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JUSTIFICACION
Para el cancer de recto, tanto el tratamiento quirtrgico y como el no quirdrgico son conceptos
que se han mejorado considerablemente en la Ultima décadas. A este respecto, el concepto
quirtrgico de escisién total del mesorrecto (ETM) y la implementacion de los regimenes de
tratamiento preoperatorio, pueden considerarse las piedras angulares de tratamiento moderno
y optimizado para el cancer de recto localmente avanzado (CRLA). Varios ensayos
aleatorizados demostraron de forma independiente que la aplicacion preoperatoria de la
radioterapia, ya sea como la radioterapia de ciclo corto o como irradiacion de ciclo largo,
acompafiada por una infusién de 5-fluorouracilo (5-FU), disminuye significativamente la tasa de
recidiva local (1). Por consiguiente, la quimio-radioterapia (QTRT) preoperatoria representa en
la actualidad el estandar tratamiento para los pacientes con céancer de recto localmente
avanzado en Europa y los EE.UU desde que demostraron mejor tasa de control local de la
enfermedad, incremento en supervivencia libre de progresién (SLP) y mejor tolerancia que el
tratamiento adyuvante (2).
El tratamiento neoadyuvante surge asi como una estrategia terapéutica atractiva ademas por
las siguientes razones:
- Tumores inicialmente irresecables puede convertirlos en quirdargicos (Downsized)
- La reduccién del tamafio se traduce en una mayor proporcién de preservacion de
esfinter anal.
- La administracion de tratamiento quimioterapico previo puede asociarse con una
reduccién de micrometéstasis.
- Latoxicidad de la radioterapia es menor que si se administra tras la cirugia.
- La condicion fisica del paciente es mejor y por tanto la adherencia y cumplimentacién
del tratamiento.
Sin embargo, la radioterapia, ademas de ser costosa, presenta también una toxicidad y
morbimortalidad que debe tenerse en consideracion. La mas frecuente es la colitis actinica, con
diarrea crénica y potenciales cuadros de oclusion intestinal. Otras toxicidades son la disfuncion
del esfinter anorrectal, disfunciébn sexual, microfracturas en sacro o segundas neoplasia.

Toxicidades todas ellas que aunque no frecuentes, disminuyen de manera importante la calidad
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de vida del paciente, por lo que deberiamos poder asegurar que el paciente se beneficiara del
tratamiento (obtendra respuesta patologica).

Con respecto a la respuesta histopatolégica de la quimio-radioterapia se observé que varia
enormemente de un paciente a otro. Aproximadamente un 40-60% de los pacientes
experimentan algun grado de regresion tumoral, pero s6lo un porcentaje menor tiene una
respuesta completa patologica (RCP). La RCP caracterizada como la total desaparicion
microscopica de células tumorales se considera uno de los mejores marcadores de buen
pronoéstico (3). En un 5-30% de los casos esta descrita una RCP mientras que en la mayoria
de los pacientes habra solo cierto grado de enfermedad residual después del tratamiento
neoadyuvante. Estas diferencias podrian explicarse en parte por los distintos tamafios
tumorales y por las diferencias biolégicas de las lesiones.

Con el objetivo de incrementar las tasas de respuesta a la QTRT preoperatoria, se han
investigado agentes como el oxaliplatino y regimenes basados en anticuerpos siendo
estrategias en continua evaluacion (2). Sin embargo, hasta la fecha, la inclusiéon de mas
agentes al tratamiento multimodal aumentaron los efectos secundarios de toxicidad agudosy a
largo plazo, haciendo necesaria la reducciéon de dosis o la interrupcion del tratamiento (2).

No esta establecido el método clinico por el cual predecir qué pacientes alcanzaran esa RCP
sin pasar por la reseccion quirargica. Diversos estudios han incorporado diferentes técnicas
diagnésticas (endoscopia con toma de biopsia, PET, ecografia endorrectal) sin poder concluir
cudl es la mejor técnica diagnéstica y la de mejor poder predictivo de respuesta. Tampoco se
han identificado marcadores bioldgicos predictivos de respuesta. Otros estudios han evaluado
exclusivamente la utilidad y las caracteristicas de la Imagen por Resonancia Magnética (IRM)
como predictor de respuesta patolégica tras el tratamiento neoadyuvante. La mayoria
concluyen que la IRM es una técnica (til para predecir la respuesta al tratamiento con QTRT,
aunque la sensibilidad encontrada para detectar RCP (expresada tras el analisis histo-
patolégico como ypTO0) se sitda Unicamente en torno al 35% (4). Po lo tanto, la capacidad de la
IRM tras neoadyuvancia con QTRT para estadificar el tumor residual, y mas adn, para predecir
la RCP tras la neoadyuvancia, no esta todavia bien establecido. Existen multitud de estudios
contradictorios, no comparables entre si por varios motivos, como utilizar diferentes técnicas

para la obtencion de imagenes, no incluir cortes axiales o coronales T2, no tener imagenes de

26



alta resolucion ni de difusion, o con interpretacion de las imagenes por profesionales de
diferentes experiencias. Sin embargo, la mayoria concluye que la IRM es una buena técnica
para predecir la respuesta tumoral de forma global (5). Se ha intentado buscar la combinacion
de otras técnicas de imagen para predecir la RCP. La sensibilidad de la IRM se incrementa
cuando se incorpora la realizacién de IRM con difusion y con la realizacion de PET, aunque su
utilidad, individual y en conjunto, esta todavia por determinar.

Actualmente existe ya cierta evidencia acerca de que el estado mutacional y los niveles de
expresion de ciertos genes involucrados en vias clave de sefializacion (ej.: KRAS, BRAF), en la
replicacion celular e inmortalizacion (hTERT) o en el control de la estabilidad cromosémica
(FBXW/), entre otros, puede tener relacion con el prondstico con cancer colorrectal
metastasico.

Por otro lado, hay grupos con tendencia a la seleccion de pacientes con respuesta completa al
tratamiento con QTRT, para continuar con una adyuvancia con quimioterapia y evitar la
reseccion del recto. Seria el denominado plan terapéutico “wait and see” o “Watch an wait”,
sustentado hasta la fecha por un escaso numero de trabajos aunque con resultados
prometedores (6).

Debido a esta variabilidad de respuesta tumoral al tratamiento y de grado de toxicidad del
tratamiento convencional, se incrementa el interés en individualizar el tratamiento del cancer de
recto. Algunos pacientes pueden requerir intensificar el régimen terapéutico para aumentar la
respuesta del tumor, mientras que para otros el tratamiento convencional puede ser suficiente o
innecesario por esperar una resistencia al mismo. Esta estratificacion de pacientes
(respondedores/no respondedores) precisa de la identificacién de pardmetros clinicos fiables y
de biomarcadores clinicos y moleculares predictores de respuesta que nos permitan clasificar
al paciente antes del proceso quirtrgico y poder adaptar la estrategia terapéutica de manera

individualizada a la respuesta obtenida.
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FIG 1. Vision futura del tratamiento personalizado del CRLA. Adaptado de Langenbecks et al.
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EPIDEMIOLOGIA

El cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas comdn en los
hombres y el segundo cancer mas comun en las mujeres, siendo la neoplasia con mayor
incidencia de manera global en Espafia desde 2012. Es el tercer tumor mas prevalente a los 5
afos y la segunda causa de muerte, global y por sexos, tras el cancer de mama en la mujer y
el cancer de pulmén en el hombre. Supone, casi 15000 muertes al afio en Espafia y casi
215000 en Europa, donde es la segunda neoplasia en incidencia, con 466110 casos nuevos al
afio (8). En la figura 2 se muestra la estimacion de crecimiento en Espafa en incidencia por
sexos de CCR para 2020.

Figura 2: estimacion de incidencia de cancer colorrectal sexo en Espafia en 2012 y prediccion

para 2020. Obtenido de Globocan.
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RECUERDO ANATOMICO

Con frecuencia se considera que el recto comienza en los ultimos 15 cm del intestino grueso,
que es donde suelen detectarse cambios en la musculatura de la pared del intestino grueso y
donde se convierte en un drgano retroperitoneal. Este limite inicial puede variar de los 12 a 15
cm segln la altura de reflexion peritoneal de cada persona. El extremo distal del recto se

considera en la linea pectinea, 1-2 cm por debajo del anillo anorrectal (Figura 3) 9).

Figura 3. Representacion anatomica del recto y canal anal, tomado de Lauren et al. (9)

Actualmente el recto se divide en 3 porciones, atendiendo a su distancia desde el margen anal

y en funcion de la localizacion de las vélvulas de Houston:

- Recto inferior o bajo: hasta 3 - 6 cm desde el margen anal.
- Recto medio: de 6-7 cm del margen anal a 10 cm del margen anal.

- Recto superior: de 10 cm a 12-15 cm del margen anal.

En la practica y para evitar incertidumbres y unificar el lenguaje, el recto inferior se considera
hasta los 6 cm, el medio de los 7 cm a los 10 cm y el superior la parte situada a mas de 10 cm

del margen anal.

La anatomia del recto presenta algunas caracteristicas que determinan un comportamiento
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diferenciado de los tumores respecto a los que se desarrollan en el resto del colon.

El drenaje venoso desde el colon y recto superior es via circulacion portal, mientras que el
recto distal drena a la circulacién portal y a la vena cava inferior; esto tiene una implicacion
clinica clave, ya que, por tanto, neoplasias del recto distal pueden metastatizar al pulmén mas

facilmente que las neoplasias proximales, cuyo primer punto de metastasis es el higado (9).

El recto esta rodeado por la fascia mesorrectal. El espacio comprendido entre esta fascia y la
capa muscular es lo que se llama actualmente el espacio mesorrectal o mesorrecto, de gran
trascendencia actualmente por cuanto debe ser resecado en blogue constituyendo la escision
mesorrectal completa (ETM). Se extiende desde el promontorio en el origen de la arteria rectal

superior, hasta el lugar donde el Mdsculo elevador del ano se inserta en la pared rectal (9).

FACTORES DE RIESGO

Factores ambientales

La edad y el sexo son factores de riesgo importantes que afectan tanto al cancer de colon
como al cancer de recto (10). Factores ambientales como la dieta y la actividad fisica también
pueden afectar el riesgo. Para el indice de Masa Corporal (IMC), existe un efecto diferente
sobre el CCR entre hombres y mujeres. Una revision sistemética ha observado que cada
aumento de 5 kg/m’ de IMC se asocia con un 24% y un 9% de aumento de la incidencia de
CCR en hombres y mujeres, respectivamente (11). Por otra parte, existe un significativo
aumento del riesgo en la categoria mas alta de IMC entre las mujeres para el cancer de recto
(10). Se ha encontrado que la actividad fisica esta mas fuertemente asociada con el cancer de
colon que con el cancer de recto. EI consumo frecuente de carne de cerdo o el cordero, de
carne procesada y el consumo alcohol estan relacionados con el cancer de colon (10). Se
observa una asociacion ligeramente mas fuerte entre el tabaquismo y el cancer rectal en
comparacion con el cancer de colon (10). Segln un meta analisis, el riesgo de cancer de colon
y recto entre los pacientes con diabetes mellitus fue aproximadamente 38% y 20% superior al

de los pacientes no diabéticos, respectivamente (12).
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Factores genéticos

Del 70-80% de casos de CCR son esporadicos, mientras que alrededor del 20-30% de CCR
tienen un componente hereditario, ya sea debido a sindrome de susceptibilidad, poco
frecuentes pero de alto riesgo, como el sindrome de Lynch (SL) (3-4%) y la poliposis
adenomatosa familiar (PAF) (~ 1%) (13); o por alteraciones mas comunes pero de bajo
riesgo. Un pequefio subconjunto, de 1-2% de los casos de CCR surge como consecuencia de
enfermedades inflamatorias intestinales (14).

El CCR no es una enfermedad homogénea, por lo que se intenta clasificar en diferentes
subtipos, segln sus caracteristicas moleculares, clinicas y morfolégicas. Una importante
caracteristica del CCR es la inestabilidad genética que puede surgir por, al menos, dos
diferentes mecanismos. De los casos de CCR esporadico, el 85% surgen por inestabilidad
cromosomica y un 15% por inestabilidad de microsatélites.

En la carcinogénesis via inestabilidad cromosdmica, estan incluidos la poliposis adenomatosa
familiar y el 85% de los canceres colorrectales esporadicos; en la ruta de la hipermutabilidad,
estarian incluidos el CCHNP y un 15% de los canceres colorrectales esporadicos.

La inestabilidad cromosdmica se origina con la segregacion anormal de cromosomas y
ocasiona aneuploidia. Tanto la pérdida de heterocigosidad como mutaciones puntuales en los
genes pueden producir la pérdida de la funcion de genes supresores de tumores como el APC
(Adenomatous poliposis coli) o DCC (Deleted in colorrectal carcinoma). Ademas de conocer las
alteraciones cromosoémicas, éstas deben suceder en un orden cronolégico concreto. El
acumulo de alteraciones en genes supresores de tumores conduce a la progresién adenoma-

carcinoma (via supresora, ver Figura 4).

MSI TGFB2R
p53 BAX
APC cox2 TCF-4
APC at 5q21 B_catenin KRAS SMAD2and 4 WISP-3
Epitelio Focos aberrantes Adenoma ; ;
ey — — | Adenoma intermedio | ===p | Adenoma g
normal en criptas precoz tardia Carcinoma

Figura 4. Mutaciones y cambios histol6gicos de la secuencia adenoma-carcinoma (adaptado de

Matkowskyj) (13).

Se cree que la pérdida de la funcién del gen APC es precoz en esta secuencia, favoreciendo la
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aparicion de nuevas anomalias. Conforme el adenoma aumenta en tamafio y displasia, se van
sumando nuevas alteraciones genéticas, como las mutaciones en el oncogén K-RAS o la
pérdida de la funcion de DCC. Uno de los cambios tardios es la pérdida de la funcién de p53,

que se supone que es el que conduce a la formacion del carcinoma.

La via de la inestabilidad de microsatélites se origina en la pérdida de la funcién de los
genes reparadores del ADN. El genoma esta continuamente siendo agredido por mdltiples
causas y mantener su homeostasis es complejo. Algunos de estos errores, como los
producidos en nucleétidos Unicos son corregidos por un “sistema de reparacion por escision de
bases”. Otra forma de producirse errores en el ADN es mediante del desapareamiento de
nucleétidos (mismatch errors); estos pueden ocurrir durante el proceso habitual de replicacion
del ADN pero suelen ser rapidamente reparados por el “sistema de reparacion de
desapareamientos (mismatch) del ADN”. Cuando alguno de estos sistemas de reparacién del
ADN no actia correctamente se produce un fenotipo mutador el cual produce mutaciones
deletéreas en genes diana que controlan el crecimiento celular y la proliferacion. Uno de estos
errores es lo que subyace en el caso del CCHNP (15). Uno de los sistemas, el llamado
mismatch repair (MMR), esta compuesto por proteinas que detectan alteraciones en el
apareamiento de las bases, las escinden y las corrigen. Las mutaciones de los genes que
codifican estas proteinas ocasionan un acumulo de errores en la replicacion del ADN,
aumentando la probabilidad de que alteren genes reguladores del ciclo celular e iniciando o
promoviendo la carcinogénesis. Los defectos en este sistema de reparacion del ADN se
identifican por un aumento de presencia de inestabilidad de microsatélites. Al igual que en los
genes supresores de tumores debe existir una alteracién (mutacion, pérdida del alelo o

metilacion) en ambos alelos para que se manifiesten.

Los genes de reparacion del sistema MMR mas conocidos son MSH2, MSH3, MSH6, MLH1,
PMS1, PMS2 y MYH. En cuanto a los genes que mas se encuentran mutados podemos decir
que hMLH1 y hMSH2 ocupan el 90% de las mutaciones mientras que el 10% restante lo
completan las mutaciones existentes en hMSH6. La inactivacién de los genes hMLH1 y hMSH2

se expresa en los tumores como IMS de alto grado.
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CLASIFICACION MOLECULAR

La distincion anatdmica entre colon y recto se queda obsoleta al comprobar la heterogénea
evolucién y respuesta a los tratamiento quirdrgicos y oncoldgicos. La mayoria de los
investigadores dividen tradicionalmente el CCR en aquellos con inestabilidad de microsatélites
(IMS) (que se encuentra principalmente en el colon derecho y frecuentemente asociado con el
fenotipo de isla CpG methylator (CIMP) y la hipermutacion); y los que son de microsatélites
estables (MSS), pero cromosOmicamente inestable (CIN). Sin embargo, numerosas
investigaciones han puesto de manifiesto la implicacion de varios genes criticos y de vias
importantes tanto para la generacién de la neoplasia como para su progresion.

A pesar de esto, no se ha tenido hasta la fecha una visién integral de los subtipos genéticos y
gendmicos en el CCR y su implicacion en la carcinogénesis y en el pronéstico. En un intento de
mayor comprension de la fisiopatologia y con intencién de identificar posibles dianas
terapéuticas, el proyecto del Cancer Genome Atlas (TCGA), intentd crear diferentes subtipos
gendémicos de CCR (16). Mas recientemente, Dienstmann y colaboradores, crearon una
clasificacion consenso molecular en cuatro subtipos moleculares (CMS) con caracteristicas

distintas (17). (Figura 5)

The Cancer Genome Atlas (2013) Consensus Molecular Subtypes (2015)
Hypermutated (13%) CMS1: MSI-lmmune (14%)
dMMR, MSI, MLH1-sll, CIMP-high, Hypermutated, dIMMR, MSI, MLH1-sil,
BRAF-mut, SCNA-low CIMP-high, BRAF-mut, immune infiltration
Ultramutated (3%)
C-to-A transversions, POLE or POLD1
proofreading mutations

CMS2: Canonical (37%)
SCNA-high, WNT and MYC activation

Chromosomal Instability CIN (84%) _ CMS3: Metabolic (13%)
SCNA-high, MSS, SCNA-low, CIMP-low, KRAS-mut, metabolic
WNT-pathway deregulation deregulation, epithelial signature

CMS4: Mesenchymal (23%)
SCNA-high, stromal infiltration, TGF8
activation, EMT, C, angiogenesis, matrix
remodelling

Mixed Features (13%)
Transition phenotype /
Intratumoural heterogeneity

Figura 5. Subtipos gendémicos en CCR. Adaptado de Miiller y colaboradores (18)

33



Las caracteristicas distintivas de estos CMS diferenciados por Dientsmann et al. (17) se
recogen en la Tabla 1. Hay un subgrupo ( 13% de las neoaplsias) que presenta caracteristicas

mixtas como representacion de un fenotipo de transicion o de heterogeneidad intra-tumoral.

Tabla 1: Caracteristicas distintivas de los CMS diferenciados por Dientsmann et al (17) :

CMS1 Sdr. Lynch MLH1,MSH Adenoma Medular , BRAF, Respuesta Mala
MSI Inmune 2,MSH6 clasico mucinoso, APC, TP53, Inmune; superviven
14% cel. anillo KRAS Activacion ciatras
sello de PD1 recaida
Ruta BRAF>KR Adenoma Reaccion
Serrada AS serrado linfoide,
desde MSI sesil reaccion
Crohn like
Secuencia APC Adenoma Adenocarc. APC,TP53, WNT y Buena
clasica clasico NOS KRAS. MYC superviven
adenoma- G1/G2. dianas cia tras
carcinoma Tubular recaida
CMS3 Ruta KRAS>BR Adenoma Serrado, KRAS, Metabdlico,
metabdlico Serrada AF serrado y mucinoso, APC, TP53, disregulaci
13% desde MSS velloso micropapila BRAF 6n epitelial
r
Secuencia APC, TP53 Adenoma Adenocarci APC, TP53, Activacion Mala SG y
clasica clasico noma NOS KRAS, EMT y SLE
adenoma- G3 BRAF, TGFb,
carcinoma Mesenquim
al
Indefinido
13%

ESTADIFICACION LOCOREGIONAL.

La correcta

indicaciéon del

tratamiento viene basada en una cuidadosa estadificacion

locorregional en el momento del diagnéstico. La estadificacidon del cancer de recto, como la
mayoria de neoplasias, sigue las reglas generales del sistema TNM de la American Joint
Committee on Cancer (AJCC), que para la descripcién de la extension anatomica de la
enfermedad se basa en la evaluacion de tres componentes: T — La extensién del tumor
primario; N — La ausencia o presencia y extension de las metastasis regionales linfaticas y M —
La presencia o ausencia de metastasis a distancia.

La estadificacion clinica (cTNM) es la herramienta que orientara en la toma de decision del

abordaje terapéutico, de manera que nos permite identificar los tumores localmente avanzados
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gue necesitan terapia neoadyuvante. Se ha propuesto afiadir el prefijo “ct” o “mr” al estadio
TNM si se ha utilizado la TC o la IRM, respectivamente.

El estadio patolégico definitivo (pTNM) se determina tras la cirugia y el examen
anatomopatoldgico del espécimen quirlrgico. En estos casos, se recomienda afiadir el prefijo
“y* al estadio pTNM (ypTNM) para diferenciarlos de aquellos que han sido sometidos
directamente a reseccion quirdrgica sin ningun tipo de terapia neoadyuvante (pTNM).

Las modalidades de imagen involucradas en la estadificacion local y distante del cancer rectal
son los siguientes: ecografia endorrectal (EER), IRM, tomografia computarizada (TC) y la
tomografia de emisidn de positrones (PET-TC). El TC con contraste de térax, abdomen y pelvis
se debe realizar para evaluar la posible diseminacion a distancia al diagnéstico de la
enfermedad. El coste y la falta de disponibilidad en todos los centros del PET-TC limita su
papel a la segunda modalidad de eleccion, cuando los resultados de TC o IRM son ambiguos o
en la evaluacioén de la extensién a distancia del tumor. Hay mucha controversia sobre la utilidad
de PET-TC para evaluar respuesta al tratamiento; sin embargo, la combinacién de diferentes
pruebas de imagen incluidas el PET-TC tiene cabida en la evaluacién de la recaida de la
enfermedad, a nivel local o a distancia (4).

La EER y la IRM pélvica se consideran herramientas diagndsticas complementarias en la
estadificacion del cancer de recto. En la practica, se recomienda la realizacién de ambos
procedimientos para maximizar la informacién sobre el estadio T y N, asi como la presencia o
no de afectacion de la fascia mesorrectal, fundamental a la hora de seleccionar a aquellos

pacientes que se pueden beneficiar de un tratamiento neoadyuvante.

Ecografia endorectal (EER)

La EER se considera la técnica de imagen de eleccién para determinar el grado de infiltracién
transmural en los tumores iniciales (uT1-uT2), y puede ayudar a identificar aquellos en los que
una reseccion local pueda ser apropiada 0 no sea necesario un tratamiento preoperatorio (19).
Tiene el inconveniente de que no se puede utilizar en tumores estenosantes o de tercio
superior, y hay que tener en cuenta que la realizacién de una EER requiere de una curva de
aprendizaje y serad poco precisa en manos inexpertas. Hay datos muy variables en cuanto a su

precision, debido también al limitado campo de visién del tumor respecto la fascia mesorrectal..
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La EER permite determinar la profundidad de infiltracion mesorrectal, diferenciando entre los

tumores T3 mas iniciales y los avanzados.

Figura 6: Modelo de interpretacion de EER. A: esquematico; B referenciado sobre EER normal.

(20).
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O Muscular propia
Superficie mucosa

Mucosa/muscular de la mucos Grasa perirrectal
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Muscular propia
Serosa/grasa perirrectal

IRM pélvica.

De manera global, la IRM es la técnica 6ptima para la estadificacion locorregional del cancer de
recto. Varios meta-analisis y revisiones han comparado diferentes técnicas de estadificacion
para T y N, debiendo interpretar con cautela algunos resultados ya que se trata de meta-
andlisis realizados con técnicas de baja resolucion (19 y 21). La mayoria muestra una
adecuada concordancia entre las diferentes técnicas de estadificaciéon. En un meta-analisis con
técnicas de baja resolucion y técnica de IRM anticuada, la EER se muestra mejor para definir la
invasion de la muscular propia y distincion entre T1 y T2, con una especificidad del 86% |,
comparada con la sensibilidad de un 69% para la IRM (19). Sin embargo, las nuevas técnicas
de IRM de alta resolucién, han demostrado ser mejores para diferenciar afectacion tumoral de
1mm de profundidad (21). Ambas técnicas no son excluyentes y en pacientes con lesiones T1y
T2 se recomienda la realizacién de ambas, ya que la IRM puede sobreestadificar. Una de las
dificultades estriba en distinguir entre tumores T2 y T3, cuya diferencia esta en la invasién de la
grasa mesorrectal. En la TABLA 2 se resumen las revisiones y meta-analisis con mayor

ndmero de casos.
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Tabla 2: Resumen de la sensibilidad y especificidad alcanzada en la estadificacion del CRLA
por las principales pruebas de imagen. Adaptado del Segundo Consenso St Gallen sobre

tratamiento de cancer de recto publicado en 2016 (5)

Estadificaciéon T Estadificacion N
IRM (22) Estadificar T | Afectacion MRC N

S E S E E S

87% | 75% | 77% 94% 71% 7%
EER (23) T2 T3 T4

S E S E S E

81% | 96% | 96% 91% 95% | 98%

EER Vs IRMvs TC (19) | T2 T3 T4 N

S E S E S E S E
EER 94% | 86% | 90% 75% 67% | 78% | 67% 78%
IRM 94% | 69% | 82% 76% 66% | 76% | 66% 76%
TC - - 79% 78% 55% | 74% | 55% 74%

MRC: Margen de reseccion circunferencial, IRM: Imagen por Resonancia Magnética; EER:
ecografia endorectal, TC: tomografia computerizada; S: sensibilidad; E: Especificidad
Extension a mesorrecto

Diferentes autores han descrito la importancia prondstica de la extensiéon de la invasion
mesorrectal. Un estudio realizado por Merkel et al. demostré que aquellos pacientes con una
diseminacién extramural mayor de 5 mm tenia una supervivencia a 5 afios del 54%, comparado
con un 85% cuando la diseminacién extramural era menor a 5 mm (24). La subclasificacion de
los tumores T3 (T3a/b <bmm vs. T3c/d >5mm) (Tabla 3) tiene valor prondstico y ha sido
validada en el ensayo clinico (EC) prospectivo MERCURY, observando una concordancia entre
la estadificacion clinica con IRM de alta resolucion y el estudio de la pieza quirdrgica (25).
Aquellos tumores con mayor invasion mesorrectal (>5mm) tenian una menor supervivencia,

independientemente de si habia o no afectacién ganglionar. Estos estudios ponen de relieve la
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importancia que tiene identificar aquellos tumores de peor prondstico con mayor penetracion
mesorrectal, en los que un tratamiento preoperatorio puede reducir el tumor y mejorar la
supervivencia.

