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RESUMEN

Introduccion: tras el descubrimiento hace mas de tres décadas de la presencia de altas
cantidades de &cidos nucleicos circulantes en plasma (CNAPS- Circulating Nucleic
Acids and Serum), se ha desarrollado un creciente interés en su empleo como
biomarcadores moleculares en el cancer, y particularmente en el cancer colorrectal
(CCR). Uno de los oncogenes mas estudiados es KRAS, debido tanto a su importancia
oncogénica como a algunas de sus caracteristicas intrinsecas que lo hacen de gran

utilidad para el estudio de la enfermedad cancerosa.

Objetivos: comparar distintas técnicas de cuantificacion de ADN plasmatico total y
evaluar separadamente su valor clinico en la estadificacion tumoral y pronostico.
Ademaés, detectar especificamente el ADN plasmético tumoral en el perioperatorio
inmediato para establecer su valor clinico y pronostico en relacion con la exéresis

quirdrgica tumoral.

Material y métodos: en el presente trabajo estudiamos las muestras de ADN de tumor
y ADN plasmatico recogidas en el perioperatorio de 71 pacientes intervenidos de CCR.
Se emplearon técnicas especificas de PCR en tiempo real para la deteccion de
mutaciones del oncogen KRAS en tumor y plasma. Para la cuantificacion de ADN
plasmaético total se emplearon también técnicas de PCR en tiempo real, fluorimetria y

espectrofotometria.

Resultados: se detectd mutacion del oncogen KRAS en la pieza tumoral de 17 pacientes
(24%). No se observo correlacion entre los niveles prequirdrgicos de ADN plasmatico
total obtenido mediante las distintas técnicas de cuantificacion. La cuantificacon de
ADN plasmatico total tampoco se correlaciond con la estadificacion tumoral durante el
preoperatorio. Sin embargo, las determinaciones de ADN plasmatico total y tumoral en
el postoperatorio mostraron valor pronostico y en la monitorizacién de la enfermedad.
Es necesaria la estandarizacion y elaboracion de protocolos para las técnicas laboratorio
para evitar la variabilidad de determinaciones y conseguir la implementacion en la

practica clinica.



SUMMARY

Introduction: after the discovery more than three decades ago of the presence of high
amounts of circulating nucleic acids in plasma (CNAPS-Circulating Nucleic Acids and
Serum), a growing interest in their use as molecular biomarkers in cancer has
developed, and particularly in colorectal cancer (CRC). One of the most studied
oncogenes is KRAS, due both to its oncogenic importance and to some of its intrinsic

characteristics that make it very useful for the study of cancer.

Objectives: to compare different techniques of quantification of total plasmatic DNA
and to evaluate separately its clinical value in tumor staging and prognosis. In addition,
to specifically detect the tumor plasma DNA in the immediate perioperative period to

establish its clinical value and prognosis in relation to the surgical exeresis of the tumor.

Material and methods: in the present work we studied the samples of tumor DNA and
plasmatic DNA collected in the perioperative period of 71 patients undergoing CRC.
Real-time PCR techniques were used to detect mutations of the KRAS oncogene in
tumor and plasma. For the quantification of total plasmatic DNA, real-time PCR,

fluorimetry and spectrophotometry techniques were also used.

Results: KRAS oncogene mutation was detected in the tumor piece of 17 patients
(24%). No correlation was observed between the pre-surgical levels of total plasmatic
DNA obtained by the different quantification techniques. The quantification of total
plasmatic DNA also did not correlate with tumor staging during the preoperative period.
However, the determinations of total and tumor plasmatic DNA in the postoperative
period showed prognostic value and in the monitoring of the disease. It is necessary to
standardize and develop protocols for laboratory techniques to avoid the variability of

determinations and achieve implementation in clinical practice.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- ASPECTOS GENERALES DE LA BIOLOGIA DEL CANCER

El cancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo, cuya caracteristica definitoria es la
multiplicacion rapida de células anormales de forma coordinada y autébnoma, que se
extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del

Cuerpo y propagarse a otros 0rganos, o diseminarse por todo el organismo.

En las ultimas décadas se han identificado alrededor de 200 tipos de cancer
diferentes, y la malignidad de éstos depende basicamente del tipo de tumor, de la
agresividad de sus ceélulas y otras caracteristicas bioldgicas. En general, el
comportamiento de las células cancerosas se caracteriza esencialmente por carecer del
control reproductivo que requiere su funcién original, pérdida de sus caracteristicas
primitivas y adquisicion de otras que no les corresponden, como la capacidad de invadir
mas alla de los limites normales del 6rgano y de forma progresiva y por distintas vias
provocar la extension por el organismo y el crecimiento de nuevos tumores en otras
partes del cuerpo alejadas de la localizacion original (metastasis). Por otra parte, las
diferencias entre tumores benignos y malignos podriamos resumirlas en que los
primeros son de crecimiento lento, no se propagan a otros tejidos y rara vez recidivan
tras ser extirpados. Por contra, los tumores malignos son de crecimiento rapido, se
propagan a otros tejidos, recidivan con frecuencia tras ser extirpados, y tienen capacidad
para invadir y metastatizar, de modo que provocan la muerte en un periodo variable si

no se tratan a tiempo (fuentes: www.aecc.es, www.who.int).

Se han definido seis alteraciones fisiopatoldgicas generales que dictan colectivamente
el crecimiento maligno celular y que se dan en la mayoria de los procesos tumorales (1).
Estos cambios representan la ruptura exitosa de algin mecanismo de defensa contra el

cancer. Estas son las siguientes:
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Autosuficiencia en las sefiales de crecimiento.

Insensibilidad a las sefiales inhibitorias del crecimiento.

Evasion de la muerte celular programada o apoptosis.

Potencial replicativo ilimitado.

Angiogénesis mantenida.

Invasién de tejidos a distancia.

Cronologicamente en el desarrollo de un tumor se pueden diferenciar 3 fases:
iniciacion, promocidn y progresion. La fase de iniciacion se caracteriza por una serie de
mutaciones que acontecen de forma sucesiva. Para que las células iniciadas se
conviertan en células tumorales deben ser expuestas a condiciones 0 agentes
favorecedores, dentro de la denominada fase de promocion. En esta fase aparecen las
células preneoplasicas y lesiones precursoras o premalignas, y en el final se desarrollan
las primeras células neoplésicas. En la fase de progresion se produce un crecimiento
invasor de las células transformadas y el avance de la lesién tumoral para convertirse en

un tumor metastasico (2).

A nivel molecular, el cancer surge por mutaciones que provocan un desequilibrio en
genes implicados en la proliferacion, diferenciacion o muerte celular. La proliferacion
celular implica la reproduccion de una célula para formar dos células hijas. La
secuencia de las etapas por las que pasa una célula entre una division celular y la
siguiente se denomina ciclo celular (Figura 1), que puede definirse como un conjunto
ordenado de sucesos que conducen al crecimiento de la célula y la division en dos

células hijas. Basicamente estd compuesto por cuatro etapas: Gq, fase S, Gy y fase M.

La fase S representa el estado de sintesis en el que ocurre la replicacion del ADN. Las

fases G1 y Gy significan GAP 1 y GAP 2, o intervalos, donde la célula se prepara para

la siguiente fase, y la fase M implica la particion de la célula para producir dos células
hijas, e incluye mitosis (reparto de material genético nuclear) y citocinesis (division del
citoplasma). De esta forma todas las células se originan de otra existente con

anterioridad.

Durante el fendmeno de tumorigénesis el incremento de la proliferacion celular se

debe a una disregulacion bien por promocion de factores moleculares positivos, bien por
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inhibicién de los negativos. A grandes rasgos existen tres tipos principales de genes
cuyas mutaciones pueden contribuir en los procesos de carcinogénesis: oncogenes,
genes supresores de tumores y genes reparadores, y todos ellos juegan un papel

principal en alguna de las fases de ciclo celular (Figura 1).

} : ONCOGENES

K-ras c-MYC
MYB HER-2/neu

GENES

REPARADORES

MLH1

MSH2 MSH3 MSH6

PMS1 PMS2 GENES

SUPRESORES

APC  MCC
p53  DCC

Figura 1: esquema del ciclo celular y genes implicados, cuya alteracion favorece el
desarrollo tumoral. Fuente: Dominguez Berzosa C. (Tesis Doctoral). Madrid:
Universidad Autonoma de Madrid; 2010.

Los oncogenes proceden de proto-oncogenes que sufren mutaciones. Los proto-
oncogenes desempefian papeles funcionales en la regulacion normal del ciclo celular y
cuando mutan, dan lugar a los oncogenes que sobreexpresan proteinas actuando de
forma dominante y desencadenando el inicio de un proceso tumoral. Mas concretamente

actuan como aceleradores del crecimiento durante la fase G1 (3).

Por otro lado, los genes supresores de tumores codifican proteinas que participan en
la inhibicion del crecimiento celular e induccion de apoptosis (4), por lo que su
alteracion da lugar a una pérdida de la funcionalidad de la proteina y, por tanto, al
crecimiento celular descontrolado. Las alteraciones en los genes supresores de tumores

suelen ser recesivas, ya que un Unico alelo intacto es normalmente suficiente para
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inhibir el crecimiento, asi que los dos alelos del gen deberian estar mutados para que la
pérdida de funcion se aprecie fenotipicamente, aunque existen excepciones (4). En el
ciclo celular intervienen antes de la entrada en la fase S, y es necesaria su activacion

para favorecer la aparicion y el desarrollo del tumor.

Por ultimo, los genes reparadores actian en la fase G2. Son los responsables de la
reparacion de los errores en la cadena de ADN producidos durante la replicacion, o
inducidos por radiaciones 0 agentes quimicos. Cuando el sistema de reparacion del
ADN es defectuoso como resultado de mutaciones adquiridas o heredadas, la tasa de
acumulacién de mutaciones en el genoma se eleva a medida que se producen divisiones

celulares (2).

Segun la teoria monoclonal de carcinogénesis de Sell y Pierce las mutaciones
derivan de una unica celula precursora (5). Sin embargo, es importante destacar que una
unica mutacion en el material genético no es capaz de transformar a una célula sana en
cancerosa, sino que se requieren varias o incluso multiples mutaciones para que ocurra
dicha transformacion. Seran estos cambios en los genes que controlan el
comportamiento de la célula cancerigena lo que brinde ventajas que otorgan una mejor
supervivencia y expansion proliferativa originando una poblacion o clon de células

malignas que origina al tumor primario (2).

