcritos para oncogenes, incluyendo RAS, lo que
suprime la progresion del ciclo celular y la proliferacion.

miR-15a/16-
1(351,352)

Prostata, leucemia

Transcritos que codifican ciclinas, quinasas de ciclinas y
proteinas antiapoptdticas, lo que incrementa la apoptosis y
la inhibicion de la proliferacion.

miR-34a(355)

Pulmén, mama,

Transcritos oncogénicos que codifican ciclinas, proteinas
de la adhesion celular, proteinas de los receptores de

prostata tirosina quinasa, disminuyendo la proliferacion celular, la
invasion y la supervivencia celular.
miR-122(263) Hepatocarcinoma E)fpfe.sién de genes in\./(,)lucrados en el. metabol.i’smo
lipidico, la proliferacion celular y la inflamacion.
Transcritos de SNAI2 para disminuir su expresion e inhibir
miR-506(362) Ovario la migracion e invasion celular y la transicion de célula

epitelial a mesenquimal.

C- miRNAs cuya funcion depende del contexto celular

Nombre

Tipo de tumor

Mecanismo relacionado con cancer

Glioma, leucemia,

Transcritos tanto de supresores tumorales (PTEN) como de

miR-26a(363) | hepatocarcinoma, ciclinas (CCND2/E?2) para aumentar o disminuir la
CCR proliferacion celular segtin el contexto celular
Transcritos de promotores de la proliferacion de células B,
miR-29(359) glioblastoma, pero también disminuye la expresion de transcritos de genes
leucemia implicados en el aumento del metabolismo lipidico (SCAP,

SREBP-1), la proliferacion (CDK6) y la apoptosis (MCL-1)

1.2.2.4.

miRNAs en cdncer de recto

Como hemos visto, los miRNAs estdn implicados en diversos procesos biologicos

relacionados con el desarrollo de multiples tipos tumorales. Debemos analizar ahora de

manera especifica el papel de los miRNA en el cancer de recto. Lo haremos enfocando tres

aspectos fundamentales: A) su expresion en tejidos tumorales; B) su implicacion pronostica
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y; C) su relacion con la respuesta tumoral.
A- Expresion de miRNA en tejido tumoral:

Se han realizado diversos estudios en los que se han analizado muestras de cancer de
recto y tejido de mucosa normal para estudiar la diferencia de expresion en ambos
contextos. En un primer andlisis, Slattery y colaboradores compararon muestras
parafinadas de tejido de céancer colorrectal con muestras de tejido normal. Todas las
muestras se subdividieron segin su estado de fenotipo de metilador de isla CpG o el
estado mutacional de KRAS o p53, revelando firmas de 129, 143 y 136 miRNA
diferencialmente expresados, respectivamente. El mismo andlisis mostrd diferencias
moleculares entre el cancer de colon y de recto(364—366). Un estudio similar realizado
por Li et al. con chips de Array miRCURY y validados por RT-PCR (reverse
transcription polymerase chain reaction) analizé los perfiles de expresion de seis
muestras de tejido de cancer rectal y tejido no tumoral adyacente emparejado, los autores
identificaron 67 miRNA regulados al alza y 39 miRNA regulados a la baja asociados con
el CR(367). En un estudio mas amplio, se analizaron biopsias de tumores y muestras de
mucosas apareadas de 57 pacientes con CR localmente avanzado. Cuarenta y nueve
miRNAs fueron diferentes entre el tejido normal y el tejido con céncer rectal, 20 de estos
49 miRNAs estaban regulados al alza mientras que 29 estaban regulados a la baja en el
CR frente a la mucosa. En un estudio mas grande, se perfilaron biopsias de tumores y
muestras de mucosas coincidentes de 57 pacientes con CR localmente avanzado.
Cuarenta y nueve miRNA diferian con importancia significativa entre el tejido normal y
el tejido con CR, 20 de estos 49 miRNA estaban regulados al alza mientras que 29 estaban
regulados a la baja en el CR frente a la mucosa. En ambos estudios se describieron 11
miRNAs (367,368). Siete miRNAs estaban significativamente regulados al alza (miR-
17, -18a, -21, -31, -135b, -223 y -492) mientras que cuatro estaban significativamente
regulados a la baja (miR-29c¢, -145, 147b y -375). Podemos destacar, asi mismo, un
estudio con 109 muestras pareadas de CR y mucosa sana; (370)los autores encontraron
que miR-34a, miR-155 y miR-200c, miRNAs que se han encontrado regulados
diferencialmente en varios tipos de tumores, estaban regulados al alza en el tejido
tumoral (p= 0,001, 0,005 and 0,001, respectivamente), tras ser analizados con qPCR
(PCR cuantitativa o quantitative PCR en inglés)(369).
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Otros miRNAs que se han mencionado anteriormente (ver apartado 1.2.2.3) y
relacionados con varios tipos de tumores también se han encontrado en el cancer de recto,
como miR-31(370), que se expresa en mayor cantidad en tumores colorrectales mas
agresivos(371). Ademas, la sobreexpresion de miR-135b por pérdida de APC,
desregulacion de la via PTEN/PI3K y sobreexpresion de SRC promueve la
transformacion y progresion tumoral en tumores colorrectales(372). Por el contrario,
miR-195 reprime el crecimiento y la invasion tumoral a través de esta misma via
molecular ademas de bloquear la expresion de /GF1(373). El nivel de expresion de miR-
3174, estudiado por qRT-PCR, se encontr6 significativamente mas expresado en CR al
dirigirse a la via de PCBD2, inhibiendo de esta forma la apoptosis y promoviendo la

proliferacion celular(374).
Correlacion con parametros clinicos:

Varios estudios han analizado el papel pronostico de los miRNAs en el cancer de recto.
Gaedcke y colaboradores correlacionaron la expresion en tejido tumoral de miR-135b
con la SLE y especifica del cancer en una cohorte de 116 pacientes(368). Otros grupos
también han considerado importante el papel de miR-135b en este tipo tumoral. Xu ef al.
usaron tejidos congelados, donde realizaron andlisis de qPCR y encontraron que miR-
135b estaba regulado al alza 17,7 veces entre los miRNA sobreexpresados en los casos
de estadio IV de Duke (que se sabe que tienen un mal prondstico)(375). También
identificaron que miR-145 esta altamente regulado a la baja con un entre -18 y -23 en los
estadios clinicos de cancer colorrectal II, IIl y IV respectivamente(375). Ademas, la
expresion de miR-374a estaba significativamente disminuida para la identificacion de
pacientes sin metastasis, su eficacia se confirmoé con una sensibilidad del 93,33% pero
con una baja especificidad (66,67%)(375). miR-4634 se relaciond con metastasis en
ganglios linfaticos en estadio III con una sensibilidad del 75 % y una especificidad del
83,33 %(375). Es importante destacar que este estudio se llevo a cabo en una poblacion

mixta de cancer de colon y recto(375).

Un segundo estudio analiz6 1.141 casos de CCR con microArrays para identificar el
impacto de 121 miRNA en el estadio de la enfermedad y la supervivencia(376). Cinco

miRNAs se asociaron con un estadio avanzado de enfermedad: miR-145-5p y miR-31-
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5p se encontraban aumentados y miR-200b-3p, miR-215 y miR-451a disminuidos en las
muestras de pacientes con estadio avanzado (CCR). En las muestras de cancer de recto,
los autores identificaron 13 miRNAs que se encontraban asociados significativamente
con la mortalidad tras el diagnostico de cancer(376). En este mismo andlisis la expresion
de miR-21 tenia una asociacion inversa con la mortalidad de los pacientes con diagnosis
de céancer de recto (pero no en pacientes con un tumor de colon) (376). Sin embargo,
Nielsen et al. utilizaron hibridacion in situ y gPCR en tiempo real en tejidos parafinados
e identificaron miR-21 como predecir de una SLE breve en el cancer de colon, pero no
en el cancer de recto(377). Un estudio asidtico con muestras de 40 pacientes reporté una
sobreexpresion significativa de miR-21, miR-155, miR-29a y miR-92a en muestras de
cancer de recto, aunque solo miR-155 demostré capacidad de discriminar la afectacion

nodal (positiva contra negativa) asi como entre los estadios A/B de C/D de Duke(378).

Finalmente, otro estudio asidtico incluy6 65 muestras de pacientes con un CR localmente
avanzado tomadas antes de la QRT, las muestras se analizaron mediante RT-PCR, los
resultados evocaron que un alto nivel en tejido de miR-199a-5p se asociaba con un mejor

prondstico(379).

B- Prediccion de la respuesta al tratamiento neoadyuvante:

Uno de los mayores retos en oncologia es detectar aquellos pacientes que responderan o
no a una determinada terapia o biomarcadores que nos dirijan el tipo de tratamiento de
eleccion. En el cancer de recto localmente avanzado, como se ha referido en otros
apartados del texto, seria importante saber qué pacientes no van a responder a la QRT
para evitar posibles comorbilidades y el retraso del tratamiento de eleccion, la reseccion
tumoral. La respuesta en los tumores rectales se evaltia a nivel anatomopatologico

mediante la clasificacion de Dworak (Tabla 5).

Svoboda et al. realizaron analisis de microArrays en biopsias tumorales de 31 pacientes
con cancer de recto localmente avanzado antes y 2 semanas después de la QRT con
capecitabina(380). Encontraron un aumento significativo de los niveles de expresion de
miR-125b y miR-137 después de 2 semanas de tratamiento y que estos niveles se

asociaban con una peor respuesta(380). Sin embargo, cabe destacar que el tamafo de la
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muestra es bastante reducido (31 pacientes), y describen una variabilidad intertumoral.
Curiosamente, el mismo grupo analiz6 una cohorte de pacientes del mismo tipo (n=20),
cuyos tumores se clasificaron como los de mayor sensibilidad (n=10) o mas resistentes
(n=10). Utilizaron el andlisis TagMan Low Density Arrays para cuantificar 667 miRNAs
humanos en las muestras de tejido tumoral (biopsias preoperatorias de tumores primarios
no tratados) y encontraron que 8 miRNAs se expresaban de manera significativamente
diferente entre los respondedores y los no respondedores: miR-215, miR-190b y miR-
29b-2 se sobreexpresaron en los que no respondieron, mientras que let-7e, miR-196b,

miR-450a, miR-450b-5p y miR-99a se redujeron en los que no respondieron(381).

Drebber y colaboradores demostraron una correlacion significativa entre una baja
expresion de miR-145 en el tejido tumoral post-terapéutico y una peor respuesta a la
QRT(322). Sin embargo, miR-145 se midi6 en el tejido tumoral posterapéutico, lo que
no responde al problema de predecir la respuesta a la terapia(322). Més adecuado con
esta pregunta fue el estudio de Della Vittoria Scarpati ef al., donde los autores analizaron
la expresion de miRNAs mediante microarrays con confirmacion por qRT-PCR en
biopsias de tumores primarios de pacientes con cancer de recto localmente avanzado que
se trataron con QRT previa a la cirugia (n = 38)(361). Once miRNAs aumentaron
significativamente en pacientes con una respuesta completa (miR-1183, miR-483-5p,
miR-622, miR-125a-3p, miR-1224-5p, miR-188-5p, miR-1471, miR-671-5p, miR-1909,
miR-630 y miR-765) y dos resultaron regulados a la baja (miR-1274b y miR-720)(361).
Sin embargo, ninguno de los 13 miRNAs reportados por este estudio se encontrd cuando
Kheirelseid ef al. realizaron un estudio similar mediante el analisis de microarrays de 12
muestras de tejido parafinado de tumores rectales tomados antes del tratamiento(382).
Los miRNAs encontrados en este estudio fueron miR-16, miR-590-5p y miR-153, que
predijeron una respuesta completa o incompleta y miR-519¢-3p y miR-516 que
discriminaron entre una respuesta buena o mala(382). Aunque no se reporta la alteracion

de los miRNA entre los respondedores y los no respondedores.

Otro estudio realizado sobre biopsias congeladas frescas de 43 pacientes con cancer de
recto tomadas antes de la QRT demostré que miR-223 se expresa mas en tejidos de
pacientes con una buena respuesta sugiere que este como un biomarcador prometedor

para la prediccion de la respuesta a la QRT(383). También podemos destacar otros
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estudios que han hallado diferentes miRNA en el contexto del cancer de recto. Lopes-
Ramos ef al. inform6 que miR-21-5p se sobreexpresaba en biopsias tumorales de
pacientes con CR con respuesta completa usando biopsias frescas congeladas en
nitrogeno liquido(384), Bhangu et al. sugirieron que miR- 200c es un posible
biomarcador para predecir la respuesta a la QRT neoadyuvante tras encontrar una

expresion reducida en muestras parafinadas de pacientes no respondedores(385).

Ademas de los estudios en muestras de tejido se han realizado andlisis en plasma de
pacientes en este mismo contexto clinico. En un estudio alemén se analizaron muestras
de plasma mediante qPCR, loa autores pudieron ver una disminucion significativa de
miR-18b y miR-20a durante la QRT en pacientes con un estadio ganglionar negativo tras
la neoadyuvancia (ypNO) en comparacion con los que presentaban un estadio ganglionar
positivo (ypN+)(386). Un estudio chino publicado en 2021 analizé plasma de 20
pacientes con CR localmente avanzado. Los autores seleccionaron miRNAs de dos bases
de datos de andlisis por secuenciacion de ARN y que se expresaban de manera diferencial
en pacientes respondedores a la QRT para confirmar su expresion en biopsias liquidas de
su muestra mediante qPCR. Se verifico que miR-30e y miR-210 estaban regulados al alza
en respondedores. Los estudios posteriores de biopsia liquida revelaron que el nivel sérico
de miR-30e se asoci6 2,47 veces mas con pacientes respondedores en comparacion con
los que no respondieron a la QRT (p=0,038)(387). No es el tinico estudio que ha utilizado
la secuenciacion de ARN para el estudio de biomarcadores no codificantes. Kral y
colaboradores estudiaron mediante esta técnica muestras de tumores apareados y de
plasma, el estudio evoco una firma de miRNAs que distinguia a los respondedores de los
no respondedores a la quimioterapia adyuvante; una parte predominante de los miRNAs
identificados estaba representada por los miembros de la familia miR-17-92. El examen
de estos miRNAs en los exosomas plasmaticos mostrd que sus niveles diferian entre los
pacientes con CR y los controles sanos y se correlacionaban con la respuesta al
tratamiento(388). Un estudio europeo identifico 69 miRNAs con una expresion diferente
entre el grupo de respondedores y un grupo de no respondedores a la QRT, sin embargo,
solo se confirmé que miR-487a-3p tenia una expresion significativamente mayor en las
muestras de biopsia tumoral de los no respondedores (p<0,0006, AUC=0,766), lo que

sugiere que miR-487a-3p podria ser un potencial biomarcador predictivo de respuesta en
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pacientes con CRLA(389).

Es interesante destacar otros analisis realizados con los miRNAs como biomarcadores de
respuesta, en este caso como marcadores de deteccion precoz y monitorizacion de
pacientes. Un estudio europeo evaluo los niveles de expresion de miRNA antes y después
de la terapia, identificando firmas especificas de miRNAs en relacion con el curso de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento de los pacientes con CR(390). En primer lugar,
los autores evaluaron los niveles de expresion de miRNA mediante secuenciacion masiva
en muestras de plasma de 20 pacientes con CR al diagnodstico y un afio después. Tras este
analisis seleccionaron miR-122-5p y miR-142-5p para su posterior validacion en plasma
y vesiculas extracelulares de plasma en un grupo independiente de pacientes con CR y
sujetos de control. Los niveles de expresion de estos miRNAs fueron significativamente
diferentes entre los pacientes y los controles (p <0,001). Un afio después del diagnostico,
los perfiles de expresion se modificaron significativamente en pacientes que respondieron
al tratamiento y ya diferian de los medidos en individuos sin cancer. Por otro lado, los
pacientes que no respondieron a la QRT mantuvieron bajos niveles de expresion en su
segundo analisis. Este estudio nos sugiere que miR-122-5p y miR-142-5p circulantes
tienen un alto potencial para el cribado y la deteccion temprana de CR, asi como para la

evaluacion del prondstico y de la efectividad del tratamiento(390).

Por tltimo, es importante poner en valor los multiples andlisis in vitro que han estudiado
este contexto. Un buen ejemplo es el andlisis de la sensibilidad a la QRT utilizando 12
lineas celulares de cancer colorrectal donde se identificoé un perfil de expresion de
miRNA que indicaba la sensibilidad hacia un tratamiento in vitro de 5-FU vy
radioterapia(391). Los autores validaron mediante la transfeccion de let-7g, miR-132,
miR-224 y miR-320a que mostr6é un cambio esperado de la resistencia a la terapia hacia
la sensibilidad. El estudio pudo validar una mayor expresion de let-7g como marcador de

buen pronostico en muestras de pacientes(391).

1.2.3.  ARNs no codificantes de cadena larga (IncRNAs)

1.2.3.1. Clasificacién y caracteristicas de los IncRNAs

Los estudios realizados en los tltimos 15 afos han podido demostrar que gran parte del
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genoma humano es funcional y codifica una gran cantidad de ncRNA(259). En concreto,
podemos distinguir. Transcritos de ARN que son practicamente indistinguibles de los
ARN mensajeros (codificantes de proteinas). Se trata de los ARN no codificantes de
cadena larga, ncRNAs de mas de 200 nucledtidos de longitud con nulo o minimo
potencial de codificacion de proteinas. El proyecto ENCODE estima que el genoma
humano codifica mas de 28.000 IncRNAs diferentes, muchos de los cuales estan atin por
descubrir(259,392). Los IncRNAs son actores cruciales en una variedad de funciones
celulares y fisiologicas(393,394). En particular, los IncRNAs desempefian un papel clave
en la regulacion de la dindmica de la cromatina, la expresion génica, el crecimiento, la
diferenciacion y la regulacion del desarrollo embrionario, entre otros(395). Si bien la
comprension de las funciones de los IncRNAs y su caracterizacion detallada son aun
desconocidas, el andlisis de los perfiles transcriptomicos utilizando la secuenciacion de
proxima generacion ha podido revelar que miles de IncRNAs se expresan de manera

aberrante o mutan en varios tipos de cancer(396).

Los IncRNAs se clasifican ampliamente en funcion de su localizacién genémica, modos
de accion y funcion(396,397). Asi, segin su localizacion en el genoma encontramos

(figura 11):

I- LncRNAs intrénicos: originados a partir de los intrones de genes que codifican

proteinas.

2- LncRNAs intergénicos (lincRNA): se originan en la regién entre dos genes

codificantes.

3- LncRNAs potenciadores (elncRNA): se originan a partir de las regiones

potenciadoras del promotor.

4- LncRNAs bidireccionales: se localizan cerca de un transcrito codificante de la hebra

opuesta.

5- LncRNAs con superposicidon de sentido: se superponen con uno o mas intrones y
exones de diferentes genes que codifican proteinas en la cadena con sentido del ADN;

6- LncRNAs anti sentido: los transcritos anti sentido se originan a partir de las cadenas

anti sentido del ADN, y pueden o no ser complementarios a las secuencias

codificantes de proteinas en la cadena sentido.(398)
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Figura 11. Representacion grafica de los tipos de IncRNAs mas comunes segun su

localizacion gendomica(397).