Tabla 3: Subcategorias T3 (26)

T3a | extension mas alla de muscular propia menor de 1 mm

T3b | extension 1-5mm mas alla de muscular propia

T3c | extensiéon 5-15mm mas alla de muscular propia.

T3d | extension de mas de 15mm mas alla de muscular propia

Margen circunferencial

La principal ventaja de la IRM con respecto a la EER es que permite definir la relacion entre el
tumor y fascia mesorrectal. La afectacion del margen de reseccion patolégico empeora el
pronéstico de manera significativa en términos de recidiva local (RL) y supervivencia global
(SG). Al comparar la medida de la distancia del tumor a la fascia mesorrectal determinada
mediante IRM con la medida obtenida en el estudio histopatolégico, la precisién de prediccion
es del 92-95% (25). El estudio multicéntrico prospectivo MERCURY demostré que la IRM
pélvica es la mejor prueba de imagen para predecir la afectacion de la fascia mesorrectal y
qgue el valor predictivo de un margen negativo esta entre el 93 y el 97% (25). De los 408
pacientes que fueron intervenidos quirdrgicamente de un cancer de recto, el margen fue
predicho correctamente en 327, con una especificidad del 92%. Este estudio demostrd que es
posible predecir un margen patolégico negativo a partir de una distancia mayor de 1 mm en la
IRM. En tumores de recto inferior, permite valorar la infiltracion de los esfinteres con una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 98%, lo cual puede ser importante para plantear

una cirugia preservadora de esfinteres (CPE).

Afectacion ganglionar y depdsitos tumorales.

Los cambios morfolégicos como intensidad de sefial heterogénea y bordes capsulares
irregulares, son buenos predictores de afectacion metastasica a nivel ganglionar. Algunas
estructuras nodulares pueden representar depoésitos vasculares, fenémeno que en la histologia
es dificil determinar si se trata de rotura capsular de adenopatia afecta por tumor o depdésito

tumoral. La IRM de alta resolucion permite identificar depdsitos tumorales a lo largo de venas
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infiltradas y diferenciarlo de la invasion venosa extramural (IVEM), siendo clasificados segun la

estadificacion TNM actual, en estadio N1c (26).

Invasion venosa Extramural (IVEM)

La IRM pélvica permite también identificar la presencia de invasién venosa extramural (IVEM)
con gran precision, la cual es un factor pronéstico adverso para la SG y RL,
independientemente del estadio tumoral y es un factor predictor de recaida sistémica y local.
En pacientes con estadio Il patoldgico con IVEM, la supervivencia es similar a los pacientes

con estadios 1l (26).

Requerimiento técnicos minimos recomendados

En la Segunda reunion Consenso de St Gallen sobre controversias en el tratamiento inicial de
cancer de recto (5), se enumeraron los requisitos técnicos minimos de la IRM y la informacién
minima que debe incluirse en los informes de estadificacion pretratamiento. Se resumen a
continuacion:

- Sistema 1,5 6 3 Tesla con antenas multicanal (“phase array coil”)

- Secuencias rapidas para localizacion / planificacion inicial

- Imagenes T2W en alta resolucion: voxel minimo de 1.1 mm3, por ejemplo planos de 3 mm de

espesor, con una resolucion en plano de 0.5-0.8 mm.

Protocolo de escaneado:

- Secuencia FAST/TURBO echo T2W sagital para identificar el tumor

- Secuencias axiales de campo grande (FOV) de toda la pelvis

- Imagenes axiales T2 de alta resolucion del tumor y tejidos adyacentes (perpendicular al eje
recto largo en el nivel del tumor).

- Evaluacion de los ganglios linfaticos: imagenes axiales de alta resolucion del borde del tumor
superior hasta L5/ S1.

- Tumores bajos: imagen coronal T2 de alta resolucion de los muasculos elevadores, complejo
esfinteres y su relacién con la pared rectal

- Lesiones sésiles / pélipos: series sagitales T2 de alta resolucion

Interpretacion y presentacion de informes;
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- Técnica, resolucion, calidad
- Altura del tumor (desde el borde anal)
- Descripcién del tumor;
- Tamafio
- Ubicacion circunferencial
- Estadio T
- Profundidad de infiltracién més alla de la muscular propia (mm)
-Descripcioén afectacion ganglionar:
- Ubicacién (perirrectal, pelviano)
- Numero
- Descripcion (tamafio, intensidad de sefial, borde irregular)
- Distancia del tumor y MRF
- Invasion vascular extramural
- Estatus MRC (distancia a MRF <1 mm)
A continuacién se muestran imagenes tipo de estadificaciéon cT, cN e IVEM de algunos casos
de nuestros pacientes.

Imagen 1: Estadificacién tumoral clinica por Resonancia T3b
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Imagen 2: Estadificacion clinica tumoral por Resonancia T4b
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Imagen 4: Estadio ganglionar N2

Imagen 5: IVEM de vaso pequefio
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Papel de IRM en la reevaluacion

Diferentes técnicas de IRM han sido propuestas como herramienta para la evaluacion de la
respuesta tumoral; una de ellas es la adaptacion mr RECIST, que se basa en la medicion
objetiva del cambio de longitud craneo-caudal de la enfermedad tumoral medible. Basadas en
la directrices actualizadas RECIST 1.1, debe ser una reduccion del 30% para que se considere
una respuesta parcial. Sin embargo, no se ha establecido su validacion en 6rganos luminales
como el recto (27). Una técnica sugerida es el analisis volumétrico de la IRM, pero no existe
todavia validacién de la técnica ni de los valores de corte exactos para considerar una
respuesta favorable segun cambios volumétricos en el pre y post tratamiento.

Se ha propuesto también un sistema de clasificacion del grado de regresion por IRM que
supone una adaptacién de la clasificacion de Mandard del grado de respuesta tumoral
histopatolégico (GRT). En un trabajo que comparaba la estadificacion mediante EER y IRM
pélvica con la estadificacion patoldgica, se observo una concordancia entre la estadificacion

patolégica y la IRM pélvica en un 94% de los casos, mientras que con la EER era del 65%(28).

Imagen 6: Respuesta completa radioldgica de neoplasia de tercio superior

43



ESTADIFICACION HISTOPATOLOGICA DEL CANCER DE RECTO.

El estudio anatomopatoldgico de la pieza quirtrgica permite clasificar al paciente por estadios y
obtener una clasificacién pronéstica, ademas de determinar la necesidad de un tratamiento
adyuvante. Debe incluir la clasificacibn TNM, asi como otra informacion de importancia
prondstica no incluida en esta clasificacion, como el MRC, infiltracion linfovascular y perineural,
asi como el grado de diferenciacién histologica. La clasificacion TNM, incluye el estadio T ,
midiendo la distancia maxima de diseminacion desde la muscularis propia y el estadio N ,
siendo esencial que el patélogo describa todas las adenopatias localizadas y que éstas sean al
menos en un ndmero no inferior a 12, aunque en ocasiones, tras el tratamiento neoadyuvante
es compleja su localizacién. EIl patélogo debe describir también la calidad del mesorrecto ,
siendo la calidad macroscépica del mesorrecto un reflejo de la calidad de la cirugia, Los
pacientes con mesorrecto integro, presentan menor tasa de RL y recidiva sistémica (RS) (29).
El margen de reseccion circunferencial (MRC) es un plano de diseccion creado
quirdrgicamente durante la reseccion del recto y las estructuras que lo rodean. La afectacion de
los margenes de reseccion en la pieza quirdrgica aumenta el riesgo de recaidas locales y/o a
distancia, independientemente de si el paciente ha recibido o no tratamiento preoperatorio (29).
La definicion de tumor residual esta incluida en la clasificacion TNM desde 1987. Las
definiciones empleadas son: afectacion tumoral macroscopica de los margenes de reseccién
(R2), microscopica (R1) o ausencia de afectaciéon (R0O). EI MRC es el predictor mas importante
de RL y RS, asi como de mortalidad. Se considera margen afecto a aquellos tumores hasta 1
mm del MRC. El objetivo mas importante del tratamiento de QTRT neoadyuvante en el CRLA
serd conseguir un margen de reseccion libre en la pieza quirurgica.

El tratamiento con nQTRT provoca la aparicion de areas de marcada fibrosis e inflamacion,
pudiendo asociar calcificaciones y mucina. Puede provocar la regresion completa del tumor,
conocido como respuesta completa patologica. La mayoria de las veces la regresion no es
completa y puede ser compleja la diferenciacion entre areas de fibrosis o de resto tumoral. La
estadificacion TNM tras un tratamiento neoadyuvante es igual, solo que se incluye el prefijo “y”
para saber que esa estadificacion patolégica es tras un tratamiento neoadyuvante. La
deteccion de adenopatias metastasicas en una pieza quirdrgica tras un tratamiento

neoadyuvante es un factor pronéstico muy desfavorable, ya que indica resistencia tumoral al
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tratamiento y confirma su capacidad de metastatizar a los ganglios linfaticos. Desde que se
realiza la ETM, la presencia de adenopatias no indican riesgo de RL , sino de RS (30). El
namero de ganglios aislados en pacientes tras tratamiento neoadyuvante sele ser menor que

en pacientes sin tratamiento previo.

Grado regresion tumoral histopatolégica

En el CRLA, el uso de la quimiorradioterapia neoadyuvante reduce la recurrencia locorregional
y mejora el prondstico segun el grado de regresion tumoral. Después de la cirugia curativa con
ETM, la extensién tumoral a través de la pared rectal (pT), la extension a los ganglios
locorregionales (pN) y el estatus del margen de reseccion circunferencial (MRC) constituyen los
principales factores prondsticos de estos pacientes, siendo el grado de regresién un factor
prondstico independiente para la supervivencia libre de enfermedad (3) (31) (32).

Varios estudios han demostrado que el resultado clinico depende no sélo de la etapa inicial del
tumor al diagnéstico, sino también de la respuesta tumoral inducida por nQTRT, que es
variable entre los pacientes. La respuesta tumoral a la QTRT neoadyuvante puede inducir
citorreduccién y downstaging de la lesién y puede también causar cambios histoldgicos que
pueden ser evaluados por diferentes escalas de regresion tumoral. La regresion tumoral puede
variar desde cero evidencia de respuesta al tratamiento, hasta la ausencia de células tumorales
viables, que se conoce como respuesta patologica completa (yYRCP). Los pacientes con yRCP
después de la quimiorradiacién tienen mejores resultados a largo plazo que aquellos sin RCP.
Sin embargo, la respuesta completa supone menos de un tercio de los pacientes tratados,
presentando la mayoria una respuesta parcial o nula. En una revision de 27 articulos basados
en 17 bases de datos diferentes, con mas de tres mil pacientes tratados con QTRT y ETM, se
observé como aquellos pacientes que alcanzaron una RCP tenian una SLE a 5 afios del
83,3%, mientras que en los pacientes sin RCP era de un 65,6% (33).

No existe un sistema Unico consensuado de clasificacion de regresién tumoral tras
neoadyuvancia para los patbélogos. Existen varias escalas, la mayoria tienen entre 3 y 5
niveles de respuesta permitiendo la creacién de grupos segun las respuestas. El sistema de
Mandard, tiene cinco niveles de respuesta y es el utilizado con mayor frecuencia, junto con el

de Dworak, habiendo sido el utilizado en numerosos estudios para confirmar el valor pronéstico
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del grado de respuesta tumoral (32). En una revision sistemética sobre todos los estudios
realizados hasta diciembre de 2015 que incluian escalas histopatoldgicas o de imagen de IRM
para definir la respuesta a nQTRT, se identificaron hasta 19 escalas de GRT, con 16
definiciones de mal respondedores y 12 definiciones diferentes de buen respondedores. Tras el
estudio comparativo de las tasas de SG, SLE, RL y RS, se consensué que las categorias
Mandard 1 y 2 y la categoria Dworak 3-4 se utilizarian para determinar el grupo de paciente
buen respondedores; y las categorias 3 a 5 de Mandard y 0 a 2 de Dworak, para definir el

grupo de pacientes mal respondedores (34).

Tabla 4: Clasificacion de Mandard, adaptado de Santos et al (35).

Mandard Buen respondedor (GRT1 + GRT2)

Sistema Mandard de Grado de Regresién Tumoral (GRT)

GRT1 | No hay células tumorales viables. Respuesta Completa.

GRT2 | Células aisladas o pequefios grupos de células cancerigenas.

GRT3 | Cancer residual rodeado de fibrosis.

GRT4 | Significativa fibrosis rodeada por tumor.

GRT5 | No hay fibrosis, cancer residual extenso.
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MARCADORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS CLINICO-PATOLOGICOS

Marcadores prondsticos

El marcador prondéstico de SG y SLE mas importante en CRLA es el estadiaje patolégico final
tras el tratamiento neoadyuvante. Los pacientes que tras un tratamiento neoadyuvante
alcanzan un RCP presentan mejor pronéstico que aquellos en los que queda tumor residual.
De la misma manera, el prondstico no es el mismo si el tumor residual es minimo o si persiste
el tumor sin variacion pese el tratamiento (36). Por ello, se utiliza un sistema de gradacion del
residuo tumoral, pudiendo clasificar los pacientes en diferentes grupos de respuesta tumoral y
por tanto en diferentes grupos prondsticos. Dentro de la clasificacion ypTNM, el nimero de
adenopatias afectas, es uno de los marcadores prondsticos mas importantes. Recientemente
se ha incorporado el uso del LNR (lymph node ratio, la ratio de adenopatias afectas del total
analizado ) observando que es un predictor de SG , SLE y supervivencia especifica por cancer
y de prondstico, superior al valor absoluto de adenopatias afectas (37). Sin embargo, en
aquellos paciente que proceden de un tratamiento con nQTRT, se estd cuestionando la
necesidad de alcanzar las 12 adenopatias estudiadas para poder realizar una estadiaje fiable,
ya que es frecuente no alcanzar dicha cifra tras un tratamiento neoadyuvante , sin que se haya
visto que esta peor cuantificacion de adenopatias suponga una peor supervivencia o
infraestadificacion (38).

En diversos estudios tanto la infiltracion linfovascular (39), como la invasion perineural, estan
asociadas a un peor prondstico en andlisis multivariante. De igual forma, la afectacién de
margenes distales por tumor residual, objetivado tras el andlisis de la pieza quirtrgica como RO
(méargenes sin tumor residual), R1 (afectacion microscépica de méargenes) o R2 (afectacion
macroscopica de margenes), tiene significado pronéstico en cuanto a SLE.

La calidad de la técnica quirargica y el status del margen de reseccion circunferencial (MRC)
es uno de los factores predictivos mas importantes para la SLE y la SG (29). La distancia
minima entre el margen mas profundo del tumor y el MRC debe ser mayor o igual a 1mm.
Cuando dicho margen esté afecto y el paciente no ha recibido tratamiento neoadyuvante, es
una indicacion para administracion de RT postoperatoria (29).

Dentro de los parametros clinicos, destacan con valor prondstico la presentacion con

obstruccion o perforacion tumoral y el valor de CEA al diagndstico. La obstruccion y/o
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perforacion tumoral, se asocia en la mayoria de los trabajos con un peor prondstico. Aunque la
mayoria de los trabajos concluyen que la oclusién y/o perforacion tumoral es una factor
predictivo independiente de peor supervivencia, en los analisis multivariantes algunos trabajos
concluyen que la necesidad de una cirugia urgente por la obstruccion/perforacion tumoral es
debida a que presentan un perfil histopatolégico mas desfavorable (tumor de mayor tamafio,
histologia de mal pronéstico..) que aquellos casos que alcanzan una cirugia electiva.

El valor preoperatorio de niveles de CEA tiene valor pronéstico mostrado en diversos estudios.
Un valor preoperatorio elevado se ha asociado con incremento del riesgo de mortalidad

especifica en cancer de colon y peor respuesta patolégica (40).

Biomarcadores Predictivos

Un biomarcador se puede definir como una sustancia cuantificable de manera objetiva que
puede ser usado como indicador de un estado bioldgico o patolégico. Aplicado al proceso de
una enfermedad, un biomarcador puede ser utilizado para detectar la enfermedad, predecir la
respuesta a un tratamiento o el prondstico. Un biomarcador debe ayudar a orientar el
tratamiento asistencial, mejorar la calidad de vida o la esperanza de vida para poder decir que
es util en la préactica clinica. De esta manera, el comité britAnico Cancer Research UK
Biomarker Discovery and Development Committe, ha definido “biomarcador predictivo” como
aquel biomarcador que puede identificar a un subgrupo de pacientes con mayor o menor

posibilidad de responder a una terapia especifica.

BIOMARCADORES PREDICTIVOS MOLECULARES

P53

Uno de los marcadores mas estudiados es el gen supresor de tumor p53. Desempefia un papel
vital en la regulacion del ciclo celular (controla el ciclo celular desde la fase G1 hastala S) y es
importante para la estabilidad genética, la proliferacién celular, apoptosis en caso de dafio de
DNA, y la inhibicion de la angiogénesis. El gen p53 esta frecuentemente mutado o inactivado
en el 60% de los tumores. En el cancer de recto su tasa de mutacion es del 40-60%. Estudios
previos han demostrado que la expresion nuclear de p53 en el cancer rectal es predictivo de

fracaso del tratamiento con resistencia a la quimiorradioterapia preoperatoria (41).
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Son mas de 20 los estudio publicados en este contexto, y en 17, no se encontraron ninguna
correlacién entre la expresion de p53 y la respuesta al tratamiento o la supervivencia. De estos
estudios negativos, los realizados en un mayor tamafio muestral son los de Chen et al (42) (n

= 130) y Bertolini, et al. (43) (n = 91).

MUTACIONES DEL ADN EN LA VIA RAS-MAPK

Tres son los genes ras: H, Ky N-ras, expresados en todos los tejidos y tipos de células aunque
en distintas proporciones. Los tres genes Ras codifican para cuatro proteinas (H-Ras, K-
Ras4A, K-Ras4B y N-Ras).

Las proteinas Ras unen nucledtidos de guanina y actian como interruptores moleculares. En
funcion del nucle6tido unido, estas proteinas ciclan entre un estado inactivo, unidas a GDP
(difosfato de guanosina), y un estado activado, al intercambiar el GDP por GTP. En condiciones
normales, el ciclo activacion-desactivacion estd intimamente controlado por, al menos, dos
tipos de proteinas: factores de intercambio, que catalizan el intercambio GDP a GTP, y
proteinas GAPs (GTPase activating proteins) potenciadoras de la actividad GTPasa de Ras. En
el caso de las proteinas Ras oncogénicas, éstas llevan mutaciones, generalmente en los
codones 12 o 61, que suprimen su sensibilidad hacia las GAPs, manteniéndolas siempre
unidas a GTP y por tanto constantemente activadas.

Figura 7: Via Ras Wild Type. La via Ras / Raf / MEK / ERK y la via Ras / PI3K / PTEN / mTOR

son activadas por factores externos tales como factores de crecimiento y mitbgenos

Wild Type
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Mediante este mecanismo de alternador molecular, las proteinas Ras regulan un amplio

espectro de funciones celulares esenciales, entre las que se encuentran la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion. Activado RAS, recluta y activa las proteinas necesarias para la

propagacion del factor de crecimiento y otras sefiales receptoras, como RAF y PI3K (44)

Figura 8: KRAS mutado, activa dos vias, la MAPK y PI3K. De (44)
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El gen de Kras se encuentra localizado en el brazo corto de cromosoma 12 y se compone de 6
exones. Aproximadamente el 40% de los CCR presentan activaciébn de las mutaciones
missense en KRAS (segun la base de datos COSMIC, the Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer, informa de un 36% (45), mientras que TCGA (The Cancer Genome Atlas) informa de
un 42% de las mutaciones KRAS (16). Estas mutaciones afectan hotspots en los codones 12 y
13, dentro del ex6n 2, (80% de todas las mutaciones KRAS, de éstas G12D> G12V> G13D>
G12C> G12A), el coddn 61, dentro del exdn 3, (4% de todas las mutaciones KRAS, de éstas
son Q61H> Q61L> Q61R) Yy coddén 146 dentro del exdon 4 (1-2% de todas las mutaciones
KRAS, en su mayoria A146T y A146V). Ademas, las mutaciones adicionales en KRAS en
diversas posiciones (por ejemplo, 68, 117) estan catalogadas en las bases de datos, aunque su

impacto funcional sobre la funcion de la proteina KRAS no es conocido. (46)
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El NRAS (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog), como todos los genes de la familia
Ras codifican unas proteinas G monoméricas con actividad GTP hidrolasa, que puede
presentar dos conformaciones: activa unida a GTP o inactiva unida al GDP. Este gen esta
localizado en el brazo corto del cromosoma 1. El gen NRAS contiene 7 exones que da lugar a
diferentes trascritos. La proteina NRAS se activa por factores de intercambio de nucleotidos de
guanina como SOS. Las mutaciones en este gen suelen producirse en los codones 12, 13y 61,
con las mismas respuestas de activacion sin necesidad de sefial externa como en KRAS
mutado. NRAS se encuentra mutado en aproximadamente el 1-3% de los CCR, principalmente
en el coddn 61. Este fenbmeno es mutuamente excluyente con las mutaciones de KRAS.
HRAS no tiene papel resefiable en el CCR

RAF es una serina-treonina quinasa que puede ser activada por KRAS y representa el
elemento de nivel superior de la cascada de quinasas RAF-MEK-ERK (MAPK). Las sefiales
MAPK regulan la proliferacion, diferenciacion, motilidad celular y otros aspectos de la actividad
celular a través de la fosforilacion de muchos sustratos ERK, tales como componentes del
citoesqueleto y factores de transcripcion. Su importancia es debida a que Raf es un potente
oncogén retroviral. Se ha encontrado B-Raf activado mutacionalmente, fundamentalmente en
V600, en diversos tumores humanos y se ha observado que la activacién mutacional de Ras y
de B-Raf son excluyentes en: melanomas, CCR, de ovario, pulmén vy tiroides. En conjunto, se
estima que hasta un 50% de los tumores humanos podrian albergar mutaciones en alguno de

los componentes de la ruta Ras-ERK. (46)

mtBRAF
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Figura 9: BRAF mutado. Activacion de la via MAPK en respuesta a la mutacion BRAF. De (44)
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Las mutaciones BRAF son menos frecuentes en el CCR (COSMIC y TCGA informan de un
11% y 10% de CRC con mutaciones activadoras en BRAF) (45)(16). Las Mutaciones BRAF en
CCR son en su mayoria sustituciones de aminoacidos V600E. Los estudios estructurales de las
proteinas RAF han identificado la valina en la posicion 600 como un sitio crucial dentro del
dominio conservado quinasa, que es necesario para BRAF para mantener una conformacién
inactiva en ausencia de la interaccion KRAS-BRAF. Las mutaciones en este sitio hacen que
mutado BRAF sea independiente de la dimerizacion con BRAF o RAF1, que es normalmente
un requisito previo para la activacion. En consecuencia, la mutaciéon V600E esta activando
fuertemente la fosforilacién y por lo tanto la transduccion de sefial de BRAF. La amplificacion
BRAF y la pérdida de heterocigosidad de BRAF se han detectado con poca frecuencia en CRC
(46).

Top 20 genes
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Figura 10: Top 20 genes implicados en la carcinogénesis del CR. De COSMIC

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

La influencia de las mutaciones en KRAS en la radiorresistencia ha sido evaluada en diferentes
estudios con resultados dispares. Luna-Pérez et al. (47) fueron los primeros en correlacionar la
respuesta de 37 pacientes con cancer de recto a la quimiorradioterapia preoperatoria con el
estado de la mutacién KRAS . Analizando los codones 12, 13, y 61, observaron que los

tumores KRAS Wild Type, eran mas sensibles que los tumores con KRAS mutado. Cabe
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sefialar que los autores utilizaron tejido con tumor irradiado para su andlisis, aunque la
evidencia reciente sugiere que el tratamiento multimodal preoperatorio no altera el estado
mutacional de KRAS. Por el contrario, Zauber et al. (48) analizaron las biopsias pretratamiento
de 53 pacientes con cancer de recto estadios I-lll, detectando mutacién de KRAS en el 34%
(sin especificar los codones afectados) y sin encontrar relacion con el estado de regresion
tumoral tras el tratamiento con QTR.

Los ensayos y estudios realizados valorando el beneficio de la adicion de antiEGFR al
tratamiento neoadyuvante con esquemas concomitantes con RT con 5-FU y Capecitabina-
irinotecan, no han obtenido beneficio en supervivencia global ni en supervivencia libre de
progresién, los objetivos principales de esos ensayos (49). El Unico ensayo en el que se
observa un beneficio de la adicion de un antiEGFR (panitumumab) al tratamiento con QTRTn,
es el ensayo Fase Il SAKK 41/07 (50), cuyo objetivo principal es la RCP en pacientes
seleccionados KRAS WT con/sin tratamiento neoadyuvante con antiEGRF. Se realiza s6lo un
andlisis descriptivo en el que la tasas de RCP es mayor en el grupo de pacientes que
recibieron QTRTn, duplicando la toxicidad Grado 3-4 y el porcentaje de fugas anastomoticas. El

ensayo no se acompafia de andlisis de supervivencia.