Ademas, diversos estudios recientes han puesto de manifiesto cémo el desarrollo
tumoral o carcinogénesis es un proceso mucho mas complejo de lo que podria pensarse,
puesto que se ha demostrado la presencia de distintas mutaciones genéticas dentro las
poblaciones celulares que coexisten en el mismo tumor. Es un fendbmeno que se
denomina heterogeneidad intratumoral, con importantes implicaciones en el
diagnostico y tratamiento del cancer en estos pacientes, por lo que es probable que el
proceso tenga una mayor complejidad en su origen y desarrollo, como veremos mas
adelante (6-8).
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1.2-CANCER COLORRECTAL: INCIDENCIA, EPIDEMIOLOGIA Y
MORTALIDAD

Esta patologia es considerada un problema de salud publica de primer orden en la
actualidad. Segun estimaciones de la OMS (Organizacién Mundial de la Salud), hasta el
afio 2030 la mortalidad por cancer se incrementara un 45% como consecuencia del
aumento demografico y el envejecimiento poblacional (fuente: World Health
Organization; www.who.int). Se estima que afectard a uno de cada 3 hombres y una de

cada 4 mujeres durante su vida (9).

A nivel mundial, el cancer es la primera causa de muerte en los paises desarrollados y
la segunda en aquellos paises en vias de desarrollo. Los casos de cancer se incrementan
en los paises desarrollados por el crecimiento de la poblacion y su envejecimiento, asi
como por la adopcion de estilos de vida asociados como el sedentarismo, una dieta rica

en grasas Yy el tabaco (10).

El cancer en Espafa constituye la segunda causa de muerte (26.9% de todas las
defunciones) por detras de los accidentes cardiovasculares (fuente: Instituto Nacional de
Estadistica 2008). El envejecimiento en particular de la poblacién espafiola, el
incremento en la incidencia de tumores malignos y la mejora en la supervivencia de los
enfermos de cancer debido a los avances diagnosticos y terapéuticos ha supuesto un

aumento significativo de la prevalencia del cancer en la poblacion espafiola (11).

Especificamente, el cancer colorrectal (CCR) es el tercero mas frecuente en el
mundo y la cuarta causa de mortalidad por este motivo. Supone aproximadamente 1,2
millones de nuevos casos anuales, con 600.000 muertes por afio (10, 12). Segun un
estudio reciente realizado por Ferlay et al., se estima que aproximadamente el 9,7% de
todos los canceres diagnosticados en el mundo son de colon (12).

En Europa, el CCR es la segunda causa de muerte por cancer tanto en hombres como
en mujeres (9), y mas concretamente en Espafia es el tercero en frecuencia en hombres,

tras el cancer de pulmon y prostata, y el segundo en las mujeres tras el cancer de mama
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(fuente: www.aecc.es). Segun los datos de REDECAN (Red Espariola de Registros de
cancer), en el afio 2014 se registraron 39553 casos de cancer de colon y recto en

Espafia. Si se tienen en cuenta ambos sexos, el CCR es el que presenta mayor incidencia

(15%) (fuente: www.aecc.es).

Cases per 100000 men
i <52
0O-<79
[ <143
0 <309
= <60-6

Figura 2: mapa de la distribucion del CCR. Datos de GLOBOCAN 2008.

Al igual que la mayoria de los tumores, el CCR se considera una enfermedad con
origen multifactorial que puede desarrollarse como consecuencia de la combinacion de
factores genéticos y ambientales (13). En estudios demograficos se ha observado que las
tasas de incidencia del CCR varian en relacion con las diferencias raciales y los
distintos estilos de vida dependiendo de la zona geografica y las costumbres de cada
comunidad. Asi, algunos grupos de inmigrantes aumentan o disminuyen el riesgo
asociado a su comunidad original cuando se adaptan al estilo de vida en sus paises de
acogida, asimilando el riesgo de estos ultimos, lo que sugiere un impacto ambiental (2,
9, 14-18). Por otra parte, el aumento de la incidencia en los familiares de pacientes
diagnosticados de CCR apunta también al impacto de la participacion de factores

hereditarios. Estudios de riesgo realizados en gemelos monocigotos y heterocigotos para
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diversos tipos de cancer sugieren que los factores ambientales contribuyen en mayor

proporcién al riesgo de cancer que los factores genéticos hereditarios (19).

Desde el punto de vista epidemiologico se ha observado que el riesgo de padecer
CCR aumenta con la edad (13), elevandose al 0,87% en individuos de cincuenta afios de
edad y al 5,8% en personas de mas de 80 afios. Asi, es el tipo de cancer mas frecuente
entre las personas de méas de 75 afos de edad (19), con una edad media de presentacion
de 70 afios en los paises desarrollados (20, 21), con una incidencia muy baja por debajo
de la década de los 50 afios, y tiene mayor riesgo en hombres que en mujeres en todos
los paises (9, 22). Excepcionalmente (6%), pueden encontrarse casos por debajo de los

30 afios, principalmente asociado a causas geneticas y casos de poliposis familiar (22).

Respecto a la localizacion se ha observado que la mayoria de los CCR se encuentran
en el colon descendente, en el colon sigmoide y en el recto, con un desplazamiento

proximal de las lesiones asociado al envejecimiento poblacional (19).

En cuanto a la mortalidad ligada al CCR, evolutivamente en la mayoria de los paises
desarrollados la incidencia y mortalidad por CCR aumentd a lo largo del siglo XX. Asi,
en Espafa, en la década comprendida entre 1987 y 1997, la mortalidad por cancer
aumento del 9,5 al 12,2/100.000/afio para las mujeres, y del 13 al 19/100.000/afio para
los hombres (19, 23). Sin embargo, esta tendencia en algunos paises desarrollados como
EEUU, Canada, paises del este de Europa, etc, se ha invertido, y se ha observado una
estabilizacion y moderado descenso de la mortalidad relacionada con el CCR desde la
década de 1980, probablemente en relacion con los cambios en los patrones de estilo de
vida y alimentacion; o la implantacion y mejora de los métodos de prevencion y
diagnostico precoz con el uso de la sigmoidoscopia y la colonoscopia con extirpacion
temprana de pélipos precancerosos y avances en el tratamiento del cancer (10, 23-26).
A pesar de ello, las tasas de mortalidad contindan siendo altas en las zonas mas
desfavorecidas con menos recursos econdmicos e infraestructuras de salud a su alcance,

como zonas de América del Sur y Central, y &reas rurales de China (14, 27).
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1.3.- ETIOLOGIA, CLASIFICACION, Y PRONOSTICO DEL CCR

1.3.1.-Etiologia del CCR

La etiologia del CCR es extremadamente compleja y multifactorial, producto de una
interaccion de factores genéticos y ambientales (Figura 3). De esta forma se ha
observado que en torno a dos terceras partes del CCR se desarrollan en personas sin
factores de riesgo conocidos; son los llamados CCR esporadicos. Por otra parte, en el
resto de pacientes pueden identificarse factores predisponentes, como la presencia de
polipos en el colon, la historia familiar positiva de CCR o polipos adenomatosos, los
sindromes de CCR hereditarios (5-10%), la enfermedad inflamatoria intestinal o

diversos factores ambientales (19, 28) (tabla 1).

Etiologia del CCR

m Casos esporadicos 65-75% = Historial personal o familiar poliposo de CCR 15%
= CCR hereditario no asociado a poliposis 5-10% Enfermedad inflamatoria intestinal 1%

m Poliposis adenomatosa familiar 1%

Figura 3: resumen de la etiologia del CCR.
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FACTORES DE RIESGO DE CANCER COLORRECTAL

Historia familiar de CCR o pélipos en un familiar de primer grado (padres,
hermanos, hijos) menor de 60 afios o en 2 familiares de primer grado de
cualquier edad.

Historia familiar de sindromes de CCR hereditario (poliposis adenomatosa
familiar y CCR hereditario no polipoide).

Historia personal de CCR.

Historia personal de polipos adenomatosos.

Historia personal de enfermedad inflamatoria crénica intestinal.

Tabla 1: factores de riesgo de CCR.

Como hemos visto, el impacto de los factores ambientales queda de manifiesto al
observarse como las tasas de incidencia del CCR varian en relacion con las diferencias
raciales y los distintos estilos de vida dependiendo de la zona geografica y las
costumbres de cada comunidad.. Por ello, diversos estudios inciden en destacar factores
como la alimentacién, o habitos de vida insalubres como el consumo de alcohol vy el
tabaco como factores de riesgo asociados al desarrollo del CCR, en lo que se conoce

como estilo de vida occidental (9, 14, 28).

Unicamente el 15-20% de pacientes con CCR agrupa a individuos en los cuales
aparece un componente familiar, es decir, tienen familiares de primer o segundo grado
con la enfermedad. Sin embargo, tan sélo entre un 1y el 5% de estos Gltimos heredan la
predisposicion a padecer la enfermedad a traves de un patrén mendeliano (29) (Tabla
2).

La linea que separa los casos de cancer hereditario y los casos familiares no esta
claramente establecida debido a la dificultad para fijar unos criterios de clasificacion.
Por lo tanto, exceptuando los sindromes hereditarios manifiestamente definidos, resulta
bastante complejo discriminar cancer esporadico y familiar y, en consecuencia, el
porcentaje de CCR considerado familiar posiblemente no esté ajustado a la realidad
(29). En la tabla 2 mostramos varios sindromes en los cuales el desarrollo de tumores

colorrectales es un rasgo caracteristico.
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SINDROME ALTERACIONES GENETICAS

Adenoma y carcinoma colorrectal multiple
(MAP)

CCR hereditario no asociado a poliposis
(HNPCC)

Poliposis adenomatosa familiar (PAF)
CCR hereditario y agenesia dental

Poliposis juvenil

MYH

MSH2, MLH1, MSH5, MSH6, PMS1, PMS2,
TGF-B, CDH1, CDH1, MLH3, EXO1

APC, MYH, AXIN2

AXIN2

MADH4, BMPRIA

Sdm de Bannayan.Riley-Ruvacalba PTEN

Sdm de Cowden (hamartomatosis multiple) PTEN

Sdm de Gardner APC

Sdm de Muir-Torre MSH2, MLH1
Sdm de Peutz-Jeghers STK11

Sdm de Turcot PMS2, MLH1

Tabla 2: principales sindromes de CCR con las alteraciones genéticas caracteristicas.

1.3.2.- Clasificion del CCR

Los distintos sistemas de clasificacion por estadios en los tumores sélidos permiten
asegurar un lenguaje comun para comparar las diferentes experiencias clinicas
publicadas. En el caso del CCR existe la clésica estadificacion propuesta por Dukes en
1932 y sus modificaciones posteriors de Astler y Coller (Tabla 3), que se limitaban en
un principio al carcinoma de recto, pero posteriormente se aplicaron al CCR en general.
Combina tres variables: la profundidad de la penetracion tumoral en la pared intestinal y
la presencia o ausencia de metéstasis en los nédulos linfaticos regionales y a distancia.

Estos factores estan relacionados con la supervivencia del enfermo a los cinco afios.



DUKES DUKES MODIFICADO POR ASTLER

Y COLLER
A Lesion superficial que afecta a la A Lesion superficial que afecta a la mucosa
mucosa
B Lesion que penetra en la capa B1 Invade la muscular propia
muscular y/o serosa B2 Invade la serosa
C Afectacion de ganglios linfaticos C1 1-4 ganglios regionales positivos
C2 >4 ganglios regionales positvos
D Metéstasis D Metastasis

Tabla 3: clasificacién de Dukes.