Funcionalmente, los IncRNAs se clasifican como IncRNAs de senalizacion, cebos (o

sefnuelo), guia y estructurales(398):

1-

Sefializacion: IncRNAs asociados con rutas de sefializacion especificas, su expresion
indica un evento de sefializacion activo, independientemente de sus roles
(directo/indirecto) en el proceso de sefializacion(398). Por ejemplo, la expresion de
XIST senala la inactivacion de X en mujeres(399).

Los IncRNAs sefiuelo actian como sumideros moleculares para factores de
transcripcion y represores. Interactuan con los factores de transcripcion y los marcan
para evitar que se unan a los promotores del gen diana, lo que facilita la activacion o
el silenciamiento del gen(398). Ejemplos de este tipo de IncRNA pueden ser GASS
(especifico de detencion del crecimiento 5 o growth arrest specific 5 en inglés) o
TERRA (ARN que contiene repeticiones teloméricas o telomeric repeat-containing
RNA en inglés)(398).

Los IncRNA guia se unen a los complejos proteicos reguladores o enzimaticamente

activos y los dirigen a promotores de genes diana especificos o loci gendémicos que
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regulan las vias de sefalizacion y la expresion génica por la via descendente. AR,
CCND!I (IncRNA asociado al promotor de ciclina D) o lincRNA-p21 son buenos
ejemplos de este grupo de IncRNAs(397,398).

4- Los IncRNAs de estructura actian como una plataforma central a la que se unen
varios complejos de proteinas y se dirigen a una ubicacion gendmica especifica o al
promotor del gen diana, que regula la expresion génica y la dinamica cromosémica.

Como ejemplos podemos destacar HOTAIR o TERC(398).

Por lo tanto, los IncRNA estan implicados en multitud de procesos celulares y bioldgicos
que incluyen la regulacion génica y la dindmica de la cromatina. Existe una alta
diversidad de este tipo de transcritos y tienen un importante papel en diferentes patologias
y en especial en el cancer. Su expresion aberrante y las mutaciones estan relacionadas

con la tumorigénesis, la metastasis y la invasion del tumor(400,401).

1.2.3.2. Mecanismos de acciéon y funcion de los IncRNAs

Los IncRNAs van a actuar de manera importante sobre la expresion y la actividad génica
a diferentes niveles. Su funcién mejor estudiada es cuando actian en el nicleo como
elementos de regulacion de la transcripcion. A continuacion, describiremos cada una de

ellas brevemente:

1- Regulacion de las modificaciones de histonas

Hay varios ejemplos destacados de complejos modificadores de histonas
interactuando con IncRNAs como son los dos complejos represores polycomb, PRC1
y, en particular, PRC2, que media la metilacion de la lisina 27 en la histona 3
(H3K27me), una histona asociada con loci genéticos reprimidos o
equilibrados(402,403). Otro ejemplo significativo es HOTAIR, un IncRNA
conservado que se transcribe dentro del grupo de genes HoxC(404). Se ha
demostrado que HOTAIR desempefia un papel represor en el locus HoxD al
interactuar con PRC2(405). Ademas, HOTAIR también interactua con la histona
desmetilasa H3K4mel/2 LSD1 (KDM1), que elimina una marca de histona de la

cromatina activa y, por lo tanto, refuerza el establecimiento de una cromatina

94



represiva en los loci objetivo(404,406) (Figura 12). La inactivaciéon de HOTAIR en
ratones conduce a la desrepresion de los genes expresados y de los genes HoxD, que
pierden la metilacion de H3K27 y ganan marcas de metilacion de H3K4, como se
espera de la pérdida de la actividad enzimatica de PRC2 y LSD1 en estos loci(395).
Ademas, los ratones HOTAIR knockout han mostrado fenotipos de transformacion
homeodtica esquelética, que son tipicos de las mutaciones que afectan a la represion
mediada por Polycomb(405). Un ejemplo de un IncRNA que interactia con el
complejo PRCI es el IncRNA amplificado focalmente en el cromosoma 1 (FALI).
La interacciéon de FALI con BMII, una subunidad esencial de PRCI, regula su
estabilidad proteica(407). La eliminacion de FALI en lineas celulares de cancer de
ovario conlleva cambios en la expresion génica, una progresion mas lenta del ciclo
celular y la induccién de la senescencia, similar a los efectos de la eliminacion de
BMI1(407). Este ultimo fenotipo podria rescatarse parcialmente mediante la
eliminacion del factor promotor de la senescencia CDKNIA (p21)(407). Datos
adicionales de secuenciacion epigenética ChIP han sugerido que BMII se une al
promotor de CDKNIA y, junto con FALI, suprimen la expresion de esta diana y de
otros genes(407,408). ANRIL, un IncRNA transcrito a partir del locus supresor de
tumores INK4B-ARF-INK4A, ha sido encontrado en una familia con tumores
hereditarios del sistema neural-melanoma con un papel importante en la
tumorigénesis(409,410). ANRIL recluta CBX7 (un componente PRC1/) a través de un
mecanismo dependiente de POLII en su locus para reprimir los genes vecinos
INK4BARF-INK4A4, antagonizar la senescencia celular y promover indirectamente la

actividad del ciclo celular(411,412).

2- Modulacién de la metilacion del ADN

La mayoria de los estudios de IncRNAs descritos en el este contexto han evidenciado
que van en contra de la metilacion del ADN. Con frecuencia, la transcripcion de los
ARNSs no codificantes, que interactiian con las DNMT, mantiene un locus libre de
metilacion del ADN(413-415) (Figura 12). Un andlisis global de todos los IncRNA
que se unen a DNMTT1 ha podido demostrar que los loci cuyos productos de ARN

interactian con DNMT]1 tienen niveles mas bajos de metilacion del ADN que otros
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3-

loci(415). En el caso del reductor del ADN de anti sentido 7cf2/ (TARID), mantien
el gen codificador de proteinas (7cf2/) en la hebra de ADN opuesta libre de
metilacion del ADN requerida, GADDA45A, y las proteinas TET, datos que apuntan a

un mecanismo que implica la desmetilacion activa del ADN(414).

Remodelacidon de la cromatina

Ademas de la interaccion con complejos enzimaticos, que modifican la cromatina de
forma covalente, también se ha demostrado que los IncRNA controlan los complejos
de remodelacion de la cromatina que pueden alterar el espaciado de los nucleosomas
de una manera dependiente de la energia. Por ejemplo; en el cadncer de prostata, los
analisis de expresion génica han reportado que SWI/SNF y el IncRNA SChLAP1
tienen funciones opuestas. SChIAP1 interacttia con la subunidad SNF5 del complejo
de remodelacion de cromatina SWI/SNF e inhibe globalmente la unién de SWI/SNF
a la cromatina, lo que posteriormente conduce a la desrepresion de la actividad
génica en todo el genoma(416). El complejo SWI/SNF también puede ser reclutado
por IncRNAs y mediar en la activacion de genes, como se ha encontrado en estudios
con células madre de carcinoma hepatocelular(417). Un IncRNA, IncTCF7 o la via
de sefializacion WNT que activa el ARN no codificante (WSPAR), que es transcrito
200 kb anterior en la cadena de TCF7, puede reclutar SWI/SNF para el promotor de
TCF?7y, por lo tanto, activar la expresion de T7CF7 y la sefializacion de WNT(417).

Interaccion con factores de transcripcion

También se ha demostrado que los factores de transcripcion interactiian con los
IncRNA tanto en cancer como en otras enfermedades. Ciertos IncRNAs se han
relacionado de diferentes maneras con factores de transcripcion de la via NF-KB. El
IncRNA Lethe puede interactuar con RelA y evita que se una al ADN(418). E1 ARN
extragénico de ciclooxigenasa-2 (COX-2) asociado a pS0 (PACER), por otro lado,
secuestra p50, que forma homodimeros y es represor a una alta concentracion, reduce
su concentracion y le permite formar heterodimeros activadores con p65(419). Otro
IncRNA, Inc de células dendriticas (Inc-DC) se une al factor de transcripcion STAT3

en el citoplasma y evita su desfosforilacion por SHP1, activando asi STAT3 y, por lo
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tanto, la diferenciacion de células dendriticas(420).

Un ejemplo especifico en oncologia podria ser el mecanismo mediado por IncRNA
que vincula la unién del factor de transcripcion y las modificaciones de la cromatina
para la resistencia del antiestrogeno 4 (BCAR4) del cancer de mama. Este IncRNA
se une a la proteina 1 de interacciéon nuclear SMAD (SNIPI) y una fosfatasa
(PNUTS) involucrada en la regulacion de la ARN polimerasa II. En respuesta a la
estimulacion de citocinas, BCAR4 eleva el efecto inhibidor de SNIPI sobre p300,
una histona acetil transferasa y activador transcripcional. Las histonas acetiladas son
necesarias para el reclutamiento de PNUTS mediado por BCAR4, que a su vez

conduce a la polimerasa II activa en los genes controlados por GLI2(421).

Regulacion del genoma a través de formacién de bucles y de potenciadores

Esta bien descrito en la bibliografia que las transcripciones de ARN producidas en
potenciadores activos son funcionalmente importantes(422—424). Un buen ejemplo
de este mecanismo en cancer podria ser los IncRNAs PRNCR1 y PCGEMI1, que

promueven el bucle potenciador-promotor en las células de cancer de prostata(425).

Regulacidon postranscripcional

Se cree que los LncRNAs que se encuentran principalmente en el citosol estan
involucrados en la regulacion génica en el nivel postranscripcional (Figura 12). Por
tanto, hay diferentes experimentos que han demostrado que varios IncRNAs pueden
influir en los patrones de empalme de genes especificos o de forma global al
interactuar con factores de ensamblaje. Por ejemplo, MALATI es un IncRNA
altamente expresado en el nicleo y es un componente general de la maquinaria de
empalme y on un rol para varios tipos de tumores en este contexto(426,427).
También podemos destacar el papel especifico en el citoplasma para el ARN no
codificante IncRNA activado por dafio en el ADN (NORAD)(428). NORAD
secuestra proteinas PUMILIO vy, por lo tanto, promueve la estabilidad gendémica
(Figura 12). La abolicion de NORAD conduce a la hiperactivacion de PUMILIO, lo
que provoca inestabilidad cromosomica y aneuploidia debido a la represion de los

ARN mensajeros diana de PUMILIO que funcionan en la replicacion del ADN, la
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mitosis y la reparacion del daiio del ADN(428).

Finalmente, hay que destacar el papel importante de los IncRNAs en la diferenciacion y
proliferacion celular. Son conocidos diferentes estudios que demuestran IncRNA como
H19(429), Xist(399,430) o NEAT1(431) en la diferenciacion y proliferacion de tejidos
o el desarrollo de la maquinaria hormonal. Estas funciones, fundamentales para el
desarrollo celular, nos dan una idea de su influencia en el desarrollo y evolucion de las

células tumorales cuando se encuentran desregulados.
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Figura 12. Representacion esquematica de los mecanismos celulares que involucran

IncRNAs. Adaptado de (432)

1.2.3.3. LncRNAs v cancer

El cancer estd muy ligado a las diferentes funciones de los IncRNAs. Incluso antes de la
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era de la secuenciacion de proxima generacion, algunos estudios ya habian demostrado
que los IncRNAs estaban desregulados en cancer(433—435). La agrupacion en patrones
de expresion de IncRNAs se ha podido identificar en diferentes tipos de tumores (Figura
13), sugiriendo ademas una alta probabilidad de prediccion de la respuesta a la terapia
dirigida. Podemos destacar el estudio del proyecto del atlas del genoma del céncer
(TCGA) que analizé muestras de mas de 5000 tumores. Los datos que mostraron que,
habia aproximadamente la misma cantidad de genes codificantes de proteinas y de
IncRNA desregulados; ademas, el 60% de los IncRNA mostraban especificidad para un
solo tipo de tumor(436).

Ademas, las alteraciones del numero de copias somaticas que se encuentran en el tejido
canceroso a menudo incluyen loci de IncRNAs(407,436,437). Por ejemplo, IncRNA
FALI es un IncRNA que se ha encontrado amplificado en varios tipos de tumores
diferentes, participando en la tumorigénesis a través de un mecanismo mediado por
BMII, se ha correlacionado el nivel de expresion y el nimero de copias con la
supervivencia del paciente(407). Ademas, se ha demostrado que varios IncRNAs son
prondsticos para la SG o el tiempo libre de enfermedad (TLE)(416,421,438). En un
estudio diferente, la inhibicion de MALAT1 después de la induccion del tumor en ratones
redujo la formacion de metéstasis en un modelo de cancer de pulmén y en un modelo de
cancer de mama metastasicos(438). Los ratones knockout para MALAT1 no mostraron
fenotipos evidentes(433,434,438), lo que sugiere que la regulacion a la baja de MALAT1
en humanos podria no ser perjudicial para las células humanas normales, lo que lo

convierte en un objetivo atractivo para la aplicacion en pacientes.

Los IncRNAs estan implicados en numerosos procesos bioldgicos celulares, sobre todo
en la invasion y en la formacion de metéstasis en la progresion de la enfermedad maligna.
Un mecanismo que las células pueden emplear para prevenir la formacion de tumores es
la senescencia inducida por oncogenes(410). El locus INK4B-ARF-INK4A, que juega un
papel importante en la senescencia, es silenciado en las células en proliferacion por las
proteinas del grupo Polycomb. Este mecanismo depende del IncRNA ANRIL, que se
transcribe desde dentro del locus y actua en cis(410,439,440). Ademas, el gen MIR31HG
ubicado 400 kb en la parte anterior del locus INK4B-ARF-INK4A, también codifica un
IncRNA involucrado en la regulacion de INK4A4(441). Un tercer IncRNA que funciona

99



en la senescencia, UCAI, estabiliza los ARN mensajeros de los genes que codifican
proteinas implicados en la via de la senescencia, probablemente mediante el secuestro de
hnRNPKA1(442). Ademas, el supresor de tumores p53 y sus vias de sefalizacion
asociadas incluyen IncRNAs. Por ejemplo, p53 se une y regula numerosos IncRNA, como
lincRNA-p21, que a su vez regula la expresion génica junto con p53 y p21(443—446).
Hay multiples estudios que relacionan diferentes subtipos de IncRNAs especificos de los
diferentes tipos tumorales; la siguiente figura, muestra de forma grafica y resumida los

IncRNAs junto con los tipos de cancer a los que se asocia.

Céncer cerebral Leucémia

H19, CRNDE, ADAMTS9-AS2,
DISC2, MALAT1, POU3F3,
MEG3, CASC2, TSLC1-AS1

CRNDE, HOTAIRM1, DLEU1,
DLEU2, LUNAR1, BGL3,
CCDC26, XIST, NEAT1, UCA1

Céncer de Pulmén
Céncer de mama

MALAT1, NEAT1, SPRY4-IT1,

ANRIL, HNF1A-AS, UCA1, HOTAIR,
GASS5, MEG3, CCAT1, MVIH,
BANCR, PANDAR, EVADR, PVT1,
H19, SOX2-0T
4 {
Hepatocarcinoma 7

HULC, Linc0152, HEIH, HOTTIP,
HOTAIR, MALAT1, DILC, ZFAS1,

MEGS3, PRAL, LALR1, LET, MVIH,
PCNA-AS1, TUC338, UCO01CR

HOTAIR, ANRIL, DANCR, NEAT1,
HIF1A-AS, ZFAS, XIST, HOTAIRM1,
TOPORS-AS1, LSINCT-5

Céncer gastrico

UCA1, H19, GHET1, CCAT1,
LINC00152, LSINCT-5, PTENP1,
TUG1, HOTAIR, PVT1, GASS,
AA174084, GACAT2, FER1L4

Cancer de péncreas Céncer de ovario
H19, HOTAIR, HOTTIP, MALAT1,
GASS, HULC, PVT1, LincRNA-RoR,
AF339813, ENST00000480739,
AFAP1-AS

H19, LSINCT-5, XIST, HOST2,
NEAT1, HOTAIR, PVT1,
CDKN2BAS, CCAT2, BC200

5 Céncer vesical
Cancer renal

PVT1, LET, PANDAR, PTENP1,
HOTAIR, NBAT1, LINC00S63,
MALAT1, SPRY4-IT1, KCNQ10T1,
GASS5, RCCRT1, HIF1A-AS

Céncer colorrectal

CCAT1, CCAT2, CCAT1-L, CRNDE,
E2F4, HOTAIR, HULC, MALAT1,
H19, FER1L4, PTENP1,
KCNQ10T1, T-HCRs, UCA1

UCA1, UCAla, HOXD-AS1, TUG1,
ncRAN, H19, MALAT1, GHET1,
lincRNA-p21, MEG3, SPRY4-IT1,
Linc-UBC1

Céncer de préstata

PCAT1, PCAT6, PCAT18, PCA3,
PCGEM1, MALAT1, PVT1,
LincRNA-p21, PRNCR1,
CTBP-AS, TRPM2, SCHLAP1

Figura 13. Representacion grafica de los principales IncRNAs que se han relacionado

con los diferentes subtipos tumorales(447).

De la misma forma que se ha resaltado para los miRNAs de manera especifica, los
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IncRNAs pueden actuar en diferentes contextos con una funcidén oncogénica, supresora

de tumores o diferente seglin el contexto en que se expresen y deban actuar.
A- LncRNAs como oncogenes

Muchos IncRNAs cuyas funciones celulares se han estudiado funcionan como oncogenes
que promueven el crecimiento tumoral y, a menudo, se sobreexpresan en el cancer.
HOTAIR es uno de los IncRNA oncogénicos mejor estudiados que se ha caracterizado,
es un regulador de la familia de genes HOX, que ayudan a controlar la identidad
celular(406). Sin embargo, HOTAIR tiene un papel mas global en el control de la
represion génica mediante la seleccion de PRC2 y LSD1/CoREST/REST, como se ha
comentado en el apartado anterior(448,449). La sobreexpresion de HOTAIR se ha
asociado con un mal pronostico en el cidncer de mama y otros tipos tumorales,
posiblemente al aumentar la metastasis y la invasion del tumor(395,405,432,449,450).
Otro IncRNA oncogénico y tumor especifico es SAMMSON, que es necesario para el
crecimiento y la supervivencia celular, independientemente del estado mutacional de
TP53, BRAF o NRAS en melanoma(451). SAMMSON promueve el crecimiento celular
a través de interacciones con las proteinas p32, CARF y XRN2 que ayudan a equilibrar
la maduracion del ARN ribosémico y la sintesis de proteinas en el citosol y las
mitocondrias(451,452). Es importante destacar que el silenciamiento de SAMMSON en
modelos de PDX murinos inhibe el crecimiento tumoral, lo que demuestra el potencial
terapéutico de este IncRNA(451). Se han descrito varios IncRNAs oncogénicos
novedosos, incluidos THOR(453) y ARLNC1(454), asi como DSCAM-AS1(455), como

ejemplos mas destacados de una larga lista (Tabla 10).
B- LncRNAs como supresores de tumores

Algunos IncRNAs actuan contra el desarrollo del cancer al prevenir la proliferacion,
activar la apoptosis, mantener la estabilidad gendmica o promover la expresion de
supresores de tumores. Por ejemplo, MEG3 es uno de los IncRNA supresores de tumores
mejor caracterizados. Ademas de regular la via de T7GF-b, MEG3 regula a la baja la
expresion de MDM?2 y aumenta los niveles de proteina p53; la regulacion de estas y otras
vias conduce a una disminucién de la proliferacion celular(456—458). De acuerdo con su

estado como supresor de tumores, a menudo se observa en los tumores la pérdida de
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copias de MEG3 y el aumento de la metilacion de CpG de su promotor(432,456). GASS
es otro IncRNA con funciones supresoras de tumores, a menudo reguladas a la baja en
cancer y con evidencia in vivo en modelos de mama y glioblastoma(447,459,460).
Ademas, GASS5 también participa en interacciones con miRNAs que, en tltima instancia,
pueden conducir a una disminucidon de la proliferacion celular y un aumento de la

apoptosis, asi como a una disminucion del potencial migratorio(459,460).
C- LncRNAs dependientes del contexto funcional

Muchos IncRNAs muestran funciones tanto supresoras de tumores como oncogénicas
segun el contexto en que se expresen y actien y el tipo celular al que se dirijan. Por
ejemplo, en el cancer de mama, el IncRNA NKILA regula negativamente la sefializacion
del factor nuclear kB (NF-kB) y la inflamacion. En modelos de raton con lineas celulares
de cancer de mama humano que sobreexpresan NKILA, se redujeron las metéstasis y se
obtuvo una mayor supervivencia, lo que sugiere un papel supresor del tumor(346,461).
Sin embargo, también se ha demostrado que el aumento de NKILA puede promover la
evasion inmune del tumor, una propiedad oncogénica, a través de la muerte celular

inducida por la activacion de los linfocitos T citotoxicos y las células Th1(462)

Se han realizado multiples estudios que han encontrados diferentes IncRNAs en
relacion con la mayoria de los tumores. Ademas, se expresan especificamente en ciertos
tipos de cancer y se detectan circulantes en fluidos corporales como la sangre y/o la
orina(400,447,463). Los LncRNAs son una nueva clase de biomarcadores y potenciales
dianas terapéuticas para el tratamiento del cancer. La siguiente tabla (tabla 10)
representa los principales IncRNAs y sus posibles aplicaciones como biomarcadores en

multiples subtipos de tumores(447).
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Tabla 10. Representacion grafica de los principales IncRNAs que se han relacionado

con los diferentes subtipos tumorales(447).