TIMIDILATO SINTETASA (TS)

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) son puntos de la secuencia del genoma donde
los individuos se diferencian por una sola de base. Es importante destacar que se ha
demostrado que los polimorfismos genéticos estan asociados con fenotipos clinicos, de la
misma manera, que esta variacion genética puede suponer diferencias en la respuesta a
tratamientos citostaticos o de radioterapia (51). En este sentido se ha estudiado la timidilato

sintasa (TS) pero con resultados contradictorios.

VEGF

La angiogénesis es fundamental para el crecimiento y supervivencia tumoral. EIl VEGF es un
potente promotor angiogénico. La activacién del receptor tiene efectos en la proliferacion de la
célula endotelial, migracién, supervivencia y permeabilidad vascular. La angiogénesis tumoral

disminuye la eficacia de la RT, al disminuir la hipoxia. Con frecuencia los vasos tumorales
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tienen una arquitectura desorganizada que contribuye a crear regiones tumorales con hipoxia.
El VEGFR-2 se considera un mediador principal de la angiogénesis en tumores humanos,
mientras que el VEGFR-1 tiene un papel primario durante la angiogénesis y regula la apoptosis
y el crecimiento tumoral. En el CCR, la sobreexpresién del VEGF se asocia a agresividad
tumoral, peor supervivencia, recidiva local y enfermedad a distancia. Sin embargo, los datos
sobre la expresion del VEGF y su receptor VEGFR en CRLA es controvertida. Zlobec et al (52)
demostraron en una cohorte de 104 pacientes que los casos VEGF positivos y EGFR negativos
se asocian a una ausencia de RCP. En un estudio previo, el mismo grupo (n=59) ya habia

publicado que bajos niveles del VEGF se relacionan con la respuesta a la RT en el CR.

B -CATENINA

Uno de los cambios considerados iniciadores del proceso de carcinogénesis en el CCR es la
activacion de la via Wnt. Esto ocurre cuando la B-catenina (mediadora de esta via) se une a
sus receptores nucleares y da lugar a la transcripcion de mudltiples factores que activan la
proliferacion celular. EI gen APC actua como supresor de tumores al frenar a p-catenina y
permitir su degradacién. Asi, aquellas mutaciones germinales o sométicas de APC provocaran
una activacién continua de la via Wnt. En tumores que presentan APC nativo suele producirse
una mutacién en B-catenina que genera resistencia a su propia degradacion, activando pues la
via Wnt. La B-catenina tiene dos funciones distintas: el mantenimiento de la adhesion celular y
la mediacion en la via de transduccién Wnt / 3-catenina. Las propiedades oncogénicas de Wnt /
B-catenina se debe a la alteracion en la degradacién de proteina dependiente de la
fosforilaciéon. EI complejo B-catenina/Tcf facilita la transcripcion de genes diana que codifican
para la activacion de efectores de la proliferacion celular, la invasion y la inhibicién de la
apoptosis, lo que lleva al desarrollo del cancer colorrectal. Ademas, en el frente de invasion
tumoral, la B- catenina estabilizada y activada interactiia con otras vias moleculares para

facilitar la progresion del tumor (53).

Multiples factores regulan de forma estricta las funciones de expresion, degradacién o
estabilizacién, y la transcripcion de 3-catenina. Estos factores consisten en distintas moléculas

gue trabajan en diferentes niveles de regulacion de la cascada de sefializacion y en la
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degradacion de B-catenina. Algunas de las vias moleculares involucradas en la interaccion con
B-catenina son la via de sefializacion de RAS, la via mediada por el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-b), la via de Quinasa ligada a integrina (ILK) y la via de interaccion

con NF-kB.

TRATAMIENTO DEL CRLA.

Una vez que se ha establecido el diagnéstico y se ha completado la estadificacion, debe
tomarse la decision sobre si se realizard un abordaje quirargico de entrada o se comenzara con
un tratamiento neoadyuvante con QTRT. Los principales objetivos que deben plantearse en el
tratamiento del CR son: 1) control local; 2) supervivencia a largo plazo; 3) conservacién de la
funcion esfinteriana, vesical y sexual, y 4) mantenimiento o mejoria de la calidad de vida. Estos
objetivos se pueden alcanzar con mayor garantia si se realiza un abordaje multidisciplinar que
permita la individualizacién del tratamiento en base a localizacion, estadio y resecabilidad del
tumor. Esta estrategia, asociada a la optimizacién de la cirugia, quimioterapia y radioterapia, ha
permitido que en las Ultimas décadas la recurrencia local haya descendido desde un 50% a
menos de un 10% y la supervivencia general haya aumentado de un 50% a cerca de un 80%

en los pacientes con cancer de recto no metastésico.

Tratamiento Estadio lI-lll (cT3-4 y/o N+)

En este estadio la cirugia sigue siendo el tratamiento fundamental. Sin embargo, debido al
reducido espacio de la pelvis menor y a la proximidad de los 6rganos adyacentes, resulta muy
complicado obtener unos margenes libres de tumor, por lo que la recidiva local es
relativamente frecuente sin tratamiento neoadyuvante. Cuando ésta ocurre, las posibilidades de
realizar una cirugia de rescate son muy bajas. Es recomendable realizar un abordaje
multidisciplinar, que combina la administracion de QT-RT con la cirugia, ya que permite reducir
la tasa de recidivas locales, aumenta las posibilidades de realizar una cirugia conservadora de

esfinter y, probablemente mejora la supervivencia.

De manera general, siguiendo las recomendaciones de guias ESMO y SEOM, los pacientes de
riesgo intermedio/alto es decir cT3-cT4, N+, afectacidn de fascia mesorrectal o IVEM, precisan

de tratamiento neoadyuvante con RT de ciclo corto o QTRT segun el riesgo. El grupo de
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paciente con CR ¢T2 muy bajo, también se beneficia de tratamiento neoadyuvante, de igual
manera que los pacientes con CR cT3a sin factores de riesgo de mal pronéstico de recto medio

y superior, puede plantearse tratamiento quirtrgico de entrada (54) (55).

Papel de la cirugia

En los pacientes con CR localmente avanzado debe realizarse una reseccion radical, bien
mediante una reseccion anterior baja (RAB), una amputacién abdominoperineal (AAP) o una

exenteracion pélvica. El tipo de cirugia dependera de la localizacion y extensién de la lesion.

En todos los casos, ademas, es necesario realizar una ETM. Aunque la ETM consigue
margenes circunferenciales negativos en el 96% de los especimenes resecados, debe
prestarse atencion a la amplitud de dichos margenes, ya que si es igual o inferior a 1mm la tasa
de recidiva local es del 20%, mientras que si es superior a 1mm disminuye al 5% (56). Por otra
parte, habitualmente se considera que el extremo distal de la resecciéon deberia situarse a un
minimo de 2 cm de distancia del tumor, ya que en el 10% de los casos se han detectado

implantes en la mucosa rectal situada mas alla de 1 cm del tumor.

Para que la cirugia sea correcta se considera que es necesario extirpar un minimo de 12
ganglios linfaticos. La excepcion a esta norma, son los pacientes que reciben QT-RT
preoperatoriamente, ya que en esta situacion se detecta un menor ndmero de ganglios.
Cuando se emplea la cirugia radical con ETM cabe esperar supervivencias a 5 afios del 70

80%, con tasas de recidivas locales del 3-10% (57).

Técnicas quirdrgicas:

- Intervencién de Hartman: consiste en la reseccién de recto dejando el recto remanente

cerrado, ciego y sin transito digestivo, y haciendo una colostomia terminal en la fosa iliaca
izquierda para la defecacién. Las indicaciones mas frecuentes en CRLA son la intervencién
urgente por oclusién intestinal o la intencién paliativa. También cuando la condicién basal del
paciente precise reducir tiempo quirdrgico, contraindique una anastomosis baja (incontinencia

previa, edad avanzada) o se desee evitar la morbilidad de una herida perineal.
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- Amputacién Abdominoperineal (AAP) de Miles: La AAP implica la reseccion en bloque de

recto, mesorrecto, canal anal, masculos elevadores, y parte de la grasa isquiorrectal y piel

perineal, dejando una colostomia terminal permanente en la pared abdominal.

- Reseccién anterior Baja: La reseccion anterior baja (RAB) implica la extirpaciéon del colon

sigmoide y el recto hasta un nivel en el que el margen distal esta libre de cancer, seguido por
una anastomosis primaria entre el colon descendente y el recto (anastomosis colorrectal) o el
esfinter anal (anastomosis coloanal). (Imagen 7)

Imagen 7: A) Pieza de RAB de tercio medio de uno de los pacientes reclutados B) Pieza de

reseccion de Miles de neoplasia de tercio inferior

- S T

Se utiliza un estoma temporal de derivacion para proteger la anastomosis si la anastomosis es
baja (<5 cm), esta bajo tension o si la prueba de fugas intraoperatoria es positiva. Ademas,
también en aquellos casos con mayor riesgo de dehiscencia de sutura, como los pacientes
gue han tenido tratamiento nQTRT o que estan en tratamiento inmunosupresor crénico como

glucocorticoides.

- Reseccidn multivisceral o exenteracién pélvica: supone la resecciéon del recto con uno o mas

o6rganos adyacentes por infiltracion local. Es un procedimiento muy moérbido que solo se realiza
cuando otro procedimiento menos radical no es capaz de controlar la enfermedad ni obtener
margenes libres o funcionalidad orgéanica. Se puede hacer una exenteracion pélvica total o
parcial, segun la extension de la enfermedad. Una exenteracion pélvica total elimina todos los

drganos pélvicos, incluyendo el recto, la vejiga y los 6rganos reproductivos internos.
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Papel de QT y RT en la neoadyuvancia. Adyuvanciatras ETM

QTRT neoadyuvante Versus quimiorradioterapia adyuvante

La quimiorradioterapia adyuvante era el tratamiento en el CRLA hasta que un ensayo Aleman
establecié firmemente el papel de la quimiorradioterapia neoadyuvante. El estudio aleman
aleatorizé 823 pacientes con cancer rectal T3/4 o afectacién ganglionar positiva clinicamente,
al mismo régimen de quimiorradioterapia administrado preoperatoriamente o postoperatorio:
50,4 Gy en 28 fracciones diarias al tumor y area ganglionar pélvica concurrentes con infusion
fluorouracilo (5-FU, 1000mg/m2 diarios durante cinco dias durante la primera y quinta semanas
de RT) (1). Todos los pacientes fueron sometidos a escision total mesorrectal (ETM) y cuatro
ciclos adicionales adyuvantes con 5-FU a dosis de 500 mg/m2 en bolo diariamente durante
cinco dias, cada cuatro semanas. Solo un 5% de los pacientes en ambos grupos tenia un
estadificacion T1/2, con afectacion ganglionar positiva. Con una mediana de seguimiento de
46 meses, la QTRTn se asocidé con una tasa significativamente menor de recaida pélvica (6%
versus 13% con tratamiento postoperatorio); la diferencia persistio con el seguimiento mas
largo, aunque fue de una menor magnitud a los 10 afios (7% versus 10%). La supervivencia
libre de enfermedad a cinco afios (SLE, 68 versus 65%) y las tasas de supervivencia global (76
frente a 74%) fueron similares en el tratamiento preoperatorio y postoperatorio,
respectivamente. Las tasas de SLE a 10 afios también fueron comparables (68 % en ambos

grupos), asi como la supervivencia global a 10 afios de aproximadamente 60% (58).

QTRT neoadyuvante vs RT neoadyuvante.

Varios ensayos aleatorizados y un metaanalisis han evaluado el papel de QT asociada a la RT,
abordando directamente la cuestion de si la administracion simultanea de quimioterapia con

fraccionamiento convencional RT es fundamental para este esquema de tratamiento:

El ensayo mas grande, EORTC 22921, examind tanto el beneficio de la quimiorradioterapia
concurrente (usando un régimen de bolus 5-FU y LV de cinco dias durante las semanas 1y 5
de RT) frente a la RT preoperatoria sola (45 Gy durante cinco semanas). También analiz6 la
contribucion de la QT adyuvante con cuatro ciclos de bolus 5-FU y LV en un disefio factorial

2x2 (59). En comparacion con la RT sola, los pacientes sometidos a quimiorradioterapia
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preoperatoria tuvieron una tasa significativamente mayor de RCP (14 frente a 5%); obtuvieron
estadios pT y pN significativamente menos avanzado, asi como menos casos con invasion
venosa, perineural o linfatica. Las tasas de fracaso local fueron significativamente mas bajas en
los tres grupos que recibieron quimioterapia, independientemente de si se administré antes o
después de la cirugia. En la tltima actualizacién, la incidencia acumulada de recaida local a los
10 afios fue del 22,4% con RT sola, en comparacion con el 11 al 15% en los tres grupos que
recibieron quimioterapia (60). La SLE a diez afios asi como la SG fue similar en los pacientes

que recibieron quimiorradioterapia preoperatoria versus RT sola.

En un metaanalisis posterior de este ensayo y otros cinco ensayos (dos de los cuales
compararon RT corta duracién con quimiorradioterapia de larga duracién), la adicion de
quimioterapia concomitante a la RT neoadyuvante mejoré el control local y las tasas de RCP
(61). Sin embargo, también hubo una mayor tasa de toxicidad aguda de grado 3 o 4
relacionada con el tratamiento con quimiorradioterapia y ningan impacto significativo en las
tasas de preservacion de esfinter o supervivencia global. Aunque la RCP tiene un valor
pronéstico favorable con una menor incidencia de recaidas (locales y/o a distancia) y una
mayor SG, no esta claro por qué estos estudios no han podido demostrar un aumento de la
supervivencia en los pacientes tratados con QTRT preoperatoria. Aun asi, la adicion de QT a la
RT de fraccionamiento convencional se ha convertido en un enfoque estandar de la terapia

combinada neoadyuvante.

El tratamiento concomitante con radioterapia se basa en fluopirimidinas. En caso de uso de 5-
FU, se prefiere su uso en infusién en lugar que en bolus por los resultados del estudio Intergrup
que demostrd la superioridad de infusién de 5-FU concomitante don RT versus bolus de 5-FU
concomitante con RT en el tratamiento adyuvante del cancer de recto. Dos ensayos clinicos
aleatorizados comparan directamente 5-FU con capecitabina oral 825mg/m2 dos veces al dia,
cinco dias a la semana, demostrando su equivalencia en resultados terapéuticos con similar

tasa de downstaging, SG, RL y SLE (62).
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Papel de los Farmacos biol6gicos.

En cuanto a la asociacion de farmacos bioldgicos al tratamiento nQTRT convencional tampoco
se ha demostrado su beneficio. Ensayos Fase I/l sugieren que la adicion de bevacizumab
previo y concomitante a la QTRT basada en 5-FU preoperatoria puede conseguir RCP
prometedoras sin incrementar la toxicidad aguda (63). Respecto al beneficio de afiadir anti-
EGFR a la QTRT convencional basada en 5-FU, el Unico ensayo aleatorizado Fase I
(EXPERT-C) (64) que lo analiza, no obtiene una mejoria en RCP ni en SLE ni en SG, incluso

en los subgrupos con KRAS/NRAF mutados.

Papel de la Intensificacion de tratamiento en tumores bulky o cT4

Para un subgrupo de pacientes con factores de mal pronostico al diagnéstico (cT4 o
voluminosos, afectacién ganglionar extensa, sospecha de afectacion de MC) el tratamiento con
QT neoadyuvante previo a tratamiento con QTRT es una alternativa en evaluaciéon. La
intencion es incrementar las tasas de resecabilidad, de RCP y abordar la enfermedad
micrometastésica. Sin embargo, el régimen de tratamiento citostatico y su beneficio a largo

plazo esta todavia por definir, disponiendo actualmente solo de ensayos Fase Il.

Un ensayo exploratorio Fase Il con cuatro grupos secuenciales demostré que afiadir hasta seis
ciclos de QT con FOLFOX6 modificado entre la QTRT preoperatoria y la cirugia aumentaba
significativamente la tasa de RCP y era bien tolerado (65). La adicion de biolégicos en el
tratamiento intensificado con QT previa la nQTRT, se ha evaluado también. Un ensayo fase Il
multicéntrico evalud la adicion o no de cetuximab durante a QT de induccién y nQTRT. El
objetivo principal, que era la RCP no se alcanzé, pero los pacientes RAS/BRAF no mutados
tratados en el brazo con cetuximab obtuvieron una mayor SG y respuesta radiologica (64). El
régimen 6ptimo de QT de induccién y su impacto en el seguimiento a largo plazo deben ser

confirmados en ensayos aleatorizados Fase llI.
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Tabla 5. Ensayos clinicos Fase Il con QT de induccion preoperatoria.

Autor/afio Tamafio Objetivo RCP | SLE a|SGa3|RLa3
muestral Principal 3 afios | afios afios
Dewdney.
2012. (64) Capox>QTRT 9% | 81% 80% a | 1%
165 RCP 5 afios
CapoxCetuxi»>QTRT 11% | 78% 70% a | 2%
5 afios
Fdez-Martos. | CAPOX>QTRT 14% | 68% 75% 5%
2015.(66) 108 RCP 13% | 65% 78% 2%
QTRT>Qx>CAPOX
G2 Aguilar. | QTRT>Qx 259 RCP 11%
2015. (65) QTRT- 17-
FOLFOX6->Qx 38%
RCP: respuesta completa patologica; SLE: Supervivencia libre de enfermedad; SG

supervivencia global; RL: recidiva local.

Papel de la Quimioterapia Adyuvante

Existe incertidumbre sobre el beneficio de la QT adyuvante en los pacientes sometidos a

tratamiento neoadyuvante con QTRT, pero en términos generales, se recomienda la

administracion de 4 meses de tratamiento basados en fluopirimidina, independientemente de

los hallazgos patoldgicos tras la reseccion. Normalmente se recomienda un esquema con

FOLFOX o Xelox, como extrapolacion del beneficio de este doblete en supervivencia en el

tratamiento adyuvante en pacientes con cancer de colon observado en el estudio MOSAIC

(67).
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NUEVAS ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO: WATCH AND WAIT.

Desde que la nQTRT y ETM se adaptara como tratamiento estandar en el CRLA el tratamiento
las tasas de recaida local son inferiores al 10%. Los resultados a largo plazo con este enfoque
muestran tasas de supervivencia a 5 afios especificas del estadio entre el 86% y 77,4% (68). A
pesar de excelentes resultados oncoldgicos, han surgido nuevos planteamientos en el
paradigma actual de cirugia, hacia un tratamiento no quirirgico. Los pacientes que presentan
una RCP tras el tratamiento nQTRT y ETM, presentan unas tasas de SLE y recaida a distancia
de 89,5% y 10,5% respectivamente, en comparacion con las tasas del grupo de pacientes “no
respondedores o0 pobre respondedores”, hasta de un 63% y 39% respectivamente (69). De
esta manera, hay cuestiones que se plantean en el terreno quirdrgico: 1) Si los pacientes con
un ‘respuesta adecuada o buena “al tratamiento neoadyuvante, se benefician de una cirugia; 2)
Coémo podemos definir una “respuesta adecuada o buena”, y 3) si estos pacientes presentan a

largo plazo los mismos resultados oncolégicos en términos morbilidad y mortalidad.

Habr-Gama en Brasil, fue la primera en proponer el planteamiento de Watch and Wait en el
afio 2006. Su protocolo, incluia tratamiento con RT con 54 Gy junto con 5-FU-LV, ampliando el
tratamiento de quimioterapia durante 3 ciclos tras la neoadyuvancia, un total de 9 semanas.
Ademas, Habr-Gama et al (70) creé un nuevo endpoint: la respuesta clinica completa (RCC).
Basado en un estricto protocolo, los pacientes se catalogan como respondedores, una vez que
se comprueba ausencia de tumor en la exploracion rectal digital, el estudio endoscépico y por

pruebas de imagen.

Cuando se palpan irregularidades en la exploracion rectal (masa, ulceracion o estenosis), se
considera como resto tumoral. Se inicia entonces una reevaluacion periddica si se considera al
paciente como respondedor, aplicando entonces el protocolo de seguimiento de Watch and
Wait (TABLA 6) . En una evaluacion inicial, el 68% de los pacientes alcanzaron la respuesta
clinica completa (RCC). Tras un seguimiento de 12 meses, el 56% de los pacientes mantenian
la RCC. De los que inicialmente tenian RCC, tras un seguimiento de 3 afios, las tasas de SG y

SLE eran de 90 y 72%.
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Tabla 6: Seguimiento del protocolo Watch and Wait. Adaptado de Habr-Gama et al (70).

Evaluacion Evaluacion inicial | Primer afio Segundo afio Tercer afio
respuesta clinica posteriores
Exploracién 10 semanas Cada 1-2 meses Cada 3 meses Cada 6 meses
rectal

CEA 10 semanas Cada 1-2 meses Cada 3 meses Cada 6 meses
Endoscopia 10 semanas Cada 1-2 meses Cada 3 meses Cada 6 meses
IRM 10 semanas Cada 6 meses Cada 6 meses Cada 6 meses

Otro estudio prospectivo similar se realizdé en los Paises Bajos con 192 pacientes con CRLA
tratados con nQTRT (71). Veintilin pacientes alcanzaron la RCC y tuvieron un seguimiento de
25 +/- 19 meses. La cohorte control consistia en 20 pacientes que alcanzaron la RPC tras la
nQTRT y ETM. Un paciente tuvo recaida local sin recaida ganglionar y los 20 restantes no
presentaron recaida local ni a distancia. La SG y SLE no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de tratamiento. Dos trabajos retrospectivos
en EEUU y UK (72,73) se desarrollaron con el mismo protocolo, con resultados similares en
tasas de SG y SLE en el grupo de pacientes que entraban en el protocolo de Watch and Wait y
los que iban al tratamiento convencional con nQTRT y ETM. La aceptacién de este protocolo
de Watch and Wait esta siendo muy limitada, debido a la falta de evidencia cientifica y a las
limitaciones de los trabajos publicados. Solo hay dos trabajos prospectivos con escaso nimero
de pacientes. No hay ensayos clinicos controlados y los estudios estan sesgados por la
seleccion de los pacientes segun la respuesta al tratamiento y la falta de aleatorizacién. A
pesar de la estrecha vigilancia, debido a la inexactitud de las pruebas de imagen, siempre
cabré la duda si persisten células malignas en el recto o area ganglionar. La aplicacion de este
tratamiento, precisa de innovaciones en las pruebas de imagen y de ensayos clinicos
controlados aleatorizados. La biologia molecular también tiene su papel ya que la identificacion
de un perfil génico que pueda predecir la RCP, ayudaria a la implementacion del protocolo de

Watch and Wait (74).
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OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo es identificar marcadores predictores de respuesta al
tratamiento neoadyuvante, de tipo molecular en primer lugar y clinico-radiolégico en segundo
lugar.

Objetivos concretos:

- Determinar la frecuencia de mutaciones de KRAS Yy distribucién por tipo de mutacion
en pacientes con CRLA.

- Correlacionar el status mutacional de KRAS, BRAF y NRAS en las muestras tisulares
de la biopsia diagndstica con el grado de respuesta histolégica alcanzada y con la
RCP.

- Determinar la capacidad de IRM como prueba de imagen para predecir la respuesta al
tratamiento de QT-RT de forma global, y la capacidad de predecir la RCP en particular.
Otros Objetivos secundarios son:

- Determinar otros marcadores predictores de respuesta al tratamiento neoadyuvante ,
tanto clinico como epidemioldgicos, incluyendo la relacion de los niveles de CEA con el
grado de respuesta tumoral.

- Determinar valor prondstico del grado de respuesta tumoral y analizar la identificacién

de otros marcadores prondsticos clinicos o moleculares.
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METODOLOGIA.

CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION.

Se analizara de forma prospectiva los datos clinico-patolégicos de los pacientes subsidiarios de
tratamiento radical, tanto diagnosticados con cancer de recto localmente avanzado, como
diagnosticados con cancer metastasico al inicio, siempre y cuando la intencién del tratamiento
sea radical, bien con cirugia secuencial o en un mismo acto. Se han recogido los datos de los
pacientes diagnosticados y tratados entre Junio de 2010 y Diciembre de 2016 que cumplan los
siguientes requisitos:

Criterios de Inclusién:

- Paciente mayor de 18 afos.

- Paciente diagnosticado de adenocarcinoma de recto ElI-Elll (cT3-4 +/- N+) sin
contraindicacion para tratamiento neoadyuvante con QTRT con capecitabina o 5-
fluorouracilo.

- Paciente con cancer de recto metastasico al diagndéstico, susceptible de reseccion de
la enfermedad metastésica de forma sincronica a la reseccion de recto o de forma
secuencial, ya sea con cirugia secuencial estdndar o secuencial inversa, siempre y
cuando antes del abordaje quirdrgico del recto se haya realizado un tratamiento
neoadyuvante con QT-RT.

- Neoplasia a menos de 12 cm de margen anal por endoscopia.

- Paciente sin contraindicacién para cirugia radical de recto.

- Cirugia radical programada.

- Disponibilidad de Muestra tumoral previo a tratamiento para analisis molecular.

- Aportacion de consentimiento informado.

Criterios de Exclusion
- Cancer de recto con Estadio I-1l susceptible de escisién local.
- Administracién previa de radioterapia pélvica por neoplasia metacrénica.
- Contraindicacion para tratamiento con fluopirimidinas.

- Cancer colorrectal hereditario.
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- Paciente no candidato a tratamiento neoadyuvante con QTRT o a cirugia radical por
comorbilidad, fragilidad o rechazo del paciente.

- RT neoadyuvante de ciclo corto.

- Paciente que no completa el tratamiento neoadyuvante por toxicidad o comorbilidades
intercurrentes.

- Paciente que precisa cirugia de urgencia.

- Paciente metastasico no candidato a tratamiento radical de enfermedad local y
metastasica.

- Muestra de tumor pre tratamiento no disponible/insuficiente.