Actualmente esta clasificion ha sido progresivamente reemplazada por el TNM (72
edicion. Fuente:http://www.cancerstaging.org/). Este sistema de estadificacion es
actualmente el estdndar recomendado por las principales comisiones de expertos y de
los institutos especializados en cancer en gran parte del mundo occidental desarrollado.
Desde 1987, la Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC) y el Comité Americano
Conjunto sobre Céancer (AJCC) promueven esta clasificacion que se basa en el tamafio y
la penetracion del tumor (T), el compromiso de los linfonodos (N) y la presencia o
ausencia de metastasis (M). Es un sistema en permanente revision de acuerdo a la
informacion obtenida en bases de datos acerca de miles de pacientes tratados en
hospitales americanos. El TNM posee una concepcion multidisciplinaria que involucra
a cirujanos, patélogos, radioterapeutas y oncologos clinicos, y permite desarrollar
criterios uniformes para evaluar y comparar los resultados de las distintas formas de
tratamiento (2, 14).
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TNMY7 - Cancer de colon y recto (AJCC 2010)

T
Tx = Tumor primario no evaluables

TO - No evidencia de tumor primario

Tis = Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sin invasién de la
lamina propia.

T1 - Tumor que invade la submucosa.

T2 - Tumor que invade la muscular propia

T3 - Tumor que penetra la muscular propia hasta el tejido
pericolorrectal*

T4a - Tumor que invade el peritoneo visceral* **

T4b - Tumor que invade estructuras u érganos adyacentes*, **

N

Nx - Ganglios linfaticos no evaluables.

NO - No metastasis a ganglios linfaticos regionales. Se debe
usar pNO si todos los ganglios linfaticos examinados fueron
negativos para metastasis, independiente del nimero de
ganglios resecados.

N1 - Metastasis de uno a tres ganglios linfaticos regionales
N1la - Metdstasis a un ganglios linfatico regional

N1b - Metéstasis en 2 a 3 ganglios linfaticos regionales

N1ic - Depésitos tumorales en la subserosa, mesenterio, o
tejido no peritonizado pericdlico o perirrectal, sin compromiso
ganglionar regional.

N2 - Metdstasis de tres o mas ganglios linfaticos regionales
MN2a - Metéstasis de 3 a 6 ganglios linfaticos regionales
N2b - Metdstasis en 7 o0 mas ganglios linfaticos regionales.

M

MO - No metéastasis a distancia

M1 - Metastasis a distancia

Mla - Metéstasis confinada a un solo sitio u drgano.
M1b - Metdstasis en mas de un sitio u drgano.

Tabla 4: clasificaciéon TNM 72 edicion. Fuente

1.3.3.- Pronostico del CCR

Estadios

Estadio 0 - Tis NO MO

Estadio I - T1 NO MO; T2 NO MO

Estadio IIA - T3 NO MO

Estadios IIB — T4a NO MO

Estadio IITIA - T1-T2 N1/N1c MO; T1 N2a MO

Estadio IIIB - T3-T4a N1/N1c MO; T2-T3 N2a MO; T1-T2 N2b MO
Estadio IIIC - T4a N2a MO; T3-T4a N2b MO; T4b N1-N2 MO
Estadio IVa - Cualguier T Cualquier N M1a

Estadio IVb - Cualquier T Cualquier N M1b

* Se utiliza las letras V y L para denotar la presencia o ausencia de
compromiso vascular o linfatico, respectivamente. De igual forma la presencia
o ausencia de invasion perineural se establece con PN.

** La invasion directa en T4 incluye el compromiso de otros Organos u otros
segmentos del colon o recto como resultado de la extension dierecta a través
de la serosa y confirmada por patologia. Para canceres de ubicacion
retroperitoneal o subperitoneal, la invasion directa de otros drganos o
estructuras por extension mas alla de de la muscular propia como invasion de
|la parede posterior en colon descendente que comprometa el rifién izquierdo o
|la pared abdominal, o en cancer de recto con invasion de la prostata, vesiculas
seminales, cérvix o vagina. Si hay compromisc macroscopico de un érgano
vecino se clasifica cT4b. Si en la patologia NO se evidencia compromiso del
drgano adyacente, se clasifica como pT1-T4a, segin el caso

. http://www.cancerstaging.org/

El pronostico de los pacientes con CCR ha mejorado en las ultimas décadas en los

paises desarrollados, con tasas de supervivencia de casi el 65% en zonas como

Australia, Canada, EEUU y varios paises de Europa (14). Sin embargo, el factor

prondéstico vital mas importante viene determinado por una deteccion precoz de la

enfermedad, de modo que puedan instaurarse adecuados métodos de tratamiento

potencialmente curativos. Asi, la supervivencia a 5 afios del CCR es excelente si la

enfermedad se identifica en los primeros estadios, cuando se encuentra localizada en el

colon (95% para estadio | y 82% para estadio I1), pero disminuye al 61% para pacientes

con diseminacién regional a los ganglios linfaticos (estadio 1) y es s6lo del 8% para

pacientes con metastasis a distancia (estadio 1V). Unicamente en estadios I-11 de la

enfermedad la cirugia tiene potencial curativo por si misma. En el resto de estadios es

necesario combinar su accion con terapias complementarias como la quimioterapia

previa o tras la reseccidén quirtrgica para mejorar los resultados de supervivencia a

medio y largo plazo (30).
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1.4.- PRINCIPALES ALTERACIONES GENETICAS Y VIAS DE
CARCINOGENESIS EN EL CCR

El CCR se desarrolla como consecuencia de la acumulacion progresiva de
alteraciones genéticas y epigenéticas que incitan la transformacion de células normales
del epitelio colico en celulas tumorales. Este proceso es largo y puede tardar entre 8-12
afios (10), y segun el mecanismo principal de accion, los genes implicados se agrupan

en 4 grandes categorias:

- Protooncogenes: KRAS, BRAF, src y c-myc.

- Genes supresores de tumores: APC, DCC, p53, MCC, DPCA4.

- Genes reparadores: hMSH2, hMLH1, PMS1, PMS2.

- Genes modificadores: gen de la fosfolipasa A2, gen de la COX2, gen de CD44v.

En condiciones normales estos genes participan en la regulacién del ciclo vital
celular, actuando en el conjunto de sucesos que definen cuando una célula debe crecer y
proliferar. Sin embargo, durante el proceso de carcinogénesis se producen cambios que
favorecen la expansion replicativa celular mediante procesos como la expresion
excesiva de oncogenes, 0 por contra la expresion insuficiente de genes supresores o de

genes reparadores.

Distintas teorias tratan de explicar el desarrollo del CCR, y hasta fechas recientes
seguia vigente el modelo clésico de carcinogeénesis formulado por Fearon y Vogelstein
en 1990 que se basaba en la secuencia conocida como adenoma-carcinoma, cimentada
en 3 pilares basicos: el primero, que un CCR es el resultado de una activacion
mutacional de oncogenes, junto a una inactivacion mutacional de genes supresores
tumorales; segundo, que son necesarias al menos 4 o 5 mutaciones de genes diferentes
para el desarrollo del cancer; tercero, que la acumulacion de alteraciones genéticas, en
lugar de su orden es responsable del comportamiento genético del tumor. Este modelo,

ha servido de paradigma para la mayor parte de los tumores epiteliales (2) (Figura 4).

29



Mormal Hyperproliferative
epithalium epithalium Adenama Carcinoma

“

[dod e ]d :

'y '
A
APC k ras DCC P53
mutations mutations mutations

Figura 4: esquema de la secuencia adenoma-carcinom. Fuente: Hardy RG, et al.
British Journal of Medicine 2000 Oct 7;321(7265):886-.

Sin embargo en la la actualidad, todos los avances en la investigacion de las bases
moleculares del CCR han llevado a profundizar y matizar dicho modelo y se han
identificado hasta tres grandes vias de carcinogénesis. El proceso tumorigénico
desencadenaria la transformacion maligna celular a través de la progresion guiada de
multiples pasos, de modo que, aunque haya una secuencia preferente, lo importante es
la acumulacion de cambios mutacionales que a la larga daran el fenotipo final. Ello ha
conducido a la idea de que cada CCR es una entidad patologica independiente, y por
tanto, no hablamos de una Unica enfermedad, sino un grupo heterogéneo de
enfermedades causadas por un sustrato genético/epigenético diferenciado, con rasgos

fenotipicos concretos, pero diferenciada del resto de los CCR (31).

Las principales vias carcinogénicas, que se explicardn a continuacién con las
alteraciones genéticas predominantes, son responsables del desarrollo tumoral, y no son

mutuamente excluyentes entre si.
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1.4.1.- Inestabilidad cromos6mica o “via supresora”

Los tumores derivados de esta via presentan frecuentemente alteraciones del
cariotipo, con una forma de inestabilidad genética caracterizada por ganancias y
pérdidas de cromosomas enteros o grandes fragmentos, conocido como pérdida de
heterocigosidad, y contienen por tanto aneuploidia. El factor desencadenante principal
de esta via es la pérdida de funcion del gen supresor APC, y es por ello por lo que a esta
via se le denomina “via supresora”. En esta via se enmarcan la mayoria de los CCR
esporadicos (85%) y los casos de CCR asociados a Poliposis Adenomatosa Familiar
(PAF). Esta pérdida de heterocigosidad es responsable a su vez de la inactivacion de
oncogenes y genes oncosupresores (KRAS, DCC, APC) (19). Destacamos algunas de las

alteraciones moleculares mas importantes:

- KRAS: es el oncogén mas frecuentemente mutado en la neoplasia de colon esporadica.
Este gen codifica la sintesis de tres proteinas de 21 KDa: H-RAS, N-RAS Y K-RAS (13)
que tienen funcion ATP-asa, y ejercen como un interruptor en la transduccion de
sefiales desde la superficie celular hasta los sitios blanco celulares (2, 13). Se encuentra
mutado en hasta un 40-50% de los pacientes con CCR y también en adenomas mayores
de un centimetro (2). Se localiza en el cromosoma 12, y la mayoria de las mutaciones se
encuentran en el codén 12 del exon 1, y en menor proporcion en los codones 13 y 61
(Tabla 5). Estas mutaciones estan asociadas a una hiperactivacion de la proteina que
codifica, lo que produce una cascada de sefializacion que modifica la expresion de
multiples genes encargados de la regulacion del ciclo celular, la apoptosis, la migracion,
el crecimiento, la quimiotaxis y la diferenciacion celular (32), y confieren un peor
prondstico clinico, con mala respuesta a tratamientos quimioterapicos anti EGFR (22,
33).