Tipo tumoral IncRNA Potencial aplicacion
PCA3, LincRNA-
Cancer de prostata p21, PCAT-18, Pronostico, recurrencia, metastasis,
cet de pros MALATI, PVTI, estatificacion, agresividad, deteccion precoz.
TRPM2

Cancer de mama

ZFAS, HOTAIR,
RP11-445H22 .4,
HIFT1A-AS2,
AK124454

Deteccion, recurrencia.

Céancer de pulmoén

MALATI1, SPRY4-
IT1, ANRIL,
NEATI1, UCA1

Deteccion precoz, deteccion.

Cancer colorrectal

HOTAIR, CCATI,
CCAT2, FERIL4,
XLOX_006844,
LOC152578,
XLOC_000303

Deteccion, recurrencia, metastasis.

HOTAIR, uc001ncr,

Recurrencia tras trasplante hepatico,

Hepatocarcinoma AX800134, HULC, . , . I
deteccion, metastasis, prondstico.
HEIH
. UCAI, H19, . .y . )
Leucemia HOTAIR Identificacion de subtipos de leucemia aguda.
Cancer de vejiga CRNDE Deteccion, diagnostico precoz, SG.
Cancer de ovario NEATTI1 Invasion, prondstico.
LET, PVTI1,

Cancer renal

PANDAR, PTENP1

Deteccion temprana.

Cancer cervical

HOTAIR

Deteccion temprana, recurrencia.

Cancer de esofago

POU3F3, HNF1A-
AS1, SPRY4-IT1

Deteccion temprana.

H19, CUDR, Deteccion temprana, pronostico, deteccion
Cancer gastrico LSINCT-5, PTENPI, diaenéstico t P P ’ )
LINC00152 iagndstico temprano.
1.2.3.4. LncRNAsy CR

Las funciones de los IncRNAs en cancer de colon y recto incluyen el splicing, degradacion,

transcripcion y traduccion de ARN(464). Ademas, pueden regular la migracion, invasion y
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proliferacion de las células actuando sobre los miRNAs de forma competitiva o uniéndose a
estos(465). Estan implicados en la carcinogénesis colorrectal actuando como oncogenes o
genes supresores de tumores, asi como interactuando con el ADN, el ARN vy las
proteinas(466). Podriamos destacar su la participacion en la resistencia a la quimioterapia o
la radioterapia en este tipo tumoral a través de varios mecanismos, como la modificacion
epigenética o la interaccion con otros miRNAs, regulando la expresion de varios genes
involucrados en procesos celulares clave como la invasion y la formacion de metéstasis, la
apoptosis, y la proliferacion y diferenciacion celular(467). Incluso se pueden encontrar en
sangre periférica (suero y plasma), como hemos destacado para los miRNAs y pudiendo ser
unos buenos biomarcadores de biopsia liquida(464). En las células y tejidos del CCR, algunos
IncRNAs tienden a sobreexpresarse y se asocian con un mal prondstico y la formacion de

metastasis en los pacientes con CCR(468,469).

Podemos destacar algunos de los IncRNAs que tienen un papel méas importante en tumores
de colon y recto. Es importante tener en cuenta que la gran mayoria de estudios se han
realizado con muestras de tumores colorrectales y no en concreto de tumores rectales
unicamente. Por ejemplo, HOTAIR (que interactia con PRC2(470), altera la epigenética
celular y la expresion génica(464)) se sobreexpresa en las células epiteliales tumorales, lo
que conduce a la metilacion de las histonas y la invasion tumoral(471). Ademas, su expresion
esta estrechamente asociada con varias proteinas, como la vimentina, la metaloproteinasa de
la matriz extracelular y la E-cadherina, que estan involucradas en la invasion, la formacion
de metastasis, el estadio tumoral y la angiogénesis del CCR(472). Un estudio en muestras de
sangre y tejidos de CCR demostré que la sobreexpresion de HOTAIR se correlaciona con
una alta tasa de mortalidad(471). Otro ejemplo en tejidos y células de CCR es MALATI que
promueve la proliferacion, invasion, migracion y metastasis de ganglios linfaticos de células
cancerosas al activar AKAP-9(473). MALAT]1 mejora la expresion de AKAP-9 al promover
la expresion de SRPK1 y fosforilando SRSF1 en células CCR(474). Otro IncRNA, el
transcrito 1 asociado con el cancer de colon (CCATI1), estd regulado al alza en todos los
estadios de adenomas y adenocarcinomas colorrectales(468). En concreto, CCAT1 tiene un
papel oncogénico en la activacion de MYC en tejidos de CCR, promueve la proliferacion e
invasion celular al unirse directamente a la regién promotora miR-155(469). Por otro lado,

CCAT2 (Colon cancer-associated transcript 2) interactiia directamente con el factor de
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transcripcion 7-like 2 y provoca una regulacion positiva en la expresion de MYC, que regula
miR-17p y miR-20a, esto conduce a la inestabilidad gendémica y promueve Ila
metastasis(466,475). UCA1 esta regulado al alza en los tejidos de CCR y desempeia un papel
en la promocion de la proliferacion celular al aumentar la carcinogénesis e inhibir la
apoptosis(476). Es interesante destacar que la proteina de CRNDE se sobreexpresa
diferencialmente en un 90 % en los tejidos CCR(477). La variante de transcripcion 1
(CRNDE-h) se expresa en gran medida en los tejidos de CCR y su elevacion se ha
correlacionado con el tamafio tumoral, formacion de metéstasis a distancia y en ganglios
linfaticos, y una menor SG(478). Ademas, Han et al. observaron que la eliminacion de
CRNDE y miR-181a-5p dio como resultado una inhibicion de la proliferacion celular y una
reduccion de la resistencia a la quimioterapia a través de la via de sefializacion de Wnt/B-
catenina(479). Otro IncRNA, H19, regula proteinas de la familia de la ubiquitina ligasa E3 o
del supresor de tumores de retinoblastoma(480). La regulacion positiva de H19 en tejidos
CCR estd implicada en una diferenciacion deficiente y tumores mas avanzados(481).
Finalmente, se ha encontrado que el supresor tumoral GASS estd regulado a la baja en el
CCR, y sus bajos niveles se han asociado con una enfermedad més avanzada gracias a su
capacidad para unirse al receptor de glucocorticoides, la desregulacion del metabolismo y la

supervivencia celular(482,483).

1.2.4.  LincRNA-p21

Entre los més de 100.000 IncRNAs (LNCipedia 2.0) que se han descrito, lincRNA-p21 (ARN
no codificante intergénico largo p21) es uno de los mejor caracterizados(401,445).
LincRNA-p21 se localiza en el cromosoma 6p21.2, en la via ascendente del gen regulador
del ciclo celular p21/Cdkn1a, se describid por primera vez como un inductor de la apoptosis
dependiente de p53 en fibroblastos embrionarios de raton(446). LincRNA-p21 tiene dos
isoformas que contienen un solo exdén y elementos repetidos invertidos Alu(484). También
es denominado TRP53CORI1 (tumor de proteina P53 Pathway Corepressor 1) y diversos
estudios han podido demostrar que tiene una funciéon importante en el inicio y el progreso de

varios tipos de tumores.

LincRNA-p21 suprime la expresion de proteinas como p53 al dirigirse a los ARN mensajeros
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o al reclutar proteinas de unién a la cromatina(485), ya que contiene varios partes que
interactian con los ARN mensajeros diana, diferentes miRNAs y las proteinas de union al
ARN(486). Ademas, se ha demostrado que lincRNA-p21 esta involucrado en el desarrollo
de diferentes tumores a través de las principales vias de la carcinogénesis. En consecuencia,
la sobreexpresion de lincRNA-p21 puede suprimir la invasion tumoral por la via Notch(487).
Ademas, suprime la progresion del cancer de prostata mediante la induccion de la apoptosis
y el control de la expresion génica aguas abajo de p53(488). De hecho, juega un papel
importante como moderador en diferentes procesos bioldgicos, como la respuesta al dafio del
ADN, la apoptosis y la proliferacion celular(489). De igual modo, lincRNA-p21 es inducido
por la respuesta al dafio del ADN; luego, lincRNA-p21 recluta hnRNP-K (ribonucleoproteina
K nuclear heterogénea) en el promotor de p21, que es crucial para la interaccion entre los
promotores de p53 y p21 y, finalmente, potencia la expresion de p21(485). Los estudios in
vivo e in vitro sobre cancer han resaltado la funcion supresora de tumores de lincRNA-p21
en diferentes tipos tumorales(488,490—492). Varios estudios han demostrado que lincRNA-
p21 se encuentra reducido en multiples tipos de cancer, como el cancer gastrico(493), la
leucemia linfocitica cronica(494), el carcinoma hepatocelular(487), el cancer de pulmoén de
células no pequenias(495), el cancer o el cancer de prostata(488). Mas alla de su funcion
reguladora, lincRNA-p21 se ha detectado en fluidos corporales como sangre, suero, plasma

y orina; por lo tanto, podria sugerirse como un biomarcador potencial para cancer (496).

1.2.4.1. Mecanismos de accién y procesos celulares con participacion de lincRNA-

p21

Desarrollaremos a continuacién los principales procesos biologicos del cancer en los que se

ve implicado lincRNA-p21:

1- Apoptosis, proliferacion celular v ciclo celular

Una de las principales caracteristicas de lincRNA-p21 es que es un importante regulador
de la apoptosis y la proliferacion celular mediante la sefializacion de p53 e inhibiendo la
traduccion del gen diana. Se ha podido demostrar que lincRNA-p21 con p53 pueden
controlar el numero de genes reguladores de la apoptosis y la proliferacion celular(497).
En este mismo estudio, los autores observaron que la supresion de lincRNA-p21 y p53

conducen a la inhibicidon de genes de apoptosis como Perp y Noxa, asi como a la
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activacion de genes de supervivencia celular como Stat3, Atf2 y Bcl213(497). Ademas, la
sobreexpresion de lincRNA-p21 da como resultado la apoptosis celular después de la
induccion del dafio en el ADN(497). En este sentido, otro grupo reportd que lincRNA-
p21 interactiia con MDM?2, liberando asi p5S3 de MDM2, y permitiendo que p53 se una a
p300, lo que resulta en un aumento de la actividad de p53(498). Ademas, otro estudio
demostrd que la induccion de apoptosis por INGIb depende de la expresion de lincRNA-
p21(499). En consecuencia, con un impacto importante en la via de p53. ING1b puede
unirse al promotor lincRNA-p21 y también controla el nivel de expresion de lincRNA-
p21. Ademas, es necesario para inducir lincRNA-p21 por p53(499). Por lo tanto,
podemos concluir de esta informacion que lincRNA-p21 puede interactuar con las vias
de sefializacion de p53 e ING1b (figuras 14 y 15). Es interesante destacar los resultados
de Hall et al., su estudio demostr6 que la regulacion negativa de lincRNA-p21 suprime
la apoptosis inducida por la radiacion de rayos ultravioleta Tipo B (UVB) en
queratinocitos de humanos y ratones, mientras que la expresion reducida de lincRNA-
p21 no tiene impacto en la proliferacion celular de los queratinocitos antes y después del
tratamiento con UVB(491) (figura 16). Ademads, una mutaciéon en un solo alelo p53
bloquea la activacion de la expresion de lincRNA-p21 inducida por UVB y luego inhibe
la apoptosis; por tanto, este alelo puede ser prooncogénico en el cancer de piel(491). Por
el contrario, Yang ef al. observaron que, la sobreexpresion de lincRNA-p21 inhibe la
apoptosis, mientras que su eliminacion aumenta la apoptosis en muestras de tejidos
cancer de pulmén de células no pequenas(500). El impacto de lincRNA-p21 en la
apoptosis en este estudio estuvo mediado por la regulacion a la baja de PUMA, un
modulador de apoptosis que se regula al alza por p53(500,501). De hecho, PUMA es un
factor proapoptdtico que reprime algunos de los factores de transcripcion antiapoptoticos

como Mcl-1, Bcl-2, Bel-XL, Bel-Wy A1(502,503).

Es importante destacar el papel de lincRNA-p21 en el ciclo celular. La regulacion a la
baja de lincRNA-p21 se ha demostrado que participa en la suspension del ciclo celular y
disminuye la apoptosis(504). Por ejemplo, la regulacion al alza de lincRNA-p21 ha
demostrado una detencion de G1 en células HN6 y Cal27, asi como la reduccion de los
niveles de expresion de varios factores reguladores del ciclo celular, como la ciclina B1

y la ciclina DI, junto con la induccion de la apoptosis en el carcinoma de células
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escamosas de cabeza y cuello(490). Asimismo, lincRNA-p21 puede disminuir la
expresion de HIF-1a, reducir los niveles de VEGF, prevenir la proliferacion e invasion
celular y finalmente aumentar la apoptosis de las células de hepatocarcinoma
MHCC97H(505). Del mismo modo, el aumento de la expresion de lincRNA-p21 suprime
la invasion, la transicion del ciclo celular desde GI1, la proliferacion celular y la
migracion, y también activa la apoptosis de la linea celular de cancer de esofago a través
del aumento de la expresion de p21 y reduccion de la expresion de ciclina D(504). Por
tanto, podriamos concluir que silenciar lincRNA-p21 conduce a niveles reducidos de p21,
reordenamiento del estado de cromatina de algunos genes diana del complejo polycomb,
disminucién de la eficiencia de G1/S y aumento de proliferacion celular(485). Es
importante destacar el control de lincRNA-p21 sobre la via de sefalizacion Wnt/f-
catenina, la supresion de lincRNA-p21 aumenta la proliferacion celular mediada por esta

ruta(500).
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Figura 14. Representacion grafica de las principales vias de actuacion de lincRNA-p21

en la apoptosis y la proliferacion celular(507).

2- Metabolismo

Las células tumorales presentan un fenotipo metabdlico tinico al que denominamos efecto

Warburg, se caracteriza por una glucdlisis aumentada y una fosforilacion oxidativa
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reducida, incluso en presencia de oxigeno(508). En un ambiente tumoral es comun tener
hipoxia, lo que provoca un aumento de la glucdlisis(508). HIF-1 es un factor de
transcripcion con un papel mediador clave de la respuesta hipdxica, se trata de un
heterodimero que incluye HIF-la como subunidad sensible al O2 y HIF-1B como
subunidad expresada constitutivamente(509). En condiciones normoxicas, HIF-1a se
hidroxila en el residuo de prolinero 402 y/o 564 por las proteinas del dominio prolina
hidroxilasa(510). Hay que tener en cuenta que la proteina von Hippel-Lindau (VHL)
actia como una ubiquitina E3 ligasa que identifica la subunidad HIF-la tras la
hidroxilacion(511). Experimentos con diferentes lineas celulares han podido demostrar
que, en condiciones hipdxicas, lincRNa-p21 estd aumentado en comparaciéon con
situaciéon de normoxia teniendo de esta forma un papel destacado en el efecto
Warburg(512). LincRNA-p21 y HIF-la se unen competitivamente a VHL; es decir,
cuando lincRNA-p21 aumenta, HIF-la se disocia del complejo VHL-HIF-la
acumuldndose y activando el efecto Warburg a través de la regulacion al alza de la

glucolisis y la regulacion a la baja de la fosforilacion oxidativa(512).
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Figura 15. Representacion grafica de los mecanismos regulatorios de lincRNA-

p21(513).
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3- Tumorogénesis

Como hemos comentado en secciones anteriores, los IncRNA, incluido el lincRNA-p21,
tienen una gran participacion en la carcinogénesis. Sin embargo, el papel de lincRNA-
p21 no estd muy claro, ya que influye tanto a favor como en contra de este proceso. En
concreto, lincRNA-p21 inhibe la traduccion de S-catenina, conduciendo a la regulacion
negativa de los niveles de proteina de f-catenina presentando un papel supresor de la
tumorogénesis(514). Sin embargo, su papel en el efecto Warburg nos sugiere un papel
oncogénico(512). Otras de las dianas de lincRNA-p21 es STAT3, al que se une
directamente inhibiéndolo de sefiales tumorigénicas. Es decir, la regulacion a la baja de
lincRNA-p21 reduce su interaccion con STA73 aumentando su actividad transcripcional
y, por tanto, la progresion tumoral(490,507). Ademas, hay estudios que indican que la
baja expresion de lincRNA-p21 en las células madre cancerosas conduce a la activacion
de la tumorigénesis, mientras que una mayor expresion tiene un efecto contrario(515).
Probablemente hay més estudios en favor de que lincRNA-p21 es un supresor de la
carcinogénesis, aunque participe de forman indirecta en otros procesos que la
favorezcan(504,516). Incluso hay estudios que sugieren que podria ser un biomarcador

de cancer(516).

4- Reprogramacion celular

La reprogramacion celular es uno de los procesos con un papel importante en la invasion
celular y el desarrollo de metastasis, ya que permite a las células diferenciadas adquirir
caracteristicas de cé¢lulas pluripotentes(517-519). LincRNA-p21 puede bloquear la
reprogramacion celular somatica mediante la metilacion de CpG en los promotores de un
subconjunto de genes como Lin28a y el mantenimiento de H3K9me3 en los promotores
de genes de la pluripotencialidad como Nanog(393,520). Estos procesos vienen mediados

por hnRNP-K, al que lincRNA-p21 se une directamente a lincRNA-p21(485,497).