Todos los pacientes fueron previamente valorados en el Comité Multidisciplinar de tumores con
las pruebas diagndsticas pertinentes (endoscopia, informe de biopsia por anatomia patolégica,
TC, IRM, EER si precede). De manera consensuada y con la presencia en todos los casos de
los mismos cirujanos expertos en coloproctologia tumoral, se planifica el tratamiento
individualizado del paciente.

El presente estudio fue evaluado y aprobado por el comité de Etica del Hospital Vinalopd
(Anexo 1). Previo a la recogida de datos y manipulacion de blogues de parafina de tumor de
cada paciente, se entregé una hoja informativa al paciente del estudio y el consentimiento
informado, especificando que se realizard un estudio molecular sobre la muestra tumoral tisular
tomada para el diagnostico (Anexo Il). El paciente podia revocar su consentimiento en

cualquier momento o autorizar Gnicamente parte del estudio.

EVALUACION

Todos nuestros pacientes fueron sometidos a una evaluacion diagndstica convencional. El
estadio clinico inicial locorregional se basé en colonoscopia y una resonancia magnética
pélvica en todos los casos. La realizacién de la colonoscopia nos permite, no sélo realizar un
marcaje tumoral que facilite su localizacion en el acto quirargico, sino el estudio endoscépico
completo que descarte lesiones sincrénicas. Se realizO6 EER en aquellos pacientes que no
tienen contraindicacion para la misma (estenosis o tercio superior) y en los que existia

controversia en la estadificacion locorregional por IRM. Se realiza IRM pélvica basal al
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diagnostico con secuencias T1W, T2W y DWI, con cortes axial, coronal y sagital. La misma
resonancia se repite tras completar el tratamiento con QTRT, en la quinta semana tras la
finalizacién del tratamiento, especificando su estadificacion como mr T y mr N.

Para el estudio de extension tumoral se realiz6 TC toracoabdominal, indicAndose la realizacion
de PET-TC Unicamente en aquellos pacientes metastasicos susceptibles de tratamiento radical
de la enfermedad tumoral local y a distancia. El protocolo, incluye ademas la realizacion de
analitica sanguinea basal con los marcadores tumorales CEA y Cal9.9; los niveles de CEA
fueron recogidos, por tanto, antes del comienzo del tratamiento neoadyuvante.

La localizacion del tumor ha sido definida como la distancia entre el margen distal tumoral y el
margen anal, y esto fue medido con la rectoscopia y con la colonoscopia. Con la IRM se
confirma la localizacion tumoral, la extension circunferencial del tumor, la distancia a la fascia
mesorrectal, la longitud tumoral y la afectacion ganglionar locorregional. La longitud tumoral ha
sido definida como la distancia de ocupacion tumoral desde el comienzo del tumor hasta su fin

en el diametro longitudinal del mismo.

Técnica de Imagen por Resonancia Magnética.
Para la obtencion de las imagenes de IRM se utilizé un sistema modelo Achieva 1,5 T version
2.6.3.9 (Philips Medical System, Bes, Netherlands).
Para el estudio el paciente no precisa preparacion especial previa domiciliaria y estando en la
sala se administra gel ecogréafico endorectal. Se posiciona en la camilla de la maquina en
decubito supino, entrando primero los pies y se le coloca la antena de superficie multicanal
(phaseal array) de 8 canales, cuatro anteriores y cuatro posteriores.
Una vez posicionado, se inicia el estudio con el siguiente protocolo:

- Primera Secuencia: Localizador en eco de gradiente en los tres planos del espacio

- Segunda secuencia: sagital FAST/TURBO SPIN ECHO T2W de alta resolucioén

- Tercera secuencia: axial oblicuo FAST/TURBO SPIN ECHO T2W de alta resolucion

- Cuarta secuencia: axial FAST/TURBO SPIN ECHO T2W de toda la pelvis

- Quinta secuencia: coronal FAST/TURBO SPIN ECHO T2W de alta resoluciéon

- Sexta secuencia: axial FAST/TURBO SPIN ECHO T2W con saturacion de la grasa

- Séptima secuencia: axial SPIN ECHO T1W de la zona tumoral
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- Octava secuencia: Difusion en planos axial-oblicuos DWI.
En la Tabla 7 se encuentran todos los parametros de las diversas secuencias para la
reproducibilidad del estudio

Tabla 7: parametros por secuencias de IRM

Localizador | Sagital Axial Axial T2W | Coronal Axial Axial DWI
T2W AR Oblic. pelvis T2W AR T2W AR | T1IW
T2W AR Fat Sat.
Tipo T1 FFE TSE TSE T2SE TSE TSE spair | TSE EPI SE
secuencia
TR 10 ms 3047msg | 3047msg 3047mseg | 3051msg | 3721msg 574msg | 2118msg
TE 5,5msg 100msg 100msg 100mseg 100msg 70msg 10msg 61msg
ETL - 16 16 16 16 19 3 -
Grosor 10mm 4mm 4mm 5mm 4mm 4mm 5mm 4mm
Separacion | 10mm imm 1imm 2mm 1mm 1mm imm 1mm
planos
FOV 450mm 250mm 250mm 300- 250mm 250mm 250mm 375mm
450mm
Matriz 256x128 312x248 312x248 312x248 312x248 256x199 252x199 | 124x100
Adquirida
Valor b _ _ _ - _ _ _ 0;500;
1000;1500

NEX 1 2 2 2 2 2 2 4

Las imagenes obtenidas son transferidas automéaticamente al PACS del hospital carestreem
vue-pacs y desde el mismo, elaboran informe clinico con el RIS de Florence clinico, y se
actualiza el informe e imagenes en el sistema de historia electrénica Florence clinico. Para la
interpretacion de las imagenes y la elaboracion del informe, el radidlogo debia seguir los
criterios citados por el Consenso St Gallen (5), incluyendo:

- Técnica, resolucion, calidad

- Altura del tumor (desde el borde anal)
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- Descripcion del tumor:
- Tamafio
- Ubicacién circunferencial
-Estadio T
- Profundidad de infiltracion més alla de la muscular propia (mm)
-Descripcion afectacion ganglionar:
- Ubicacion (perirrectal, pelviano)
- Nimero
- Descripcién (tamafio, intensidad de sefial, borde irregular)
- Distancia del tumor y MRF
- Invasién vascular extramural

- Estatus MRC (distancia a MRF <1 mm)

TRATAMIENTO NEOADYUVANTE

Todos los pacientes recibieron tratamiento neoadyuvante combinado con QTRT. La
quimioterapia se basé en 5-fluorouracilo intravenoso (425 mg/m2 cada dia) y leucovorin (20
mg/m2 por dia durante la primera y la quinta semanas de la radioterapia) o en capecitabina
oral 8256mg/m2 cada 12 horas los dias de radioterapia. El ajuste posologico en funcién de
toxicidad clinica o hematoldgica se realizé segin los grados de toxicidad de Common Toxicity
Criteria y, segun los mismos, siguiendo las recomendaciones de la ficha técnica de la EMA

(Agencia Europea del Medicamento).

Técnica de radiacion : Radioterapia externa de alta conformacion

Se administra mediante un Acelerador Lineal, empleando radiaciones ionizantes de
origen extranuclear, producidas por el frenado brusco de electrones acelerados mediante
campos magnéticos y eléctricos. Un cafidén acelerador produce el frenado de los electrones y
que estos choquen contra un blanco produciendo radiacion X, o bien no frenados, siendo estos
los electrones. Los fotones poseen mayor capacidad de penetracién en la materia que los

electrones, estos Ultimos se reservan para tratamiento superficiales.
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Para el disefio de los volimenes de tratamiento mediante Radioterapia Externa, es
necesaria una simulacién adecuada llevando a cabo la realizacién de un TC para la adquisicién
de imagenes, sobre las que disefiar el volumen de tratamiento y los 6rganos de riesgo (OAR,
organs at risk). El paciente requiere de una preparacion previa (vejiga confortable y recto
vacio), para ello se requiere llenar la vejiga y administrar un enema de limpieza la noche previa
y la misma mafiana del TC. Se posicional al paciente en decubito para alejar las asas
intestinales de la incidencia del tratamiento. Dicho posicionamiento ha de ser reproducible

durante las sesiones de tratamiento.

Las técnicas actuales de tratamiento permiten administrar una dosis mayor (BOOST), a las

adenopatias. Se administra una dosis total de 50,4 Gy administrados en dos fases:

- IMRT PTV 45Gy a 1,8 Gy/dia

- RT 3D GTV+2cm+espacio presacro (BOOST) 5,4Gy a 1,8Gy/dia
La RT se administrd en la pelvis incluyendo el tumor primario y los ganglios linfaticos de riesgo
con el uso de la técnica de 4 campos (anterior, posterior y dos laterales). El campo de radiacién
fue el siguiente: el margen superior fue 1.5 cm por encima del promontorio sacro (nivel L5) y el
margen lateral fue 1.5 cm lateral al hueso pélvico con el fin de incluir los ganglios linfatico
pélvicos.
Durante el tratamiento neoadyuvante todos los pacientes fueron evaluados semanalmente en
el servicio de oncologia radioterapica para describir posible toxicidad y asegurara cumplimiento
y quincenalmente en el servicio de oncologia médica. Para esto se realizaba un examen fisico
y un analisis completo de sangre.
Al finalizar el tratamiento neoadyuvante, se realizd IRM de reevaluacion a la quinta semana de
finalizacién. Se utilizé la misma estadificacion radiolégica que en la IRM basal o a través de los
criterios RECIST 1.1 (75). Aquellos pacientes que por contraindicacién no se puede realizar
IRM, se reevalGan con TC. Aquellos pacientes metastasicos al diagndstico susceptibles de
tratamiento quirdrgico radical, se reevaluaban también con TC en lugar de IRM, por lo que lan
de pacientes con IRM de reevaluacion puede no ser la misma que la n de pacientes con
muestra tumoral para analisis molecular.
El tratamiento adyuvante fue recomendado en todos los pacientes debido a su estado

patolégico pretratamiento neoadyuvante de cancer rectal loco regionalmente avanzado, no
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siendo administrado en aquellos pacientes no candidatos por comorbilidad o fragilidad

adquirida o por rechazo del paciente.

CIRUGIA

La cirugia fue programada entre la séptima y octava semana desde el fin del tratamiento
neoadyuvante. Se realizd escision total del mesorrecto en todos los pacientes. Todas las
intervenciones se llevaron a cabo por uno de los dos cirujanos expertos en patologia tumoral
colorrectal del Hospital Vinalop6. Las técnicas empleadas segun localizacion tumoral y
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas del paciente eran:

- Reseccién anterior (RA): Este término incluye una reseccion de recto con anastomosis, bien
sea ésta coloanal o colorrectal. Se contempla la realizacion de ileostomia temporal en aquellos
pacientes con riesgo de dehiscencia de sutura.

- Amputacion Abdominoperineal (AAP): Reseccion del recto y el ano y formacion de una
colostomia terminal.

- Operacién de Hartmann: Reseccion del recto con cierre del extremo distal y abocamiento del

colon proximal formando una colostomia terminal.

ESTUDIO HISTOLOGICO

El estudio histologico ha sido realizado por tres patdlogos especializados en patologia
colorrectal. La estadificacién de los especimenes resecados se ha realizado segun la
clasificacion TNM de la séptima reunién de Union for International Cancer. La respuesta al
tratamiento neoadyuvante se ha estadificado mediante la clasificacion de Mandard de grados
regresion tumoral (GRT):

- GRT 1: remision completa,

- GRT 2: predominio de fibrosis en el espécimen resecado,

- GRT 3: células tumorales aisladas,

- GRT 4: predominio de nidos tumorales,

- GRT 5: ausencia de regresion tumoral tras la terapia neoadyuvante.

Para valorar el grado de respuesta, se ha dividido a los pacientes en dos grupos:

- Buen Respondedor: presenta un grado de regresion tumoral segiin Mandard 1 o 2.
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- Mal respondedor: presenta un grado de regresion tumoral segin Mandard 3 a 5. La
regresion tumoral o downstaging se defini6 como una disminucién del estadio tumoral
(disminucion del estadio T y/o del N) en el estudio histolégico del espécimen resecado
comparado con el estadio clinico obtenido en la IRM pretratamiento neoadyuvante.

Se definié la respuesta patolégica completa (RCP) como la ausencia de células de
adenocarcinoma viable en la pared rectal, en el mesorrecto ni en ninguno de los ganglios de la
pieza quirdrgica.

Se ha considerado margen de reseccidn circunferencial (MRC) a la superficie externa del
cilindro de recto y mesorrecto resecados. La distancia del tumor o de los ganglios linfaticos
infiltrados al MRC medido por microscopia, permite clasificarlo como invadido o no. Se ha
definido que el MRC esté invadido cuando esta distancia es: < de 1Tmm.

El estadio R, es el estatus del margen de reseccion lineal, clasificando a la reseccion en tres
categorias segun el tumor residual:

- RO (no hay tumor macroscaépico ni microscopico residual).

- R1 (tumor microscoépico residual en el MRC).

- R2 (tumor macroscopico en el MRC).

La evaluacion del downstaging obtenido se ha hecho analizando el estadio clinico
neoadyuvante por IRM y el estadio anatomopatoldgico postquirtrgico del espécimen resecado,
siguiendo la clasificacion de TNM. La capacidad de prediccién de respuesta de la IRM se
obtuvo comparando la estadificacion radiolégica postratamiento con la estadificacion patoldgica

de la pieza quirdrgica.

SEGUIMIENTO

Todos nuestros pacientes fueron seguidos en las consultas de Coloproctologia, Oncologia
Médica y Oncologia Radiotergpica. Las visitas y exdmenes coloproctologicos se realizaron
cada 3-6 meses en los primeros tres afos tras la cirugia. A continuacién, el seguimiento se
realizé adaptdndonos en funcion del riesgo individualizado, manteniendo como minimo
controles semestrales hasta los 5 afios y a partir de entonces anuales. En cada visita de control
se realiz6 un examen fisico, una medicion de los niveles de CEA, asociando estudio radiolodgico

intercalado con TC toracoabdominopélvico, al menos, anual o0 una radiografia de térax y
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ecografia abdominal segin comorbilidad, riesgo individualizado y si habia completado el
tratamiento adyuvante o no. Tras finalizaciéon de la adyuvancia se repiti6 la colonoscopia si la
previa era incompleta, independientemente de si se disponia de TC-colonoscopia y se
mantenia rectoscopia de control semestral hasta los 3 afios y posteriormente anual. Las
pruebas de imagen y/o recto-colonoscopia se adelantaban en caso de aparicion de sintomas o
elevacion de CEA.
El seguimiento y recogida de eventos se realizé hasta Enero de 2017, en aquellos pacientes
que continuaban vivos, o hasta la fecha del exitus, independientemente de su causa. Los
eventos recogidos y analizados fueron:
- Recaida Local: aparicién de enfermedad en lecho quirargico y area de irradiacion, con
o sin afectacion de 6rganos adyacentes, incluyendo anastomosis, region presacra y
ganglios pélvicos laterales.
- Recaida sistémica: aparicion de enfermedad a distancia a nivel visceral, &seo,
ganglionar no locorregional o carcinomatosis peritoneal.
- Exitus por enfermedad.

- Exitus por causa diferente a enfermedad.

ANALISIS MUTACIONAL.

Para la determinacioén del estatus mutacional KRAS, NRAS y BRAF, previo consentimiento del
paciente, se remitié la muestra tisular de la biopsia conservada en bloque de parafina previa al
tratamiento neoadyuvante, a la Unidad de Investigacion del Servicio de Oncologia del Hospital

general de Valencia.

Tras el desparafinado manual de la muestra y la extraccion manual del DNA, se procedi6 a la
cuantificacion del DNA obtenida de cada muestra con un espectrofotémetro, NanoDrop 2000.
El andlisis de las mutaciones de RAS se llev a cabo usando el kit TheraScreen® KRAS Pyro®
(Qiagen). Este kit se usa para la deteccioén cuantitativa de mutaciones en los codones 12, 13y
61 del gen KRAS mediante pirosecuenciacién. Los codones 12/13 y el codon 61 se
amplificaron por PCR usando 5ul de ADN (10ng de ADN gendmico), 12.5ul de PyroMark® PCR
Master Mix 2x, 2.5ul de Coral Load 10x, 4ul de agua libre de nucleasas y 1ul de cebadores de

PCR KRAS 12/13 0 61. Las reacciones se llevaron a cabo en un MasterCycler® thermocycler
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(Eppendorf, Alemania) siguiendo las condiciones:

Etapa Tiempo Temperatura

Activacion inicial 15 minutos 95° C

Ciclado en 3 pasos:

Desnaturalizacion | 20 segundos | 95° C

Annealing 30 segundos | 53° C
Extension 20 segundos | 72° C
Ndmero de ciclos 42
Extension final 5 minutos 72°C

Los amplicones se inmovilizaron con microesferas de Streptavidin Sepharose® High
Performance y posteriormente se incubaron con los cebadores de secuenciacion
correspondientes mediante una placa PyroMark Q24 y una estacion de vacio. Después se
prepararon los reactivos del PyroMark Gold Q24 (enzima, sustrato y nucleétidos) para
cargarlos en el cartucho y poder ser dispensados durante el proceso de secuenciacion.
Finalmente, la placa y el cartucho se cargaron en el sistema PyroMark Q24 y se empez0 el
proceso de secuenciacidn. Las secuencias se analizaron mediante el software proporcionado
por el fabricante. En cada carrera, se incluyeron dos controles: un control no metilado de ADN
gue sirvio como control positivo para las reacciones de secuenciacién y PCR, y un control

negativo (el ADN fue sustituido por agua libre de nucleasas).

Este kit permite la deteccion de las mutaciones mas frecuentes de los codones 12, 13y 61.
El orden de dispensacion de los nucle6tidos para la secuenciacion de los codones 12/13 fue
TCGACTCAGATCGTAG, y para el codén 61 fue GCTCAGTCAGACT. El analisis de la
secuencia para los codones 12/13 fue GNTGRCGTAGGC, que permite detectar las mutaciones
mas frecuentes en el codon 12, nucledtido 35 (segunda posicion). Para analizar si las
mutaciones estaban presentes en el nucleétido 34 (primera posicion), la secuencia de andlisis
se cambié por NGTGRCGTAGGC. En el caso del codon 61, la secuencia de andlisis fue
CTCDTGACCTG, que representa la mutacién mas frecuente en este codén, detectada en el

nucleétido 183 (tercera posicién). Para analizar si la mutacién estaba en el nucleétido 182
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(segunda posicién), la secuencia de analisis se cambié por CTCTHGACCTG y para analizar si
estaba presente en el nucleétido 181 (primera posicidn), la secuencia fue CTCTTSACCTG. Los

histogramas esperados para cada secuencia se representan en la Figura 11.

Histograma de los codones 12 (nucleétido 35) y 13 (nucleétido 38)
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Figura 11. Representacion grafica de los histogramas para los codones y nucleétidos de

acuerdo con las secuencias de analisis.

El analisis , deteccion e interpretacion de los resultados se realizé con el software facilitado por

el fabricante de PyroMark® Q24. Las muestras en las que no se encontr6 mutacién o no se
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hizo en los valores recomendados , asi como aquellos casos en los que el software indicaba
“errdbneo” o “para revisar’, se repitid el analisis. En cada serie analitica se incluye ADN de
control no metilado para realizar la comparacion y como control para los niveles de referencia.
La frecuencia medida de la muestra de control debe ser inferior o igual que el limite de blanco
(LOB)
Se han examinado todas las muestras para evaluar el limite de deteccion (LOD) y los
resultados se han interpretado tal y como se indica a continuacion:

- Frecuencia de la mutacién < LOD: nativa

- Frecuencia de la mutacion =2 LOD y < LOD + 3 unidades porcentuales: posible

mutacion de bajo nivel

- Frecuencia de la mutacién > LOD + 3 unidades porcentuales: mutacién

Tabla 8: Valores de los limites LOB y LOD determinados para mutaciones especificas.

Sustitucién  Sustitucion ID
de dcides  de LOB LOD CcosmiICc*
nucleicos aminodcidos {unid. %) {unid. %) (v42)
Codén 12 (GGT)

GAT G12D 0,6 2,2 521
GTT Glav 0,0 1,0 (7)t 520
TGT Gl12C 0,5 2,1 516
AGT G125 0,4 1,2 517
GCT G12A 0,7 2,3 522
CGT G12R 0,3 1,8 518
Codén 13 (GGC)

GAC G13D 0,3 1,9 532
Codén 61 (CAA), analizado en sentido inverso (TTG)

GTG Qé1H 0,8 2,8 554
TAG Q61L 1,2 3.1 553
jlec) Q61R 1,6 3,5 552
ATG Q61H 0,7 2,6 555
TC Q&1E 1,2 <l 550

* Del catalogo de mutaciones somaticas del cancer (Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer) del Instituto Sanger www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.
1 Nivel de mutaciéon minimo de una muestra que da lugar a una medicion de frecuencia

>LOD.
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A continuacién, se muestra resultados representativos del pirograma obtenidos con el software

integrado en el sistema PyroMark Q24.
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Imagen 8: Grafica de pirograma de genotipo nativo en los codones 12 y 13
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Imagen 9: Grafica de pirograma de genotipo nativo en el codon 61

La Determinacion del estado mutacional de los genes NRAS y BRAF se realizé mediante el

sistema automatizado de Biocartis de PCR a tiempo real, Idylla™.

Imagen 10: Inclusién en el Cartucho de Idylla™ de cortes de tejido incluido en parafina
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El sistema Idylla ™ NRAS-BRAF-EGFR S492R Mutation Assay permite la deteccion de NRAS,
BRAF y EGFR 492 directamente de tejido incrustado en secciones de parafina con formalina.
Permite la deteccién de 8 mutaciones NRAS en codones 12 y 13 (exén 2), de 6 mutaciones
NRAS en codones 59 y 61 (ex6n 3), de 4 mutaciones NRAS mutaciones en los codones 117 y

146 (exén 4), y de 5 mutaciones BRAF en el codén 600 (exén 15). (Figura 12)

Allele detection - NRAS Codon 12 (exon 2) 612C(c.34G>T)
| G125 (€.34G>A)

612D (c.35G>A)

G12A (c.356>0)
612V (c.35G>T)
Codon 13 (exon 2) G13D (c.38G>A)

G13V (c.38G>T)
G13R (€.37G>0)

Codon 59 (exon 3) AS9T (C.175G>A)
Codon 61 (exon 3) 061K (c.181C>A)
Q61L (C.182A>T)
Q61R (c.182A>G)
0Q61H (c.183A>C; C.183A>T)

Codon 117 (exon 4) K117N (c.351G>C; c351G>T)
Codon 146 (exon 4) A146T (c.436G>A)
Al46V (c.437C>T)
NRAS Total (acting as Sample Processing Control)
Allele detection - BRAF Codon 600 (exon 15) VE0OE (C.1799T>A;

€.1799_1800TG>AA)
V600D (c.1799_1800TG>AC)

VE0OK (€.1798_1799GT>AA)
VE0OR (€.1798_1799GT>AG)

Figura 12: Tipo de mutacion distribuidas por exén y coddn detectadas por el Sistema Idylla ™

NRAS-BRAF-EGFR S492R Mutation Assay.

ANALISIS ESTADISTICO

Se ha realizado un andlisis univariante de todas las variables calculando nimero y porcentaje
para las variables cualitativas.

Para evaluar asociaciones entre variables cualitativas, se ha calculado tablas de doble entrada
aplicando el test Chi-Cuadrado. Para evaluar diferencias para variables cuantitativas se ha
calculado valores minimo, maximo, medio y desviacion estandar, aplicando el test T de

Student.
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Para estimar la magnitud de las asociaciones entre las variables explicativas y la respuesta, se
han ajustado modelos de regresién de Cox, estimando el Hazard Ratio (HR) y su intervalo de
confianza al 95% (IC 95%), realizando un ajuste simple y un modelo multivariante.

Se ha realizado un andlisis de supervivencia estimando curvas de Kaplan-Meier para cada
variable explicativa de interés, aplicando el test Log-Rank para evaluar las diferencias entre
curvas de supervivencia. Se han estimado tiempos medios de supervivencia, junto con IC 95%
en cada categoria de las variables explicativas.

Se ha utilizado para los andlisis el programa estadistico SPSS v18 y el programa R v.3.2.3.

La evaluacion del downstaging obtenido se ha hecho analizando el estadio clinico
neoadyuvante por IRM y el estadio anatomopatol6gico postquirdrgico del espécimen resecado,
siguiendo la clasificacion de TNM.

La capacidad de prediccion de respuesta de la IRM se obtuvo comparando la estadificacion

radiolégica postratamiento con la estadificacion patolégica de la pieza quirdrgica.

Se analiz6 la disminucién tumoral patoldgica, tanto de T como de N, el nUmero de adenopatias
aisladas, el nimero de adenopatias afectas y la reseccion satisfactoria del mesorrecto. Se
analizé la tasa de recurrencias locales y a distancia y la supervivencia de los pacientes que
alcanzan una mayor respuesta patologica con respecto aquellos que obtienen una respuesta
mas pobre. Se compara la aparicion de recidivas locorregionales y a distancia y la
supervivencia en el grupo de pacientes con una RCP en relacion al grupo de pacientes que no
la presento.

Para el objetivo principal del estudio, la determinacién de marcadores predictivos de respuesta,
se analizé la correlacion de factores moleculares (presencia y tipo de mutacion de RAS, RAF) y
factores clinicos (tamafio tumoral, estadio clinico pretratamiento, localizacion, extension
circunferencial, sexo, niveles de CEA pretratamiento, distancia a la fascia mesorrectal del tumor
y tipo de tratamiento neoadyuvante administrado) con el grado de respuesta tumoral y con los

pacientes que alcanzan una RCP
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La supervivencia global (SG) se calcula como el intervalo de tiempo transcurrido desde la fecha
de la cirugia hasta la fecha de Ultimo seguimiento o de exitus, independientemente de la causa.
La supervivencia especifica por el cancer rectal (SER) se estima como el intervalo de tiempo
transcurrido desde la fecha de la cirugia hasta la fecha de exitus por CR o Ultimo seguimiento.
Los pacientes que hayan fallecido por otras causas seran considerados como censurados.