MUTACION CAMBIO DE BASE
Glyl12Ala GGT>GCT
Gly12Asp GGT>GAT
Gly12Arg GGT>CGT
Gly12Cys GGT>TGT
Gly12Ser GGT>AGT
Glyl2val GGT>GTT
Gly13Asp GGC>GAC

Tabla 5: principales mutaciones KRAS en el CCR.
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-APC (del inglés, “Adenomatous Polyposis Coli’): es el primer gen implicado en la
carcinogénesis colorrectal. Se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 5
(region 5g21). Codifica una proteina de 310 KDa con mdltiples dominios implicada en
diversas funciones bioldgicas como la apoptosis, necesaria para la renovacion del
epitelio del colon, en funciones de adhesién celular y en procesos de regulacion del
ciclo celular y reparacion del ADN (2, 13).

La inactivacion del gen APC es una caracteristica propia de una mutacioén germinal
de los pacientes con poliposis adenomatosa familiar (PAF), y también puede detectarse
en hasta el 50-85% de los CCR esporadicos, y produce la sintesis de una proteina
truncada no funcional. En CCR esporadicos y adenomas, incluyendo las lesiones
displasicas mas pequefias, se han descrito mutaciones en APC entre el 60-80% de los
casos (13) y al igual que KRAS, se considera un evento precoz en la progresion de
adenoma a carcinoma (22), puesto que la inactivacién de un solo alelo del gen APC es
suficiente para la aparicion de polipos adenomatosos, lo que sugiere que puede ser un

evento temprano en el desarrollo de los canceres esporadicos (34, 35).

-DCC4: la familia DCC o SMAD esta compuesta por 8 genes que codifican diversas
proteinas de sefializacion celular que regulan el crecimiento y la diferenciacion. De
ellas, la mutacion mas frecuente se conoce como SMAD4 (36).El gen SMAD4, también
Ilamado DPC4, es un gen supresor de tumores situado en el cromosoma 18 (18g21.1).
Codifica una proteina de 522 aminoacidos implicada en la regulacion de la sefial de
transduccion TGF-B. EI TGF-p o factor de crecimiento transformante beta, tiene
muchos efectos diferentes en funcién del tipo de tejido, y en la mayoria de las células
epiteliales actia como inhibidor del crecimiento. EI gen SMAD4 se encuentra
frecuentemente mutado en las células de varios tipos de cancer, como el de pancreas y
el de colon, también en la poliposis intestinal juvenil. La pérdida de expresion de
SMAD4 cambia el patron del TGF-B de factor inhibidor de crecimiento a factor
promotor de crecimiento, lo que conlleva un aumento de la capacidad tumorigénica y de
potencial metastésico del tumor, y por tanto comporta un factor de mal pronostico (36,
37).
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Se encuentra deleccionado en el 50% de los adenomas avanzados y en el 70% de los
CCR, sin embargo, es poco comun en adenomas intermedios y tempranos, por lo que se

le ha relacionado con el avance de adenomas intermedios a tardios (35, 38).

-Mutaciones de p53: es un gen supresor, considerado el “guardian del genoma” (18), y
es uno de los que mas ampliamente se ha estudiado, debido a que se encuentra alterado
en aproximadamente un 50% de los tumores humanos y en méas del 80% de los
colorrectales (39) (40). Esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17 y el gen
codifica una fosfoproteina nuclear que funciona como factor de transcripcion. Dicha
proteina es activada tras producirse un dafio en el ADN por factores endégenos, como
los radicales libres, o exdgenos como las radiaciones (18). En condiciones normales, en
respuesta al dafio del ADN aumenta la expresion de la proteina p53 normal, lo que a su
vez regula la transcripcién o los genes que inducen al detenimiento del ciclo celular o a
la muerte celular por apoptosis. En consecuencia, el producto del gen p53 evita que las
células que han adquirido ADN dafiado (mutacién) avancen en el ciclo celular y las
elimina cuando no pueden ser reparadas (2). De este modo, la proteina a la que da lugar
acta como factor de transcripcién de genes implicados en el control del ciclo celular y
en la apoptosis, lo que asegura la integridad del genoma celular, y por tanto, la pérdida

de funcion de p53 conlleva una mayor acumulacion de mutaciones en otros genes (18).

Se cree que esta implicado en la transicion de adenoma a carcinoma (35) y al
parecer, la frecuencia de mutaciones en la mucosa displasica refleja la gravedad de la
misma, de forma que pasa del 5-10% en las células de mucosa de pdélipos con bajo
grado de displasia, hasta un 50% en mucosas con pélipos con displasia de alto grado y

en un 75% de lesiones invasoras (41).

De forma global, en esta via se encuadran alrededor de un 60% de los casos de CCR,
que siguen el modelo original de Fearon y Vogelstein de secuencia adenoma-carcinoma
(31). Como ya se ha dicho, este modelo se basa en la teoria de que la mayoria de los
canceres derivan mayoritariamente de pélipos adenomatosos previos, hecho que se basa

en varios de los siguientes argumentos:
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- En estudios endoscopicos y de autopsias se ha demostrado que el CCR es mas comun
en pacientes con polipos adenomatosos.

- Los pacientes con polipos mayores de 1 cm de didmetro tienen mayor riesgo de
padecer CCR.

- La media de edad de los pacientes diagnosticados de polipos adenomatosos es diez
afios menor que la de los pacientes diagnosticados de CCR.

- La extirpacion endoscopica de los pélipos adenomatosos reduce la incidencia de CCR.

Como contraposicion a estos hallazgos hay que resaltar que no todos los pélipos
acaban degenerando hacia un carcinoma. Se estima que sélo uno de cada 400 dara lugar
finalmente a un tumor maligno, como ponen de manifiesto estudios endoscopicos.
Ademas, la diferencia de edad media entre pacientes con pdlipos adenomatosos y
canceres invasores, la duracion del efecto protector de la sigmoidoscopia en la
prevencion del CCR y la observacion directa de la progresion de la enfermedad en
pacientes diagnosticados de polipos adenomatosos que no fueron extirpados sugieren
que la progresion desde un polipo adenomatoso hasta un carcinoma invasor requiere un

minimo de 10-15 afios (2).

Puesto que las vias no son excluyentes es importante destacar que alrededor del 60%
de los tumores que siguen esta via presentan también caracteristicas comunes con el

fenotipo metilador (31), que veremos mas adelante.

1.4.2.- Inestabilidad de microsatélites o “ via mutadora”

En esta via se produce una alteracion del sistema de reparacion de errores de
emparejamiento del ADN o MMR (del inglés “mishmatch repair’), encargado de
corregir los fallos que se producen durante la replicacion, y controlado por varios genes
mut (del inglés “mutator genes” -genes mutadores-), que son conocidos como genes
reparadores (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, entre otros). A esta via se le conoce como
“via mutadora”, y la caracteristica molecular principal para detectarla es que producen
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longitudes alteradas de microsatélites (secuencias cortas y repetitivas de nucleétidos) en
tumores en comparacion con células sanas. Esto es lo que se conoce como
“inestabilidad de microsatélites” (IMS), y se asocia a un incremento significativo de
mutaciones en todo el genoma (2). Con ello se acelera el proceso de tumorigénesis, pues
pueden afectar a oncogenes y genes supresores, de modo que durante el proceso de
replicacion se estima que la acumulacion de mutaciones es del orden de 100 a 1000

VECES mayor.

Hoy en dia los tumores con IMS se refieren a aquellos que presentan IMS alta (2 6
mas microsatélites alterados segun el panel de Bethesda (42), y esta presente en un 15%
de los CCR, pudiendo producirse de dos formas diferenciadas. En primer lugar, las que
suceden de forma caracteristica en los casos de CCR no poliposico o sindrome de
Lynch, cuya base molecular serian mutaciones en la linea germinativa de cualquiera de
los genes relacionados con el sistema de reparacion del ADN; en este sindrome hMLH1
se encuentra mutado en un 50% de los casos, hMSH2 en un 40%, hMSH6 en un 10% y
hPMS2 en menos del 5%. En segundo lugar, en el que se hallan englobados una parte de
los casos esporadicos, donde el porcentaje de alteracion de estos genes es menor, en
torno al 15%. En ellos el mecanismo de la IMS es debido a alteraciones epigenéticas
relacionadas con la hipermetilacion de la regién promotora de los genes del sistema de

reparacion del ADN (con mayor frecuencia a nivel de MLH1) (13).

La presencia de IMS alta se asocia con ciertos rasgos fenotipicos caracteristicos, que
no exclusivos, de este tipo de tumores. Asi, existe una mayor frecuencia de tumores en
mujeres mayores, con diferenciacion mucinosa, mayor frecuencia de tumores con
células "en anillo de sello”, con reaccion linfocitaria tipo "Crohn™, o con presencia de
infiltrado linfocitario peritumoral, necrosis tumoral, o mayor frecuencia de tumores
pobremente diferenciados, o de localizacion a nivel del colon derecho (31). Ciertos
estudios muestran peor respuesta a diversos tratamientos con quimioterapicos como 5-
FU y cisplatino (13).

Por otro lado, y de la misma forma que sucediera también para algunos casos con
inestabilidad cromosdmica, en este grupo de tumores existe a su vez solapamiento con

otra de las vias, la via del fenotipo metilador, siendo aproximadamente un 40% de los
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tumores los que presentan fenotipo IMS los que se pueden asociar a la via "serrada™ de
CCR (31).

1.4.3- Hipermetilacion o “ via serrada”

Las islas CpG son regiones del ADN que conforman aproximadamente un 40% de
los promotores de los genes de mamiferos. Son regiones donde existe una gran
concentracion de pares de citosina y guanina enlazados por fosfatos (de ahi la "p™ en
CpG). Estos sitios CpG se encuentran desmetilados si los genes estan expresados, y por
tanto, su metilacion en los promotores de los genes puede inhibir la expresion del gen

en cuestion (31).

La inactivacion transcripcional mediante la metilacién de islas CpG promotoras de
genes supresores de tumores es un importante mecanismo de carcinogénesis, también
denominado fenotipo metilador, provocando alteraciones en genes involucrados en el
control del ciclo celular, reparacion del DNA y apoptosis. EI mecanismo a través del
cual tiene lugar dicha metilacion se ha detectado en una proporcion de CCR cercana al
35%. Esta denominada también “via serrada” de carcinogénesis colorrectal surgiria de
una lesidn precursora serrada (cuya caracterizacion histologica engloban los pdlipos
hiperplasicos, polipos serrados sesiles, y adenomas serrados), y parece no seguir los

mecanismos habituales de la secuencia clasica de adenoma-carcinoma (31).