5- Invasién y metéstasis

La invasion tumoral y la metastasis son las principales causas de mortalidad por cancer.
Se produce cuando las células pierden la adhesion y rompen la matriz reticular para poder
salir al torrente sanguinea y depositarse en ciertos drganos o estructuras corporales donde

creceran posteriormente(521,522). En este proceso tiene un papel fundamental la
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transicion de las células perdiendo sus caracteristicas epiteliales que le permiten
conformar grupos celulares normales y estructurados hacia células mesenquimales con
capacidad de invasioén(523), proceso que se conoce con el nombre de transicion epitelio-
mesénquima (epitelial mesechymal transition en inglés, EMT), ademas, cuando las
células se depositan para formar las metastasis tienen la capacidad de volver a adquirir
caracteristicas de células epiteliales(proceso inverso, MET)(518). Se ha podido estudiar
la participacion de lincRNA-p21 en este ambito; por ejemplo, puede inhibir la invasion
y la metastasis de cancer géstrico, hepatocarcinoma o cancer colorrectal. Un experimento
llevado a cabo en lineas celulares de cancer gastrico reportd que tras la pérdida contacto
de célula-célula, los niveles de vimentina y N-cadherina mejoran tras la desactivacion de
lincRNA-p21 mediante la via Hippo y la activacion de YAP(493). Ademas, se ha revelado
que lincRNA-p21 activa la EMT en la via descendente mediada por miRNAs(487), pero
también se ha demostrado que el aumento de la expresion de lincRNA-p21 puede
suprimir la EMT a través de la via de Notch(524). En este sentido, lincRNA-p21 regula
negativamente miRNA-9, que a su vez regula negativamente la E-cadherina y la adhesion
celular(524). Por lo tanto, lincRNA-p21 podria reprimir el desarrollo del
hepatocarcinoma a través de la via de sefalizacion miR-9/E-cadherina(487). Por otro
lado, la regulacion positiva de lincRNA-p21 ha dado como resultado la disminucion de
las proteasas MMP2 y MMP9 de la matriz, y viceversa(507); otro de los actores
fundamentales en la desestructuracion de la matriz como paso previo a la invasion

celular(525).

6- Angiogénesis

La angiogénesis es un factor clave en el crecimiento del tumor y la metastasis. La
angiogénesis activa la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos
existentes gracias, entre otros, a los factores angiogénicos como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) o la hipoxia(526,527). Existen diferentes vias de sefializacion
y moléculas para la induccién de la angiogénesis entre los que se encuentran los
IncRNAs(528). Por ejemplo, en un estudio muy interesante, Castellano et al. encontraron
que lincRNA-p21 desempefiaba un papel prondstico en cancer de pulmoén de células no
pequenias a través del control de la angiogénesis(495). En este sentido, observaron que,

la regulacion a la baja de lincRNA-p21 en condiciones de hipoxia provoca una reduccion
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en la expresion de genes relacionados con la angiogénesis (MMP2, PDGFB, VEGFA,
FGF2, granulina y EDIL3)(495). Estos genes estan implicados en varios procesos, como
la degradacion de la matriz extracelular, la metastasis, la formacion de células
endoteliales, la angiogénesis y la motilidad celular. El aumento de los niveles de
lincRNA-p21 en las células tumorales de los pacientes con cancer de pulmon de células

no pequefias se relacion6 con una mayor densidad microvascular(495).

7- Vias de senalizacién

Ademas, vale la pena mencionar de forma resumida que lincRNA-p21 participa en la
regulacion de algunas vias de sefializacion importantes en la proliferacion celular, el
crecimiento celular, el ciclo celular, la apoptosis y la metastasis, incluidas Wnt/B-
catenina(500), miR-9/E-cadherina(487), sefalizacion  de  Notch(507,524),
JAK2/STAT3(490,507) y AKT/mTOR(507,529). En este sentido, Wang et al. descubrio
que la eliminacién de lincRNA-p21 conduce a una mayor expresion de PKM2, asi como
a la activacion de la sefalizacion de AKT o mTOR(529). La via de sefializacion
PI3K/AKT/mTOR tiene una funciéon importante en la progresion del cancer, como el
cancer de prostata(529). De manera similar, la alta expresion de lincRNA-p21 inhibe la
via Wnt/B-catenina y, como se demostrd en un estudio, inactiva las células estrelladas
hepaticas a través del impacto de miR-17-5p sobre el factor inhibidor 1 de Wnt
(WIF1)(530). Es importante destacar que ademés se ha demostrado que lincRNA-p21
potencia la respuesta a la radioterapia para el CCR mediante la inhibicion de la via de
senalizacion de la f-catenina y el aumento de la expresion de Noxa, como gen pro-
apoptotico(531). LincRNA-p21 actlia a través de miR-181b para mejorar las expresiones

de activacion de PTEN (via de sefalizacion lincRNA-p21-miR-181b-PTEN)(532).
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Figura 16. Representacion grafica de los principales mecanismos de lincRNA-p21 en

cancer(513).

1.2.4.2. Relacién entre lincRNA-p21 v miRNAs

Es interesante saber que los IncRNAs tienen una interaccion con otros ARNs, incluidos los
miRNAs a través del emparejamiento de bases de acido nucleico, la interaccion IncRNA-
ARN mensajero conduce a la competencia entre ambos por unirse a los miRNAs (figura 17).
Por ejemplo, se ha demostrado que lincRNA-p21 podria inhibir la via Wnt/pB-catenina
mediante su unién a miR-17-5p en células estrelladas hepaticas(530). Ademas, lincRNA-p21
tiene capacidad para unirse a miR-1277-5p y regular el nivel de expresion de miR-1277-5p,
in vitro. La regulacion positiva de miR-1277-5p inhibe el impacto de lincRNA-p21 en la
apoptosis y la viabilidad celular(533).

Los mecanismos de regulacion cruzada entre IncRNAs y miRNAs se pueden dar a través de

varios mecanismos postranscripcionales.

A- Los miRNAs reducen la estabilidad de los IncRNAs, lo que resulta en la
modulacion de la cantidad de IncRNAs disponibles y afecta de esta forma a diferentes
procesos celulares(534). Por ejemplo, la uniéon de HuR, una proteina de uniéon a ARN,
a lincRNA-p21 produce el reclutamiento de let-7/Ago2 a lincRNA-p21 y a la
disminucién de la estabilidad de lincRNA-p21. De hecho, la sobreexpresion de let-
7b activa la degradacion del ARN que codifica lincRNA-p21 en células HeLa de
carcinoma de cuello uterino humano(514).

B- Los IncRNA también pueden secuestrar miRNAs lejos de sus ARN mensajero
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diana. Estos IncRNAs se conocen como "esponjas" o "sefiuelos" de miRNAs, y su
funcion es reducir la cantidad de miRNAs disponibles y aumentar la traduccion a
proteinas de sus ARN mensajeros(534). En concreto, IncRNA-p21 puede atrapar a
miR-451 para activar la apoptosis(535).

C- Los IncRNAs también pueden competir directamente con los miRNAs por la
union a sus ARN mensajeros diana eliminando la regulacion que ejercen los miRNAs
sobre la traduccion de los ARN(534).

D- Por ultimo, es interesante saber que algunos IncRNAs podrian generar miRNAs a

partir de sus propias regiones intronicas y exonicas(536).

En conjunto, lincRNA-p21 no solo puede unirse a los miRNAs directamente, como esponjas
o cebos de los miRNAs para modular sus funciones, sino que también puede ser el objetivo

de diferentes miRNAs que regulan su expresion y su funcion.

Figura 17. Representacion grafica de los principales miRNAs identificados con los que

lincRNA-p21 puede interaccionar en las diferentes vias biologicas celulares(507).

1.2.43. LincRNA-p21 v cancer

Como hemos visto anteriormente lincRNA-p21 estd implicado en el desarrollo y progresion
de diferentes enfermedades humanas, pero particularmente en el cancer. LincRNA-p21 es
muy sensible a la hipoxia y desempena un papel fundamental en la regulacion del efecto

Warburg mediante la regulacion de la via HIF-1a (ver seccion 1.2.4.1). El lincRNA-p21
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inducido por HIF-1a puede unirse a HIF-1ay VHL e interrumpir la interaccion VHL-HIF-
la(512). Ademas, lincRNA-p21 a su vez estabiliza HIF-1a, formando asi un circuito de
retroalimentacion positiva para asegurar la expresion de HIF-1a inducida por hipoxia en
condiciones hipoxicas(512) (Figura 15). El eje HIF-la-lincRNA-p21 facilita la

tumorigénesis, por lo que lincRNA-p21 tiene un papel destacado en cancer.

Otra via en la que lincRNA-p21 tiene un papel importante es la via de sefializacion Wnt/p-
catenina, con gran participacion en la carcinogénesis del CCR y en la sensibilidad de los
tumores a la radioterapia (ver seccion 1.2.4.4). LincRNA-p21 puede inhibir la via de
senalizacion de Wnt/B-catenina mediante la reduccion de la expresion de genes diana de -

catenina, como c-myc y ciclina D1(531).

Pero lincRNA-p21 también est4 asociado con tumores de piel, cancer de prostata y leucemia
linfocitica cronica(516,537-539). LincRNA-p21 regulado a la baja puede favorecer la
hiperproliferacion de queratinocitos y luego promover la formacion de tumores de piel en
modelos in vivo murino sin expresion de VDR(538). Ademas, lincRNA-p21 promueve la
apoptosis inducida por UVB en queratinocitos humanos y de ratéon(491). La mutacioén de un
unico alelo de p53 inhibe el efecto sobre la expresion de lincRNA-p21 inducida por UVB
evadiendo la apoptosis inducida por UVB, lo que nos muestra su funciéon prooncogénica en

el desarrollo del cancer de piel(491).

Los IncRNAs a menudo muestran una expresion especifica de tejido o de una enfermedad,
pudiendo considerarlos como potenciales biomarcadores. Un buen ejemplo es el estudio de
Isin et al., los autores encontraron que el lincRNA-p21 exosdémico puede actuar como un
biomarcador de estabilidad y diagnodstico no invasivo para la deteccion del cancer de
prostata(539). Ademas, lincRNA-p21 esta significativamente regulado a la baja en pacientes
con LLC(497), la disminucién del nivel de lincRNA-p21 en plasma se correlaciona con el
estadio de la enfermedad(516). En este contexto, podemos hablar también del papel de
lincRNA-p21 como biomarcador en cancer de pulmén. Se ha relacionado los niveles de
lincRNA-p21 con el prondstico en cancer de pulmoén de células no pequeiias a través de su
influencia en las vias de la angiogénesis(495). Este mismo grupo demostr6 en otro estudio
resultados en este sentido. Niveles altos de lincRNA-p21 en exosomas detectados en la

sangre de la vena de drenaje del tumor durante su reseccion, se asociaron con un peor
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pronostico en términos de SG y tiempo a la recaida. Los exosomas derivados de tumores
enriquecidos en lincRNA-p21 afectan a las células endoteliales al promover la formacion de
microvascularizacion y mejorar la adhesion de las células tumorales a las células endoteliales.
Por tanto, las vesiculas extracelulares ricas en lincRNA-p21 podrian ser un nuevo marcador
pronostico en pacientes con tumores pulmonares resecados, al promover la angiogénesis y la

formacion de metastasis(540).

1.2.4.4. LincRNA-p21 v CCR

No hay mucha informacién ni estudios realizados con lincRNA-p21 en CR. Sin embargo, si
hay evidencia de forma mas global en tumores colorrectales, incluyendo muestras de CR. El
nivel de expresion de lincRNA-p21 se ha encontrado mas bajo en tejido de CCR y en las
lineas celulares de CCR humano, lo que sugiere que lincRNA-p21 puede funcionar como un
potencial supresor de tumores(541). LincRNA-p21 inhibe la traduccion de sus genes diana a
través de la combinacion con el ARN mensajero de los mismos, uno estos genes diana es
JunB, un importante activador transcripcional(497). Se ha demostrado que JunB promueve
la progresion del ciclo celular y la transformacion tumorigénica(542,543). CTNNBI es otro
de las dianas de lincRNA-p21(514). Tanto JunB como CTNNBI participan en la regulacion
de la progresion del CCR(544). Podemos destacar dos estudios que destacan a lincRNA-p21
como un importante actor en el pronostico y en la sensibilidad a la radioterapia de los tumores
colorrectales. Zhai y colaboradores, encontraron que lincRNA-p21 se expresa de forma
anomala en el CCR y que su nivel se asocia con el estadio del tumor y la invasion del tejido
tumoral(545). Ademas, lincRNA-p21 puede promover la sensibilidad a la radioterapia de
tumores colorrectales a través de la supresion de la via de senalizacion de la B-catenina y la
elevacion de la expresion del gen pro-apoptosis Noxa(531,545). La via de sefalizacion
Wnt/B-catenina es fundamental en el inicio y la progresion del CCR, la activacion aberrante
de la B-catenina esta relacionada con malos resultados del tratamiento este tipo tumoral(546—
548). LincRNA-p21 puede inhibir la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina mediante la
reduccion de la expresion de genes diana de B-catenina, como c-myc y ciclina D1(531). Por
lo tanto, lincRNA-p21 no solo profundiza nuestra comprension del mecanismo de
carcinogénesis del CCR, sino que también ofrece un objetivo potencial para la radioterapia

del CCR.
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Ademas del estudio que presentamos en esta tesis doctoral, se ha realizado otro estudio
espanol que analizd el valor clinico de lincRNA-p21 en 177 pacientes con CR y CC en
estadios I-III resecados. Se analizaron muestras de tejido y plasma apareadas de tejidos
normal y tumoral y de sangre drenada en venas mesentéricas de tumores y venas periféricas
de personas sanas. LincRNA-p21 se encontrd regulado a la baja en tejido tumoral frente a
tejido normal (p = 0,0012). Los pacientes con alta expresion de lincRNA-p21 tuvieron un
peor pronodstico en términos de recaida y SG. Es de destacar que el mayor impacto pronostico
se observo en el subgrupo de pacientes con cancer de recto donde los pacientes con niveles
altos de lincRNA-p21 presentaron peor SLE (p = 0,0226) y SG (p = 0,0457). Curiosamente,
los pacientes con cancer de recto con lincRNA-p21 alto se beneficiaron mas de la QRT
postoperatoria. Finalmente, los autores analizaron lincRNA-p21 como biomarcador en
sangre. Los pacientes con niveles elevados de lincRNA-p21 en la vena mesentérica tenian
una enfermedad mas avanzada y una peor evolucion. Por tanto, los niveles de lincRNA-p21

plasmatico podria ser un biomarcador prometedor en biopsias liquidas de CR(549).
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HIPOTESIS



La QRT preoperatoria es un tratamiento estandar para los pacientes con CR localmente
avanzado, pero su uso en pacientes que no responden puede asociarse con un aumento de la
toxicidad y el retraso de la reseccion. La identificacion de biomarcadores de respuesta a la
QRT en muestras de biopsia obtenidas previo al inicio del tratamiento podria mejorar el
manejo de estos pacientes. En este contexto, los ncRNA, que estdn demostrando ser
biomarcadores con un papel muy importante en la regulaciéon génica, podrian ser buenos
candidatos de estudio. Entre ellos, los miRNA son los més conocidos y estudiados hasta la
fecha y se ha demostrado que influyen en la regulacion de los genes implicados en la
carcinogénesis, pero han sido poco estudiados en muestra de biopsia pre-QRT. Por otro lado,
lincRNA-p21 es un ARN no codificante de cadena larga involucrado en la via p53, por lo
que sospechamos que podria ser un buen biomarcador de prediccion de respuesta a
tratamiento. En base a todo esto hipotetizamos que el estudio del perfil de expresion de
miRNAs y de lincRNA-p21 pueden permitirnos identificar biomarcadores de respuesta a la
QRT que permitan mejorar el manejo de los pacientes con tumores de recto localmente

avanzados para optimizar su manejo clinico.
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OBJETIVOS



En base a esta hipdtesis nos hemos planteado los siguientes objetivos:

A) Identificar un perfil de miRNAs en muestra de biopsia pre-tratamiento que permita
identificar aquellos pacientes diagnosticados de un tumor de recto localmente
avanzado con necesidad de quimio-radioterapia preoperatoria y que puedan tener un

beneficio de dicho tratamiento.
B) Analizar si la expresion de lincRNA-p21 en muestra de biopsia pre-tratamiento

pueden actuar como un biomarcador predictivo de la respuesta a quimio-radioterapia

neoadyuvante en pacientes diagnosticados de tumores de recto localmente avanzado.
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MATERIAL Y METODOS,
RESULTADOS



1.3.  Primera parte: firma de miRNAs como biomarcadores de respuesta a

tratamiento neoadyuvante del CRLA
1.3.1. Resumen del articulo 1

La QRT preoperatoria es un tratamiento estandar para pacientes con CRLA. A pesar de los
beneficios de la QRT, su uso en pacientes que no responden puede asociarse con un aumento
de la toxicidad y el retraso de la reseccion quirtirgica. La identificacion de biomarcadores de
respuesta a la QRT, como los miRNAs, podria mejorar el manejo de estos pacientes. Hemos
estudiado la expresion de miRNAs en biopsias de endoscopia antes del tratamiento de
pacientes con CR tratados con QRT para identificar posibles miRNAs capaces de predecir la
respuesta y el prondstico de estos pacientes. Se purifico ARN de tejido procedente de biopsias
endoscopicas pretratamiento de 96 pacientes con CR tratados con QRT preoperatoria. La
respuesta patologica se clasificd segun la clasificacion de Dworak del grado de regresion
tumoral. En la fase de cribado, se estudiaron 377 miRNAs en 12 pacientes con respuestas
extremas (TRGO-1 vs TRG4). El papel potencial como biomarcadores predictivos de la
respuesta a la QRT, la SLE y la SG de los miRNAs identificados en la fase de deteccion se

validé en toda la cohorte.

En la fase de cribado, se identificd una firma de respuesta a la QRT formada por 8 miRNAs:
let-7b, let-7e, miR-21, miR-99b, miR-183, miR-328, miR-375 y miR-483-5p. En la fase de
validacion, miR-21, miR-99b y miR-375 se validaron como miRNAs relacionados con la
respuesta al tratamiento preoperatorio con QRT, al demostrarse que niveles bajos en muestras
preoperatorias de estos miRNAs se observaban en tumores que después demostraron una
respuesta completa al tratamiento. Por otro lado, miR-328 y let-7e surgieron como
marcadores de mal prondstico cuando se encontraban en niveles bajos, en concreto ambos
demostraron una peor SLE en comparacion con los tumores con alta expresion y let-7e
ademas se relacion6 con una peor SG cuando se encontraba en niveles bajos. El analisis de
la curva ROC mostré que la combinacion de miR-21, miR-99b y miR-375 tenia la mejor
capacidad para distinguir a los pacientes con la mejor respuesta (TRG4) del resto. En
conclusion, miR-21, miR-99b y miR-375 ayudan a individualizar el tratamiento en pacientes

con cancer de recto localmente avanzado.
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Articulo 1: Marc Campayo, Alfons Navarro, José Carlos Benitez, Sandra Santasusagna,
Carme Ferrer, Mariano Monzo, Luis Cirera. MiR-21, miR-99b and miR-375 combination
as predictive response signature for preoperative chemoradiotherapy in rectal cancer. PLoS

One. 2018;13(11). doi:10.1371/journal.pone.0206542

1.4.  Segunda parte: LincRNA-p21 como biomarcador predictivo y pronostico de

respuesta a QRT en CRLA
1.4.1. Resumen articulo 2

LincRNA-p21 es un ARN no codificante de cadena larga involucrado en la via p53 y la
regulacion de la angiogénesis. Nuestro objetivo fue estudiar si los niveles de expresion de
lincRNA-p21 pueden actuar como un biomarcador predictivo para la respuesta de QRT
neoadyuvante. Analizamos los ARN de biopsias previas al tratamiento de 70 pacientes con
CR tratados con QRT preoperatoria. La respuesta patologica se clasificoé segin la
clasificacion de Dworak del grado de regresion tumoral. La expresion de LincRNA-p21 se
determind mediante RTqPCR. Los resultados mostraron que el lincRNA-p21 estaba regulado
al alza en los tumores en estadio III (p = 0,007) y en los tumores con la peor respuesta con
respecto al TRG (p = 0,027) y aquellos en los que se logré disminuir el estadio tumoral con
el tratamiento neoadyuvante (p = 0,016). El analisis de la curva ROC mostr6 que la expresion
de lincRNA-p21 tiene la capacidad de distinguir una respuesta completa de otras (AUC:
0,696; p=0,014). LincRNA-p21 se mostré como un marcador independiente de la respuesta
QRT preoperatoria (p = 0,047) y del tiempo hasta la recaida (TTR) (p = 0,048) al encontrarse
sobreexpresado en aquellos tumores que mostraron enfermedad avanzada, peor respuesta a
la QRT neoadyuvante y un TTR maés corto y, por tanto, el estudio de lincRNA-p21 puede

ayudar en la individualizacion del tratamiento con QRT preoperatoria en CR.