La supervivencia libre de enfermedad (SLE) se considera como el intervalo de tiempo
transcurrido desde la fecha de la cirugia hasta la fecha de recidiva locorregional o enfermedad

a distancia (metastasis) o Ultimo seguimiento.

Los andlisis de supervivencia se realizardn mediante el método de Kaplan-Meier usando el
estadistico de log-rango. Se ajustaran modelos de regresion de Cox para estimar la

supervivencia y la respuesta tumoral segun las variables explicativas.

CONSIDERACIONES ETICAS. DECLARACION DE BUENAS PRACTICAS CLINICAS

Como investigadora del proyecto de tesis doctoral “Marcadores predictivos de
respuesta tras neoadyuvancia en cancer de recto” me he comprometido a realizarlo en las
condiciones de respeto a los derecho fundamentales de la persona y los postulados éticos que
afectan a la investigacion biomédica con seres humanos, siguiendo los contenidos de la
Declaracion de Helsinki y las Buenas Practicas Clinicas de la Unién Europea, como se
establece para los ensayos clinicos en el Real Decreto 223/2004 de 6 de febrero por el que se
regulan los requisitos para la realizacion de ensayos clinicos con medicamentos y art. 60.2 de
la Ley 29/2006, de 26 de julio de garantias y uso racional de los medicamentos y productos
sanitarios, y para estudios postautorizacion en la Orden SAS/3470/2009 de 16 de Diciembre
por la que se publican las directrices sobre estudios postautorizacion de tipo observacional
para medicamentos de uso humano, y asi mismo conforme al Decreto 73/2009 de 5 de Junio
del Consell de la Generalitat Valenciana, por el que se regula la gestiéon de ensayos clinicos y

estudios postautorizacion observacionales con medicamentos y productos sanitarios.
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ANALISIS UNIVARIANTE. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE RESULTADOS

Desde Junio de 2010 hasta Diciembre de 2016, se diagnosticaron 177 pacientes con cancer de
recto. De estos pacientes se incluyeron los pacientes que hasta diciembre de 2016, habian
completado el tratamiento neoadyuvante con QTRT y la cirugia segun el protocolo del estudio,
disponiendo de datos anatomopatoldgicos en el momento del andlisis de resultados. Se
recogieron datos de un total de 100 pacientes, siendo incluidos para el analisis final 99
pacientes debido a la no intervencion de un paciente por progresion tras el tratamiento
neoadyuvante. De los 177 pacientes diagnosticados de cancer de recto, 39 pacientes se
sometieron a tratamiento quirdrgico de entrada por estadio localizado y 28 pacientes se
sometieron a tratamiento sintomatico exclusivo o tratamiento citostatico paliativo por

enfermedad metastasica irresecable (Diagrama 1).

Neoplasias de recto diagnosticadas y tratadas
entre Mayo 2010 y Diciembre 2016

N: 177
RT ciclo corto Tratamiento sintomatico o QT
N:7 paliativa
QT induccion en N:28
CRLA
N:3
QTRT neoadyuvante Reseccidn quirtrgica por ¢T1-
N =100 cT2 al diagnostico

n=39

Analisis estadistico
N=99
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Datos demograficos

Se han analizado un total de 99 sujetos, de los que 61,6% fueron hombres. La edad media de

la muestra fue de 72,5 afios, con un rango de 38 a 66 afios. El IMC medio fue de 27,0 con un

rango de 16,9 a 37,3. El 56,6% presentaba alguna enfermedad crénica previa. El 21,2% eran

fumadores, el 40,4% hipertensos, el 18,2% diabéticos, el 28,3% dislipémicos. El 4,0%

presentaban EPOC y el 6,1% IRC. Un 18,2% referia antecedentes familiares de primer grado

de cancer colorrectal.

Tabla 9: Andlisis Univariante de datos demograficos

N % | |
EDAD < 65 afios 44 44,4%
65-74 afos 26 26,3%
>=75 afos 29 29,3%
IMC Normal 30 30,3%
Sobrepeso 47 47,5%
Obesidad 22 22.2%
SEXO Hombre 61 61,6%
Mujer 38 38,4%
TABAQUISMO Nunca 75 75,8%
Fumador 21 21,2%
Exfumador méas 1 3 3,0%
afio
ENOLISMO No 89 89,9%
Si 10 10,1%
ANTECEDENTES FAMILIARES 1° CANCER No 81 81,8%
COLORRECTAL Si 18 18,2%
ENFERMEDAD CRONICA No 43 43,4%
Si 56 56,6%
HTA No 59 59,6%
Si 40 40,4%
DM No 81 81,8%
Si 18 18,2%
DL No 71 71, 7%
Si 28 28,3%
EPOC No 95 96,0%
Si 4 4,0%
IRC No 93 93,9%
Si 6 6,1%
CARDIOVASCULAR No 86 86,9%
Si 13 13,1%

Datos clinicopatolégicos

Altura de Margen anal

Segun la altura determinada por colonoscopia, 30 pacientes tenian el tumor

localizado en

tercio inferior (30,3%), 54 pacientes tenian el tumor localizado en tercio medio (54,5%) y 15
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pacientes presentaban el tumor en el tercio superior (15,2%). La distancia mediana de tumor a
margen anal fue de 8,5 cm, con un rango entre 0 hasta 15 cm (Tabla 10).

Antigeno carcinoembrionario

En el momento del diagnéstico, 77 pacientes presentaban un valor inferior o igual a 5ng/ml
(77,8%) y 22 pacientes presentaban un valor superior a 5ng/ml (22,2%). De estos 22 pacientes
con CEA elevado, 8 pacientes eran metastasicos potencialmente resecables a nivel local y a
nivel metastésico.

Estadificacion tumoral locorregional por IRM

Se dispone de Estadificacién por IRM en el 100% de los pacientes. Segun la misma, 11
pacientes tenian una estadificacion cT4 (11,1%); 77 pacientes (77,8%) tenian una
estadificacion tumoral de ¢T3 y 11 pacientes (11,1%) tenian una estadificacion local de cT2. En
el 84% de los pacientes habia adenopatias sospechosas de afectacion metastasica. 25
pacientes (25,25%) fueron estadificados como cN1 y 54 paciente (54,54%) fueron estadificados
como cN2. En 5 pacientes (5,05%) so6lo se indica en el informe que hay adenopatias
sospechosas de malignidad sin estadificar.

Estadificacion tumoral a distancia por TC

De los 99 pacientes analizados, 13 pacientes presentaban enfermedad metastasica resecable
y por tanto candidatos a tratamiento radical local del primario y de la enfermedad a distancia.

De ellos, 6 pacientes presentaban enfermedad metastasica hepatica 'y 7 pulmonar.

Tabla 10. Andlisis Univariante de datos clinicopatolégicos

N %
ALTURA RECTO Inferior 0-6 30 30,3%
Medio 7-11 54 54,5%
Superior >11 15 15,2%
cTpre —tratamiento No 0 0,0%
cT2 11 11,1%
cT3 77 77,8%
cT4 11 11,1%
cN pre-TRATAMIENTO cNO 14 14,3%
CN+ 84 85,7%
No 0 0,0%
cM: METASTASICO MO 86 86,9%
M1 13 13,1%
CEA Normal <= 5ng/ml 77 77,8%
> 5 ng/ml 22 22,2%
TIENE IMR CONTROL No 11 20,4%
Si 43 79,6%
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Datos mutacionales

Estatus mutacional de NRAS

NRAS se encontré mutado sélo en 2 pacientes de los 99 analizados (2%), en los dos casos en
el exén 2, distribuidas una mutacion en el codén 12 (exén 2) : G12C (TGT) y otra mutacién en
el codon 13: G13R (CGT) (Tabla 11).

Estatus mutacional de BRAF

De los 99 pacientes incluidos para el andlisis predictivo final, s6lo un paciente presentd
mutacion en BRAF, correspondiendo a V600E. (Tabla 11). El paciente con BRAF mutado,
presentaba al diagnéstico una estadificacion cT3cN2 en recto de tercio superior, presentando
progresién sistémica a las 5 semanas de la cirugia con metastasis pulmonares y
posteriormente cerebrales, con evolucion rapidamente desfavorable y exitus a los 9 meses del
diagnostico. Ha sido el caso con peor evolucion clinica y supervivencia mas recortada de la
serie.

Tabla 11. Analisis Univariante de Estatus Mutacional de RAS-RAF

N %
KRAS Wwild Type | 71 | 71,7%
Mutado 28 28,3%
EXON MUTADO Dos 24 85,7%
Tres 2 7,1%
Cuatro 2 7,1%
N-RAS Wild Type 97 98,0%
Mutado 2 2,0%
B-RAF Wild Type 98 99,0%
Mutado 1 1,0%

Estatus mutacional de KRAS.

De los 99 pacientes analizados, KRAS estaba mutado en 28 pacientes (28,3%). En uno de
estos pacientes habia una doble mutaciébn de KRAS. La frecuencia de mutaciones
encontradas en los exones analizados (exén 2, exdn 3 y exon 4) fueron las siguientes. De los
pacientes con mutacién en KRAS, 24 presentaban mutacion en el exén 2 (85,7%), dos
pacientes (7,1%) presentaban mutacion en el exén 3; dos pacientes (7,1%) presentaban
mutacion en el exon 4. El paciente que presentaba una doble mutacién, eran ambas en el exén
2. La mutacién encontrada con mayor frecuencia fue la sustitucién G12V (GTT), representando
el 11,1% de los mutados (71,7%), seguido por el G12D (GAT) (8,1%) y por G13D (GAC) (4%).

(Tabla 12).
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Tabla 12: Andlisis univariante de Mutaciones de KRAS

N | %
TIPO MUTACION KRAS-1 71 | 71,7%
AL46T (ACA) | 2 | 2,0%
G12D (GAT) | 8 | 81%
G12S (AGT) | 1 | 1,0%
G12V (GTT) | 11 | 11,1%
G13D (GAC) | 5 | 4,0%
Q61H (GTG) | 2 | 2,0%
TIPO MUTACION N-RAS 97 | 98,0%
G12C (TGT) | 1 | 1,0%
GI3R(CGT) | 1 | 1,0%

Se ha comparado el tipo de mutacién (codén y exdén) de KRAS que se asocia con mejor
respuesta patoldgica, pero debido al escaso nimero de casos no se puede aplicar ningun test
para buscar asociacion estadistica significativa, pudiéndose realizar solo un andlisis
descriptivo. Relacionado el tipo de codon con los pacientes con RCP, se ve que la mayor

incidencia de RCP aparece en la mutacion G12D (25%) seguido de la G12V (18,2%) (Tabla 13)

Tabla 13: Distribucién de frecuencias mutacionales por codones y RCP

No RCP RCP
N % N %
Tipo mutacion G12v 9 81,8% 2 18,2%
G12D | 6 75,0% 2 25,0%
G13D | 4 100,0% | O 0,0%

Relacionando el tipo de codén mutado con el grado de respuesta anatomopatol6gica (buen/mal
respondedor) la incidencia de buena respuesta aparece en la mutacion G12D con un 50%,

seguido de G12V (45,5%) y por ultimo de G13D con el 25%. (Tabla 14)

Tabla 14: Distribucién de frecuencias mutacionales por codones y tipo de respuesta

Mal respondedor Buen respondedor
N % N %
Tipo mutacién | G12V | 6 54,5% 5 45,5%
G12D 4 50,0% 4 50,0%
G13D 3 75,0% 1 25,0%

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2
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Agrupando por exones, el 20% de las RCP se encuentran en el exén 2 (codones 12y 13) y el
75% de los pacientes buenos respondedores con KRAS mutado, presentaban mutaciones en
exon 2.

Datos de reevaluacién radioldgica

Se dispone de control radiolégico con IRM a las 5 semanas de finalizacion del tratamiento
NnQTRT de 82 pacientes. De ellos, el 65,7% se consideré6 que cumplia criterios RECIST de
respuesta parcial; el 15% de enfermedad estable y 2 de respuesta completa radiolégica. En los
informes radiolégicos postneoadyuvancia, se especificaba la estadificacion tumoral (ymrT) en
69 pacientes (%). De ellos, 23 se clasificaron con cT2 (23,2%), 32 pacientes (32,3%) como ¢T3

y 12 pacientes (12,1%) como cT4. (Tabla 15)

Tabla 15: Andlisis Univariante de datos de reevaluacion radiologica

n %
YMR T=cTPost TRATAMIENTO cTx 2 2,0%
cTl 0 0,0%
cT2 23 23,2%
cT3 32 32,3%
cT4 12 12,1%
No indicado 30 30,3%
RECIST RP 65 65,7%
EE 15 15,2%
PE 0 0,0%
RC 2 2,0%
No hay IRM 17 17,2%

Datos anatomopatologicos tras neoadyuvancia

Calidad de cirugiay estatus de mesorrecto

De los 99 pacientes intervenidos, la cirugia fue RO en 96 (96,9%). El tiempo medio de espera
desde el fin de tratamiento neoadyuvante hasta la intervencion fue de 53,7 dias (7,6 semanas).
La extirpacibn del mesorrecto fue satisfactoria (exéresis completa al analisis
anatomopatolégico) en el 77,8% de los pacientes. Al andlisis anatomopatoldgico, se observé
afectacion del margen de reseccion circunferencial (MRC) en 11 pacientes (11,1%) de los 99

intervenidos. (Tabla 16)
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Tabla 16: Calidad de cirugia y estatus de mesorrecto

n %
AFECTACION MRC No 88 | 88,9%
Si 11 | 11,1%
MESORRECTO COMPLETO | No 22 | 22,2%
Si 77 | 77,8%
GRADO HISTOLOGICO No procede (RCP) | 23 | 23,2%
G1 23 | 23,2%
G2 49 | 49,5%
G3 4 4,0%

Estadificacién patologicay grado histolégico.

De los 99 pacientes intervenidos con adenocarcinoma de recto, la mayoria presentaba un
grado moderado de diferenciacion (49,5%) y s6lo un 4% eran pobremente diferenciados. Un
total de 22 pacientes presentaron respuesta completa patoldgica en el tumor primario (22,2%).
En un paciente, no se identificaron depdsitos ni células tumorales en la pieza de recto pero si
adenopatias. Un 42,4% presentaron estadificacion tumoral ypTis, ypTl o ypT2. En 33

pacientes (33,3%) la estadificacién fue de ypT3 y en solo dos casos de ypT4 (2,02%).

En cuanto a la estadificacién ganglionar patoldgica, la mayoria de los pacientes no presentaban
afectacion metastasica ganglionar en la pieza quirargica (81,8%). En 11 pacientes la
estadificacion era ypN1 (11,1%), en 7 pacientes era ypN2 (7,1% y dos de éstos pacientes
presentaban ademas depdsitos tumorales en subserosa. La mediana de adenopatias

analizadas fue de 9 con un rango entre 2 y 23. (Tabla 17)

En cuanto a invasion linfovascular, 13 (13,1%) pacientes presentaban infiltracibn de vasos

linféticos, 7 (7,1%) pacientes infiltracion venosa y en 6 (6,1%) pacientes coexistian ambas.
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Tabla 17: Estadificacion patolégica y grado histolégico.

N %

ypT Respuesta completa 22 22,2%
T1 7 7,1%
T2 33 33,3%
T3a 27 27,3%
T3b 6 6,1%
T3c 0 ,0%
T4 2 2,0%
Tis 2 2,0%

ypN ypNO 81 81,8%
ypN1 11 11,1%
ypN1la 7 7,1%
ypN1b 4 4%
ypN1lc 2 2%
ypN2 7 7,1%
ypN2a 4 4%
ypPN2b 3 3%

Downstaging tumoral y grado de regresion tumoral.

La mayoria present6 Downstaging tumoral (68%) y/o ganglionar (80%).

pacientes present6 algun tipo de regresion tumoral segun el grado de regresion tumoral de
Mandard (87%). La mayoria (48%) de respuesta moderada o pobre (Mandard 3 o0 4) . Un
21,2% presenté un grado completo de regresion (regresion grado 1) y un 11%.1%, nula
respuesta al tratamiento. Segun el grado de Mandard, podemos clasificar a un 40,8% como

buen respondedores (regresion grado 1 0 2) y a un 59,2% con pobres respondedores (Mandard

grado 3, 4,5) (Tabla 18).

Tabla 18: Downstaging tumoral y grado de regresiéon tumoral.

La mayoria de

N %
DOWNSTAGING T No 31 31,3%
Si 68 68,7%
DOWNSTAGING N No 19 19,2%
Si 80 80,8%
REGRESION TUMORAL No 12 12,1%
Si 87 87,9%
GRADO REGRESION TUMORAL (Mandard) 1 21 21,2%
2 19 19,2%
3 25 25,3%
4 23 23,2%
5 11 11,1%
Tipo respuesta Buen respondedor 40 40,8%
Mal respondedor 59 59,2%

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2
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Datos de resultados oncologicos

La mediana de seguimiento fue de 44,17 meses con un rango entre 6,17 y 85 meses. En el
momento del andlisis de resultados, de los 99 pacientes analizados, 13 habian fallecido. De los
13 fallecidos, 9 pacentes fallecieron por la neoplasia y 4 pacientes fallecieron por causas no
oncoldégicas ni relacionadas con el tratamiento. La media de supervivencia global fue de 72,5

meses (Gréfica 1).
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Gréfica 1: curva de Kaplan-Meier para SG de toda la serie

De los 99 pacientes analizados, 16 presentaron recaida durante el seguimiento (16,2%). Un
5,05% de los pacientes, presentaron recaida local y un 11,1 % recaida sistémica. Uno de los
pacientes con recaida sistémica, presentd también recidiva local sincrénica. La SLE media para

toda la serie fue de 64,9 meses.

De los pacientes que presentaron recaida local, 2 resultaron tener cirugia R1 por el informe de
anatomia patoldgica, pudiendo ser rescatados con cirugia o retratamiento local con QTRT. De

los 5 pacientes con recaida local, dos habian fallecido en el momento del analisis del estudio.

De los 11 pacientes con recaida sistémica, aislada o asociada a recaida local, 4 eran pacientes
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gue debutaron como metastasico y se hizo cirugia secuencial de la metastasis tras el
tratamiento nQTRT sobre el cancer de recto. De estos 4 pacientes metastasicos el diagnéstico
que recayeron, 2 fallecieron y los otros dos se pudieron rescatar de nuevo quirdrgicamente
estando vivos y libres de enfermedad. De los otros 7 pacientes que presentaron recaida
sistémica, 3 se rescataron quirdrgicamente, estando vivos actualmente y 4 no pudieron recibir

tratamiento quirdrgico ni local radical, siendo exitus durante el desarrollo del estudio.
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Gréfica 2: curva de Kaplan-Meier para SLE de toda la serie

ANALISIS BIVARIANTE.

Andlisis bivariante de Status KRAS

En el andlisis bivariante por status de KRAS (mutado/Wild Type), no se encontré asociacion
estadisticamente significativa con variables epidemioldgicas ni clinicas pre tratamiento. Los
pacientes con KRAS mutado presentaban al diagnéstico un estadio T méas precoz que los Wild
Type (el 21,4% eran cT2 frente el 7% en el grupo Wild Type).Un porcentaje mayor de pacientes
presentaba valores de CEA por encima de lo normal (>5ng/dl) en el grupo de pacientes con

KRAS mutado (28,6%) frente los Wild Type (19,7%) (Tabla 19)

98



Tabla 19: Andlisis bivariante de Status KRAS. Datos clinico-epidemiolégicos

KRAS Wild KRAS
Type Mutado
N % n % p-
valor
EDAD < 65 afios 31 43, 7% 13 46,4% 0,783
65-74 afios 20 28,2% 6 21,4%
>=75 afios 20 28,2% 9 32,1%
IMC Normal 24 33,8% 6 21,4% 0,408
Sobrepeso 31 43,7% 16 57,1%
Obesidad 16 22,5% 6 21,4%
SEXO Hombre 45 63,4% 16 57,1% 0,565
Mujer 26 36,6% 12 42,9%
TABAQUISMO Nunca 57 80,3% 18 64,3% -
Fumador 12 16,9% 9 32,1%
Exfumador > 1 2 2,8% 1 3,6%
afio
ENOLISMO No 64 90,1% 25 89,3% -
Si 7 9,9% 3 10,7%
ANT. FAMILIARES 1° CANCER No 55 77,5% 26 92,9% 0,074
COLORREC. Si 16 22,5% 2 7,1%
ENFERMEDAD CRONICA No 29 40,8% 14 50,0% 0,408
Si 42 59,2% 14 50,0%
HTA No 42 59,2% 17 60,7% 0,887
Si 29 40,8% 11 39,3%
DM No 58 81,7% 23 82,1% 0,958
Si 13 18,3% 5 17,9%
DL No 49 69,0% 22 78,6% 0,342
Si 22 31,0% 6 21,4%
EPOC No 69 97,2% 26 92,9% -
Si 2 2,8% 2 7,1%
IRC No 69 97,2% 24 85,7% -
Si 2 2,8% 4 14,3%
CARDIOVASCULAR No 61 85,9% 25 89,3% -
Si 10 14,1% 3 10,7%
ALTURA RECTO Inferior 0-6 20 28,2% 10 35,7% 0,128
Medio 7-11 37 52,1% 17 60,7%
Superior >11 14 19,7% 1 3,6%
cT2 5 7,0% 6 21,4%
cT3 58 81,7% 19 67,9%
cT4 8 11,3% 3 10,7%
cN pre-TRATAMIENTO cNO 10 14,3% 4 14,3% -
CcN+ 60 85,7% 24 85,7%
cM: METASTASICO MO 60 84,5% 26 92,9% -
M1 11 15,5% 2 7,1%
CEA Normal <= 57 80,3% 20 71,4% 0,340
5ng/ml
> 5 ng/ml 14 19,7% 8 28,6%

En el grupo de variables de respuesta anatomopatolégica y de respuesta oncolégica (SG y

SLE), solo se identific6 una asociacion estadisticamente significativa (p 0,010) entre el grado

de regresion tumoral de Mandard 1y 3 y el status Wild Type. Los grados de regresion 2,4y 5

se relacionaron con RAS mutado. Mayor nimero de pacientes con KRAS Wild Type

presentaron RCP que en el grupo de KRAS mutado (22,9% versus 17,9%). El grupo Wild Type

también present6 mayor porcentaje de Downstaging de T (71,8 versus 60,7%) y de
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Downstaging de N (83,1% versus 75%) que el grupo KRAS Mutado. El porcentaje de pacientes
que presento regresion tumoral en cualquier grado, también fue mayor en el grupo Wild Type
(91,5% versus 78,6%) sin diferencias estadisticamente significativas. Este grupo de pacientes
también presentdé mayor porcentaje de exéresis satisfactoria (completa) de mesorrecto (78,9%
frente 75%) y un menor porcentaje de pacientes con grado histolégico pobremente diferenciado

(1,4 versus 10,7%). (Tabla 20)

Tabla 20: Andlisis bivariante de Status KRAS. Datos anatomopatologicos

KRAS wild KRAS
Type Mutado
N % N % p-
valor
ypT Respuesta 17 23,9% 5 17,9% 0,159
completa
T1,T2,Tis 33 46,5% 9 32,1%
Resto 21 29,6% 14 50,0%
ypN Cero 60 84,5% 21 75,0% 0,269
>=1 11 15,5% 7 25,0%
AFECTACION MRC No 65 91,5% 23 82,1% -
Si 6 8,5% 5 17,9%
DOWNSTAGING T No 20 28,2% 11 39,3% 0,283
Si 51 71,8% 17 60,7%
DOWNSTAGING N No 12 16,9% 7 25,0% 0,357
Si 59 83,1% 21 75,0%
REGRESION TUMORAL (SI/NO) No 6 8,5% 6 21,4% -
Si 65 91,5% 22 78,6%
GRADO REGRESION TUMORAL 1 16 22,5% 5 17,9% 0,010*
Mandard 2 12 16,9% 7 25,0%
3 24 33,8% 1 3,6%
4 14 19,7% 9 32,1%
5 5 7,0% 6 21,4%
MESORRECTO COMPLETO No 15 21,1% 7 25,0% 0,676
Si 56 78,9% 21 75,0%
GRADO HISTOLOGICO No procede 18 25,4% 5 17,9% -
Gl 19 26,8% 4 14,3%
G2 33 46,5% 16 57,1%
G3 1 1,4% 3 10,7%
RCP 1 16 22,9% 5 17,9% 0,586
No RCP 2,3,4,5 54 77,1% 23 82,1%

En cuanto a las variables de supervivencia, los pacientes con KRAS mutado presentaron
mayor porcentaje de recaida global (sistémica o local) 21,4% versus 14,1%. Analizando por
tipo de recaida, los pacientes con KRAS mutado presentaron mayor tendencia a recaida local
(14,3% versus 1,4%) mientras que el grupo de pacientes con KRAS Wild Type presentan
mayor tendencia a recidiva sistémica (12,7% versus 7,1%), siendo mayor el porcentaje de
paciente fallecidos por la neoplasia al finalizar el estudio en el grupo de KRAS mutado (14,8%

versus 8,8%). (Tabla 21)
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Tabla 21: Analisis bivariante de Status KRAS. Datos de supervivencia

KRAS Wild Type KRAS Mutado
N % N % p-valor
RECAIDA (global) No 61 85,9% 22 | 78,6% -
Si 10 14,1% 6 21,4%
RECAIDA local No 70 98,6% 24 85,7% -
Si 1 1,4% 4 14,3%
RECAIDA sistémica No 62 87,3% 26 92,9% -
Si 9 12,7% 2 7,1%
EXITUS Vivo 62 91,2% 23 85,2% -
Exitus por neo 6 8,8% 4 14,8%

e p<0,05

Analisis bivariante de Status NRAS

Debido a escaso numero de pacientes con NRAS mutado, no se puede aplicar ningln test
estadistico ni establecer ninguna asociacion entre variable. Se encontré mutacion de NRAS en
dos pacientes. Los dos pacientes presentaban afectaciéon ganglionar, no tenian afectacion
metastasica al diagnéstico y el valor de CEA era normal. Los dos pacientes presentaron
respuesta parcial radioldgica al tratamiento neoadyuvante con un grado de regresion tumoral
de Mandard 3. Ninguno de los dos pacientes ha presentado recaida durante el perdido que ha
durado el seguimiento. (Tabla 22 y 23)

Tabla 22: Andlisis bivariante de Status NRAS con variables clinicas.