En este tipo de tumores pueden identificarse ciertos rasgos diferenciadores. Asi,
parece que se presentarian mas en mujeres, tumores con localizacion a nivel proximal
del colon, méas frecuencia de tumores pobremente diferenciados y, desde el punto de
vista molecular, una mayor presencia de mutaciones del gen BRAF, mientras que la tasa
de mutaciones en TP53 es mas baja (13). Estas lesiones constituyen alrededor de un 9%
de los pdlipos colorectales, y al ser minimamente elevados requieren técnicas
endoscopicas avanzadas para minimizar el riesgo de subestimar estas lesiones (13). Las

alteraciones genéticas mas frecuentes ligadas a esta via se describen a continuacion:
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-Aumento de mutaciones del gen BRAF: es un oncogén miembro de la familia RAF-
quinasa que participan en la via de sefializacion que regulan la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis. Esta mutacion se conoce también como V600E, y consiste
en una sustitucién de la valina en su posicién 600 por un acido glutamico. Se encuentra
constitutivamente activa debido a mutaciones en su estructura primaria entre un 5-15%
de los carcinomas de colon y recto y se observa casi exclusivamente en tumores
esporadicos con IMS alta, pero no en los pacientes con sindrome de Lynch. Un hecho
demostrado es que la mutacién de KRAS y BRAF son mutuamente excluyentes, es decir,
cuando uno de estos genes presenta una mutacién el otro excepcionalmente esta
mutado. Se debe sefialar que cuando KRAS o BRAF se encuentran mutados, lo que
ocurre en alrededor del 55% de los pacientes pueden tener la condicion de no

respondedores a la terapia anti-EGFR y presentan peor pronostico (30).

El mecanismo de los CCR mas comunes que surgen a través de esta via parece
iniciarse mediante una mutacion que activa el gen BRAF, lo que ocasiona una inhibicién
de la apoptosis fisioldgica a nivel de las células epiteliales del colon. A partir de este
suceso, las lesiones serradas pueden dar lugar a p6lipos hiperplasicos o p6lipos serrados
sésiles. Estas lesiones son muy propensas a la metilacion de islotes CpG de regiones
promotoras de multiples genes, y por tanto, provocaria un silenciamiento epigenético
(inactivacion indirecta del gen) de varios genes. En el caso de la metilacion del
promotor de MLH1, muy frecuente en estos casos, originan los CCR esporadicos con
IMS. Parece ser, sin embargo, un evento tardio, pero a partir del cual se produce una
rapida adicion de mutaciones de otros genes, como sucede tambiéen en el sindrome de

Lynch, y por tanto, la progresion tumoral mas rapida (31).

En conjunto el entendimiento de estas vias es clave para el disefio de estrategias de
prevencion, diagnostico temprano y tratamiento en cancer y explican en parte la alta

heterogeneidad fenotipica y genotipica de esta enfermedad.
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1.5.- ACIDOS NUCLEICOS CIRCULANTES EN PLASMA O SUERO (CNAPS)

Junto con la mejora del entendimiento de las bases moleculares del cancer, en el
manejo clinico oncoldgico se estan realizando grandes esfuerzos para encontrar
marcadores bioldgicos sensibles y especificos que permitan un diagnostico precoz, asi
como una adecuada monitorizacion del tratamiento y determinacion del prondstico de la
enfermedad cancerosa. Es bien conocido en la practica clinica comdn, que diversos
tumores son capaces de secretar seroproteinas al torrente circulatorio, como el CEA en
el CCR, el PSA en el cancer de prostata, la AFP en el hepatocarcinoma, el CA 15.3 en

cancer de mama, el CA 19.9 en tumores pancreatobiliares, entre otros (43).

Sin embargo, no todos los tumores son capaces de secretarlas, por lo que las técnicas
carecen de una adecuada sensibilidad, y pueden elevarse en procesos inflamatorios y
enfermedades benignas, lo que también limita su especificidad diagnostica. Ademas,
para la mayoria de los tumores no hay marcadores séricos, por lo que su busqueda aun

perdura.

Hace varias décadas se demostrd que los pacientes con cancer tienen niveles mas
altos de ADN libre circulante en plasma y, mas aun, que en ese ADN se pueden detectar
las alteraciones propias del tumor (44), lo que constituye un reflejo intrinseco de la
biologia molecular de la neoplasia. Como hemos visto, algunos de estos cambios
incluyen mutaciones, alteraciones de microsatélites, hipermetilacion de genes

supresores e integracion gendémica viral, entre otras.

La razon principal que ha llevado a profundizar en el estudio de los Ilamados
“Circulating Nucleic Acids in Plasma and Serum” (CNAPS) es el hecho de que en
plasma y suero queden reflejados los cambios que acontecen en el tumor primario, lo
que confiere a estas moléculas un extraordinario potencial como marcador clinico para

diagndstico y monitorizacion del cancer (45) (Figura 5).

La presencia de los CNAPS no es un concepto nuevo, pero ha suscitado un notable y
renovado interés por la comunidad cientifica en las Ultimas décadas. La existencia de

ADN libre se report6 ya a mediados del siglo pasado por Mandel y Métais en 1948 (46),
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pero pasaron 30 afios hasta que este descubrimiento comenzd a mostrar su verdadero
potencial. En 1977 Leon et al. demostraron que los pacientes con cancer presentaban
niveles basales méas elevados de ADN libre que los individuos normales, y ademas, los
pacientes con niveles persistentemente altos tras el tratamiento tenian peor prondstico
que aquellos en los que descendian (47). La sugerencia de que el ADN libre del suero o
plasma derivaba del tumor primario se reporté afios mas tarde, en 1989 por Stroun et al.
(48), pero la confirmacidn de estas hipotesis se produjo en dos estudios casi paralelos,
donde se descubrid la presencia en sangre de mutaciones de KRAS en pacientes con
neoplasias de pancreas y leucemia mielégena aguda respectivamente, demostrando que
al menos una parte del ADN libre derivaba del tumor primario (49, 50). Estos hallazgos
abrieron una importante via para la investigacion de los CNAPS como biomarcadores

en diversos tumores.

Los CNAPS incluyen varias formas de acidos nucleicos libres, tanto de ADN, como
de ARN, ADN mitocondrial, ARN viral y microARN, descubierto con posterioridad
(44, 51).

A pesar de los notables esfuerzos en la investigacion, ain se desconocen aspectos
importantes de la biologia de los CNAPS, como los mecanismos de liberacion (52, 53),
formas en las que se encuentran en sangre (54-57), o cuél es su funcion bioldgica en la
tumorigénesis o en el desarrollo de metastasis (58-63). Aspectos limitantes en el estudio
de los CNAPS se producen por la falta de rigor en la uniformidad de las técnicas de
laboratorio empleadas, la heterogeneidad de los tumores estudiados, asi como el bajo
numero de pacientes reclutados, constituyendo para algunos autores un ejemplo de

pobre traslacion de la investigacion basica a la préactica clinica (64).

Por tanto, es esperable que una mejora en el conocimiento de la biologia de los

CNAPS desemboque en un mejor diagnostico y tratamiento del cancer.
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Analyses of plasma cfDNA:
« Quantitation of total cfONA
« Quantitation of tumor cfOMNA
. + DMA integrity index
b » Detection of molecular alterations harbored
F in primary tumors:

o
1 = Mutafions in oncogenses andior tumor suppressor genes
/ (eg, KRAS, APC, ph3, PIK3CA, BRAF, EGFR, HERZ)

® Mathylation of genes
(eg, p16, APC, SEFTY, RASSF1A, GSTP1, DAPK)

® Loss of heterozygosity

= Detection of viral DNA

v v (eg, Epstein-Ban virus, human papillomawirus)

= Quantitation of mitochondrial cfDMA

= Mitochondrial DMA integrity

Analyses of plasma cfRNA:

» Quantitation of specific mRNA ssquences
(e, metasiaszin, cylokerafin 18, mammagiobin, squamouws
call carcinoma-antigen, human felomerasse reverse tanscrpfase)

= Quantitation of specific miRMA sequences
(eg, miR-1, miR-15, miR-17-3p, miR-21, miR-25, miR-20a,
miR-30d, miR-44, miR-92, miR-92a, miR-106a, miR-128b,
miR-141, miR-221m, miR-223, miR-361-3p, miR-488, miR-625)

Figura 5: representacion grafica del analisis de los CNAPS en pacientes con cancer y
que podrian servir como marcadores clinicos.

Abreviaturas: mRNA, ARN mensajero; cfDNA, ADN circulante; cfRNA, ARN
circulante; miRNA, microARN.

Fuente: Gonzalez Masia, JA, et al. Oncotargets and therapy 2013 Jul 8;6:819-32.

1.5.1- Biologia del ADN libre circulante

Como se ha mencionado, el ADN libre puede ser gendmico, mitocondrial o viral. Se
ha descrito que el ADN circulante son moléculas de doble cadena con menor peso
molecular que el ADN gendmico, y presenta fragmentos cortos de entre 70-200 pares de
bases y largos, de hasta 21 kilobases(65). Para algunos autores, la fuente principal de
ADN circulante deriva de fendbmenos de muerte celular, como la necrosis (66, 67).
Otros autores consideran mas probable su procedencia de fendmenos de apoptosis (68),
en consonancia con los fragmentos mas cortos detectados (65). Sin embargo, numerosos
trabajos en estudios realizados in vivo e in vitro sugieren también mecanismos de

liberacion activa celular (53, 68), tal vez mediados por los linfocitos de la sangre (69).

Por tanto, se barajan dos posibles fuentes de liberacion, no necesariamente
excluyentes: una “pasiva” a través de la muerte celular, bien por fendmenos de necrosis,

apoptosis 0 ambos, y una “activa”, mediante un proceso de secrecion celular.
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Teoricamente, los CNAPS deberian ser rdpidamente degradados en el torrente
circulatorio por la accion de las nucleasas, e incluso se ha comprobado que el ADN
libre mutado se degrada mas rapidamente que el no mutado (70, 71). Sin embargo, la
accion de estas enzimas se encuentra limitada, posiblemente debido a que parte del
ADN libre circule protegido en complejos o particulas, cuyas caracteristicas especiales
le confieren una proteccion frente a la degradacion enzimatica (72-74). Ademas, se ha
observado una disminucion de la actividad enzimatica ADNasa en pacientes con cancer,
interpretandose como otra razén para la elevacion de los niveles de ADN circulante
(75).

Con independencia del mecanismo o vehiculo de transporte y aunque la liberacién de
CNAPS es un fendmeno ubicuo y constante (62, 76), el hecho de que se hallasen
concentraciones elevadas en pacientes con cancer ha motivado la investigacion en su
posible implicacion oncogénica. Asi, desde el punto de vista de su posible funcion
algunos estudios han sugerido que los CNAPS tienen un efecto biolégico pernicioso
para las células sanas del organismo, y se han implicado en fendmenos tanto de
envejecimiento como de progresion tumoral, lo que supone que el genoma somatico
podria estar sometido a la accién deletérea constante de los mismos (63). Estas teorias
se sustentan en los hallazgos que demuestran la incorporacion celular de estas
moléculas mediante fendmenos de recombinacion (61), por lo que podrian tener una

actividad bioldgica que pueda ser relevante en la progresién del cancer (58, 59, 61-63).