Articulo 2: Jose Carlos Benitez, Marc Campayo, Tania Diaz, Carme Ferrer, Melissa Acosta-
Plasencia, Mariano Monzo, Luis Cirera, Benjamin Besse, Alfons Navarro. Personalized
Medicine  Lincp21-RNA as  Predictive Response Marker for Preoperative
Chemoradiotherapy in Rectal Cancer. Journal of Personalized Medicine. 2021;11(5):420.
do0i:10.3390/jpm11050420.
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Abstract

Introduction

Preoperative chemoradiotherapy (CRT) is a standard treatment for locally advanced rectal
cancer patients. Despite the benefits of CRT, its use in non-responder patients can be asso-
ciated with increased toxicities and surgical resection delay. The identification of CRT
response biomarkers, such as microRNAs, could improve the management of these
patients. We have studied the microRNA expression in pretreatment endoscopy biopsies
from rectal cancer patients treated with CRT to identify potential microRNAs able to predict
CRT response and clinical outcome of these patients.

Material and methods

RNA from pretreatment endoscopy biopsies from 96 rectal cancer patients treated with pre-
operative CRT were studied. Pathological response was graded according to the tumor
regression grade (TRG) Dworak classification. In the screening phase, 377 miRNAs were
studied in 12 patients with extreme responses (TRGO-1 vs TRG4). The potential role as pre-
dictive biomarkers for CRT response, disease-free survival (DFS) and overall survival (OS)
of the miRNAs identified in the screening phase were validated in the whole cohort.

Results

In the screening phase, an 8-miRNAs CRT-response signature was identified: let-7b, let-7e,
miR-21, miR-99b, miR-183, miR-328, miR-375 and miR-483-5p. In the validation phase,
miR-21, miR-99b and miR-375 emerged as CRT response-related miRNAs while miR-328
and let-7e emerged as prognostic markers for DFS and OS. Interestingly, ROC curve analy-
sis showed that the combination of miR-21, miR-99b and miR-375 had the best capacity to
distinguish patients with maximum response (TRG4) from others.
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Conclusions

miR-21, miR-99b and miR-375 could add valuable information for individualizing treatment
in locally advanced rectal cancer patients.

Introduction

Rectal cancer accounts for approximately one-third of all colorectal tumors, which is one of
the leading causes of cancer death in the world[1]. Preoperative chemoradiotherapy (CRT) has
been incorporated into common clinical practice for the treatment of locally advanced rectal
cancers (T3-T4 or N +). The most frequently used chemotherapy agent is 5-Fluorouracil in
combination with concurrent fractionation radiotherapy. Preoperative CRT has multiple
advantages, including the higher radiosensitivity of tissues before surgery, the lower rate of
toxicities and the higher probability of achieving sphincter preservation due to tumor down-
staging[2]. Of note, the rate of pathological response after treatment has been associated with
prognosis[2]. Pathological complete response (pCR; ypTONO), which occurs in 15-25% of the
patients, has been linked with lower rates of local recurrences. However, preoperative CRT has
not been associated with better disease-free survival (DFS) or overall survival (OS) rates[3, 4].
In clinical practice, there are no validated biomarkers to correctly identify those patients that
will not respond, so patient selection remains exclusively a clinically based decision.

MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding RNAs that regulate post-transcriptional gene
expression by binding primarily to the 3’ untranslated region (UTR) of their target mRNA and
repressing its translation[5]. miRNAs are aberrantly expressed and deregulated in cancer[6]
where depending on their targets can act either as oncogenes or tumor suppressor genes|[7].
Different profiles of miRNAs differentially expressed between rectal cancer and normal rectal
tissue have been described[8]. These miRNAs target multiple genes involved in crucial path-
ways in tumor biology. Moreover, some miRNAs conforming the rectal cancer miRNAome
are differentially expressed in colon cancer[9]. Several studies have shown the involvement of
miRNAs in resistance to chemotherapy or CRT, both in vitro and in vivo studies[10-14]. Iden-
tifying patients who will not respond to treatment is crucial to avoid unnecessary treatment,
potential toxicities and a delay of surgery. In this setting, miRNAs could serve as predictive
biomarkers to select the most optimal treatment in each case in order to individualize therapy.
Previous studies with a limited number of patients have proposed some miRNAs as predictors
of response to preoperative CRT in rectal cancer[15-20].

In the present work, primarily we analyzed the miRNA profile in extreme responder vs
non-responder patients to preoperative CRT for rectal cancer treated in our institution. miR-
NAs differentially expressed between responders and non-responders were studied in a larger
series of patients of the same institution and correlated with treatment response and survival.

Material and methods
Study population

Ninety-six patients with a diagnosis of rectal adenocarcinoma in a clinical stage II or III
(uT3-T4 and/or uN+) and consecutively treated in Hospital Universitari Mutua Terrassa were
selected. All patients had received neoadjuvant chemotherapy with 5-Fluouracil 225 mg/m?/
day x 7 days in continuous infusion and in combination with pelvic locoregional radiotherapy
(45-50 Gy). Six to 8 weeks after completion, all patients underwent surgery. All surgical

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206542 November 2,2018 2/13


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206542

®PLOS | one

miR-21, miR-99b and miR-375 as predictive response for preoperative chemoradiotherapy in rectal cancer

specimens were evaluated and classificated according to TNM 7™ edition and pathological
response was graded according to the tumor regression grade (TRG) Dworak classification
[21]. Approval for the study was obtained from the Institutional Review Board of the Hospital
Universitari Mutua Terrassa, Barcelona, Spain.

RNA extraction

Total RNA was extracted from formalin-fixed paraffin-embedded tumor tissues from pretreat-
ment endoscopy biopsies using RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion, Ther-
moFisher Scientific, Waltham, MA, USA) as per the manufacturer’s protocol. The
concentration of RNA was determined using the NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE).

miRNA quantification

In the screening phase, 377 miRNAs were analyzed in 12 selected patients to identify miRNAs
associated with response to neoadjuvant treatment. miRNA profiling was performed with Taq-
Man Array Human MicroRNA A Cards v2.0 (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientifics)
using pre-amplification as previously described[22]. Expression levels were calculated by the
224 method. Real-time quantitative PCR reactions were performed on an ABI 7900 HT
Sequence Detection System (Applied Biosystems). Normalization was performed with
RNU48, based on preliminary analyses comparing the stability of RNU48, RNU44 and
MammU6; RNU48 had the lowest variability of expression in the miRNA expression patient
data set and was therefore used in this study. All miRNAs that were expressed in less than 10%
of samples or with an unreliable quantification were excluded from further analysis, leaving a
set of 184 miRNAs.

In the validation phase, selected miRNAs identified in the screening phase were validated
in the whole cohort of 96 patients by single Real Time TagMan MicroRNA Assays in an
Applied Biosystems 7500 Sequence Detection System as previously described[23].

Statistical methods

Data on miRNA expression were analyzed using TIGR Multiexperiment viewer version 4.0
software (The Institute for Genomic Research, and ArrayAssist software, Stratagene, http://
www.tm4.org/mev), R software version 3.4 (The R Foundation for Statistical Computing c/o
Institute for Statistics and Mathematics, Wirtschaftsuniversitit Wien, http://www.r-project.
org/) and SPSS v.15.0 (Chicago, IL, USA). Hierarchical clustering was performed using
Pearson squared correlation and average linkage. To identify miRNAs with significant differ-
ential expression between response groups, two multivariate permutation tests were per-
formed: significance analysis of microarrays (SAM) and Student’s t-test based on multivariate
permutation (with random variance model). Differences between miRNAs were considered
statistically significant if the P-value was <0.001 (t-test) or false discovery rate <0.1% (SAM).
ROC curves were calculated using R package pROC[24]. The multivariate analysis for treat-
ment response was performed by using Binary Logistic regression.

The prognostic impact on DFS and OS, of the identified miRNAs was also evaluated. DFS
and OS were defined as the time between surgery and either recurrence or death (DFES) or
death from any cause (OS). Optimal cutoffs of miRNA expression data for DFS and OS were
assessed by means of maximally selected log-rank statistics[25] using the Maxstat package (R
statistical package, v. 2.8.1, Vienna, Austria). DFS and OS were calculated with the Kaplan-
Meier method and compared using the log-rank test. All prognostic variables in the univariate
analysis with a P-value at or below 0.1 were included in the multivariate analysis performed
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Table 1. Main clinical characteristics of the patients included in the study.

Characteristic

Sex

Median Age (range)

Clinical stage pre CRT

Adjuvant therapy

ypT

ypN

Pathological stage

Downstaging

Tumor regression grade (TRG)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206542.t001

N=96 DEFS 0S

Male 66 (69) 0.619 0.614
Female 30 (31)
66 (38-84)
<60 29 (30) 0.154 0.564
>60 67 (70)
11 14(15) 0.531 0.748
11 82 (85)
No 40 (42) 0.237 0.346
Yes 5-FU 7(7)

FOLFOX 42 (44)

Other 7(7)
ypTO 26 (27) 0.010 0.033
ypT1-2 23 (24)
ypT3-4 47 (49)
pNO 66 (69) 0.013 0.003
pN+ 30 (31)
ypTONO 24 (25) 0.047 0.044
ypl 20 (21)
ypll 20 (21)
yplIII 32 (33)
No 35(37) 0.002 0.001
Yes 61 (63)
0-3 70 (72.9) 0.116 0.149
4 26 (27.1)

using the stepwise proportional hazard Cox regression model. Statistical significance was set at
P <0.05.

Results
Patient characteristics

Table 1 shows the main characteristics of the 96 patients included in the study. Sixty-six
patients were male and 30 female. Their median age was 66 years (range 38-84 years). Four-
teen (15%) patients had clinical stage IT and 82 (85%) patients had clinical stage III. 58% of
patients received adjuvant therapy after resection. 63% of patients had a downstaging of the
disease after treatment, 25% had a pathological complete response (ypTONOMO) and 27% had
aTRG 4.

Screening phase: Identification of miRNAs related to tumor response

For the primary analyses of miRNA differentially expressed in extreme responders, we selected
6 patients with complete regression (TRG4: no tumor cells detectable in the resected primary
tumor after chemoradiotherapy) and 6 patients without response or minor response (TRG
0-1).

Supervised analysis by SAM and t-test of 12 patients revealed 8 common miRNAs differen-
tially expressed in the TRG4 samples compared to the TRGO-1 samples: let-7b, let-7e, miR-21,
miR-99b, miR-183, miR-328, miR-375 and miR-483-5p (Fig 1A)
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Fig 1. Identification of miRNAs related to treatment response. A) Hierarchical cluster analysis showing the 8 miRNAs identified
differentially expressed in TRG4 vs TRGO-1 samples in the screening phase. B) miR-21, C) miR-99b, D) miR-375 and E) let-7e expression
levels in the whole cohort according treatment response (TRG). The black bars in the scatter plots indicate mean + SEM, and in blue we have
highlighted the values from the 12 samples included in the screening phase. TRG 0-3 group is composed of 70 patients, one TRGO, 14 TRG1,
14 TRG2 and 41 TRG3, while the TRG4 group is composed of 26 patients.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206542.9g001

Validation phase I: Analysis of tumor response-related miRNAs in the
whole cohort

The eight miRNAs were studied in the whole cohort (S1 Table and S1 Data) to validate their
potential value to predict response to neoadjuvant treatment. Interestingly, those patients who
developed complete response (TRG4) had significantly lower miR-21 (p = 0.0127, Fig 1B),
miR-99b (p = 0.0049, Fig 1C) and miR-375 expression levels (p = 0.0039, Fig 1D). Moreover,
let-7b expression was progressively reduced from TRGO to TRG4 (Pearson r2 = -0.241,

p =0.014; ANOVA p = 0.0356, Fig 1E). No significant differences were observed for the other
miRNAs.

Receiver operating characteristic (ROC) curves were generated to investigate the potential
utility of miR-21, miR-99b and miR-375 as predictive biomarkers of response to neoadjuvant
treatment. The area under the curve (AUC) value for miR-21, miR-99b and miR-375 was
0.6691 (95% confidence interval (CI) = 0.55-0.79; p = 0.012), 0.671 (95% CI = 0.55-0.79;

p =0.01) and 0.691 (95% CI = 0.57-0.81; p = 0.0042) respectively (Fig 2). In the optimum trun-
cation point the sensitivity and specificity was 58.3% and 76.3% for miR-21 (<0.09), 60% and
62% for miR-99b (<0.15) and 60% and 76.6% for miR-375 (<0.07).

Interestingly, the combination of the 3 miRNAs (sum of their expression) improved the dis-
crimination with an AUC value of 0.736 (95% confidence interval (95% CI = 0.62-0.85;

p = 0.00043) with 60% sensitivity and 82.9% specificity to distinguish patients with maximum
response (TRG4) from others (Fig 2A). In order to compare the impact of the miRNA
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Fig 2. (A) ROC curve analyses to evaluate the potential utility of miR-21, miR-99b, miR-375 and their combination to
distinguish patients with maximum response to neoadjuvant treatment (TRG4) from others. (B) ROC curve analysis
comparing the miRNA combination with pre-CRT clinical stage and CEA levels.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206542.9002

combination with other clinical factors, pre-CRT clinical stage and pre-CRT CEA levels were
included in the analysis. The miRNA combination was a more reliable predictive biomarker
than the clinical factors (Fig 2B).

Finally, we performed a multivariate analysis of response to neoadjuvant treatment includ-
ing sex, age, stage pre-CRT, CEA levels pre-CRT and the miRNA combination. Only the
miRNA combination emerged as an independent marker of neoadjuvant treatment response
(0dds ratio [OR]: 0.439; 95% CI: 0.242-0.797; p = 0.007).

Validation phase II: Prognosis impact of the tumor response-related
miRNAs

Overall median DFS and median OS were not reached. Overall, mean DFS was 79.8 months
(95% CI: 71.5-88.1), and mean OS was 89.7 months (95% CI: 82.9-96.5).

There were no statistical significant differences in DFS or OS regarding sex, age, clinical
stage, or administration of adjuvant chemotherapy treatment or the TRG (Table 1). On the
other hand, there were significant differences on DFS and OS related to pathological stage
(DFS: p = 0.047; OS: p = 0.044) or downstaging with CRT treatment (DFS: p = 0.002; OS:

p =0.001).

Expression levels of the eight identified miRNAs were correlated with DFS and significant
associations were observed for let-7e and miR-328. Mean DFS for patients with low let-7e lev-
els was 68.11 months (95% CI: 55.9-80.3), while it was 83.8 months (95% CI: 75.7-91.9) for
those with high levels (P = 0.003, Fig 3A). Mean DFS for patients with high miR-328 levels
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Fig 3. Kaplan-Meier curves for (A) DFS according to let-7e expression, (B) OS according to let-7e expression, (C)
DFS according to miR-328 expression, and (D) DFS according to miR-375 expression.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206542.g003

was 33.2 months (95% CI: 22.2-44.1), while it was 82.9 months (95% CI: 74.4-91.3) for those
with low levels (P = 0.041, Fig 3C). A trend to significance was also observed for miR-375
where mean DFS for patients with high levels was 71.7 months (95% CI: 61.3-82), while it was
90.8 months (95% CI: 79.5-102.3) for those with low levels (P = 0.080, Fig 3D). Moreover, we
also tested the prognostic impact of the miRNA combination (miR-21, miR-99b and miR-375)
and we observed a trend for DFS, where mean DFS for patients with low levels was 74.5
months (95% CI: 64.03-84.9), while it was 78.8 months (95% CI: 68.5-89.1) for those with
high levels (P = 0.068; Fig 4)

Only let-7e was significantly associated with OS. Mean OS for patients with low let-7e levels
was 83.1 months (95% CI: 72.9-93.3), while it was 87.7 months (95% CI: 81.2-94.2) for those
with high levels (P = 0.028, Fig 3B).

In the multivariate analyses for DFS (including all factors with univariate p-value <0.1:
ypN, ypT, pathological stage, downstaging, miR-328 and let-7e), ypTO(OR, 0.278; p = 0.021),
high miR-328 expression (OR, 4.340; p = 0.004) and low let-7e (OR, 6.196; p = 0.001)
emerged as independent prognostic markers for DFS, while downstaging (OR, 0.182; P <
0.003), high miR-328 (OR, 3.905; P = 0.047) and low let-7e expression (OR, 3.678; P = 0.044)
were independent markers for OS (Table 2).

Discussion

Preoperative CRT is a standard treatment for patients with locally advanced rectal cancer and
its use is widespread in general clinical practice. However, about 20-40% of the patients do not
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respond to this neoadjuvant treatment[2]. Patients with a locally advanced rectal cancer are
commonly explored with a rectal endoscopy, providing sufficient tissue for diagnosis and for
molecular analyses before the start of the treatment. Despite sample availability for molecular

analysis, currently there are no clinically validated biomarkers to correctly identify those

patients that will not respond. Recent studies have shown an association between pretreatment
serum carcinoembryonic antigen (CEA) levels with pCR and survival[26, 27]. Despite this,
patient selection is still based on clinical stage and many patients are treated with potential

toxic treatments and the definitive surgical resection is delayed [28].

Table 2. Multivariate analysis for DFS and OS.

Disease-Free Survival Odds Ratio (95% CI) P-value
ypNO 1.668 (0.458-6.069) 0.438
ypTO 0.278 (0.094-0.826) 0.021
Pathological stage I 0.655 (0.062-6.951) 0.725
Downstaging 0.556 (0.209-1.480) 0.240
High miR-328 4.340 (1.595-11.811) 0.004
Low let-7e 6.196 (2.166-17.722) 0.001
Overall Survival Odds Ratio (95% CI) P-value
ypNO 1.104 (0.233-5.236) 0.900
ypTO 0.606 (0.090-4.072) 0.607
Pathological stage I 0.611 (0.025-14.877) 0.762
Downstaging 0.182 (0.058-0.571) 0.003
High miR-328 3.905 (1.017-14.998) 0.047
Low let-7e 3.678 (1.038-13.038) 0.044

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0206542.t002
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In our present work, we primarily found an eight-miRNA signature that characterize
extreme responders (TRG4) using a screening group of patients with well characterized
responses (6 TRGO-1 patients vs 6 TRG4 patients). The validation of the eight-miRNA signa-
ture in the whole cohort of 96 patients confirmed miR-21, miR-99b, miR-375 and let-7b as
preoperative CRT response-related miRNAs. miR-21, miR-99b and miR-375 where signifi-
cantly downregulated in TRG4 patients vs TRGO-3, while let-7b levels slowly decrease as TRG
group increase, with its lower levels in the TRG4 group of patients. Since we were interested in
identifying extreme responder patients, we focused in miR-21, miR-99b and miR-375. The
ROC curve analysis indicated that these 3 miRNAs were able to predict preoperative CRT
response. Interestingly, the combination of them, expressed as the sum of their values, had the
best AUC value with a 60% sensitivity and 82.9% specificity to distinguish patients with maxi-
mum response from others.