N-RAS WT N-RAS Mutado
N % N % p-valor

SEXO Hombre 59 60,8% 2 100,0% -
Mujer 38 39,2% 0 ,0%

ALTURA RECTO Inferior 0-6 29 29,9% 1 50,0% -
Medio 7-11 53 54,6% 1 50,0%
Superior >11 15 15,5% 0 0,0%
cT2 10 10,3% 1 50,0%
cT3 76 78,4% 1 50,0%
cT4 11 11,3% 0 0,0%

cN pre-TRATAMIENTO cNO 14 14,6% 0 0,0% -
CN+ 82 85,4% 2 100,0%

cM: METASTASICO MO 84 86,6% 2 100,0% -
M1 13 13,4% 0 0,0%

CEA Normal <= 5ng/mi 75 77,3% 2 100,0% -
> 5 ng/ml 22 22,7% 0 0,0%

MR T=cTPost TRATAMIENTO Respuesta completa 2 2,1% 0 0,0% -
cT1l 0 ,0% 0 0,0%
cT2 22 22,7% 1 50,0%
cT3 31 32,0% 1 50,0%
cT4 12 12,4% 0 0,0%
No indicado 30 30,9% 0 0,0%
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Tabla 23: Andlisis bivariante de Status NRAS con variables de respuesta

N-RAS Wild | N-RAS
Type Mutado
N % N % p-
valor
RECIST RP 63 64,9% 2 100,0% -
EE 15 15,5% 0 0,0%
PE 0 ,0% 0 0,0%
RC 2 2,1% 0 0,0%
No indicado 17 17,5% 0 0,0%
ypT Respuesta 22 22, 7% 0 0,0% -
completa
T1,T2,Tis 41 42,3% 1 50,0%
Resto 34 35,1% 1 50,0%
ypN Cero 80 82,5% 1 50,0% -
>=1 17 17,5% 1 50,0%
AFECTACION MRC No 86 88,7% 2 100,0% -
Si 11 11,3% 0 0,0%
DOWNSTAGING T No 29 29,9% 2 100,0% -
Si 68 70,1% 0 0,0%
DOWNSTAGING N No 19 19,6% 0 0,0% -
Si 78 80,4% 2 100,0%
REGRESION TUMORAL (SI/NO) No 12 12,4% 0 0,0% -
Si 85 87,6% 2 100,0%
GRADO REGRESION TUMORAL 1 21 21,6% 0 0,0% -
Mandard 2 19 19,6% 0 0,0%
3 23 23,7% 2 100,0%
4 23 23,7% 0 0,0%
5 11 11,3% 0 0,0%
MESORRECTO COMPLETO No 21 21,6% 1 50,0% -
Si 76 78,4% 1 50,0%
GRADO HISTOLOGICO No procede 23 23,7% 0 0,0% -
Gl 23 23,7% 0 0,0%
G2 47 48,5% 2 100,0%
G3 4 4,1% 0 0,0%
RCP Si 21 21,9% 0 0,0% -
No 75 78,1% 2 100,0%
Tipo respuesta Buen 40 41,7% 0 0,0% -
respondedor
Mal respondedor 56 58,3% 2 100,0%
RECAIDA (global) No 81 83,5% 2 100,0% -
Si 16 16,5% 0 0,0%
EXITUS neo Vivo 83 89,2% 2 100,0% -
Exitus por neo 10 10,8% 0 0,0%

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

Analisis Bivariante de Respuesta Completa Patoldgica.

En el estudio bivariante de Pacientes con respuesta completa patoldgica, no se obtuvo ninguna
relacion estadisticamente significativa, probablemente por el escaso nimero de casos.
Del total de pacientes analizados, 21 pacientes obtuvieron respuesta completa patolégica tras

el tratamiento neoadyuvante, la mayoria de ellos, (62%) de mas de 65 afios.
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El 71,4% de los pacientes con respuesta completa patologica, presentaba el tumor primario en
recto medio, frente el 50,6% de los pacientes que No alcanzaron RCP. Similar porcentaje de
afectacion ganglionar se observé en el grupo de pacientes con RCP y No RCP (85,7% versus
86,8%). El 100% de los pacientes presentaba un CEA normal. La escisiéon de mesorrecto fue
completa en el 100% y ninguno de los pacientes presento recaida local o sistémica durante el
seguimiento. (Tabla 24)

Tabla 24: Andlisis Bivariante de Respuesta Completa Patoldgica.

Respuesta 1 Respuesta 2,3,4,5
N % N % p-valor
EDAD < 65 afios 8 38,1% 36 46,8% 0,767
65-74 afios 6 28,6% 20 26,0%
>=75 afios 7 33,3% 21 27,3%
IMC Normal 5 23,8% 25 32,5% 0,385
Sobrepeso 9 42,9% 37 48,1%
Obesidad 7 33,3% 15 19,5%
SEXO Hombre 10 47,6% 50 64,9% 0,149
Mujer 11 52,4% 27 35,1%
TABAQUISMO Nunca 16 76,2% 58 75,3% -
Fumador 5 23,8% 16 20,8%
Exfumador > 1 afo 0 ,0% 3 3,9%
ENOLISMO No 19 90,5% 69 89,6% -
Si 2 9,5% 8 10,4%
ALTURA RECTO Inferior 0-6 3 14,3% 26 33,8% 0,180
Medio 7-11 15 71,4% 39 50,6%
Superior >11 3 14,3% 12 15,6%
cT2 2 9,5% 9 11,7%
cT3 18 85,7% 58 75,3%
cT4 1 4,8% 10 13,0%
cN pre-TRATAMIENTO cNO 3 14,3% 10 13,2% -
cN+ 18 85,7% 66 86,8%
cM: METASTASICO MO 20 95,2% 65 84,4% -
M1 1 4,8% 12 15,6%
CEA Normal <= 5ng/ml 21 100,0% 55 71,4% -
> 5 ng/ml 0 ,0% 22 28,6%
RECAIDA (global) No 21 100,0% 61 79,2% -
Si 0 ,0% 16 20,8%
EXON MUTADO Dos 4 80,0% 20 87,0% -
Tres 0 ,0% 2 8,7%
Cuatro 1 20,0% 1 4,3%

Tras el célculo de Odds Ratio e intervalos de confianza para valorar la magnitud de la
asociacion predictiva entre variables clinico-demograficas, no se encontraron resultados
estadisticamente significativos, pero se observa una mayor asociacion entre la localizacion
tumoral en tercio medio y la posibilidad de RCP, encontrandose en estos pacientes una

probabilidad triplicada para dicha respuesta. (Tabla 25)
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Tabla 25: Odds Ratios (OR) e intervalos de confianza al 95% (IC 95%) para RCP

OR | IC95% p-valor

SEXO Hombre 1

Mujer 2,04 | (0,77-5,41) | 0,153
TABAQUISMO Nunca 1

Fumador 1,13 | (0,36-3,57) | 0,831

Exfumador més 1 afio | - - -
ENOLISMO No 1

Si 0,91 | (0,18-4,64) | 0,908
ALTURA RECTO Inferior 0-6 1

Medio 7-11 3,33 | (0,88-12,67) | 0,077

Superior >11 2,17 | (0,38-12,35) | 0,384
cTpre —tratamiento cT2 1

cT3 1,40 | (0,28-7,06) | 0,686

cT4 0,45 | (0,03-5,84) | 0,542
cN pre-TRATAMIENTO | cNO 1

cN+ 0,91 | (0,23-3,66) | 0,893
cM: METASTASICO MO 1

M1 0,27 | (0,03-2,21) | 0,223

Relacionado con el IMC, se observé que por cada unidad que incrementa el IMC basal

incrementa el riesgo de RCP en un 11%. (Tabla 26)

Tabla 26: Odds Ratio e IC para variables continuas.

RCP OR IC 95% p-
valor

EDAD al dx 1,00 (0,98-1,01) 0,688

IMC 1,11 (0,98-1,25) 0,099

Analisis Bivariante segun Tipo de Respuesta: Buen respondedor versus mal
respondedor.

En el analisis bivariante relacionando el grado de respuesta con las variables epidemioldgicas
basales no se obtuvo diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes buen
respondedores (Grado de regresion tumoral de Mandard 1 y 2) y mal respondedores (grado de
regresion tumoral de Mandard 3, 4 y 5)

El porcentaje de pacientes con elevacion basal de CEA era significativamente menor en el
grupo de pacientes que alcanzaron una buena respuesta patolégica (5%) versus los que
alcanzaron una mala respuesta patologica (34,5%). El porcentaje de pacientes metastasicos
con buena respuesta patologica también era significativamente menor en el primer grupo (5%

versus 19%). (Tabla 27)
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Tabla 27: Andlisis Bivariante segin Tipo de Respuesta: Buen

respondedor. Variable clinico-epidemioldgica.

respondedor versus mal

Buen Mal
respondedores respondedores
N % n % p-
valor
EDAD < 65 afios 15 37,5% 29 50,0% 0,473
65-74 afos 12 30,0% 14 24,1%
>=75 afios 13 32,5% 15 25,9%
IMC Normal 10 25,0% 20 34,5% 0,391
Sobrepeso 18 45,0% 28 48,3%
Obesidad 12 30,0% 10 17,2%
SEXO Hombre 23 57,5% 37 63,8% 0,530
Mujer 17 42,5% 21 36,2%
TABAQUISMO Nunca 31 77,5% 43 74,1% -
Fumador 8 20,0% 13 22,4%
Exfumador > 1 1 2,5% 2 3,4%
afio
ENOLISMO No 36 90,0% 52 89,7% -
Si 4 10,0% 6 10,3%
ANT. FAMILIARES 1° No 34 85,0% 46 79,3% 0,475
CANCER COLORREC. Si 6 15,0% 12 20,7%
ENFERMEDAD CRONICA No 15 37,5% 27 46,6% 0,373
Si 25 62,5% 31 53,4%
ALTURA RECTO Inferior 0-6 12 30,0% 17 29,3% 0,861
Medio 7-11 21 52,5% 33 56,9%
Superior >11 7 17,5% 8 13,8%
cT2 5 12,5% 6 10,3%
cT3 33 82,5% 43 74,1%
cT4 2 5,0% 9 15,5%
cN pre-TRATAMIENTO cNO 7 17,5% 6 10,5% 0,373
CcN+ 33 82,5% 51 89,5%
cM: METASTASICO MO 38 95,0% 47 81,0% 0,045*
M1 2 5,0% 11 19,0%
CEA Normal <= 38 95,0% 38 65,5% 0,001*
5ng/ml
> 5 ng/ml 2 5,0% 20 34,5%

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

La mayoria de pacientes buen respondedores, presentaron una estadificacion tumoral final Tis-

T1-T2 (45% de los casos, frente un 39% en los mal respondedores). Tres pacientes buen

respondedores (7,55%) presentaban persistencia de enfermedad ganglionar pese una buena

respuesta tumoral en el primario, mientras que la afectacién ganglionar patolégica fue del

25,9% en el grupo de pacientes con mala respuesta, con diferencias estadisticamente

significativa. Ninguno de los pacientes recidivé durante el seguimiento del grupo de pacientes

buen respondedores, frente el 27,6%, siendo las diferencias estadisticamente significativas.

(Tabla 28)
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Tabla 28: Andlisis Bivariante segun Tipo de Respuesta: Buen respondedor versus mal

respondedor. Variables anatomopatoldgicas y de supervivencia

Buen Mal respondedores
respondedores
n | % N [ % p-valor
ypT Respuesta 21 52,5% 1 1,7% <0,001*
completa
T1,T2,Tis 18 45,0% 23 39,7%
Resto 1 2,5% 34 58,6%
ypN Cero 37 92,5% 43 74,1% 0,021*
>=1 3 7,5% 15 25,9%
AFECTACION MRC No 37 92,5% 50 86,2% -
Si 3 7,5% 8 13,8%
MESORRECTO No 10 25,0% 12 20,7% 0,615
COMPLETO Si 30 75,0% 46 79,3%
GRADO HISTOLOGICO No procede 21 52,5% 2 3,4% -
Gl 10 25,0% 12 20,7%
G2 8 20,0% 41 70,7%
G3 1 2,5% 3 5,2%
RECAIDA (global) No 40 100,0% 42 72,4% <0,001*
Si 0 ,0% 16 27,6%
EXITUS neo Vivo 39 100,0% 45 81,8% -
Exitus por neo 0 ,0% 10 18,2%
KRAS Mutado 12 29,3% 16 27,5% -
Wild Type 28 68,3% 42 72,4%
EXON MUTADO Dos 11 91,7% 13 81,3% -
Tres 0 ,0% 2 12,5%
Cuatro 1 8,3% 1 6,3%
I

* p < 0,05; Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

Con el célculo de Odds Ratio e intervalos de confianza al 95% para la variable buen

respondedor, se encontré que la presencia de un CEA basal al diagnostico normal aporta una

probabilidad 10 veces superior para presentar una buena respuesta patoldgica, y que el

incremento por unidad de IMC aporta una probabilidad mayor de buen respondedor en un 12%.

(Tabla 29 y 30)
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Tabla 29: Odds Ratios (OR) e intervalos de confianza al 95% (IC 95%) para buen

respondedores y variables clinico epidemiolégicas.

OR C95% |p-valor

SEXO Hombre 1

Mujer 1,30(0,57-2,97)00,530
TABAQUISMO Nunca 1

Fumador 0,85/(0,32-2,31)0,755

Exfumador >1 afio |0,69/(0,06-7,99)0,769
ENOLISMO No 1

Si 0,96/(0,25-3,66)0,956
ANT. FAM 1° COLORREC. No 1

Si 0,68/(0,23-1,98)0,476
ENFERMEDAD CRONICA No 1

Si 1,45/(0,64-3,3) 0,374
ALTURA RECTO Inferior 0-6 1

Medio 7-11 0,90(0,36-2,26)0,825

Superior >11 1,24((0,35-4,35)0,737
cTpre -tratamiento cT2 1

cT3 0,92(0,26-3,28)0,899

cT4 0,27/(0,04-1,85)0,181
cN pre-TRATAMIENTO NO 1

CN+ 0,55/(0,17-1,8) 0,325
cM: METASTASICO MO 1

M1 0,22(0,05-1,08)0,062
CEA Normal <= 5ng/ml |1

> 5 ng/ml 0,10(0,02-0,46)0,003*

Tabla 30: Odds Ratios (OR) e intervalos de confianza al 95% (IC 95%) para buen

respondedores y variables clinicas continuas

IBUEN RESPONDEDOR (Mandard 1y 2) OR IC 95% jp-valor
EDAD al dx 1,00 (0,98-1,01) 0,551
PESO KG 1,02 (0,99-1,05) 0,185
TALLA M 1,00 (0,99-1,00) 0,479
IMC 1,12 (1,01-1,24) 0,036*
*p<0,05

En las variables patolégicas, el Downstaging tumoral es el que mayor probabilidad aporta a un
buen grado de respuesta tumoral, como es de esperar, con diferencias estadisticamente

significativas. (Tabla 31)
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Tabla 31: Odds Ratios (OR) e intervalos de confianza al 95% (IC

respondedores y variables patologicas

95%) para buen

OR IC 95% p-valor

AFECTACION MRC No 1
Si 0,51 | (0,13-2,04) | 0,339

DOWNSTAGING T No 1
Si 19,00 | (4,19-86,2) | <0,001*

DOWNSTAGING N No 1
Si 2,02 | (0,66-6,21) | 0,219

MESORRECTO COMPLETO No 1
Si 0,78 | (0,30-2,04) | 0,616

KRAS Wild Type |1
Mutado 1,12 | (0,46-2,73) | 0,795

*p<0,05

Modelo Multivariante segun tipo de respuesta (buen respondedores/Mal respondedores)

En el modelo multivariante logistico, ajustado a edad, sexo e IMC, tanto CEA normal basal

como un Downstaging tumoral se relacionan estadisticamente con ser buen respondedor

(Tabla 32)

Tabla 32: Analisis multivariante para Tipo de respuesta (Buen/mal respondedor)

OR IC 95% p-valor
EDAD < 65 afos 1
65-74 afios 1,309 | (0,311-5,52) 0,713
>=75 afios 3,848 | (0,825-17,951) | 0,086
IMC Normal 1
Sobrepeso 0,656 | (0,163-2,648) | 0,554
Obesidad 1,208 | (0,225-6,487) | 0,825
SEXO Hombre 1
Mujer 1,321 | (0,389-4,487) | 0,655
CEA > 5 ng/ml 1
Normal <= 5ng/ml | 6,069 | (1,034-35,636) | 0,046*
DOWNSTAGING T | No 1
Si 10,286 | (1,731-61,114) | 0,010*

* p < 0,05; Mal respondedor: Mandard 3,4 y 5; Buen respondedor: Mandard 1y 2

Para confirmar que el modelo multivariante ajusta bien los datos y posee una alta capacidad

predictiva para ser buen respondedor se elabor6 una Curva ROC que confirma dicha alta

capacidad predictiva (Tabla 33)
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Tabla 33: Curva ROC del modelo predictivo buen respondedor

N | nRespuesta 1,2 | Chi2 | p-valor | area ROC | IC 95%
98 | 40 56,9 | <0,001 | 0,9065 (0,8496-0,9633)
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ANALISIS DE SUPERVIVENCIA GLOBAL

Para el andlisis de supervivencia Global se incluyeron los pacientes que durante el seguimiento
habian fallecido por la neoplasia (10 pacientes) excluyendo 4 pacientes que habian fallecido
por otras causas diferentes a la neoplasia. El analisis se realizé sobre 85 pacientes.

De éstos pacientes analizados, el analisis descriptivo segun las variables predictivas
analizadas, mostr6 que un 14,8% de los pacientes fallecidos presentaban KRAS mutado frente
a un 8,8% de los pacientes que eran KRAS Wild Type. Las diferencias no eran
estadisticamente significativas, pero en el andlisis de regresion logistica se vio un riesgo
incrementado de 1,77 veces de fallecer por neoplasia en aquellos pacientes KRAS Mutado.

Como era de esperar ningun paciente con respuesta completa o buen respondedor, habia

fallecido por la neoplasia en el momento del cierre de seguimiento. (Tabla 34)
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Tabla 34: Distribucién exitus neoplasia por factor predictivo analizado y tipo de respuesta.

Vivo Exitus por neo
N % N % p-valor
KRAS Wild Type 62 | 91,2% 6 8,8% -
Mutado 23 | 85,2% 4 14,8%
CEA <= 5ng/ml 67 91,8% 6 8,2% -
> 5 ng/ml 18 81,8% 4 18,2%
RCP NO 63 86,3% 10 13,7% -
Si 21 | 100,06 | O ,0%
Tipo respuesta Mal respondedor 45 81,8% 10 18,2% -
Buen respondedor 39 100,0% 0 ,0%

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

En el andlisis de regresion de Cox, ademas de un riesgo incrementado para fallecer en el grupo
KRAS mutado, se observé un riesgo incrementado de fallecer en 2,72 veces, en el grupo de
pacientes que presentaban al diagnostico un CEA >5ng/dl, sin ser las diferencias
estadisticamente significativas. El incremento de riesgo de muerte atribuido segin la regresion
de Cox elaborada, para los grupos de pacientes mal respondedores o sin RCP se asume que

esta sobreestimada por la n del estudio. (Tabla 35)

Tabla 35: Regresion de Cox. Ajuste simple para exitus por neoplasia.

HR IC 95% p-valor

KRAS wild Type 1

Mutado 1,778 (0,501-6,317) | 0,373
CEA <= 5ng/ml 1

> 5 ng/ml 2,728 | (0,768-9,692) | 0,121
RCP Si 1

No 33,180 | (0,08-1246) 0,247
Tipo respuesta Buen respondedor | 1

Mal respondedor 55,799 | (0,332-9380) | 0,124

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

A continuacion se muestran las curvas de Supervivencia Kaplan-Meier para el exitus por
neoplasia, distribuido por poblacion KRAS, por estatus de CEA por buen/mal respondedor y por
grupo de RCP. En la Unica que se obtiene resultados estadisticamente significativos es cuando

diferenciamos la poblacién entre buen y mal respondedores (66 meses vs 79 meses; p 0,003).
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Roza la significacion estadisticamente y probablemente no se alcance por la n de pacientes (69
meses versus 79 meses; p 0,53) cuando diferenciamos entre pacientes con RCP y no RCP.

(Gréfica 3, 4,5y 6)

Gréfica 3: Curva Kaplan-Meier de SG por status de KRAS

N | Events | Tiempo medio | error | p-valor
KRAS Wild Type | 68 | 6 73,4 2,35 | 0,366
KRAS Mutado 27 | 4 68,8 4,61
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Grafica 4: Curva de Kaplan-Meier de SG por nivel de CEA basal

n Events Tiempo medio error p-valor
CEA <=5ng/ml 73 6 73,9 2,19 0,105
CEA >5ng/ml 22 4 65,1 5,80
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Grafica 5: Curva de Kaplan-Meier de SG segun RCP o No RCP
N Events Tiempo error p-valor
medio
RCP No 73 10 69,1 2,82 0,053
RCP Si 21 0 79,0 0,00
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Gréfica 6: Curva de Kaplan-Meier de SG segun buen/mal respondedor

n | Events | Tiempo medio | error | p-valor
Mal respondedor | 55 | 10 66,0 3,53 | 0,003*
Buen respondedor | 39 | 0 79,0 0,00

*p<0,05; Mal respondedor: Mandard 3, 4 y5; Buen respondedor Mandard 1y 2

Curva de Kaplan-Meier

1.0

0.8

Probabilidad
06

04

0.2
|

0.0
1
1
]

Respuesta Il

345
1.2

20

40 60

Tiempo de supervivencia (meses)

80

ANALISIS DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

En el andlisis bivariante de SLE con los factores predictivos analizados, el Gnico que mostré
una asociacion estadisticamente significativa es el tipo de respuesta (buen /mal respondedor).
No se encontré ninguna recaida en pacientes buen respondedores con una p <0,001. Sin
poder aplicar test estadistico por pocos casos mutados, el grupo de pacientes KRAS mutado,

presentaba mayor numero de recidivas (21,4%) que el grupo de pacientes Wild Type (14,1%).

(Tabla 36).
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Tabla 36: Distribucion frecuencia recaidas por factor predictivo analizado y tipo de respuesta.

Recaida No Recaida Sl
N % N % p-valor
KRAS Wild Type 61 | 85,9% 10 | 141% | -
Mutado 22 78,6% 6 21,4%
CEA <= 5ng/ml 66 85,7% 11 14,3% -
> 5 ng/ml 17 77,3% 5 22, 7%
RCP NO 61 79,2% 16 20,8% -
SI 21 | 100,0% | O 0,0%
Tipo Respuesta Mal respondedor 42 72,4% 16 27,6% <0,001*
Buen respondedor 40 100,0% 0 0,0%

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

Realizando el ajuste simple para supervivencia por regresion de Cox, el Unico factor que
presenta de manera significativa incremento de riesgo de recaida de cualquier tipo (local o
sistémica) es ser un mal respondedor (p 0,048). El valor de HR obtenido de 58,9 con IC 95%
(1,042-333,8), probablemente esté sobreestimado aunque sea realmente un factor de riesgo.
Tanto presentar un CEA basal elevado como presentar KRAS mutado, son factores de riesgo
de recidiva, con HR de 2,10 y HR de un 1,74, respectivamente, sin llegar a tener significacion

estadistica. (Tabla 37)

Tabla 37: Regresion de Cox. Ajuste simple para riego recaida de enfermedad

HR IC 95% p-valor
KRAS wild Type 1
Mutado 1,744 | (0,633-4,806) | 0,282
CEA <= 5ng/ml 1
> 5 ng/ml 2,104 | (0,727-6,090) | 0,170
RCP sl 1
NO 32,754 | (0,290-3695) | 0,148
Tipo respuesta Buen respondedor 1
Mal respondedor 58,963 | (1,042-333,8) | 0,048*

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

A continuacion se muestran las curvas Kaplan Meier de SLE segun los factores predictivos

analizados previamente, obteniéndose diferencias estadisticamente significativas Gnicamente

al analizar por tipo de respuesta (buen/mal respondedor) con diferencias en SLE de 54,9
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meses versus 76 meses p< 0.001 a favor del grupo buen respondedor; vy distribuyendo la SLE

por RCP si/No, con valores de SLE de 60 meses vs 76 meses p 0.016. (Gréficas 7, 8, 9y 10)

Gréfica 7: Curva Kaplan Meier de SLE por KRAS.

N | Events | Tiempo medio | error p-valor

KRAS Wildt type 71 10 65,8 29 0,275
KRAS Mutado 28 6 59,6 5,8
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Graéfica 8: Curva de Kaplan Meier de SLE por nivel basal de CEA.

N | Events | Tiempo medio | Error | p-valor

CEA <=b5ng/ml | 77 | 11 65,9 2,8 0,160
CEA >5ng/ml 22 | 5 56,3 7,4
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Gréfica 9: Curva de Kaplan Meier de SLE por RCP

N Events | Tiempo medio error p-valor
RCP no 77 16 60,1 3,4 0,016*
RCP Si | 21 0 | 76 0
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Grafica 10: Curva de Kaplan Meier de SLE por tipo de respuesta (Buen/mal respondedor)

N events Tiempo medio | error | p-valor
Mal respondedor 58 16 54,9 4.3 <0,001*
Buen respondedor \ | 40 0| 76 0

* p < 0,05; Mal respondedor: Mandard 3, 4y 5;

Buen respondedor Mandard 1y 2
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ANALISIS DE SLE POR TIPO DE RECAIDA: LOCAL O SISTEMICA.