Sobre estas premisas se han cimentado diversas hipdtesis que profundizan en la
posible contribucién de los CNAPS en el desarrollo y evolucion de la enfermedad
cancerosa, como por ejemplo la hipdtesis de las Genometastasis, en la cual mediante un
modelo experimental desarrollado en animales de laboratorio las metéstasis podrian
ocurrir a través de la transfeccion de células susceptibles localizadas en 6rganos diana a
distancia mediante la trasmision y adquisicion de oncogenes dominantes que derivarian
del tumor primario y que circulan en plasma tras ser inoculadas en ratones desnudos

inmunodeprimidos (59, 77)(Figura 6).
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GENOMETASTASIS: De la Hipétesis a la Teoria
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Figura 6: Teoria de la Genometéstasis. Fuente: Garcia-Olmo DC, et al. Cancer
Research 2010 Jan 15;70(2):560-7

1.5.2.- Valor clinico del ADN plasmatico en la enfermedad cancerosa

1.5.2.1.- Valor clinico de la cuantificacion del ADN circulante

Multiples estudios han corroborado los hallazgos iniciales de Leon et al., que
encontraron concentraciones elevadas de ADN circulante en plasma y suero de
pacientes con distintos tipos de cancer (44), como colon (78), pulmon (79-82), mama
(83, 84), estbmago (85) o esofago (86), entre otros .

Su importancia clinica en el diagnostico del cancer se puso de manifiesto en un
amplio estudio sobre enfermedades gastrointestinales realizado por Shapiro (87), donde
se mostraba una concentracion media de ADN plasméatico en pacientes con
enfermedades gastrointestinales benignas de 118 ng/ml, frente a 412 ng/ml en pacientes

con diferentes tipos de tumores malignos.

42



Sobre dichos hallazgos diversos articulos mostraron la posibilidad de usar la
concentracion de ADN plasmatico como método de cribado de cancer. Por ejemplo, en
el CCR (78), para el que se ha reportado incluso mejor sensibilidad que la deteccion del
CEA. También en el cancer de mama (84), donde se relaciona con variables
clinicopatoldgicas como el tamafio, estadio tumoral, adenopatias, grado y el estado
Her2/neu; y en el cancer de pulmén (81, 82), donde permite también estratificar el
riesgo de los pacientes. Sin embargo, amplias revisiones ponen en duda su uso como
marcador Unico (64), asi como en otros estudios la cuantificacion es desaconsejada, por
ejemplo en cancer de pulmon (88), o en el cancer de ovario incluso asociado a CA125
(89). Puede comprobarse por tanto, que la utilidad clinica de estos métodos
cuantitativos puede verse sesgada en parte por limitaciones de sensibilidad vy
especificidad en el laboratorio. A pesar de que se ha intentado establecer valores
cuantitativos de referencia en distintos tipos de cancer (90), la heterogeneidad en los
métodos de cuantificacion de laboratorio y el escaso numero y ambigliedad de las
cohortes de pacientes reclutados en los estudios, han mermado su poder estadistico
imposibilitando establecer patrones de referencia, de forma que distintos estudios sobre
el mismo tipo de tumor pueden presentar diferentes valores. Ademas, la deteccion
también de niveles elevados de ADN plasmatico en situaciones de estrés fisioldgico
(por ejemplo el ejercicio fisico), trauma o sepsis (44, 91-93) ha cuestionado la
especificidad de esta cuantificacion para su uso en técnicas de cribado de enfermedades

cancerosas.

Tedricamente la cantidad de ADN plasmatico podria verse afectada por diversas
variables clinicopatologicas como el tamafio tumoral, estadio, metéstasis, agresividad,
etc (64, 84), aunque para algunos autores no se ha demostrado una correlacion lineal
directa en el CCR (94). El grupo de Garcia Olmo et al. ha elaborado estudios en
modelos animales para profundizar en el conocimiento de la cinética del ADN
circulante corroborando estos paradigmaticos hallazgos que demuestran un aumento en
la concentracion ya en fases precoces de la enfermedad, aspecto que sugiere la
posibilidad de liberacién de ADN no mutado por parte de las células vecinas en fases
precoces del desarrollo tumoral, detectando asi un incremento en la cantidad de ADN
plasmatico total (52, 95).
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Donde la cuantificacion del ADN plasmatico puede mostrar su verdadero valor
clinico es en la monitorizacion de la enfermedad (82, 96), ya que se ha mostrado como
en pacientes con determinados niveles basales de ADN plasmatico, éstos descienden en
respuesta a tratamientos quirargicos (78, 80, 83, 85, 86), y/o quimioradioterapicos (96,
97), presentado niveles comparables a individuos sanos (80, 85, 86). Por contra,
aquellos pacientes que mantienen niveles elevados se asocian a falta de respuesta al
tratamiento, o bien si se incrementa durante el seguimiento puede predecir un aumento
del riesgo de recaida de la enfermedad (47, 78-81, 83, 98).

Los nucleosomas, como productos de degradacion de las células necroticas
tumorales en el torrente circulatorio, también han sido ampliamente estudiados y
cuantificados en los trabajos de Holdenrieder et al. por métodos de ELISA (73). El
ADN de las células necroticas, tras ser engullidas por los macrofagos (67), es liberado a
la sangre en el interior de estas estructuras. Constituyen un medio de vehiculizacion y
proteccion de la actividad ADNasa. Demostrada la existencia de nucleosomas en
pacientes sanos y enfermedades benignas (54), su valor como método de cribado queda
limitado, pero su valor en la monitorizacion de la enfermedad cancerosa queda patente
en diversos estudios, en los que se observo un incremento en el nivel de nucleosomas
plasmaticos en funcion del aumento de la apoptosis por respuesta a tratamientos de
quimioterapia y radioterapia, y un descenso final en sus niveles en pacientes que

respondieron al tratamiento (54, 99, 100).

1.5.2.2.- Valor clinico de la deteccién del ADN tumoral

La deteccion de ADN libre tumoral en plasma requiere métodos altamente sensibles,
ya que se trata de buscar estas alteraciones entre una gran cantidad de moléculas de
ADN circulante normal. EIl desarrollo tecnolégico con la llegada de técnicas de
secuenciacion masiva han propiciado la caracterizacion completa del genoma en
distintos tipos de tumores (101) (Atlas del Genoma del Céncer, 2012), desde la
secuenciacion completa (WGS: Whole genome sequencing), que conlleva una gran
complejidad, pasando por métodos métodos mas selectivos como la secuenciacion de
exomas (WES: whole exome sequencing) o la secuenciacion de un fragmento diana (TS:

targeted sequencing) para detectar mutaciones somaticas en genes controladores
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conocidos (102). La PCR digital se ha utilizado como método complementario a la
secuenciacion para la validacién de los resultados y la cuantificacion del ADN tumoral,
y es esencial conocer a priori la alteracion genética a determinar, lo que conlleva una
mayor sensibilidad en comparacion con las tecnologias de secuenciacion masiva (103-
106). Con la combinacion de ambas técnicas se ha logrado tanto la seleccion como la
validacién de un gran numero de alteraciones gendémicas en del ADN circulante

tumoral, incluyendo variantes mutacionales poco frecuentes.

Las alteraciones méas frecuentemente analizadas en la literatura son las

siguientes:

v" Mutaciones:

Muchos estudios muestran que en el ADN plasmatico pueden detectarse mutaciones
propias del tumor primario. Por ejemplo de KRAS, o de genes supresores como p53 o
APC.

Las mutaciones del oncogen KRAS, que se dan en diversos tumores como colon,
pancreas, pulmon y tiroides (64) son probablemente de las més referidas. Este gen como
veremos mas adelante, tiene caracteristicas intrinsecas que lo hacen atil como marcador,
pues tiene una prevalencia cercana al 50%, ocurre de forma precoz en el proceso de
carcinogenesis, y las mutaciones mas frecuentes se producen en un sitio muy concreto
del genoma, en el codon 12, lo que hace mas facil la realizacion de técnicas de PCR

para su deteccion (94).

Se ha reportado que las mutaciones en KRAS pueden ser detectadas en el plasma o
suero de 25-30% de pacientes con CCR, dado que sélo afectan al 30-50% de los
pacientes con este tipo de tumores (94), y el grado de correlacion entre la deteccion de
las mutaciones en plasma/suero y tejido tumoral no es perfecto. Por otra parte, en
plasma se pueden detectar otras mutaciones diferentes a las detectadas en el tumor
primario, lo que podria explicarse por la heterogeneidad clonal de los tumores (6, 107),
0 bien por la falta de sensibilidad o especificidad de algunas de las técnicas de

laboratorio. Ademas, algunos autores han detectado mutaciones en hasta el 30% de
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individuos sanos (64), lo que limita en este caso su papel diagndstico como cribado del
cancer. Algunos autores recomiendan estos marcadores como elemento complementario
a otros métodos cualitativos u otros marcadores séricos como el Cal9.9 en el
diagnostico precoz del cancer de pancreas (108), mientras que otros utilizan KRAS en la

monitorizacién de la enfermedad (109).

En una de las series tempranas y mas largas publicadas, se realizd un estudio de
cribado en plasma de pacientes que iban a ser sometidos a colonoscopia; de esta forma
trataron de correlacionar la deteccion de KRAS en plasma con los hallazgos
clinicopatoldgicos detectados. Se identific6 KRAS mutado en plasma del 83% en
pacientes cuyos tumores también tenian mutaciones en ese gen. Ademas, observaron
que determinados pacientes con colonoscopia a priori normal presentaron mutaciones
de KRAS en plasma, lo que se explicd por la posibilidad de lesiones precancerosas,
como criptas aberrantes en estadios muy precoces, sugiriendo la posibilidad de que la
deteccion de ADN mutado en plasma sirviera como cribado previo a la deteccion de

lesiones macroscopicas en la colonoscopia (87).

El valor clinico de las mutaciones de ADN plasmatico en la monitorizacién de la
respuesta al tratamiento en el CCR queda patente en diversos estudios realizados en
pacientes sometidos a cirugia y quimioterapia (96). En este sentido, otros estudios
emplearon paneles con las mutaciones mas frecuentes en el CCR (APC, KRAS, TP53,
PIK3CA y BRAF) para la monitorizacion y respuesta al tratamiento (110). También en
el postoperatorio, la cuantificacién en suero de mutaciones en KRAS fue empleado

como predictor de recurrencia (111).