In line with our results, miR-21 overexpression was correlated with non-complete response
in a study with 76 rectal adenocarcinomas biopsies before preoperative CRT(RT+5-FU)[29].
However, other studies reported the contrary, that miR-21 overexpression correlated with
complete tumor regression[30] [31]. In Eriksen et al. study[31], the one with a great cohort,
miR-21 was downregulated in responder patients in the test cohort (n = 55, p = 0.062) while
was upregulated in responders in the validation cohort (n = 130, p = 0.035). This indicates that
the role of miR-21 in preoperative CRT response need to be further studied. In line with our
results, in vitro studies showed that miR-21 have been found to be overexpressed in 5-FU-
resistant colorectal cancer cell lines[32].

miR-99b have been reported upregulated after 5-FU treatment and have predicted targets
involved in regulation of autophagy in HT-29 cells[33]. Autophagy has been increasingly rec-
ognized as a prosurvival cellular response activated in times of stress during chemotherapy[34]
and can promote chemotherapy resistance. miR-99b targets include mTOR signaling pathway
which inhibition has been previously related in breast cancer cells with an increase in autop-
hagy[35].

miR-375 overexpression have been previously related to resistance to ionizing radiation
and etoposide treatment in gastric cancer cell lines through p53 regulation[36] and elevated
miR-375 has been linked to recurrent gastric cancer[37]. In addition, in cervical cancer cell
lines overexpression of miR-375 have been related to paclitaxel resistance[38]. In colon cancer,
miR-375 have been related to cetuximab resistance through regulation of the AKT pathway by
targeting the tumor suppressor gene PHLPP1[39]. Recently, Conde-Muiiio et al. described
that miR-375 trough regulation of cMyc played a role in chemoresistance to neoadjuvant treat-
ment in locally advanced rectal cancer[40]. All these results are in line with our observation
that non-responder patients present high levels of miR-375.

Previous works with lower number of patients have described other miRNAs correlated
with response to CRT treatment in rectal cancer that we have not identified in our study: over-
expression of miR-31 have been correlated with poor response and worse OS[41]; miR-622
and miR-630 had a 100% sensitivity and specificity in selecting patients with maximum
response in a study with 38 patients treated with Capecitabine and Oxaliplatin and radiother-
apy[15].

In addition, we studied the potential role of the 8 miRNAs found in the screening phase
with the clinical outcome of the patients. In this setting, we found significant differences on
DFS regarding expression of let-7e and miR-328 and significant differences on OS depending
of expression of let-7e. Moreover, patients with low levels of miR-375 (that correlated with bet-
ter response) had a trend to better DFS. Interestingly, let-7e and miR-328 emerged as indepen-
dent prognostic factors for DFS and OS in the multivariate analyses. Patients with high levels
of miR-328 and those patients with low levels of let-7e had shorter DES and OS.
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High expression levels of let-7e have been previously correlated with better response to
CRTY18]. This result is in line with the results obtained in our screening phase, where we
observed that responder patients (TRG4) had higher let-7e levels. Despite we could not vali-
date this result in the whole cohort for treatment response; let-7e emerged as an independent
biomarker for DFS and OS. The members of let-7 family have been previously associated with
patient outcome in multiple tumors including colorectal cancer[42].

In summary, in the present work we have identified a miRNA signature involved in preop-
erative CRT response and outcome of rectal cancer patients. Although the present study
included a relatively large series with a homogeneous population and treatment; the presented
results have to be taken with caution since it is a retrospective study and need to be confirmed
in a prospective study. However, miRNAs identified in the present study could be a valuable
additional tool for individualizing treatment in locally advanced rectal cancer patients.
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S1 Table. Complete analysis results for the eight miRNAs identified in the screening phase
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Abstract: Preoperative chemoradiotherapy (CRT) is a standard treatment for locally advanced
rectal cancer (RC) patients, but its use in non-responders can be associated with increased toxicities
and resection delay. LincRNA-p21 is a long non-coding RNA involved in the p53 pathway and
angiogenesis regulation. We aimed to study whether lincRNA-p21 expression levels can act as a
predictive biomarker for neoadjuvant CRT response. We analyzed RNAs from pretreatment biopsies
from 70 RC patients treated with preoperative CRT. Pathological response was classified according to
the tumor regression grade (TRG) Dworak classification. LincRNA-p21 expression was determined
by RTqPCR. The results showed that lincRNA-p21 was upregulated in stage III tumors (p = 0.007)
and in tumors with the worst response regarding TRG (p = 0.027) and downstaging (p = 0.016). ROC
curve analysis showed that lincRNA-p21 expression had the capacity to distinguish a complete
response from others (AUC:0.696; p = 0.014). LincRNA-p21 was shown as an independent marker
of preoperative CRT response (p = 0.047) and for time to relapse (TTR) (p = 0.048). In conclusion,
lincRNA-p21 is a marker of advanced disease, worse response to neoadjuvant CRT, and shorter TTR
in locally advanced RC patients. The study of lincRNA-p21 may be of value in the individualization
of pre-operative CRT in RC.

Keywords: lincRNA-p21; rectal cancer; chemoradiotherapy; colorectal cancer; long non-coding RNA;
p53; predictive biomarker

1. Introduction

Rectal cancer (RC) accounts for approximately one-third of all colorectal tumors (CRC)
and remains the third most common cancer worldwide and the second leading cause of
cancer-related death in the world [1]. RC differs in etiologies and risk factors due to odd
environmental exposures [2,3] and may have unique genetics and epigenetics factors [4].
However, during the past decade, reduction in mortality for RC has slowed [1] owing
to a high rate of distant metastasis (29-39%) [5,6]. Long-term analysis has shown that
preoperative chemoradiotherapy (CRT) followed by surgery of primary tumor results in
persistent local control [5] and has become the standard of care for locally advanced tumors
(T3-T4 or N+) [7]. The most frequently used chemotherapy agent is 5-fluorouracil in combi-
nation with concurrent fractionation radiotherapy [7]. Preoperative CRT achieves a higher
radiosensitivity of tissues before surgery, a lower rate of toxicities, and a higher probability
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of sphincter preservation due to tumor downstaging [8]. Of note, the rate of pathological
response after neoadjuvant treatment has been associated with prognosis [8,9]. Patho-
logical complete response (pCR; ypTONO), which occurs in 15-25% of patients, has been
linked with lower rates of local recurrences [9,10]. Indeed, to achieve a complete response
after preoperative CRT has been associated with better disease-free survival (DFS) and
overall survival (OS) rates [9]. Nonetheless, survival outcomes of patients with an assessed
PCR compared to those without have not been properly compared; therefore, selection
of patients to avoid unnecessary toxicities and to perform suitable management remains
uncertain. Furthermore, despite the adoption of adjuvant postoperative chemotherapy,
patients are more than twice as likely to present with a distant recurrence rather than
tumor regrowth at the primary site [5,6]. This situation emphasizes the urgency of devising
upfront treatment strategies aimed at controlling obscure micro-metastases. Identifying
patients who will not respond to treatment is crucial to avoid unnecessary treatment,
potential toxicities, and a delay of surgery. Biomarkers to identify patients at high risk of
relapse or lack of response are needed to guide treatment options and improve survival
rates [11], and non-coding RNAs are promising candidates [12,13].

Non-coding RNAs comprise 97% of the transcriptome, while protein-coding messen-
ger RNAs (mRNA) account for only 3% [14]. Long non-coding RNAs (IncRNAs) have
been related to the main hallmarks of cancer [15] and have been described as key in the
tumorigenesis of different solid tumors, including RC [16,17]. Indeed, IncRNAs have been
shown to be highly tissue specific [18,19], being able to discriminate between tumor and
normal cells [20]. The long intergenic non-coding RNA p21 (lincRNA-p21) acts as a regu-
lator for p53-mediated apoptosis [21], angiogenesis [22], and HIF1A-mediated response
to hypoxia in cancer cells [23]. However, the role of lincRNA-p21 in RC remains poorly
understood and explored only in vitro or using small cohorts of patients [24,25]. In this
setting, IncRNAs, and especially lincRNA-p21, could serve as predictive biomarkers to
select the most optimal treatment in each case in order to individualize therapy. We aimed
to evaluate whether lincRNA-p21 can act as a predictive biomarker for CRT response in a
70-patient cohort of RC treated before resection.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

Seventy patients diagnosed from December 2006 to October 2016, with RC and avail-
able baseline endoscopy biopsy from Mutua Terrassa University Hospital, were included
in the present study. All selected patients suffered with rectal adenocarcinoma in a clinical
stage II or III (uT3-T4 and/or uN+) and were consecutively treated at Mutua Terrassa
University Hospital. Although the study population was collected in Barcelona (Europe),
ethnical information was not considered for patient inclusion within the study. All samples
were stored as paraffin-embedded blocks until use. All patients had received neoadjuvant
chemotherapy with 5-fluorouracil 225 mg/m?/day x 7 days in continuous infusion and
in combination with pelvic locoregional radiotherapy (45-50 Gy). Six to eight weeks after
completion, all patients underwent surgery. All surgical specimens were evaluated and
classified according to TNM 7th edition, and the pathological response was graded ac-
cording to the tumor regression grade (TRG) Dworak classification [26]. Approval for the
study was obtained from the Institutional Review Board of the Mutua Terrassa University
Hospital, Barcelona, Spain.

2.2. RNA Extraction and lincRNA-p21 Quantification

Total RNA was extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded, tumor tissues
from pretreatment endoscopy biopsies using a RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation
Kit (Ambion, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) as previously reported [27]
and quantified using a NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE). Total cDNA was obtained from 250 ng of RNA using the High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). LincRNA-
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p21 expression was determined as previously described [22]. LincRNA-p21 expression
was calculated using 224t using B2M (beta-2-microglobulin) (Hs99999907_m1) (Applied
Biosystems) as endogenous control.

2.3. Statistical Methods

Assumptions of distributional normality were tested using the Shapiro-Wilk test
and quantile—quantile plot. Continuous data were tested with the T-test (two groups) or
ANOVA (more than two groups) when normally distributed and the Mann-Whitney U-test
or Kruskal-Wallis test when not normally distributed. ROC curves were calculated using
R package pROC [28]. The multivariate analysis for treatment response was performed by
using binary logistic regression. Time to relapse (TTR) was defined as the time between
resection and recurrence or last follow-up. Overall survival (OS) was calculated from the
time of resection to the date of death or last follow-up. Optimal cutoffs of lincRNA-p21
expression data for TTR and OS were obtained using X-Tile software [29]. Kaplan-Meier
curves for TTR and OS were plotted and compared with log-rank test. The multivariate
analysis was performed using the stepwise proportional hazard Cox regression model to
determine hazard ratios (HR) with their 95% confidence intervals (CI). Statistical signifi-
cance was set at p < 0.05. All statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics
26 (SPSS Inc., IBM, Chicago, IL, USA), R 4.0.2 and GraphPad Prism v9.1.0.

3. Results
3.1. Patient Characteristics

Samples from 70 patients were analyzed, most of whom were males (n = 49, 70%).
Median age at diagnosis was 66 (range: 38 to 82) years. Sixty-one (87.1%) patients reported
stage III and 9 (12.9%) stage II; 52 (74.3%) patients were assessed for TRG 0-3, and 18
(25.7%) reported pathological complete response (TRG 4, ypTONO); 64.3% of downstaging
was shown. Finally, 43 (66.2%) patients received adjuvant chemotherapy after primary
tumor resection. Table 1 shows further main characteristics of the 70 patients included in
the study. Median follow-up time was 105.40 months (IQR: 78.63-127.33).

Table 1. Main clinical characteristics of the 70 patients included in the study with their associated time to relapse (TTR) and
overall survival (OS) according to the univariate analyses (log rank). Significant p-values are shown in bold. RC: rectal
cancer; CRT: Chemo-radiotherapy.

Characteristic Number of Patients (%) p-l\?;ﬁe p-\(l)a ?ue
Sex Male 49 (70) 0.203 0.269
Female 21 (30)
Median age (range) 66 (38-82)
<60 19 (27.1) 0.679 0.815
>60 51 (72.9)
Clinical stage pre-CRT I 9(12.9) 0.585 0.497
I 61 (87.1)
Adjuvant therapy No 27 (33.8) 0.776 0.130
5-FLU 7(8.7)
FOLFOX 40 (50)

Other 6 (7.5)
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Table 1. Cont.

Characteristic Number of Patients (%) p:{/:ﬁm p-\(f)a ?ue
ypT ypTO 18 (25.7) 0.015 0.051
ypT1-2 18 (25.7)
ypT3—4 34 (48.6)
ypN ypNO 48 (68.6) 0.003 0.044
ypN1-2 22 (31.4)
Pai‘:igg}?iavlai‘t’féegter ypTONO 17 (24.2) 0.024 0.133
I 16 (22.9)
i 14 (20)
I 23 (32.9)
Downstaging No 25 (35.7) 0.001 0.010
Yes 45 (64.3)
Tumor re(gTrESé;O“ grade 0-3 52 (74.3) 0.324 0.161
4 18 (25.7)

3.2. LincRNA-p21 Expression Levels

The correlation of lincRNA-p21 levels in tumor tissue with the main clinicopathologi-
cal characteristics showed a significant association with disease stage, ypT, ypN, patho-
logical stage (ypTNM), downstaging, and pathological response. LincRNA-p21 was up-
regulated in stage III compared to stage II tumors (p = 0.007) (Figure 1A). Significant
differences in lincRNA-p21 levels were observed according to ypT, where the ypT0 group
had the lowest levels (p = 0.0493, Figure 1B). Patients with ypN1-2 showed higher levels
of lincRNA-p21 (p = 0.02). Furthermore, patients with pathological stage III had higher
lincRNA-p21 levels (p = 0.0171). Tumors with the worst response to CRT regarding negative
downstaging and TRG 0-3 showed higher levels of lincRNA-p21 than tumors with positive
downstaging (p = 0.0165; Figure 1E) and TRG4 (TRG0-3, n = 52 vs. TRG4, n = 18, p = 0.027;
Figure 1F).

3.3. Predictive Ability of lincRNA-p21 for Response to CRT

Receiver operating characteristic (ROC) curves were generated to investigate the
potential of lincRNA-p21 as a marker for neoadjuvant treatment response. The area under
the curve (AUC) value showed that lincRNA-p21 expression had capacity to distinguish
patients with complete response (TRG4) from others (AUC: 0.696; 95% confidence interval
(CI) = 0.558-0.833; p = 0.014). In the optimum truncation point (—0.1), the sensitivity
and specificity were 83.3% and 57.7%, respectively (Figure 2A). Using the best threshold
identified by the ROC curve analysis, we divided the patients into two groups, observing
that there were differences in TRG proportions allocation between low or high lincRNA-p21
levels (p = 0.026, Figure 2B). Among patients with low levels of lincRNA-p21, 39.5% had a
TRG 4 vs. only 9.4% in the group with a high lincRNA-p21 expression value.
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Figure 1. LincRNA-p21 levels and clinicopathological characteristics. (A) LincRNA-p21 expression in (A) stage III vs.
stage II; (B) ypT0 vs. ypT-1-2 vs. ypT3—4; (C) ypNO vs. ypN1-2; (D) ypTONO vs. I-II vs. III; (E) downstaging no vs. yes;
(F) TRG 0-3 vs. TRG 4.
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Figure 2. Predictive analyses for response to neoadjuvant treatment. (A) ROC curve analyses to evaluate the potential utility
of lincRNA-p21 to distinguish patients with maximum response to neoadjuvant treatment (TRG4) from others (TRG 0-3).
(B) Percentage of patients with each TRG according to low vs. high lincRNA-p21 expression, dichotomized using optimum
truncation point obtained in the ROC curve analysis (—0.1). AUC, area under the curve. TRG, tumor regression grade.

Finally, we performed a multivariate analysis of response to neoadjuvant treatment
including sex, age, pre-CRT stage, CEA levels pre-CRT, and lincRNA-p21 levels (Table 2).
Only lincRNA-p21 levels emerged as an independent marker of neoadjuvant treatment
response (odds ratio (OR): 0.485; 95% CI: 0.237-0.992; p = 0.047).
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Table 2. Results obtained in the multivariate logistic analysis for complete response to neoadjuvant
treatment (TRG4 vs. others).

Factors OR (95% CI) p-Value
Stage II at diagnosis 1.703 (0.363-8.003) 0.500
Age 0.980(0.918-1.046) 0.549
Gender male 2.756 (0.682-11.137) 0.155
CEA at baseline 0.930 (0.809-1.068) 0.301
LincRNA-p21 levels 0.485 (0.237-0.992) 0.047
Constant 0.307 <0.001

3.4. LincRNA-p21 Expression and Survival

In our cohort, overall, median TTR and median OS were not reached (NR). Overall,
mean TTR was 136.5 months (95% CI: 127.8-145.2) and mean OS was 124.3 months (95%
CI: 114-134.6).

Using the optimal cutoff values identified by X-Tile, the patients were classified in two
groups as having high or low lincRNA-p21 levels. Among the 70 RC patients, 26 were classified
as low, and 44 as high. Patients with high lincRNA-p21 levels had significantly shorter TTR
(p =0.014). TIR for patients with high levels was 104.4 months (95% CI 86.4-122.5), while it
was 126.2 months (95% CI 115.7-136.6) for those with low levels (Figure 3A). No significant
differences were observed for OS (p = 0.284), but patients with high lincRNA-p21 levels
had shorter OS (116.9 vs. 129.5 months; Figure 3B).

A B
1.004 _l—l | I 1.001

0.754 0.751
= )
S 0.50 S 0501
= lincRNA-p21 expression £ lincRNA-p21 expression
@ v Low 3 wsessasr LLOW
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0.004 0.00
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Low 26 26 26 25 24 24 23 19 16 12 10 8 5 2 0 low 26 26 26 26 26 26 25 21 18 13 11 8 5 2 0
High 44 38 34 32 31 31 29 28 23 22 16 13 10 6 3 High 44 44 41 40 38 37 34 31 25 24 18 15 11 7 3
Numbers at risk Numbers at risk

Figure 3. Kaplan-Meier curves for time to relapse (TTR) (A) and overall survival (OS) (B) according to lincRNA-p21
expression levels in 70 rectal cancer patients. The log-rank test was used to calculate whether significant differences in
survival times between high or low lincRNA-p21 levels were achieved.