Analisis de SLE pararecaida local (RL).

En el andlisis bivariante por marcadores predictivos analizados, no se puedo aplicar test
estadistico por falta de eventos. En el andlisis descriptivo se puede observar una mayor
incidencia de recaidas locales en el grupo de pacientes Kras Mutado (14,3%) frente Wild Type
(1,4%), al igual que una mayor incidencia de recidivas en el grupo de pacientes con CEA

elevado (9,1% versus un 3,9%) (Tabla 38).

Tabla 38: Distribucién frecuencia RL por factor predictivo analizado y tipo de respuesta.

Recaida local No Recaida local SI
n % N % p-valor
KRAS Wild Type 70 98,6% 1 1,4% -
Mutado 24 85,7% 4 14,3%
CEA <= 5ng/ml 74 96,1% 3 3,9% -
> 5 ng/ml 20 90,9% 2 9,1%
RCP No 72 93,5% 5 6,5% -
Sl 21 100,0% 0 ,0%
Tipo Repuesta Mal respondedor 53 91,4% 5 8,6% -
Buen responded. 40 100,0% 0 ,0%

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

En el ajuste simple por regresion de Cox, tanto CEA elevado como KRAS mutado
incrementaban el riesgo de recidiva local (HR de 3,4 y HR 11,88 respectivamente), siendo

Unicamente estadisticamente significativo para status de KRAS mutado. (Tabla 39)

Tabla 39: Regresion de Cox. Ajuste simple para recaida local.

HR IC 95% p-valor
KRAS Wild Type 1
Mutado 11,889 | (1,328-106,409) | 0,027*
CEA <= 5ng/ml 1
> 5 ng/ml 3,423 | (0,569-20,587) | 0,179
RCP Si 1
No 33,338 | (0,008-1373) 0,409
Tipo Respuesta Buen respondedor 1
Mal respondedor 62,184 | (0,047-8315) 0,261

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2
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A continuacién se muestran las curvas Kaplan Meier de SLE para los pacientes con recaida

local segun las variables predictivas analizadas. Se observa una diferencia estadisticamente

significativa en el grupo analizado por KRAS (74,9 meses versus 64,2 meses; p 0,005) a favor

del grupo KRAS WT y en el grupo analizado por tipo de respuesta (buen/mal respondedor) de

68,3 meses versus 76 meses p 0,029. (Gréaficas 11, 12,13y 14)

Grafica 11: Curva Kaplan Meier de SLE en recaida local por status KRAS.

N events Tiempo medio error p-valor
KRAS Wild Type 71 1 74,9 11 0,005*
KRAS Mutado 28 4 64,2 53
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Gréfica 12: Curva de Kaplan Meier de SLE en recaida local por nivel de CEA
N Events Tiempo medio error p-valor
CEA <=5ng/ml 77 3 73,1 1,6 0,153
CEA >5ng/ml 22 2 67,8 5,4
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Gréfica 13: Curva de Kaplan Meier de SLE en recaida local por RCP Si/no

N events | Tiempo medio error p-valor
RCP no 77 5 70,5 2,3 0,169
RCP Si 21 0 76,0 0,0
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Grafica 14: Curva de Kaplan Meier de SLE en recaida local por tipo respuesta (Buen/mal
respondedor)

N events | Tiempo medio error | p-valor
Mal respondedor 58 5 68,3 3,2 0,029*
Buen respondedor 40 0 76,0 0,0

* p < 0,05; Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2
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Analisis de SLE para recaida sistémica.

En el andlisis bivariante de recaida sistémica, al igual que en recidiva local, debido al escaso
namero de eventos no se puede aplicar ningln test para la obtencién de resultados
estadisticamente significativos. En el andlisis descriptivo, se observa un mayor porcentaje de

paciente Wild Type con recaida sistémica (12,7%) frente un 7,1% de pacientes con KRAS

mutado con recaida sistémica. (Tabla 40)

Tabla 40: Distribucién frecuencia recaida sistémica por factor predictivo analizado y tipo de

respuesta.
Recaida sistémica No Recaida sistémica Sl
N % N % p-valor
KRAS Wild Type 62 87,3% 9 12, 7% -
Mutado 26 92,9% 2 7,1%
CEA <= 5ng/ml 69 89,6% 8 10,4% -
> 5 ng/ml 19 86,4% 3 13,6%
RCP No 66 85,7% 11 14,3% -
Si 21 100,0% |0 0,0%
Tipo Mal respondedor | 47 81,0% 11 19,0% -
Respuesta | Buen 40 100,0% 0 0,0%
respondedor

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

Aplicando un ajuste simple por regresion de Cox, presentar Kras

mutado presenta una HR de

0,63 con IC (0,137-2,98) sin resultar estadisticamente significativo. (Tabla 41)

Tabla 41: Regresién de Cox. Ajuste simple para recaida sistémica.

HR IC 95% p-valor
KRAS Wild Type 1
Mutado 0,638 | (0,137-2,986) | 0,565
CEA <= 5ng/ml 1
> 5 ng/ml 1,655 | (0,436-6,284) | 0,459
RCP Si 1
No 32,478 | (0,104-1011) | 0,235
Tipo de Respuesta Buen respondedor 1
57,517 | (0,439-7538) | 0,103

Mal Respondedor

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2

120




A continuacion se muestran las curvas de Kaplan Meier de SLE para recaida sistémica por

variables predictivas analizadas, Observandose diferencias estadisticamente significativas

Unicamente en los curvas por grupos RCP Si/No y por tipo de respuesta (buen/mal

respondedor) (Gréfica 15, 16, 17 y 18).

Gréfica 15: Curva de Kaplan Meier de SLE por recaida sistémica por status de KRAS

N events Tiempo medio error p-valor
KRAS Wild Type 71 9 66,8 2,8 0,561
KRAS Mutado 28 2 70,5 3,7
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Gréfica 16: Curva de Kaplan Meier de SLE por recaida sistémica por nivel basal de CEA.

N Events Tiempo medio error p-valor
CEA <=5ng/ml 77 8 68,4 2,5 0,453
CEA >5ng/ml 22 3 62,9 6,8
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Gréfica 17: Curva de Kaplan Meier de SLE por recaida sistémica por RCP si/no

N events Tiempo medio error p-valor
RCP NO 77 11 64,7 3,1 0,049*
RCP Si 21 0 76,0 0,0
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CC! B R PO
T w |
%
g <
o (=]
o
Respuesta |
------ 2345
o | === 1
< T T T
0 20 40 60 80
Tiempo de supervivencia (meses)

Gréfica 18: Curva de Kaplan Meier de SLE por recaida sistémica por tipo de respuesta

(buen/mal respondedor)

N events Tiempo medio error p-valor
Mal respondedor 58 11 50,8 4,0 0,002*
Buen respondedor. 40 0 76,0 0,0

* p < 0,05; Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2
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VALOR PREDICTIVO DE LA IRM

Se realiza andlisis descriptivo de la estatificacién tras neoadyuvancia realizada por IRM, tanto
con estadificacion de AJCC como por criterios RECIST, y se compara cada caso con el
resultado anatomopatologico. Debido a falta de IRM de control en todos los pacientes, y por
tanto pérdida de casos, o falta de datos en algunos informes radiol6gicos, no se puede aplicar
test estadistico, por lo que no se puede valorar si hay diferencias estadisticas.

Se dispone de IRM de control en 82 pacientes. De éstos, se dispone de estadificacion segun
criterios RECIST en 82, y ademas de estadifica el tumor segiin AJCC en 69 casos.

En el grupo de pacientes con estadificacion radiolégica postratamiento como respuesta
completa radioldgica (2 casos con desaparicién radioldégica de tumor) uno presentaba
estadificacion patoldgica ypT2 y otro ypT3a.

Los 23 pacientes estadificados como ymrT2 resultaron ser, en un 34,8% de los casos ypTO; en
un 13% ypT1; en un 39,1% ypT2, en un 8, % ypT3ay en un 4,3% Tis.

De los 32 pacientes estadificados como ymrT3, el 37,5% corresponden a ypT2 y el 37,5% a
ypT3.

De los 12 pacientes estadificados como ymrT4, ninguno resulté ser ypT4 y dos de ellos

presentaron RCP. (Tabla 42)

Tabla 42: Concordancia ymrT con ypT por estadificacion AJCC (76)

ymrT TOTAL | RCP ypT1l ypT2 ypT3 ypT4 ypTis

N % N % N % N % N % [N %
RC 2 0 0% 0 0% 1 50% 1 50% 0 0% |0 %
ymrT2 23 8 348% |3 13% [9 39,1% | 2 8,7% 0 % 1 43%
ymrT3 32 8 25% 0 % 12 37,5% | 12 37,5% | 0 % 0 %
ymrT4 12 2 16,7% |2 16,7% | 3 25% 5416% |0 % 0 %
No indicado | 30 4 133% |2 6,7% |8 26,7% [ 15 50% 0 % 1 43%

Los pacientes evaluados con criterios RECIST (incluye los 69 pacientes evaluados por
estadificacion AJCC y 13 pacientes mas tipificados en reevaluacion sélo por RECIST) se
compararon con el grado de respuesta tumoral (buen/mal respondedor) con intencién de ver si
los pacientes catalogados como pacientes con EE eran identificados anatomopatolégicamente

como mal respondedores y los que presentaban respuesta parcial como buen respondedores.
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Por el tamafio muestral no se puede aplicar ningun test estadistico pudiendo realizarse
exclusivamente analisis descriptivo sobre la muestra.

De los 2 pacientes identificados por RECIST como pacientes con respuesta completa
radiol6gica, los dos presentaron RCP. De los 15 paciente catalogados como pacientes con EE,
11 (73,3%) fueron mal respondedores y 4 (26,7%) fueron buen respondedores. De los 65
paciente identificados como pacientes con criterios RECIST para RP, 34 (52,3%) fueron

tipificados como mal respondedores y 31 (47,7%) como buen respondedores. (Tabla 43)

Tabla 43: Concordancia respuesta radiol6gica por RECIST con grado de respuesta tumoral.

RECIST (n) Mal respondedor | Buen respondedor
N % N [%
RP: 65 34 |52,3% 31 [47,7%
EE: 15 11 [73,3% 4 26,7%
RC: 2 0 ,0% 2 100,0%
No indicado: 17 13 [81,3% 3 18,8%

Mal respondedor: Mandard 3, 4 y 5; Buen respondedor Mandard 1y 2
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DISCUSION.

Es conocida la implicacion de la mutacién del oncogen KRAS en la transicion de adenoma a
carcinoma en el cancer colorrectal. Su valor prondstico y predictivo en el cancer colorrectal
metastasico ha sido ampliamente estudiado y demostrado en multiples ensayos y estudios, sin
embargo, ha sido escaso el desarrollo de la misma linea en el cancer de recto localmente
avanzado. Por este motivo, he centrado el trabajo en analizar el status del oncogén KRAS
como marcador predictivo bioldgico de respuesta al tratamiento neoadyuvante con QTRT

basada en fluopirimidinas.

La tasa de RCP en nuestra serie es de un 21,2%, con un tiempo medio desde el fin de
tratamiento neoadyuvante hasta la cirugia de 7,6 semanas. Se desconoce el intervalo éptimo
entre la finalizacién del fraccionamiento convencional neoadyuvante de la RT y la cirugia en el
adenocarcinoma rectal. Tradicionalmente, este intervalo ha sido de seis semanas
(aproximadamente de 11 a 12 semanas después del inicio de la RT), ya que esta fue la
duracién utilizada en el ensayo aleman de Sauer et al (1). Sin embargo, el proceso de
regresién tumoral puede tardar mas de seis semanas, por lo que hay resultados que sugieren
que podria ser beneficioso retrasar la cirugia mas alla de seis semanas. Un metaandlisis de 13
ensayos no controlados (77), concluy6, que retrasar la cirugia a las ocho semanas de
finalizacién de la nQTRT incrementaba las tasas de RCP en un 6% sin incrementar las tasas
de complicaciones postquirargicas con similares resultados de cirugia RO, SLE y SG. Aunque
no existe consenso internacional comparando guias norteamericanas y europeas, las
directrices de la Sociedad Europea de Oncologia Médica (ESMO) (55) sugieren esperar de seis
a ocho semanas desde la finalizaciéon de la quimiorradioterapia, habiendo sido este el periodo

aplicado en nuestro protocolo.

La frecuencia de mutaciéon de KRAS es variable segun los trabajos revisados. La
incidencia de KRAS mutado en nuestra serie es de 28,3%, Revisando los trabajos que analizan
dicha incidencia, nos encontramos con frecuencias variables, de un 19 a un 48%, segun
diferentes series. En 2013, Clancy et al (78), elabor6 un metaandlisis analizando todos los
estudios que evaluaban el estatus de KRAS y su efecto sobre las respuesta al tratamiento

neoadyuvante y en la supervivencia. Este metaanalisis incluye estudios realizados en los 10
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afios previos, incluyendo Unicamente aquellos en los que se utlizaba tratamiento
neoadyuvante con ciclo largo de radioterapia en 5 semanas. Se incluyeron en el metaanalisis
finalmente 9 publicaciones, suponiendo un total de 696 pacientes. Cada trabajo utilizaba un
régimen de neoadyuvancia diferente y el intervalo desde la fecha de finalizacién del tratamiento
hasta la cirugia variaba de 4 a 16 semanas. En este meta andlisis, la presencia de mutacién de
KRAS fue de un 33.2+/-11,8% de pacientes con cancer de recto, por lo que nuestro resultado
se encontraria dentro de lo esperado.

El exdn mas frecuentemente mutado en nuestra serie es el exén 2, en un 85,7%,
siendo el coddn 12 el que esta mutado con mayor frecuencia. Por cambio de nucleétido, el tipo
de mutacién mas frecuentemente detectada en el codon 12 es G12V (39,2%) seguido por
G12D. En el codén 13, la mutacion mas frecuentemente encontrada es G13D. Aunque la
mayoria de los trabajos revisados analizan el status de KRAS incluyendo como minimo el
andlisis de los codones 12 y 13, son muy pocos los que hacen referencia a la distribucion de
las mutaciones por codones. Gaedcke et al. (79) observaron una frecuencia de mutaciones de
KRAS del 48% en su trabajo sobre 94 pacientes con biopsias pretratamiento. Presentaban
mutacién en el codén 12 el 64% de los mutados, encontraron 10 mutaciones (22%) en el codén
13, y 3 mutaciones (7%) en cada uno los codones 61y 146. Tiempo después , Dundulao et al.
(80) en 2013, presentaron su trabajo realizado en la misma linea de investigacion, siendo hasta
la fecha el que presenta mayor nimero de pacientes reclutados. Actualmente, el Unico trabajo
que habia analizado los tipos de mutacién de KRAS en este contexto era el de Gaedcke et al.
(79) , arriba referenciado. Este nuevo trabajo, incluia a 148 pacientes con cancer de recto
estadio IlI-lll pertenecientes a un ensayo clinico fase Il que incluia diferentes cohortes de
pacientes en las que se ampliaba progresivamente el periodo de tiempo hasta la cirugia radical
desde el fin del tratamiento de QTRT y que incorporaba tratamiento citostatico en ese tiempo
de espera. En este trabajo, el 41% de los pacientes presentaba mutacién de KRAS. El 67% en
el codon 12, el 20% en el codén 13, 8% en el coddn 61 y un 2% en los codones 6,22 y 64. La
mutacion mas frecuentemente encontrada fue G12D en el coddn 12, siendo la mutacion G13D
del coddn 13 la segunda en frecuencia. Otras mutaciones detectadas del codén 12 fueron
G12V, G12A y G12S. El ultimo trabajo europeo publicado que analiza la frecuencia de

mutaciones por cododn e intercambio de nucle6tido es el de Martellucci et al. (81). Su trabajo
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sobre 76 pacientes obtuvo una tasa de mutacion de KRAS del 33%, en ningun caso mdultiple y
con una mayor frecuencia de mutaciones en el codén 12 respecto el codén 13 (73% y 23%).

Considerando el tipo de intercambio de nucleétido, las mutaciones mas frecuentes
en codén 12 eran G12D, seguida de G12V, siendo la G13D la mas frecuente en el codén 13. A
diferencia de las series analizadas, nuestra serie muestra una menor frecuencia de mutaciones
en codon 12 respecto otros estudios , encontrando una frecuencia de mutacion de G12V
superior a la habitual. Estos resultados se podrian atribuir al tamafio muestral aunque nuestra
serie analiza un nimero superior de pacientes que la mayoria de trabajos publicados, siendo el
Unico trabajo que lo supera y que analiza la distribucion por codones de la mutacion de KRAS,
el de Dundulao et al, con 148 pacientes. En el metanalisis de Clancy et al , por desgracia, no se
realizé subandlisis sobre los tipos de codones mutados ni su posible implicacién en diferencias
de radiosensibilidad tumoral.

Respecto a los pacientes con RCP (21,2%), méas pacientes WT KRAS alcanzaron
RCP que pacientes KRAS mutados (24% vs 18%). El grupo de pacientes WT KRAS también
presenté mayor grado de Downstanging y regresion tumoral en cualquier grado, siendo
estadisticamente significativa para el grado de regresion Mandard 1 y 3. En los pacientes
mutados que alcanzaron RCP, la mutacién presente con mayor frecuencia fe G12D, seguida de
G12V. Ningun paciente mutado en G13D alcanz6 RCP. La mutacidon que se asocia con un
mejor grado de regresion tumoral (con Mandard 1 y 2), es la mutacion G12D, siendo la
mutacién G13D la que se asocia con una predecible peor respuesta al tratamiento (GRT
Mandard 3,4 6 5), sin haber podido analizar la significacion estadistica por el bajo numero de
casos. Sin embargo, estos resultados estan en linea con los encontrados en trabajos con
series mas recortadas o con menos homogeneidad de reclutamiento de los pacientes. Garcia-
Aguilar et al. (82) publicaron su analisis sobre biopsias pretratamiento en 132 pacientes con
CRLA e informaron que las mutaciones de KRAS eran mas frecuentes en tumores de pacientes
sin RCP, es decir en los tumores resistentes. En el trabajo presentado por Duldulao et al (80),
globalmente, la presencia de mutacion de KRAS supone una menor probabilidad de alcanzar
RCP que los pacientes Wild Type. En concreto, ninguno de los pacientes con mutacion en el
codon 13 presentd RCP. De igual modo, en el trabajo mas reciente publicado por Martellucci

(81), no se encontraron diferencias en cuanto tasas de RCP, downstaging de tumor, SG o SLP
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segun el estatus mutado o Wild Type de KRAS. Sin embargo, se pudo asociar de manera
estadisticamente significativa (p 0,02) la presencia de G13D con un peor downstaging tumoral
y ganglionar. Contradictoriamente, en el trabajo realizado por Gaedcke et al. (79) sobre los 94
pacientes, identificaron una diferente sensibilidad al tratamiento en funcién del intercambio de
aminoacidos correspondiente: la mutacién G12V parecia estar asociada con peores tasas de
regresion tumoral que las mutaciones de G13D (p 0.012).

Respecto a la correlacion del status de KRAS con la SG y SLE en CRLA , son pocos
los trabajos que la analizan en profundidad. En nuestra serie, los pacientes con KRAS mutado
presentan un mayor riesgo de recaida en términos globales, siendo la asociacion
estadisticamente significativa para la recaida local (HR=11,88; I1C:1,32-106,4; p=0,027) sin
embargo la recaida sistémica es mas frecuente en el grupo de pacientes con Kras WT. Estos
resultados son congruentes si recordamos que el status WT presenta mejor grado de respuesta
tumoral. Si por un status WT de KRAS reducimos el riesgo de recaida local por obtener mejor
respuesta patolégica, se estéd incrementando de manera relativa el riesgo de recidiva sistémica
en este subgrupo de pacientes, ya que hay que recordar que el tratamiento neoadyuvante con
QTRT controla mejor la enfermedad local, reduciendo el riesgo de recidiva local pero no reduce
el riesgo de recidiva sistémica. Respecto a la supervivencia global, sin alcanzar diferencias
estadisticamente significativas, el grupo de pacientes KRAS WT presenta mayor tasa de SG
que el grupo KRAS mutado (73,4 meses versus 68,8 meses). Este resultado, esta refrendado
de manera indirecta por el analisis de regresioén logistica, en el que, sin ser estadisticamente
significativo, el estatus KRAS mutado incrementa el riesgo de fallecer por la neoplasia en 1,77
veces. De los trabajos analizados en el metanalisis de Clancy (78), solamente 5 estudios
incluian algun dato de mortalidad, no obteniendo relacion estadisticamente significativa entre el
status de KRAS y SG o SLE. El trabajo de Martellucci et al., de los pocos mas actuales que
relaciona supervivencia con status de KRAS, tampoco encuentra ninguna asociacion.

La influencia de mutaciones en BRAF en la respuesta a la neoadyuvancia con QTRT
en CRLA ha sido menos evaluada, debido a la baja presencia de mutaciones BRAF en cancer
de recto. La frecuencia de esta mutacion disminuye conforme pasamos de colon derecho a

colon izquierdo y recto. En nuestra serie, s6lo un paciente presentaba mutacién de BRAF
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(V600E). Se trataba de un paciente con cancer de recto en tercio superior cuya evolucion fue
muy desfavorable siendo el paciente con menor tiempo de supervivencia desde el diagnéstico.

La frecuencia encontrada de mutaciones BRAF en CRLA varia segun estudios, pero es baja o
inexistente en la mayoria de ellos, segin el tamafio muestral analizado. Se ha reportado desde
un 2%, como en el trabajo de Derbel et al (83), incluso un 0% como el de Gaedcke et al (79) .
La diferencia de resultados se puede atribuir ademas, a la localizacion de la toma de biopsias.
El trabajo de Gaedcke, reclutaba CRLA de tercio medio e inferior, lo que explica que no
encontraran mutaciones de BRAF, ya que la mayoria se atribuyen al tercio superior de recto.
En ninguno de los estudios se hace referencia alguna sobre la relacion entre estatus de BRAF
y grado de regresion tumoral, ya que la baja frecuencia de esta mutacion, hace pensar que

presenta poca relevancia en la carcinogénesis del CRLA.

La presencia de mutaciones en NRAS en CRLA ha sido todavia menos evaluada. En
nuestra serie, s6lo un 2% de los pacientes (dos pacientes) presentaban mutacion en NRAS.
Ninguno de los dos pacientes presentaron RCP, su GRT fue Mandard 3 pero no presentaron
recaida durante el periodo de seguimiento. El Unico trabajo encontrado en el que se analiza el
estado mutacional de NRAS es el de Russo et al en 2014 (84). En este trabajo en que se
analizaban 47 muestras de pacientes con CRLA (26 muestras eran previas al tratamiento
QTRTn y 21 muestras eran posteriores al tratamiento neoadyuvante) se encontr6 NRAS
mutado en un paciente de cada grupo, en total en un 4%. Ninguno alcanzé la RCP, sin
especificar la supervivencia o evolucion posterior de este subgrupo minoritario. El trabajo
presentado, es por tanto el primero que analiza el status de NRAS y su valor predictivo de

respuesta en un grupo homogéneo de pacientes con CRLA.

Los datos variables y contradictorios respecto la radiosensibilidad adquirida por mutacion en
KRAS son justificados por varios puntos. Se trata de trabajos con diferentes esquemas de
tratamiento neoadyuvante, algunos con diferentes esquemas dentro del mismo trabajo,
reclutando cohortes de diferentes ensayos clinicos y pudiendo incluir trabajos con tratamiento
con antiEGFR dentro de ensayo clinico. La técnica para la determinacion de mutacién de

KRAS no es siempre la misma. El nimero de pacientes incluidos en la mayoria es limitado. La
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cirugia tampoco se planifica en un timing similar, aunque este hecho soélo puede variar el
porcentaje de RCP alcanzada en cada muestra. En pocos trabajos se analiza el tipo de
intercambio de nucle6tido por codén mutado, indicando la mayoria Unicamente si el status de
KRAS es mutado o WT, y en una minoria , el porcentaje de mutaciones globales de cada
codén analizado (hormalmente codones 12 y 13). Solo dos trabajos encuentran asociacién
estadisticamente significativa entre estado KRAS mutado y la ausencia de RCP, y otro mas
entre mutacion en G13D con peor grado de respuesta tumoral. El pequefio tamafio muestral
global que se reduce mas con los porcentajes obtenidos de mutacion de KRAS/BRAF/NRAS
hace que en muchos trabajos no se puedan aplicar andlisis estadistico o que sus resultados no
puedan ser concluyentes. En la Tabla 11 se adjunta un resumen de las caracteristicas de los
trabajos europeos y de EEUU de los ultimos afios, que analizan el papel de KRAS en la

respuesta a la neoadyuvancia en CRLA.

132



Tabla 44: Caracteristicas de los ultimos trabajos europeos y de EEUU, que analizan el papel de KRAS en la respuesta a la neoadyuvancia en CRLA.