Uno de los aspectos méas relevantes en la deteccion de mutaciones es que muchos
agentes quimioterapicos actuan en las vias de accion de mediadas por los genes KRAS,
BRAF, EGFR o0 p53 (112, 113). La deteccidn de estas mutaciones en plasma constituye
una buena forma de predecir la respuesta al tratamiento y de monitorizar la enfermedad.
Asi, la deteccidén de mutaciones de EGFR en plasma puede ser Util en la prediccion de
progresion, intervalo libre y resistencia a drogas en pacientes con cancer. Por tanto, los
pacientes que presenten mutaciones especificas en el tumor primario pueden ser
candidatos para la monitorizacién en sangre de su respectiva mutacion mediante el
ADN plasmatico tumoral (98, 106, 114, 115).
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v Integridad de la cadena de ADN

Basandose en las caracteristicas de los fragmentos liberados por la células tumorales,
y asumiendo que la mayor parte del ADN plasmatico procede de fendmenos de
necrosis, Wang et al. observaron que mediante PCR podian diferenciar los fragmentos
largos de ADN, maés propios de fendmenos de necrosis tumoral, frente a fragmentos
mas cortos, procedentes de fendmenos de apoptosis fisiologica (116). Estos hallazgos
dieron origen al concepto de “integrity index”, basado en el cociente entre fragmentos
largos/cortos de ADN. En dicho estudio se sugeria que la integridad de cadena

proporcionaba una forma simple y barata de deteccion del cancer (116).

Algunos de los trabajos mas citados acerca del valor diagnostico de la integridad del
ADN plamatico son los de Umetani en cancer CCR y periampular, y de mama (117,
118). Concretamente observaron incrementos del “integrity index™, incluso en fases
muy tempranas de la enfermedad. Ademas, en el cancer de mama permitié detectar con
gran sensibilidad las metastasis linfaticas de forma precoz, con mayor valor predictivo
que las variables clinicopatoldgicas mas comunmente usadas como el tamafio tumoral,
estadio, etc (118).

En otros estudios se ha mostrado el valor de este indice, no sélo en el diagnéstico,
sino en la monitorizacion de la enfermedad, observandose un descenso del “integrity
index™ en respuesta a tratamientos quirdrgicos en tumores de cabeza y cuello (119) o
melanoma (120), quimioterdpicos en leucemia (121) o radioterdpico en tumores
nasofaringeos (122).

A pesar de que en algun estudio no se ha podido confirmar su validez diagnostica
(85, 100), otros autores destacan el valor clinico del “integrity index y consideran que

reline muchas caracteristicas para convertirse en un biomarcador universal (114).
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v’ Hipermetilaciones

Como se ha visto anteriormente, en los fendmenos de tumorigénesis y progresion

tumoral se encuentran determinadas alteraciones epigenéticas, como las metilaciones.

Un aspecto muy importante para detectar este fendmeno es seleccionar
adecuadamente los genes relacionados con el tumor para mejorar la sensibilidad de los
estudios por PCR (114). Este hecho es importante porque, aungue las alteraciones
epigenéticas no son Unicas para un solo tumor, hay ciertos genes frecuentemente
hipermetilados y silenciados en cada uno de los distintos tipos de tumores, hecho que

permite utilizar paneles de deteccidn para aumentar la sensibilidad (123-125).

Algunas de las metilaciones aberrantes mas frecuentes afectan al gen supresor p16 en
pacientes con cancer de higado, pulmén y mama (126). Otros genes supresores
frecuentemente hipermetilados son APC, SEPT9, RASSF1A, GSTP1, DAPK, entre otros.
Para mejorar el diagnéstico pueden usarse en combinacion con la cuantificacion del
ADN plasmatico mutado, por ejemplo en el CCR (127). El valor clinico de su deteccion
en plasma queda reflejado en distintos tipos de tumores como el de mama (124, 125),
colon (127), higado (128), eso6fago (129), tumores uroldgicos (130), enfermedades
hematoldgicas (131), etc., que permite su utilizacion como herramienta de
estratificacion de riesgo, y prediccion de respuesta a ciertos tipos de quimioterapia (64,
114, 132), asi como también como predictor de recaida e intervalo libre de enfermedad
(127-129).

v Inestabilidad de microsatélites (IMS)

Se ha detectado MSI en mdaltiples tipos de tumores, sin embargo, existen
discrepancias entre los hallazgos del tumor y los hallazgos en el ADN plasmatico (44).
Esto, junto con el hecho de que haya diferentes microsatélites inestables en un mismo

tipo de tumor hace que a veces se cuestione su utilidad como biomarcadores. No
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obstante, algunos autores han sugerido su posible uso en diagndstico precoz en cancer
de mama (133) y para algunos, tiene mayor sensibilidad diagndstica que otras

alteraciones del ADN plasmatico en ciertos tipos de tumores, como los de ovario (89).

Suelen usarse paneles de varios microsatélites para aumentar su sensibilidad (134,
135). Asi, por ejemplo, en un estudio prospectivo de céncer de mama, en el que
determinaron un panel de 8 marcadores plasmaticos y observaron correlacién con
estadio tumoral, tamarfio, metastasis linfaticas ganglionares, receptor de progesterona y
el receptor HER2. Lo més importante es que la deteccion de estos microsatélites en
plasma proporciona importante informacion sobre el silenciamiento de genes supresores
tumorales como BRCA1 y sobretodo Cyclin D2, lo que se correlacion6 con peor
supervivencia media (135). En ocasiones, para aumentar la sensibilidad de los
marcadores, se combinan varios microsatélites con otros marcadores como metilaciones

y PSA en céncer de préstata (136).

La deteccion de inestabilidad de microsatélites en plasma podria usarse también para
monitorizar la respuesta al tratamiento en diversos tipos de cancer, como en el cancer de
mama (137), carcinoma oral (134) y en la respuesta a la quimioterapia en el melanoma

metastasico (138).

1.5.2.3.- Valor clinico de la deteccién de ADN viral

Determinados virus son considerados factores etioldgicos principales de distintos
tipos de tumores, y son detectados normalmente por técnicas de PCR. Asi, se ha
demostrado la presencia de ADN plasmatico de virus de Epstein-Barr (EBV), en
canceres nasofaringeos, enfermedad de Hodgkin y linfoma Burkitt; el virus del
papiloma humano (VPH) en tumores cervicales, de cabeza y cuello ; el virus de la
hepatitis B (VHB) en tumores hepatocelulares, gastricos y ciertos linfomas (44, 114,
126, 139-143).
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Uno de los virus més estudiados por la alta incidencia de carcinoma nasofaringeo en
paises asiaticos es el EBV. Se ha demostrado que su deteccion en plasma es una
poderosa herramienta de diagnostico y pronostico (143), y se ha relacionado también
con el grado de respuesta a la radioterapia, recurrencia de la enfermedad y

supervivencia (126).

1.5.2.4.- Valor clinico del ADN mitocondrial

Aunque las alteraciones genéticas y epigenéticas en el genoma nuclear constituyen la
piedra angular del estudio del céncer, desde el descubrimiento de alteraciones
especificas en el ADN mitocondrial en pacientes oncoldgicos (144), la monitorizacién
de estos cambios aberrantes se estan convirtiendo en una herramienta cada vez mas
importante en el diagndstico precoz del cancer, por sus ventajas sobre los métodos

basados en el genoma nuclear (145). Estas ventajas pueden resumirse en las siguientes:

- El genoma mitocondrial es méas corto y presenta una organizacion mas simple. Estas
propiedades Unicas hacen que sea mucho mas facil y efectivo en el cribado que el uso
del ADN gendmico.

- El alto numero de copias en comparacion con el ADN nuclear hace que sea un método
mucho mas sensible.

- Los fragmentos de ADN mitocondrial han sido detectados en distintos fluidos
corporales como sangre periférica (144, 146), saliva (147), orina (148) o esputo de
pacientes en estadios precoces de distintos tipos de tumores.

Las alteraciones en el ADN mitocondrial como respuesta a cambios adaptativos en
su entorno y su relacion con el cancer es ampliamente conocida desde las primeras
décadas del siglo XX, en lo que conoce como “efecto Warburg™ (149). Las alteraciones
mitocondriales han sido detectadas en plasma de individuos sanos (150), y también han

demostrado tener un papel importante en el desarrollo y la progresion tumoral (151).
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Pueden resumirse en: mutaciones puntuales, delecciones, inserciones y cambios
cuantitativos (145), y han sido identificadas ampliamente en tumores de mama, colon,
higado, cabeza y cuello, pulmon, y otros tejidos (152). Posteriormente, diversos autores
han detectado la presencia de estas mutaciones en plasma o suero relacionadas con
tumores hepatocelulares, pancreas, préstata, CCR, entre otros (153-156). Es importante
resaltar el descubrimiento de mutaciones en una region puntual caracteristica en muchos

tipos de tumores llamada "D-loop”, que podria tener valor diagndstico (144).

Diversos estudios destacan el valor diagnostico de su deteccion en suero o plasma
comparandolos con el ADN gendmico circulante. Kohler et al., utilizando PCR
cuantitativa, compard los niveles plasméaticos de ADN nucleico y mitocondrial en
pacientes con tumores benignos y malignos de mama, observando que ambos tipos de
determinaciones son capaces de diferenciar entre enfermedad benigna y maligna,
destacando la capacidad del ADN mitocondrial como biomarcador (157). Zachariah et
al. realizo un estudio sobre 104 mujeres comparando los niveles de ADN genomico
circulante y mitocondrial en mujeres con cancer de ovario, tumores benignos o
endometriosis. Observaron que el ADN gendmico circulante, de forma general, no se
relacionaba con las variables clinicopatoldgicas ni con el CA125 sérico, sin embargo, el
ADN mitocondrial era el Unico con capacidad para discriminar entre pacientes con

cancer de ovario y con endometriosis (158).

Otros estudios han utilizado la cuantificacion del ADN mitocondrial y el
denominado “mitDNA-integrity” (definido como el cociente entre fragmentos
largos/cortos de ADN mitocondrial) para discriminar entre pacientes con tumores
uroldgicos renales, de préstata y vejiga, relacionandose también con diversas variables

clinicopatoldgicas (159).
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1.6.- JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Desde que se comprobo la presencia en el torrente circulatorio de elevadas
concentraciones de ADN y posteriormente la posibilidad de detectar alteraciones
genéticas y epigenéticas propias del proceso carcinogénico (47), se han llevado a cabo
numerosos estudios encaminados a explorar el potencial clinico de este fendmeno como
marcador molecular en el cancer. Actualmente el diagnostico de la mayor parte de los
tumores soélidos se fundamenta en el analisis histopatoldgico de la pieza tumoral, y se
complementa con el uso de marcadores tumorales séricos, que presentan importantes
limitaciones en su sensibilidad y especificidad. Por ello, en este particular es
especialmente relevante en la investigacion clinica la busqueda de nuevos
biomarcadores que establezcan un diagnostico mas precoz, seleccién de poblaciones de
riesgo que requieran métodos diagnosticos mas sensibles y especificos de cribado,
permitan una adecuada gestion de las estrategias terapéuticas, asi como una
monitorizacion de la respuesta y un diagndstico precoz de las recidivas para establecer
técnicas precoces que mejoren el prondstico (94, 160-167). EI CCR es un caso
paradigmatico a este respecto, tanto por su importancia epidemiolédgica, como por la

creciente complejidad en la gestion de su manejo diagnostico y terapéutico.