3.5. Multivariate Analysis of TTR and OS

In the univariate analysis, there were statistically significant differences in TTR and OS
related to tumor pathological stage (ypT), lymph node pathological stage after CRT (ypN),
pathological stage after CRT (ypTNM), and downstaging. The p-values are summarized in
Table 1. Since ypT and ypN are included in the calculation of pathological stage, ypTNM,
we decided to include only the pathological stage, downstaging, and the lincRNA-p21
expression in the Cox multivariate analysis (Table 3). The multivariate analysis showed that
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lincRNA-p21 levels (HR, 4.458;95% ClI, 1.014-19.603; p = 0.048) and stage (HR, 4.430; 95% CI:
1.266-15.497; p = 0.020) were independent prognostic factors for TTR, while downstaging
(HR, 3.512; 95% CI: 1.275-9.673; p = 0.015) was the unique independent prognostic factor
for OS.

Table 3. Multivariate analysis for TTR and OS.

Time to Relapse HR (95% CI) p-Value
Pathological stage > I 4.430 (1.266-15.497) 0.020
No downstaging 1.737 (0.350-8.621) 0.499
High lincRNA-p21 4.458 (1.014-19.603) 0.048

Overall Survival HR (95% CI) p-Value
Pathological stage > I 2.020 (0.362-11.273) 0.423
No downstaging 3.512 (1.275-9.673) 0.015
High lincRNA-p21 1.387 (0.411-4.679) 0.598

4. Discussion

We showed the potential use of lincRNA-p21 expression levels in tumor tissue from
baseline biopsies of RC patients as a predictive marker of CRT response and as a prognostic
biomarker for TTR. Firstly, we observed that higher lincRNA-p21 levels were found in
patients with stage III pre-CRT, and, interestingly, after CRT treatment, the highest lincRNA-
P21 levels were reported for patients presenting pathological stage III, and the lowest levels
were found in patients with ypTONO. Indeed, higher lincRNA-p21 levels were observed
in patients with ypT3—4 and in ypN1-2 patients. These results are in line with previous
reports in CRC [17,25]. In a cohort of 66 patients with CRC, including 39% (26/66) of
RC [25], higher lincRNA-p21 levels were associated with poor prognostic factors, such as a
poorer stage (stage III vs. I), tumor size (pT), and vascular invasion [25]. In another study,
Li et al. analyzed 177 CRC tumors samples from surgical resection, of which 81 (45.7%)
were RC; lincRNA-p21 was found as a marker of advanced disease, as higher lincRNA-p21
levels were observed in stage III patients and in N+ patients, and worse survival [17].
However, although these reports are in line with our results, we must take into account that
we studied a different RC population, namely, patients receiving neoadjuvant treatment
before surgery. Of note, this group of patients was excluded from both previous reports.

Secondly, we observed that lower lincRNA-p21 levels were found in patients who
underwent tumor downstaging and complete pathological response after CRT treatment.
Locally advanced rectal cancer patients are commonly explored with a rectal endoscopy,
which provides sufficient tissue samples for diagnosis and biomarker analyses. Currently,
there are no clinically validated biomarkers to correctly identify those patients that will not
respond. LincRNA-p21 emerged as a predictive biomarker for CRT response, and when it
was compared to other predictive factors at diagnosis such as baseline stage or CEA levels,
it was shown as an independent predictor factor. The neoadjuvant CRT treatment in our
cohort was based on 5-fluorouracil combined with locoregional radiotherapy. Wang et al.
carried out an in vitro study aiming to evaluate the role of lincRNA-p21 in radiotherapy
response [24]; in contrast to our results, they described that lincRNA-p21 expression level
may affect the sensitivity to radiotherapy. In this study, the authors observed that after
X-ray treatment, the levels of lincRNA-p21 became upregulated in two colorectal cancer cell
lines, SW1116 and LOVO. When researchers overexpressed lincRNA-p21 in the SW1116
cell line and treated the cells with X-rays, they noted a higher apoptosis rate than in control
cells; nonetheless, this result was not validated by the authors when they silenced lincRNA-
p21 before X-ray treatment on the same cell line (no differences in apoptosis rate were
observed between the silenced and control group). Our group has reported results in this
line; however, we used a different cohort of patients (resected CRC patients not receiving
neoadjuvant treatment) [17]. We observed that patients with tumors with high expression
of lincRNA-p21 demonstrated an increased benefit of CRT as an adjuvant therapy (longer
OS compared to those patients not receiving CRT after surgical resection [17]). Nonetheless,
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these results are not comparable with the present work since our correlation was obtained
in tumor tissue isolated prior to adjuvant CRT treatment administration. Moreover, the
two previous references focused on the potential role of lincRNA-p21 and radiotherapy
response in relation to its role in the p53 pathway [21,30-32]; nonetheless, we cannot
ignore that rectal cancer patients included in the cohort also received 5-fluorouracil. Lee
and colleagues analyzed the pattern of IncRNAs in 5-fluorouracil-resistant colon cancer
cell lines and observed that lincRNA-p21 was significantly upregulated in SNU-C5 5-FU-
resistant cells compared to its parental cell line [33]. This provides an important insight into
the involvement of lincRNA-p21 within 5-FU resistance of colon cancer cells and allows us
to speculate the following: the better response rates observed in patients with low levels
of lincRNA-p21 could be associated with, at least partially, an enhanced sensitivity to
5-fluorouracil. The role of lincRNA-p21 in 5-fluorouracil resistance and its effect when
5-FU is combined with radiotherapy deserves further study, but this is out of the scope of
the present paper.

Finally, we found a correlation between high expression of lincRNA-p21 levels and
shorter TTR. In this regard, high lincRNA-p21 levels have been previously related to a
worst outcome in CRC [17] and also in other solid tumors such as non-small-cell lung
cancer [22], bladder carcinoma [34], or hepatocellular carcinoma [35]. In CRC, Li et al.
observed that lincRNA-p21 was found as a marker of advanced disease and worse survival
outcomes, especially for RC where high lincRNA-p21 levels were linked to shorter DFS
and shorter OS [17].

We are conscious that the present study has several limitations, including the small
number of samples analyzed (n = 70), which can affect the robustness of the multivariate
analysis. The results obtained in the multivariate analysis, despite being informative, need
to be validated in a larger cohort. Moreover, an additional limitation is that lincRNA-p21
was analyzed in a retrospective cohort of paraffin-embedded samples. Nonetheless, no
related studies have been published for RC patient cohorts in neoadjuvant settings, and our
study may provide new evidence of epigenetic pathways behind the tumor response to CRT.
LincRNA-p21 may be a promising predictive biomarker of CRT benefit, avoiding delay of
resection and unnecessary comorbidities for those patients with tumors and reporting high
expression levels of lincRNA-p21 at baseline.

5. Conclusions

LincRNA-p21 is a marker of advanced disease, worse response to neoadjuvant CRT,
and shorter TTR in locally advanced rectal cancer patients. The study of lincRNA-p21 in
endoscopy samples obtained prior to treatment decision may be of value in the individual-
ization of pre-operative CRT in rectal cancer.
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DISCUSION



El cancer colorrectal representa una de las neoplasias mas prevalentes, es el tercer tumor
solido més frecuente en hombres y el segundo en mujeres. E1 CR se puede considerar una
entidad diferente a los tumores de colon, de hecho, representa aproximadamente un 35% de
la incidencia total del cancer colorrectal, con unos datos etioldgicos y epidemioldgicos que
lo distinguen, y un comportamiento clinico que es diferente. Por lo tanto, su abordaje desde
el punto de vista del tratamiento va a ser especifico. Para un correcto y dptimo abordaje de
los tumores de recto es necesaria una buena clasificacion inicial de los mismos basada en la
clasificacion TNM. En este trabajo, vamos a centrarnos en el CRLA candidatos a una
reseccion tras un tratamiento neoadyuvante o preoperatorio (¢T3-4, cNO-1, M0)(25,48). La
quimioterapia basada en fluoropidimidinas en concomitancia con radioterapia preoperatoria
es el tratamiento estandar para estos pacientes con CRLA y su uso estd muy extendido en la
practica clinica habitual(90,92). En los ultimos 5 se han publicado diferentes estudios fases
IT o IIT que sugieren un beneficio de un abordaje con quimioterapia mas intensiva asociada o
no a radioterapia(104,105,109). El objetivo fundamental de esta estrategia terapéutica es
conseguir una respuesta tumoral, “downstaging ” en inglés, que permita una reseccion optima
del tumor con la preservacion de los esfinteres y, por tanto, las menores comorbilidades
posibles para los pacientes que se someten al tratamiento. Sin embargo, alrededor del 20-
40% de los pacientes no responden a este tratamiento neoadyuvante(550). Los pacientes con
un CRLA son explorados inicialmente con una endoscopia rectal que proporciona suficiente
tejido para el diagndstico y para los analisis moleculares antes del inicio del tratamiento. A
pesar de la disponibilidad de muestras para el analisis molecular, actualmente no existen
biomarcadores clinicamente validados para identificar correctamente a los pacientes que no
responderan al tratamiento con QRT vy, por tanto, se beneficiaran de forma clara de esta
estrategia terapéutica antes que otra forma de abordaje del tumor primario. Existen estudios
publicados en la tltima década que han demostrado una asociacion entre los niveles de CEA
sérico antes del tratamiento con la respuesta patologica completa (pCR) y la supervivencia
(551,552), con la limitacion que ello conlleva al ser biomarcadores inespecificos. A pesar de
esto, la seleccion de los pacientes todavia esta basada en el estadio clinico de la enfermedad
al diagnoéstico y muchos pacientes son tratados de inicio con QRT, lo que puede comportar
un retraso en la intervencion quirdrgica debido a posibles toxicidades del tratamiento

sistémico (553).
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En este contexto de la busqueda de biomarcadores que ayuden a comprender la biologia del
cancer y predecir el prondstico de los pacientes y la respuesta a diferentes tipos de
tratamientos han emergido algunos tipos de ARN. Los ARN son pequefias copias de ciertas
partes del ADN, son los encargados de transportar la informacién genética para que se
transforme en las proteinas que realicen una funcioén determinada en el organismo(254). Sin
embargo, Unicamente el 1-2% del ADN va a traducirse a proteinas, lo que denominamos
regiones codificantes y, en su conjunto se conoce como exoma(256). El 98% del genoma
restante lo compone el material no codificante, que se ha comprobado que tiene un papel
fundamental en la regulacion génica. Una parte del genoma no codificante lo componen otros
tipos de ARNs con funcion reguladora como los miRNA o los IncRNA, que tienen otro tipo
de funciones que no requiere su traduccion en proteinas(259). Se ha podido revelar que los
ARNSs no codificantes (ncRNAs) son fundamentales en el desarrollo de las enfermedades,
sobre todo en cancer(260). Juegan un papel central en la codificacion, descodificacion,
regulacion y expresion de los genes, asi como en la interaccion de unos genes con otros. La
expresion desregulada de ncRNA y los procesos de sefalizacion subsecuentes de las vias
moleculares, estdn implicados directamente en el desarrollo y la progresion del
cancer(261,263,315). Dentro de los ncRNAs podemos distinguir diferentes clases o tipos
segun el tamafio de sus cadenas. Podemos destacar dos tipos fundamentales sobre los que se
basaré nuestro trabajo: los de pequefio tamafio, con cadenas unos 22 nucleotidos de longitud
se denominan miRNAs; y, en el extremo opuesto en este ambito, los IncRNA, que tienen un
tamafio de mas de 200 nucleo6tidos de longitud, en concreto destacaremos el lincRNA-p21
que ha sido estudiado en nuestro segundo trabajo. Por tanto, estos biomarcadores podrian ser
buenos subrogados que nos ayuden a poder predecir el prondstico o la respuesta a
tratamientos en cancer. En concreto, diversos estudios de este tipo de biomarcadores
realizados en modelos invitro o invivo y con muestras de pacientes han demostrado que estan
implicados en los procesos biologicos y moleculares de los tumores de recto; sobre todo en
tres ambitos: 1) su expresion en el tejido tumoral, 2) su implicacién prondstica y, 3) su

relacion con la respuesta tumoral a tratamientos.

En esta tesis doctoral presentamos dos trabajos de investigacion traslacional que han podido
demostrar el valor de los ARN no codificantes, en concreto de una firma compuesta por 8

miRNA y de lincRNA-p21, como biomarcadores pronosticos y predictivos de la respuesta al

127



tratamiento preoperatorio con QRT de tumores de recto. El objetivo fundamental de ambos
experimentos fue el estudio del valor predictivo de respuesta al tratamiento preoperatorio que
nos permitiera una mejor seleccion de pacientes candidatos a QRT desde el analisis de la
biopsia endoscopica inicial; ya que, el uso de estos biomarcadores podria ayudarnos a evitar
posibles toxicidades y comorbilidades innecesarias que puedan retrasar el abordaje

quirurgico de la enfermedad, de gran importancia para la radicalidad del tumor.

En nuestro primer trabajo, definimos una firma de ocho miRNAs que caracteriza a los
pacientes que presentan una respuesta completa (definido como TRG4 segun la clasificacion
de Dworak) a QRT. El primer estudio se llevd a cabo en dos partes: una primera fase
exploratoria, en la que se estudiaron 377 miRNAs utilizando un grupo de deteccion de 12
pacientes con respuestas bien caracterizadas y opuestas: 6 pacientes TRGO-1 o sin respuesta,
frente a 6 pacientes TRG4 o completa. Entre los miRNAs estudiados en esta cohorte de
descubrimiento, seleccionamos los miRNAs con mejor prediccion de la respuesta. Se
identific6 una firma compuesta por: let-7b, let-7e, miR-21, miR-99b, miR-183, miR-328,
miR-375 y miR-483-5p. Posteriormente, la firma de ocho miRNA fue validada en toda la
cohorte de 96 pacientes de los que se habia obtenido muestras preoperatorias al diagndstico
mediante endoscopia confirmando que miR-21, miR-99b, miR-375 y let-7b analizados estan
relacionados con la respuesta a la QRT. Demostramos que miR-21, miR-99b y miR-375 estan
regulados significativamente a la baja en los pacientes con una respuesta completa (TRG4)
frente aquellos en los que la respuesta no fue completa (TRGO-3). Sin embargo, se pudo
observar que los niveles de let-7b disminuyen lentamente a medida que aumenta el grado de
respuesta, con los niveles mas bajos en el grupo de pacientes TRG4. El objetivo principal del
estudio era identificar aquellos pacientes con una respuesta extrema, por lo que nos
centramos en los resultados de miR-21, miR-99b y miR-375. El andlisis de la curva ROC
indico que estos 3 miRNA fueron capaces de predecir la respuesta a la QRT preoperatoria.
Es importante destacar que la combinacion de ellos, expresada como la suma de sus valores,
tuvo el mejor valor de AUC con una sensibilidad del 60% y una especificidad del 82,9% para

distinguir a los pacientes con la mejor respuesta de los otros grupos.

Se han publicado diferentes estudios en relacion con nuestros resultados. La sobreexpresion
de miR-21 se correlaciond con una respuesta incompleta en un estudio realizado sobre 76

biopsias de adenocarcinomas rectales antes de la QRT neoadyuvante(554). Sin embargo,
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otros estudios demostraron lo contrario, es decir, una sobreexpresion de miR-21 esta
correlaciona con la regresion tumoral completa como apoyan nuestros resultados(384,555).
En Eriksen et al. (555), que estudiaron la mayor cohorte de pacientes, demostraron que miR-
21 se regulaba a la baja en aquellos pacientes que respondieron en la cohorte exploratoria (n
=55, p = 0,062) mientras que se reguld al alza en los que respondieron en la cohorte de
validacion (n = 130, p = 0,035). Esto indica que el papel de miR-21 en la respuesta
preoperatoria de QRT no es claro y debe estudiarse més a fondo. De acuerdo con nuestros
resultados, otros estudios in vitro han mostrado que miR-21 se sobreexpresa en lineas
celulares de tumores colorrectales(556) resistentes a 5-FU. miR-21 es uno de los miRNAs
aberrantes observados con mayor frecuencia en cancer y fue uno de los primeros miRNAs
que se describe como oncomir. Un analisis de miRNAs a gran escala en 540 muestras en seis
tipos diferentes de tumores solidos ha demostrado que miR-21 era el inico miARN regulado
positivamente en todos los tipos de cancer. miR-21 actua sobre el gen supresor PTEN
permitiendo una mayor proliferacion y capacidad de invasion celular(334). También se ha
relacionado con transcritos que codifican reguladores negativos de la sefializacion de RAS,
conllevando a un aumento de la proliferacion y disminucion de la apoptosis(332). Mas alla
de la respuesta a tratamiento, miR-21 se ha relacionado como biomarcador prondstico en
CCR, a pesar de que no obtuvimos dicho resultado en nuestra serie. Un estudio analiz6 1.141
casos de CCR con microArrays para identificar el impacto de 121 tipos de miRNA en el
estadio de la enfermedad y los resultados de supervivencia(376), en las muestras de CR se
identificaron 13 miRNAs asociados significativamente con la mortalidad tras el diagndstico
de cancer, en concreto se relaciond la expresion de miR-21 de forma inversa a la mortalidad
de los pacientes con CR, pero no con tumores de colon(376). Ademas de los tumores de recto
y CCR, miR-21 se ha relacionado con otros tipos tumorales ya que se sobreexpresa en el
linfoma de células pre-B y se ha relacionado con tumores s6lidos como el cancer de pulmon,

mama, ovario, tiroides, prostata, pancreas y glioblastoma(332,333).

En referencia a otro de los miRNA estudiados, miR-99b, nuestros resultados demostraron
que niveles bajos al diagnostico en el tejido tumoral estan relacionados con una respuesta
completa a la QRT. En otros estudios publicados se ha podido comprobar que miR.99b
aumenta después del tratamiento con 5-FU y que esta involucrado la regulacion de diversos

procesos biologicos y pueden variar segun el contexto celular y el tipo de tejido. miR99b
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participa en la regulacion de la autofagia en células HT-29(557). La autofagia se relaciona
cada vez mas como una respuesta celular favorable a la supervivencia que se activa en
momentos de estrés durante la quimioterapia(558) y, por tanto, puede implicar la resistencia
a la quimioterapia. En este contexto, la radiacion ionizante que se produce con el tratamiento
con radioterapia puede promover la expresion y activacion de la via mTOR reduciendo la
expresion de miR-99b(559) como se vio en un estudio con lineas celulares de cancer de
pancreas, sugiriendo que niveles altos de miR-99b estan relacionados con la resistencia a
radioterapia. Las dianas de miR-99b incluyen la via de sefializacion mTOR, un regulador
central del crecimiento celular, la proliferacion y el metabolismo cuya inhibicién se ha
relacionado previamente en células de cancer de mama con un aumento en la autofagia(560)
y con una peor supervivencia del paciente al aumentar el potencial de proliferacion celular
via mTORI1(561). Es decir, la supresion de mTOR por miR-99b puede influir en la respuesta
celular a la disponibilidad de nutrientes y el estrés celular(562); en concreto, dentro de la via
mTOR, miR-99b se ha asociado con la regulacion especifica de mTORCI1, que juega un papel
importante en el control de la sintesis de proteinas y el crecimiento celular como en un estudio
que demostro asociacion con una peor supervivencia de pacientes afectos de cancer de mama,
en especial aquellos con receptores hormonales positivos y sin expresion de HER2(563). Es
interesante destacar que miR-99b también regula la via de sefializacion PI3K/Akt al apuntar
a genes involucrados en esta ruta con impacto en el crecimiento y la apoptosis celular(562).
En nuestros experimentos miR-99b no se relacioné de forma significativa con los resultados

de supervivencia.