Autor/Pais N para QT y tpo.Qx % KRAS | Codones Braf V600E | Codén 12 | Seguimiento Relacion
analisis/N M1 mut testados testado/%mut y 13 status Mut-GRT

Gaedcke K. | 94/3 Folfox 48% 12,13,61,146 Si/0 64% y 22% | 30,7m (3-86m) No. Tendencia G12V
Alemanial’09. (79) 4-6 semanas peor GRT
Bengala C. 146/4 5-Fu/FOLFOX 19,2% 12,13 - 4,45 afios (0,29- | No. Tampoco factor
Italia/’10 (85) 6-8 semanas 10,6) pronostico
Erben Ph. | 57 Capiri-cetuxi 31,6% 12,13 Si/0 29,4m No. Tampoco en SLP
Alemania/’11 (86) 4-6 semanas
Garcia-Aguilar. 132/0 FOLFOX.tres 43% - Sil1 - - Mut No RCP
USA/’11 (82) grupos

11-16 sem.
Hu-LieskovanS. 130/15 QT-cetuxi: 42% 12,13 Sil0 - - No.
Alemania’11 (87) protocolos

4-8 sem
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Continuacion Tabla 44

Autor/Pais N para QT y tpo.Qx % KRAS | Codones Braf V600E | Codén 12 | Seguimiento | Relacién

analisis/N M1 mut testados testado/%mut y 13 status Mut-GRT
Davies JM, | 67/6 5-Fu 36% 12,13,61 Si/3 - 42m KRASwt mejor
USA’11 (88) GRT
Derbel O. | 98/0 5-Fu/cape 23,5% 12,13,61 Sif2 57y 43% 28,3m 84- | No.
Francia’13 (83) 6 semanas 74m)
Marjun MD. | 148/0 Fu-FOLFOX 41% 12,13,61 - 67y 20 Mut KRAS peor
USA’13 (80) Incremento secuencial tpo a QX GRT

y n° ciclos QT: 6-16 sem

Demes M. | 25/2 5-Fu-RT 36% pre y | 12,13,61 MMR Si/o 20y 16% | - No
Alemania’13 (89) 44% post
Russo A. USA’14. | 47 5-Fu-FOLFOX +-Beva 46% pre Si/ 0 No
(84) 38% post
Martelluci J. | 76 5-Fu 33% 12,13,61,146 No 73y 23% 33m (12-72) No . Mut G13D
Italia’15. (81) >6 sem peor GRT
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En cuanto a marcadores clinicos predictivos de respuesta de nuestro trabajo, el CEA
basal dentro de la normalidad (<5ng/dl) mostr6é ser predictivo de buena respuesta con una
asociacion estadisticamente significativa (p<0,001). Muchos estudios se han centrado en el
valor predictivo de respuesta de los niveles de CEA pretratamiento, siendo nuestros resultados
concordantes con los hallazgos de la literatura. El Gnico punto en el que no hay uniformidad de
resultados es en el punto de corte. En 2013, Lee et al (90), concluyeron sobre una muestra de
345 pacientes, que los niveles de CEA basales inferiores a 5ng/dl eran predictores de RCP,
mientras que en el trabajo de Kim et al de 2015 (90) , eran los niveles de CEA inferiores a
3ng/dl los que se asociaban significativamente con incremento de las tasas de RCP. El andlisis
de regresion logistica mostré que un valor elevado de CEA era solo predictor de una mala

respuesta al tratamiento neoadyuvante.

Entre los marcadores clinico-patoldgicos prondésticos, el grado de respuesta tumoral
(buen o mal respondedor) se asocian de manera estadisticamente significativa con la SG y la
SLE. Previamente ya se ha comentado la asociacion entre el status mutado de KRAS y la
recidiva local. La mayoria de los estudios apoyan que los pacientes que alcanzan RCP o
respuesta parcial al tratamiento neoadyuvante tiene una mejor SLP. En 2014, Santos M. et al
(35), sobre 139 pacientes demostraron que el grupo de pacientes con buena respuesta segun
Mandard presentaban mejor SG y SLE respecto el grupo de pacientes mal respondedores. El
trabajo mas recientemente publicado en esta linea sobre 127 paciente es el de Jalilian et al.
(91). En este trabajo se observa también una mejor SG y SLE en el grupo de pacientes con
RCP , sin alcanzar la significacion estadistica probablemente porque divide a la poblacion del
estudio en tres grupos con la consecuente disminucion del tamafio muestral: RCP,
respondedores parciales y no respondedores, en lugar de aplicar los grupos de respuesta de

Mandard de buen y mal respondedor.

Respecto a la capacidad de la IRM post-tratamiento de predecir el grado de respuesta

histopatolégico, los resultados del trabajo son pobres. El grado de concordancia de la ymrT con

la ypT es bajo siendo mas frecuente la concordancia con la respuesta patoldgica al aplicar
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criterios RECIST 1.1. Sin embargo, los ultimos trabajos publicados al respecto, han propuesto
un sistema de clasificacién del grado de regresion por IRM que supone una adaptacion de la
clasificacion de Mandard del grado de respuesta tumoral histopatoldgico (GRT). Este sistema
(MR TGR) clasifica los cambios observados en las imagenes de IRM tras el tratamiento
neoadyuvante en cinco categorias, basandose en la proporcion de fibrosis identificada por la
sefial de IRM:

- TRG1: regresion total del tumor que muestra como cicatriz de baja intensidad de sefial de
linea en alta resolucion

- TRG2: fibrosis de baja densidad sin evidencia de Intensidad de sefal intermedia
macroscopica dentro de ella;

- TRG3: la IRM muestra la sefial de fibrosis predominante con areas de intensidad de sefial
intermedia;

- TRGA4/5: predominantemente Intensidad de sefial intermedia, regresién menor, fibrosis
minima.

En el estudio MERCURY (92), se demostré6 ademas que MR TRG es un factor prondstico
independiente de la supervivencia libre de enfermedad. Sin embargo, todavia es una
clasificacion pendiente de validar y de confirmar su reproducibilidad vy variabilidad
interobservador, pero sin duda es una herramienta que se debera intentar implementar en la

reevaluacién tras tratamiento neoadyuvante en cancer de recto localizado.

El trabajo presentado tiene algunas limitaciones a considerar. Una de ellas es que se trata de
un estudio unicéntrico y por tanto su pequefio tamafio muestral. Aunque el ndmero de
pacientes reclutados es superior a la mayoria de los trabajos publicados, para poder establecer
andlisis estadisticos determinantes deberia haberse obtenido un mayor namero de pacientes
con status KRAS o haber estimado el tamafio muestral en el disefio inicial teniendo en cuenta
el porcentaje estimado de pacientes con KRAS mutado. El ser unicéntrico en este caso, por
contrapartida homogeneiza los resultados y evita las variables interobservador al aplicar las
escalas de regresion tumoral. Como ejemplo de la importancia de dicha variabilidad son los
pobres resultados obtenidos en la valoracién de respuesta radioldgica, ya que no siempre se

han realizado por el mismo radidlogo ni por el mismo radiélogo que valord la resonancia
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magnética previa al tratamiento, lo que , junto al pequefio tamafio muestral de este subandlisis
por pérdida de casos no reeevaluados, hace que este apartado no sea valorable para obtener

conclusiones validas.

Por otro lado, el trabajo presentado, es el primer trabajo con una poblacion homogénea de
pacientes con CRLA tratados con el esquema convencional de QTRTn con fluopirimidinas en
el gue no sdlo se analiza KRAS con sus codones mutados y su intercambio de aminoacidos,
sino que ademas analiza el status BRAF y NRAS en esta poblacion, incluyendo ademas un
analisis de supervivencia por status de KRAS y grado de respuesta tumoral.

La capacidad de predecir la respuesta al tratamiento neoadyuvante esta adquiriendo mayor
interés con la intencion de poder intensificar el tratamiento en los pacientes con escasa
respuesta prevista, buscando maximizar el beneficio de los tratamientos neoadyuvantes o
aplicar terapias intensivas como en los pacientes de alta carga tumoral. Asi mismo, también es
importante validar y homogeneizar los criterios de respuesta tumoral aplicados, tanto a nivel
radiolégico como histopatolégico, de manera que permita implementarlos en los futuros
ensayos clinicos. El disponer de herramientas clinico bioldgicas predictivas de respuesta y
pronosticas, permitiria por otro lado continuar en la investigacion de técnicas de preservacion
de 6rgano, como la linea de trabajo de “Wait and see” , y poder establecer una estrategia
segun el riesgo, de manera que se puedan crear programas de seguimiento mas estrecho o
poder establecer diferentes opciones de tratamiento adyuvante no solo orientadas por la

estadificacion clinica pretratamiento.
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CONCLUSIONES

12- El espectro mutacional es diferente en CRLA que en cancer de colon metastasico: 28,3%

versus 40%.

- El exdn mas frecuentemente mutado es el exén 2 (85,7%).

- La mutacion mas frecuentemente mutada es G12V (11,1% de los mutados), seguida de

G12D (8,1%). Mas casos KRAS WT alcanzaron la RCP que pacientes KRAS mutado.

22- La presencia de mutacion en KRAS modifica el prondstico del CRLA y su evolucién:

- Presentan mayor riesgo de recaida local.
- Presentan menor riesgo de recaida sistémica.
- Tienen mayor riesgo de muerte por cancer de recto.

- Tienen menor probabilidad de alcanzar RCP.

32- Hay relacion significativa entre status WT de KRAS y el GRT de Mandard:

- En KRAS mutado la mutacién que mas frecuentemente se asocia a Mandard 1 y

Mandard 2 es G12D.

4°- De los otros parametros analizados, s6lo el CEA basal <5ng/dl y el status mutado de

KRAS, parecian predecir la respuesta.

52- El tipo de respuesta evaluado por Mandard fue factor pronéstico de SG y SLE (buen/mal

respondedor), sin embargo, no existe concordancia entre ymrT con ypT.
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HOSPITAL DE TORREVIEJA VINALOPO

A‘:‘j“ AGENCIA HOSPITAL DEL
® VALENCIANA
,‘;};;1 DE SALUT b_‘ DEPARTAMENTO DE SALUD TORREVIEJA

DICTAMEN DEL COMITE’ETICO
DE INVESTIGACION CLINICA

D®. Belén Sanchez Rodriguez, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica CEIC
de los Departamentos de Salud de Torrevieja y del Vinalopé (Elche)

CERTIFICA

Que este Comité, en su reunion extraordinaria de fecha 6 de Mayo de 2013 ha evaluado la
documentacion remitida por D* Marfa Nieves del Pozo Alonso; Facultativo Especialista de Area
adscrita al Servicio de Oncologia Médica del Hospital del Vinalopo; para la realizacion del estudio
titulado: “PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: MARCADORES PREDICTIVOS DE
RESPUESTA TRAS NEOADYUVANCIA EN CANCER DE RECT ”; estudio que formara parte
de su Tesis Doctoral

e Protocolo del estudio version de 29 de Abril de 2013
e Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento Informado: Version de 2 de Mayo
de 2013

Y teniendo en consideracion las siguientes cuestiones:

1. Cuestiones relacionadas con la idoneidad del investigador y de sus colaboradores

2. Cuestiones relacionadas con la idoneidad de las instalaciones.

3. La realizacion del estudio no supone ninglin gasto extraordinario para el Centro Sanitario

4. La confidencialidad de los datos de los sujetos participantes estd garantizada.

5.Lo establecido en Ley 14/ 2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y demas normativa
aplicable este tipo de estudios.

EMITE UN DICTAMEN FAVORABLE, para la realizacion del citado estudio, por D?
Maria Nieves del Pozo Alonso; Facultativo Especialista de Area adscrita al Servicio de Oncologia
Médica del Hospital del Vinalopo

Que el comité tanto en su composiciéon como en sus PNTs cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95); con el RD 223/2004 asi como la normativa autonémica en materia de
investigacion aplicable de la Comunitat Valenciana; y su composicion actual es la siguiente:

Presidente: Dr. Juan Carlos Toral Peiia; Jefe de Oncologia Médica H Torrevieja H Vinalopo
Secretaria: D* Belén Sanchez Rodriguez; Licenciada en Derecho; Unidad de Investigacion de H
Torrevieja H Vinalop6
Vocales:

e Dr. Frank Leyn Van Der Swalm; Director Gerente Hospital de Torrevieja

e Dr. Ramo6n Navarro Gomez; Director Gerente Hospital del Vinalopd

e Dra. Maria Angeles Peiia Pardo; Adjunta Servicio Farmacologia Clinica HGUA

e Dra. Amelia Garcia Luque; Farmacologa Clinica Hospital Gomez Ulla de Madrid




AGENCIA HOSPITAL DEL
VALENCIANA HOSPITAL DE TORREVIEJA VINALOPO

DE SALUT b-: DEPARTAMENTO DE SALUD TORREVIEJA

e Dr. Eduardo Cazorla Amoros; Jefe de Servicio de Ginecologia de H Torrevieja H Vinalopd

e Dr. Julio César Blazquez Encinar; Jefe de Servicio Medicina Interna de H Torrevieja H
Vinalopd

e D" Noemi Pérez Prior Farmacéutica Atencion Primaria H Torrevieja

e D Hélenne Gisbert Rosique; DUE H Torrevieja

e D. Javier Lopez Solis; Matron de H Torrevieja

e Dra. Maria Marin Palazon; F.E.A adjunta al Servicio de Ginecologia de H Torrevieja

e Dr. Miguel Ochando Gémez; Jefe de Servicio de Laboratorio H Torrevieja H Vinalopd

e D.Joaquin Quiles; miembro lego externo a los dos centros sanitarios

e Inmaculada Gema Pérez Pérez; Farmacéutica Hospitalaria.

e Dra. Maria Almendro Candel, médico de familia via MIR, del CS de Toscar (Dpto. Vlopo)

e Dra. Simona Mas Anton; jefa Pediatria H Torrevieja y H Vinalopo

e Dra. Maria del Carmen Alvarado Valero; oftalmologia H Vinalop6

e Dr. Antonio Martinez Lorente; Jefe de Servicio A Pat H Torrevieja H Vinalopo

e D" Mireia J. Ladios Martin; DUE H del Vinalopé, H de Torrejon

e Dr. José Vicente Tuells; Medicina Preventiva H Torrevieja H Vinalop6

e Dr. Andrés Tomas Goémez. Cirugia General H Vinalop6

Que en dicha reunién del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumpli6 el quérum preceptivo
legalmente.

Que en el caso de evaluacion de algan estudio del que algan integrante del equipo investigador forme
parte de este CEIC, este se ausentara durante la deliberacion y votacion del mismo

Lo que firmo en Torrevieja (Alicante) a 7 de Maye “de 2013
Firmado: LA SECRETARIA 2
Belén Sanchez Rodriguez “‘{»J{/;,B

.
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PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: MARCADORES PREDICTIVOS DE
RESPUESTA TRAS NEOADYUVANCIA EN CANCER DE RECTO

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

La Doctora M2 Nieves del Pozo Alonso, su ONCOLOGA del Hospital del Vinalopo;
estd llevando a cabo un proyecto de Investigacién titulado: “Marcadores predictivos de
respuesta tras neoadyuvancia en cancer de recto”. La realizacion del mismo obedece
a la realizacion de la Tesis Doctoral de su oncéloga

El objetivo de este documento es informarle sobre el estudio en el que se le esta

invitando a participar.

Por favor, tdmese el tiempo necesario para leer la siguiente informacioén, y si hay algo
que no entienda, por favor, pregintele a su médico que le ha invitado a participar en
este estudio.

La participacion en este estudio es totalmente voluntaria y en caso que decida
participar, debe saber que, puede retirarse en el momento en que crea oportuno, sin
tener que dar ningun tipo de explicacion, y solicitar que sus datos recogidos en su
Historial Clinico dejen de ser utilizados para este estudio..

Este estudio cuenta con todas las aprobaciones que requiere la ley para puesta en
marcha de este tipo de estudios; y cumple con todos los requisitos establecidos en la

normativa vigente aplicable.

INTRODUCCION

Actualmente disponemos de multitud de medios de prueba para diagnosticar la
enfermedad y en funcién de eses diagnostico decidir la terapia mas adecuada para
cada paciente, pero no disponemos todavia suficientes medios que nos ayuden a
predecir como sera la respuesta de determinados tratamientos sin tener que llegar a

utilizar medios diagndsticos que conlleven cierto tipo de cirugia.

La identificacibn ademas de nuevos factores, tanto clinicos como bioldgicos,
prondsticos y predictivos de respuesta puede ser de gran utilidad en la practica clinica
para poder determinar con mayor precisién tanto el pronoéstico como la estrategia

terapéutica en pacientes con cancer de recto.

OBJETIVOS:
El objetivo principal del trabajo es establecer la capacidad para predecir la respuesta
a los tratamientos de quimioterapia y radioterapia con la Resonancia Magnética y con

Estudios Moleculares

Version de fecha 2 de Mayo de 2013



PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: MARCADORES PREDICTIVOS DE
RESPUESTA TRAS NEOADYUVANCIA EN CANCER DE RECTO

El estudio molecular se realizara sobre una parte de la muestra de tejido que
dispongamos de la biopsia que se realiz6 para su diagndstico.

No se espera que su participacion en el estudio le suponga a Ud. un beneficio
potencial directo; dado que en todo momento se le estara tratando del mismo modo en
que seria tratado si decidiese no participar. Del mismo modo no se espera que le

suponga ningun inconveniente. Ni le supondra ningun gasto.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO:
Su participacion en este estudio no implica que vaya a ser sometido a ningun estudio
diagnéstico o de tratamiento adicional que no corresponda al manejo clinico habitual

de la enfermedad que usted presenta.

Si Ud. decide participar en este estudio, utilizariamos datos recogidos en su historia
clinica. Incluidos datos radiolégicos. Para la revisiéon de los hallazgos radioldgicos, se
realizara un estudio de concordancia entre dos observadores independientes
cualificados en Resonancia Magnética. Esto significa que n primer lugar sera
revisada por un radiodlogo del Hospital del Vinalopo; y después sera revisada por un
radidlogo del Hospital General Universitario de Valencia. Ello implica que
necesitaremos enviar sus resonancias magneéticas a dicho Hospital. Para garantizar en
todo momento su anonimato, y por tanto la confidencialidad de sus datos, sus
resonancias magnéticas seran enviadas sustituyendo cualquier dato que le pueda

identificar por un codigo.

Adicionalmente utilizariamos también datos clinico-patoldgicos, y resultados del
estudio molecular y genético obtenido del andlisis de su muestra de tejido. Ud, puede
decidir participar en el estudio, pero no permitir que para el mismo utilicemos parte de

la muestra de tejido que se tomoé en la biopsia diagnostica.

Si decide permitir que podamos utilizar datos Clinico-Patoldgicos, debe saber que,
para ello necesitaremos enviar una parte de la muestra del tumor extraido en la
biopsia. Esa parte de tumor que utilizaremos formara parte del total de material que se
extraiga en la biopsia de la practica habitual. La implicacién de que Ud. decida
consentir, implicara que nos autorice a enviar una parte de esa muestra de tejido
(siempre y cuando haya material suficiente) a la Unidad de Investigacion del Servicio
de Oncologia del Hospital General de Valencia, para proceder al estudio genético y
determinacion molecular de Kras, Braf y Nras.( alteraciones genéticas en el tejido

tumoral)

Version de fecha 2 de Mayo de 2013



PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: MARCADORES PREDICTIVOS DE
RESPUESTA TRAS NEOADYUVANCIA EN CANCER DE RECTO

Se le garantiza ademés que la misma solo serd utilizada para este estudio concreto y
para ningun otro estudio.

Dicha muestra una vez analizada, le sera devuelta a través del Servicio de Anatomia
Patoldgica de este Hospital, donde estar4 almacenada y custodiada del mismo modo

gue lo esta el resto de la muestra que se tomo en la biopsia diagnostica.

Ud. tiene derecho a que si se dispone de nueva informacion que pueda modificar su

decision de continuar en el estudio, la misma le sea facilitada.

CONFIDENCIALIDAD:

También debe saber que con la firma de este documento, Ud. esta autorizando a que
una serie de personal; ademas de la Investigadora, tengan acceso a los datos
contenidos en su Historial Clinico, tratados los mismos siempre de manera
confidencial. Las personas que podran tener acceso a su historial podrian ser los
siguientes:

Los auditores (un auditor es una persona que no forma parte del estudio, pero que
puede acceder a sus datos para comprobar que los mismos estan siendo tratados por
la investigador la del modo debido y cumpliendo la Ley) y que serdn nombrados por el
Centro y/o las Autoridades Competentes,

Los miembros del Comité Etico de Investigacion Clinica (que es un 6rgano colegiado
encargado de velar por el cumplimiento de la ley y de la ética de la investigacion) sin
cuya autorizacion previa este estudio no podria haber dado comienzo y que puede
revisar que el estudio se esta llevando a cabo como es debido.

Y las autoridades competentes cuya misién es la verificacion de los procedimientos
y/o datos del estudio,

Todos estos podran acceder a su Historial Clinico sin violar la confidencialidad de su

identidad y sus datos, y siempre dentro de lo permitido por la normativa pertinente.

Existe la posibilidad de que se presenten los resultados de este estudio en reuniones
y/o publicaciones cientificas, sin que su identidad sea desvelada en ningin momento.

Los datos clinicos recogidos en su Historial Clinico; y los derivados del analisis de la
muestra de tumor, en el caso que nos autorice a utilizarlos, seran tratados de manera
confidencial y serén utilizados para la evaluacion y andlisis del estudio sin desvelar en
ningin momento su identidad. Dichos datos no se podran relacionar directamente con
su Identidad, o dato alguno que los relacione con su identidad, para ello se utilizard un

cbdigo, que sustituira aquellos datos que le pudiesen identificar.
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Ud. tiene derecho a ser informado de cualesquiera planes para nuevos analisis sobre
el su muestra de tumor que no estando previstas en este momento pudiesen surgir
durante el desarrollo de este estudio, en ese caso su doctora le tendria que pedir un
nuevo consentimiento y el Ud. tiene el derecho a rechazar nuevos andlisis, de acuerdo

con la legislacién nacional.
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PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: MARCADORES PREDICTIVOS DE
RESPUESTA TRAS NEOADYUVANCIA EN CANCER DE RECTO

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

Yo (nombre y apellidos del paciente)

(Escrito del pufio y letra del paciente)

DECLARO

¢ He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

¢ He podido hacer preguntas sobre el estudio

e He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado que puedo
participar en el estudio con independencia de que también permita la utilizacion
de parte de la muestra de tumor.

e He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje
claro y sencillo.

¢ He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas que
he planteado.

e He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

e He hablado con:

(nombre del investigador)

e He comprendido que mi participacibn es voluntaria y puedo revocar mi
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin
que esto repercuta en mis cuidados médicos.

¢ Que libre y voluntariamente acepto participar en el estudio en una de las dos

siguientes condiciones:

(Marque el cuadro de la opcién que haya decidido)

] Acepto que sea utilizada una parte del tumor extraida en la biopsia diagnostica;
ademas del estudio clinico

[0 No acepto que sea utilizada; ni parte ni en su totalidad; la muestra de mi tumor.
Solo acepto participar en el estudio clinico

Firma del paciente: Firma del investigador:

Nombre: Nombre:
(Escrito de pufio y letra del paciente)

Fecha: Fecha:

*NOTA Este documento se firmara por duplicado un ejemplar para el Centro otro para
el interesado.
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PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: MARCADORES PREDICTIVOS DE
RESPUESTA TRAS NEOADYUVANCIA EN CANCER DE RECTO

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE FAMILIAR

Yo (nombre y apellidos del familiar)

(Escrito de su pufio y letra)
Encalidadde............coooiiiiii
(Relacion con el paciente)
De: (nombre y apellidos del paciente)
DECLARO
e He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
e He podido hacer preguntas sobre el estudio.
¢ He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado que puede
participar en el estudio con independencia de que también permita la utilizacién
de parte de la muestra de tumor.

¢ He comprendido las explicaciones se me han facilitado en un lenguaje claro y
sencillo

¢ He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas que
he planteado

e He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

¢ He hablado con:

(nombre del investigador)

¢ He comprendido que la participacion del paciente es voluntaria.

e He comprendido que su participacion es voluntaria y puede revocar su
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin
que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Enmipresenciasehadadoa...........cooooiiiiiiiiiiiiii

(nombre del paciente) toda la informacion pertinente adaptada a su nivel de entendimiento
y esta de acuerdo en participar. Presto mi conformidad para que
(nombre del paciente) participe en este estudio y doy mi consentimiento para el acceso y
utilizacion de los datos en las condiciones detalladas en una de las dos siguientes
condiciones:

(Marque el cuadro de la opcién que el paciente haya decidido)

[0 Acepto que sea utilizada una parte del tumor extraida en la biopsia diagnostica;
ademas del estudio clinico

0 No acepto que sea utilizada; ni parte ni en su totalidad; la muestra de mi tumor.
Solo acepto participar en el estudio clinico

Firmade.................... Firma del investigador:...............

(Indicar Relacion con el paciente)

Nombre: ..., Nombre: ...
(Escrito de su pufio y letra)

Fecha: Fecha:

*NOTA Este documento se firmara por duplicado un ejemplar para el Centro otro para
el interesado
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PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA: MARCADORES PREDICTIVOS DE
RESPUESTA TRAS NEOADYUVANCIA EN CANCER DE RECTO

CONSENTIMIENTO INFORMADO ORAL ANTE TESTIGOS

Yo (nombre y apellidos del testigo)

(Escrito del pufio y letra del testigo)

DECLARO
Bajo mi responsabilidad QUE: ..o
(nombre y apellidos del paciente)

e Haleido (6 se le ha leido) la hoja de informacién que se le ha entregado.

¢ Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.

¢ Ha sido informado por el profesional de salud abajo mencionado que puede
participar en el estudio con independencia de que también permita la utilizacion
de parte de la muestra de tumor.

¢ Ha comprendido las explicaciones que se le han facilitado en un lenguaje claro
y sencillo.

e Ha podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas que
ha planteado.

e Ha recibido suficiente informacion sobre el estudio.

¢ He hablado con:

(nombre del investigador)

e Ha comprendido que su participacion es voluntaria y puede revocar su
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin
que esto repercuta en sus cuidados médicos.

¢ Que libre y voluntariamente acepta participar en el estudio en una de las dos
siguientes condiciones:

(Marque el cuadro de la opcién que haya decidido)

[0 Acepta que sea utilizada una parte del tumor extraida en su biopsia diagnostica;
ademaés del estudio clinico

0 No acepta que sea utilizada; ni parte ni en su totalidad; parte de la la muestra de
su tumor. Solo acepta participar en el estudio clinico

Firma del testigo: Firma del investigador:

Nombre: Nombre:
(Escrito de pufio y letra del testigo)

Fecha:

Fecha:

*NOTA Este documento se firmara por duplicado un ejemplar para el Centro otro para
el interesado

Version de fecha 2 de Mayo de 2013