En relaciéon con miR-375, pudimos demostrar que niveles bajos de dicho miRNA en la
biopsia basal se relaciona con una respuesta completa a QRT preoperatoria; ademas, pudimos
observar una tendencia a peor tiempo libre de enfermedad en pacientes que presentaban bajos
niveles tumorales de miR-375. Por otro lado, la sobreexpresion de miR-375 se ha relacionado
con otros tumores como el cancer géstrico recurrente(564). Pero no solo directamente con la
aparicion de cancer, sino que la sobreexpresion de miR-375 se ha relacionado en algunos
estudios previos al nuestro con la resistencia a terapias oncoldgicas como la radiacion
ionizante y el tratamiento con etopdsido, como se observd en un experimento con lineas
celulares de cancer gastrico, y que actia a través de la regulacion de p53(565). miR-375

regula negativamente la expresion de p53, lo que significa que cuando miR-375 esta
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sobreexpresado, puede disminuir los niveles de proteina p53 en las células. Esto es relevante
al tratarse de uno de los supresores tumorales mas importantes del genoma, implicado en la
induccion de la detencion del ciclo celular, la apoptosis y la reparacion del ADN en respuesta
al estrés celular y al dafo en el ADN(444,566,567). Ademas, en las lineas celulares de cancer
de cuello uterino, la sobreexpresion de miR-375 se ha relacionado con la resistencia a
paclitaxel(568). También demuestra un papel de resistencia en otros tumores como en el
cancer de colon, donde miR-375 aporta resistencia a cetuximab a través de la regulacion de
la via AKT al dirigirse al gen supresor tumoral PHLPP1(569). También se ha relacionado
con la diferenciacion y el desarrollo de tumores neuroendocrinos intestinales(570) o
pulmonares(571), que presenta clinicamente resistencia a quimioterapia. Estos datos estan en
concordancia con los reportados por Conde-Muiio et al., que describieron que miR-375, a
través de la regulacion de cMyc, tiene un papel en la quimio resistencia al tratamiento
neoadyuvante en el cancer de recto localmente avanzado(572). Todos ellos en linea con los
que podemos observar en los pacientes de nuestra serie que no responden al tratamiento, los

cuales presentan niveles elevados de miR-375.

Por ultimo, demostramos que la disminucioén progresiva de niveles de let-7b se relacionan
con una respuesta al tratamiento con QRT previa a la reseccion de los tumores de recto.
Ademas, niveles bajos de let-7e se relacionaron en nuestros experimentos con una peor SLE
y una peor SG, de hecho, fue el unico biomarcador que mostrd tener una relacion con los
resultados de SG de nuestros pacientes. Se sabe que la familia let-7 regula muchos factores
de la transcripcion implicados de manera importante en el control del ciclo celular, de la
diferenciacion celular y de la apoptosis(573). Los miembros de la familia let-7 se han
asociado previamente con el prondstico en multiples tumores, incluido el cancer de mama
hormono dependiente y el cancer colorrectal(573,574). Se ha demostrado que la expresion
de Let-7e se reduce significativamente en células de cancer epitelial de ovario humano
resistentes al cisplatino, y la sobreexpresion de let-7e por transfeccion de let-7e Agomir, un
tipo de miRNA de doble cadena modificado quimicamente que imita a let-7e, reduce la
expresion de proteinas relacionadas con la resistencia al cisplatino, incluidas EZH2 y ciclina
D1, y revierte la resistencia al cisplatino cuando se inyecta localmente en tumores de
xenoinjerto de este mismo tipo tumoral. Ademas, altos niveles de expresion de let-7e se han

correlacionado en otros trabajos con una mejor respuesta a la QRT(381). Estos resultados
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estan en linea con los obtenidos en la fase de seleccion de nuestro estudio, donde observamos
que los pacientes respondedores (TRG4) presentaban niveles de let-7e més altos. A pesar de
que no pudimos validar este resultado en toda la cohorte para la respuesta al tratamiento.
Estos resultados pueden estar en relacion con las diferentes vias de sefializacion en las que
se ve implicada la familia let, como en los genes de la via PI3K/Akt/mTOR(575) en relacion
con la autofagia y la proliferacion celular entre otros procesos biologicos, la via de

senalizacion Wnt y por tanto la diferenciacion celular(576) o la via de TP53(577).

miR-328 es un gen de ARN asociado principalmente con el cancer de pulmoén y su gen
codificante se encuentra en 16q22.1(578). Se ha observado la expresion de miR-328 en
tejidos de pulmoén y esdéfago basado en estudios de secuenciacion de ARN(579). Pero no solo
se ha encontrado una desregulacion al alza o a la baja de miR-328 en cancer de pulmén no
célula pequenia(578,579), sino también en tumores neuroendocrinos(580), en tumores de
prostata(581), melanoma(582), gliomas(583), hepatocarcinoma(584) y en CCR(585,586).
Sin embargo, el papel de miR-328 en los diferentes tipos tumorales no esta del todo claro, ya
que estd implicado en numerosas vias bioldgicas y segin en la via molecular en la que se
participe podra favorecer la progresion(586) o inhibirla(585) y por tanto significar un mejor
o peor prondstico. Por ejemplo, estudios con lineas celulares de CPNCP encontraron que una
sobreexpresion de miR-328 se asociaba a un aumento de la migracion celular y a la aparicion
de metéstasis en sistema nervioso central(578). Otro ejemplo en el que también se ha
relacionado a miR-328 con un papel en la invasion celular lo demostr6 un estudio con lineas
celulares de glioma; miR-328 es capaz de regular SFRPI (Secreted Frizzled-related protein
1, en inglés) y la actividad de la via Wnt, al ser éste un inhibidor de la misma(583). Es
interesante destacar que también se ha asociado a CCR, en concreto, en un estudio realizado
con muestras de pacientes previas a la cirugia del tumor primario. El experimento demostro
que un ARN circulante, circCAMSAPI, atrae a miR-328 e impide su accién como supresor
del factor de transcripcion E2F1 con el resultado final de la progresion tumoral(586). Por
tanto, la regulacion a la baja de miR-328 se relaciona con mal prondstico en CCR como
demuestran muchos otros estudios, datos que van en el mismo sentido que nuestros
resultados, donde pudimos observar que una menor expresion de miR-328 en muestras de
endoscopia diagnostica se asociaba a peor SLE. En este escenario hay otros estudios que

muestran resultados similares y demuestran como miR-328 actua a través de diferentes vias
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moleculares; Pan S. er al. demostraron que la sobreexpresion de miR-328-3p inhibe la
proliferacion celular, la migracion, la invasion, y la activacion de EMT a través de su
participacion en la via PI3K/Akt, al unirse directamente a 3'UTR de Girdin y regular
negativamente la activacion de la via(585). También se ha demostrado la participacion de
miR-328 en otras vias moleculares como TGFf2 en lineas celulares de melanoma, en un
estudio que mostr6 un aumento de los niveles de TGFB2 con una correlacionaron
inversamente con el nivel de expresion de miR-328(582). Pero podemos encontrar otros
estudios en el sentido contrario, podemos destacar un trabajo en el que se asoci6 la expresion
de miR-328 a un aumento significativo en muestras de tejido de HCC inhibiendo la capacidad
de invasion y proliferacion celular a través de la apoptosis celular y la detencion del ciclo
celular en la fase GO/G1. Este mismo estudio demostré que PTEN era un gen diana de miR-
328(584). Por ultimo, no solo debemos hablar del papel prondstico de miR-328, sino de su
implicacion en la sensibilidad a firmacos. Liu C. ef al. mostraron que la proteina quinasa 6
activada por p21 (PAK®6) estd sobre expresada en cancer de prostata primario y avanzado.
Los autores demostraron la sobreexpresion de dicha proteina en tumores resistentes a la
castracion y que dicha sobreexpresion estaba regulada por miR-328. La expresion de miR-
328 mejord la sensibilidad a docetaxel, inhibio la proliferacion celular y promovié la

apoptosis celular sin afectar el ciclo celular(581).

Sin embargo, hay diversos miRNA no encontrados en nuestro estudio y que otros trabajos
previos, con un menor numero de pacientes de CRLA, han correlacionado con la respuesta
al tratamiento. Por ejemplo, la sobreexpresion de miR-31 se ha observado en pacientes con
una pobre respuesta y con una peor SG(360); otro estudio analiz6é 38 pacientes tratados con
capecitabina y oxaliplatino y radioterapia, demostr6 que miR-622 y miR-630 tienen una
sensibilidad y una especificidad del 100 % en la seleccion de aquellos pacientes con la

maxima respuesta(587).

En nuestro segundo trabajo hemos demostrado que los niveles de expresion de lincRNA-p21
en tejido tumoral de biopsias de pacientes no tratados que padecen un tumor rectal se pueden
usar potencialmente como un marcador predictivo de la respuesta a la QRT y como un
biomarcador prondstico de tiempo a la recaida. Los niveles mas altos de lincRNA-p21 se
encontraron en pacientes con un estadio III antes del tratamiento con QRT; curiosamente,

después del tratamiento con QRT, los niveles mas altos de lincRNAp21 lo mostraron los
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pacientes que presentaban el estadio patoldgico III, y los niveles mas bajos aquellos pacientes
con ypTONO (respuesta patoldgica completa). De hecho, se observaron niveles mas altos de
lincRNA-p21 en pacientes con ypT3—4 y en pacientes con ypN1-2. Estos resultados estan en
consonancia con estudios anteriores realizados con tumores colorrectales(545,549). En una
cohorte de 66 pacientes con CCR, incluido el 39% (26/66) de CR(545), niveles altos de
lincRNA-p21 se asociaron con factores de mal prondstico, como un estadio mas avanzado
(estadio III frente a I), el tamafio tumoral (pT) y la invasidon vascular(545). En otro estudio,
Liy colaboradores analizaron 177 muestras de tumores de CCR procedentes de una reseccion
quirargica, de las cuales 81 (45,7%) fueron tumores de recto; se demostrd que lincRNA-p21
era un marcador de enfermedad avanzada, ya que se observaron niveles mas altos de
lincRNA-p21 en pacientes en estadio III y en pacientes N +, ademds de una peor
supervivencia(549). Sin embargo, aunque estos resultados estan en linea con los nuestros,
debemos tener en cuenta que en nuestro andlisis la poblacion de CR es diferente, es decir, los
pacientes recibieron tratamiento con QRT antes de la cirugia y este grupo de pacientes fue

excluido de los estudios citados anteriormente.

En segundo lugar, observamos que se encontraron niveles mas bajos de lincRNA-p21 en
aquellos pacientes que presentaron una reduccion del estadio del tumor y una respuesta
patologica completa después del tratamiento con QRT. Este hallazgo es de gran importancia
ya que, como se ha destacado anteriormente, actualmente no disponemos de biomarcadores
validados que identifiquen aquellos pacientes no respondedores. a pesar de la suficiente
disponibilidad de muestras tomadas mediante endoscopia rectal previas al tratamiento.
LincRNA-p21 demostrd ser un biomarcador predictivo de la respuesta a la QRT y, cuando
se compard con otros factores predictivos en el momento del diagndstico que se usan en la
practica habitual, como el estadio inicial o los niveles séricos de CEA, se mostré como un
factor predictivo independiente. Uno de los aspectos fundamentales a la hora de comprender
mejor el papel de un marcador como factor predictivo es su relacion bioldgica con las terapias
que se van a utilizar. El tratamiento preoperatorio del CRLA se basa en la combinacion de
radioterapia locorregional y quimioterapia, en nuestra cohorte 5-fluorouracilo. Wang et al.
llevaron a cabo un estudio in vitro con el objetivo de evaluar el papel de lincRNA-p21 en la
respuesta a la radioterapia(588); en contraste con nuestros resultados, describieron que el

nivel de expresion de lincRNA-p21 puede afectar a la sensibilidad a la radioterapia. En este

134



estudio, los autores observaron que después del tratamiento con rayos X, los niveles de
lincRNA-p21 aumentaron en dos lineas celulares de cancer colorrectal, SW1116 y LOVO.
Cuando los investigadores sobre expresaron lincRNA-p21 en la linea celular SW1116 y
trataron las células con rayos X, observaron una mayor tasa de apoptosis que en las células
de control; sin embargo, este resultado no fue validado cuando silenciaron lincRNAp21 antes
del tratamiento con rayos X en la misma linea celular (no se observaron diferencias en la tasa
de apoptosis entre el grupo silenciado y el de control). Otro estudio ha demostrado resultados
similares, sin embargo, utilizando una cohorte diferente de pacientes (pacientes con CCR
resecado que no recibieron tratamiento neoadyuvante)(549). En este estudio se observé que
los pacientes con tumores con alta expresion de lincRNA-p21 presentaban un mayor
beneficio de la QRT como terapia adyuvante (SG mas prolongada en comparacion con los
pacientes que no recibieron QRT después de la reseccion quirtrgica(549)). No obstante, estos
resultados no son comparables con el presente trabajo ya que nuestra correlacion se obtuvo
en tejido tumoral aislado antes de la administracion del tratamiento adyuvante con QRT.
Ademas, las dos referencias anteriores se centraron en el papel potencial de lincRNA-p21 y
la respuesta a la radioterapia en relacion con su papel en la via p53(444,445,490,589); sin
embargo, no podemos ignorar que los pacientes con cancer de recto incluidos en la cohorte
también recibieron tratamiento con 5-fluorouracilo. Lee ef al. analizaron el patron de IncRNA
en lineas celulares de céncer de colon resistentes a 5-fluorouracilo y observaron que
lincRNA-p21 estaba significativamente regulado al alza en células SNU-CS5 resistentes a 5-
FU en comparacion con su linea celular original(590). Esto proporciona informacion
importante sobre la participacion de lincRNA-p21 en la resistencia al 5-FU de las células de
cancer de colon y nos permite especular que las mejores tasas de respuesta observadas en los
pacientes con niveles bajos de lincRNA-p21 de nuestra serie podrian estar asociadas con, al
menos parcialmente, una mayor sensibilidad al 5-fluorouracilo. El papel de lincRNA-p21 en
la resistencia al 5-fluorouracilo y su efecto cuando el 5-FU se combina con radioterapia

merece ser objeto de estudio en futuras lineas de investigacion relacionadas con nuestra serie.

Ademas del valor predictivo de respuesta, estudiamos el papel potencial de los 8 miRNAs
encontrados en la fase exploratoria del primer estudio y de LincRNA-p21 como
biomarcadores prondsticos de los pacientes. En este contexto, encontramos diferencias

significativas en SLE con respecto a la expresion de let-7e y miR-328 y diferencias
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significativas en SG segln la expresion de let-7e. Ademas, los pacientes con niveles bajos de
miR-375 (que se correlacionaba con una mejor respuesta) tenian una tendencia a una mejor
SLE. Curiosamente, let-7e y miR-328 surgieron como factores prondsticos independientes
para DFS y OS en el andlisis multivariado. Los pacientes con niveles altos de miR-328 y
aquellos pacientes con niveles bajos de let-7e tuvieron una SLE y una SG mas cortas.
Finalmente, encontramos una correlacion entre la alta expresion de los niveles de lincRNA-
p21 y el tiempo a la recidiva mas corto. En este sentido, los niveles altos de lincRNA-p21 se
han relacionado previamente con un peor pronéstico en el CCR(549) y también en otros
tumores solidos como el cancer de pulmén de células no pequenas(495), el carcinoma de
vejiga(591) o el carcinoma hepatocelular(592). En relacion con el CCR, Li et al. observo que
lincRNA-p21 es un marcador de enfermedad avanzada y peor supervivencia, especialmente
para RC donde los niveles altos de lincRNA-p21 se vincularon con un TLE mads corto y una

SG mas corta(549).

Somos conscientes de que ambos estudios tienen varias limitaciones, incluido el pequefio
numero de muestras analizadas (n= 96 y n = 70, respectivamente), que podria afectar la
solidez de los andlisis multivariantes. Ademas, una limitacion adicional es que tanto los
miRNAs como lincRNA-p21 se analizaron en una cohorte retrospectiva de muestras
incluidas en parafina. Sin embargo, cabe poner en valor la falta de estudios de muestras de
pacientes con biopsias endoscopicas y la dificultad del anélisis de este tipo de biomarcadores
en muestras parafinadas de tumores. Los resultados obtenidos en el analisis multivariante son
informativos, pero necesitan ser validados en una cohorte mayor. No obstante, no se han
publicado estudios relacionados para cohortes de pacientes CR en entornos neoadyuvantes,
y nuestro estudio puede proporcionar nueva evidencia de las vias epigenéticas relacionadas

con la respuesta tumoral a la QRT.
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CONCLUSIONES



En esta tesis doctoral hemos identificado diferentes biomarcadores epigenéticos analizados

en muestras recogidas por endoscopia al diagnodstico de un tumor rectal localmente avanzado.

Dichos biomarcadores demostraron estar implicados en la respuesta a la quimio-radioterapia

preoperatoria y ser marcadores pronosticos de los pacientes con cancer de recto localmente

avanzado.

I- miR-21, miR-99b, miR-375, let-7b, let-7e, miR-183, miR-328, miR-483 y lincRNA-

p21 estan presentes en muestras endoscopicas recogidas al diagndstico de tumores

rectales.

2- miR-21, miR-99b, miR-375, let-7b y lincRNA-p21 demuestran ser biomarcadores

subrogados predictivos de respuesta a quimio-radioterapia en pacientes con cancer de

recto no tratados, evitando el retraso de la reseccion y las comorbilidades

Innecesarias.

a.

Aquellos pacientes con tumores que presentan altos niveles de expresion de
lincRNA-p21 y bajos niveles de miR-21, miR-99b y miR-375 al diagnostico
tienen beneficio de un tratamiento preoperatorio con quimio-radioterapia, al
presentar una mejor respuesta al tratamiento y un mejor “downstaging” en el
caso de lincRNA-p21. En el caso de let-7b se demostrd que los niveles de
dicho miRNA descienden progresivamente con la respuesta tumoral hasta
llegar a TRGA4.

Las curvas ROC para predecir respuesta a tratamiento de lincRNA-p21 y de
la combinacion de miR-21, miR-99b y miR-375 demostraron un AUC de 0.69

y 0.66, respectivamente.

3- Ademas de ser predictivo, lincRNA-p21 tiene un valor prondstico para supervivencia.

Let-7¢ y miR-328 demostraron ser también biomarcadores subrogados de

supervivencia.

a.

b.

Los pacientes que presentan altos niveles de lincRNA-p21 en muestras
tumorales al diagndstico presentaran un menor tiempo a la recidiva. Niveles
altos de lincRNA-p21 se han observado en aquellos tumores con mayor
estadiaje (estadio III) entre los que definen los tumores de recto localmente
avanzados.

Let-7e demostro6 ser el tinico biomarcador relacionado con supervivencia libre
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de enfermedad y supervivencia global, en concreto, niveles bajos de expresion
de let-7e se asociaron a peores resultados de supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global. miR-328 so6lo se asocid a una peor
supervivencia libre de enfermedad cuando se encuentra en bajos niveles de

expresion.

Los resultados presentados deben tomarse con cautela ya que se trata de un estudio
retrospectivo 'y deben confirmarse en un estudio prospectivo. Sin embargo, los
biomarcadores identificados, siguiendo la linea de los resultados de diferentes trabajos en
este ambito, podrian ser biomarcadores subrogados que representan una valiosa herramienta
adicional para individualizar el tratamiento en pacientes con cancer de recto localmente
avanzado, evitando el retraso en el tratamiento quirurgico y posibles toxicidades y/o

comorbilidades.
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