El potencial valor clinico del ADN circulante en el CCR es un aspecto
considerablemente estudiado en la literatura. Con el foco en distintos aspectos
relevantes, por una parte se han elaborado estudios que han indagado en el valor
diagnostico de la deteccion y cuantificacion del ADN circulante para el cribado del
cancer mediante el estudio comparativo sobre grupos control de individuos sanos
sometidos a estudios colonoscopicos (87). También se ha estudiado su relacién con
respecto a diversas variables clinicopatoldgicas que atafien a la estadificacién tumoral.
Sin embargo, en ambos casos la falta de valores de referencia precisos se ha puesto de
manifiesto, tanto por la heterogeneidad metodologica de los estudios como por la
dificultad en la seleccién de valores de corte, que segun se establezcan veran
inversamente alterados los valores de sensibilidad y especificidad diagndsticos y que
impiden una adecuada caracterizacion de la enfermedad cancerosa (44, 64). También se
ha estudiado su valor pronostico asociado como factor de riesgo independiente de DFS

(del inglés -“deseasase free survival”-) y OS (del inglés ““overall survival”-) (64, 127,
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168-170), y han tratado de establecer una correlacion directa entre los valores de
cuantificacion general de ADN circulante o en la deteccién de mutaciones plasmaticas
KRAS con el DFSy OS (171).

Por ultimo, y donde reside un mayor riqueza bibliogréafica es en la utilizacion de la
dindmica del ADN circulante para monitorizar la respuesta de pacientes sometidos a
tratamientos quirdrgicos (96, 172) y/o quimioterapicos (85, 86, 97, 127, 168, 169, 173-

175), como también en el estudio de su valor predictivo de respuesta al tratamiento.

En conclusion podemos resumir que la utilizacion del ADN circulante como
biomarcador en el CCR ademas de su valor clinico tiene varias ventajas potenciales,
como la posibilidad de ser medido por técnicas no invasivas, rapidas y de bajo coste.
Ademaés permiten la caracterizacion molecular tanto del tumor primario como de las
posibles metastasis, pues el ADN circulante proporciona representacion de todos los
sitios del tumor, y por tanto aporta informacion de todos los eventos moleculares
destacados del proceso de tumorigénesis (161). Se establece asi como una auténtica
"biopsia liquida" capaz potencialmente de solventar los problemas derivados de la
heterogeneidad molecular no solo intratumoral, sino también en las diferentes
localizaciones de la enfermedad, poniendo de manifiesto los cambios a nivel gendémico,
epigenomico y transcriptomico que se producen a lo largo de la evolucion del cancer en
el individuo (33, 94, 114, 160). Estos argumentos lo podrian convertir en una
herramienta indispensable y eficaz para establecer medidas oncologicas mas
especificas, al analizar el genotipo del tumor en tiempo real e identificar mutaciones
relevantes que no son detectadas con la biopsia de tejidos, y que se producen durante el
transcurso de la enfermedad. Se posibilita dar un paso mas hacia la medicina
personalizada mediante la terapia oncoldgica dirigida, como ya ocurre en la practica
clinica habitual con la deteccién de mutaciones de KRAS en tumores para la toma de
decision en el tratamiento con quimioterapicos basados en anticuerpos monoclonales

anti-EGFR del inglés- endotelial growth factor receptor-) (33).

Sin embargo, la biopsia liquida todavia hoy tiene, ademéas de algunas limitaciones
clinicas algunos interrogantes por resolver, como la posibilidad de que no todos los
tumores liberan una cantidad suficiente de ADN a la circulacion sanguinea que facilite

su deteccion, asi como la imposibilidad de asignar un genotipo especifico para cada
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tumor particular, especialmente en pacientes con multiples metastasis (33), por citar

algunas de las més importantes.

Basado en estos aspectos y a pesar de sus limitaciones esta biopsia liquida se ha
erigido como una herramienta clinica que ha permitido avanzar en el diagndstico y
monitorizacion de la enfermedad cancerosa, que ademas podria estar implicada
bioldgicamente en la progresion tumoral y en el desarrollo de metastasis, podria
eventualmente sustituir las muestras de tejido tumoral y ser una herramienta clave en la
planificacion las estrategias terapéuticas adyuvantes del CCR. De la mano del desarrollo
e innovacion tecnoldgica actual es esperable nuevos avances que reporten un
incremento de su utilidad clinica y una mayor implementacion en el terreno de la

oncologia y mas concretamente en el CCR.

En consecuencia, dado el posible valor de los CNAPS en la biologia tumoral y para
explorar su potencial valor clinico en nuestro trabajo nos propusimos analizar los
niveles de ADN plasmatico total y tumoral en el CCR en el perioperatorio inmediato en
cuanto a su valor diagnéstico y pronéstico mediante el empleo de distintos métodos de
cuantificacion, e indagamos en la posible relacién de la deteccion de ADN plamatico
tumoral en la monitorizacion de la respuesta al tratamiento con la exéresis quirurgica

del tumor primario.
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2.- OBJETIVOS

1.- En pacientes de cancer de colon, valorar la utilidad diagndstica -en el estadiaje
tumoral- y prondstica, de la cuantificacion de ADN plasmético total mediante tres
técnicas: PCR cuantitativa en tiempo real, fluorimetria y espectrofotometria.

1.1. Comparar la utilidad de estas técnicas entre si.
2.- En pacientes de cancer de colon con mutaciones en el gen KRAS, valorar la utilidad
diagnostica -en el estadiaje tumoral- y pronostica de la deteccion de ADN plasmatico

mutado, mediante PCR en tiempo real.

3.- Evaluar el efecto de la exéresis quirtrgica tumoral de colon sobre los niveles de

ADN plasmatico total y tumoral en el postoperatorio inmediato.

HIPOTESIS

HIPOTESIS CONCEPTUAL

El analisis del ADN libre circulante en plasma no es Util para el estadiaje tumoral en el
momento del diagnostico de cancer de colon esporadico, pero si puede tener un valor
prondstico predictivo.

HIPOTESIS OPERATIVAS

+* Los niveles de ADN plasmatico total no se relacionan con el estadio tumoral.

¢ La deteccién de ADN plasmatico tumoral no se relacionan con el estadio

tumoral.
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++ La variaciéon en los niveles de ADN plasmatico total entre el pre y el
postoperatorio de la exéresis quirdrgica tumoral, tiene valor predictivo

prondstico.

HIPOTESIS ESTADISTICAS

-Hipotesis nula: en pacientes de cancer de colon sometidos a tratamiento quirdrgico,
los niveles de ADN plasmaticos no cambian con la exéresis tumoral, ni tienen valor

pronostico.

-Hipotesis alternativa: en pacientes de cancer de colon sometidos a tratamiento
quirargico, los niveles perioperatorios de ADN plasmatico tienen valor predictivo

pronostico.
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3.- PACIENTES Y METODOS

3.1.- SUJETOS DE ESTUDIO

El grupo de estudio se integr6 por pacientes diagnosticados y tratados
quirargicamente de CCR, segun los protocolos de actuacion del Servicio de Cirugia
General del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete (CHUA), dentro del area
de cobertura sanitaria de dicho Centro (poblacidn aproximada de 400.000 habitantes).
Los pacientes se reclutaron de forma consecutiva durante 3 afios, comenzando en mayo
de 2012. Asimismo, se emplearon muestras bioldgicas de pacientes diagnosticados con
anterioridad y almacenadas en el Biobanco del CHUA.

3.1.1.- Criterios de inclusion

1.- Pacientes diagnosticados de adenocarcinoma de colon que fueron intervenidos en el
CHUA, y de los cuales pudo obtenerse muestras sanguineas y de tejidos tumorales para
confirmacion histopatoldgica del tumor.

2.- Pacientes que, cumpliendo los requisitos legales generales (mayoria de edad, no
incapacidad, etc), firmaron los consentimientos informados para poder trabajar y

procesar sus muestras biolégicas en el laboratorio.
3.1.2.- Criterios de exclusion

1.- No cumplir alguno de los criterios de inclusion.

2.- Pacientes con problemas graves de coagulacion que impidieran el normal
procesamiento de las muestras plasmaticas.

3.- Haber estado expuesto en los 30 dias previos a la intervencion cualquier tipo de
tratamiento antitumoral.

4.- Localizacion rectal del tumor.

5.- Presentar durante la realizacion del estudio algun proceso neoplasico activo diferente
del propio CCR.



3.1.3.- Consideraciones éticas

Todas las muestras obtenidas para el estudio pasaron a formar parte del Biobanco del
CHUA, al que se solicitdé formalmente autorizacion para la colaboracion en el inicio del
proyecto. A todos los pacientes reclutados para el estudio se les inform6 verbalmente y
por escrito del objetivo de la toma de muestras para la investigacion, garantizandoles la
confidencialidad y voluntariedad del mismo, y solicitandoles la firma del modelo de
consentimiento informado adoptado por el Biobanco del CHUA, asi como un

consentimiento especifico del estudio.

3.2.-OBTENCION DE LAS MUESTRAS Y PROCESAMIENTO INICIAL

Los procedimientos para extraccion de muestras biologicas fueron previamente
valorados y aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del CHUA. El
esquema general de desarrollo del trabajo queda reflejado en la figura 7.

-Toma.de muestras.de sangre.y tejido.
tumaral

-Extrancitn de ADN plasmiticoy ADN .gém
meral

oo -Deteccitn plasmitica de
-PCR-PNA ADN tumeral. ADN mutada: PCR-PNA

Figura 7: esquema temporal de desarrollo del estudio.

3.2.1.- Muestras sanguineas: se recogieron dos muestras sanguineas de cada paciente.
La primera fue en el preoperatorio, es decir, durante las 24 h previas a la intervencion
quirdrgica. La segunda fue en el postoperatorio inmediato, periodo que comprende los
7-10 dias posteriores a la intervencion previo al alta hospitalaria, siempre que no
hubiera ninguna complicacion médica o postquirurgica activa, en cuyo caso se recogian
las muestras cuando dicha situacion proinflamatoria hubiera cesado en las
determinaciones clinicas y analiticas. Las muestras eran recogidas en 3 tubos con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), a razén de 10 ml por tubo.
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Por tanto, el volumen de partida de las muestras sanguineas fue de 30 ml, que se
sometid a dos centrifugaciones consecutivas. La primera fue de 10 minutos a 1.800 g.
Se recogi6 el plasma con cuidado de no arrastrar el sedimento, y se sometio a la
segunda centrifugacion durante 10 minutos a 3.000 g, recogiéndose de nuevo el plasma

con la misma precaucion (figura 8).

A) B)

Figura 8. A) Centrifuga empleada para el procesamiento de muestras. B) Gradilla de

congelacion de muestras.

El plasma obtenido se alicuoté a razén de 1,1 ml en microtubos de 1,5 ml. Las
alicuotas destinadas a la realizacion inmediata de PCR se almacenaron a 4°C, y se
utilizaron en un plazo maximo de 72 horas. El resto se almacenaron a -80°C para su
posterior analisis por otros métodos.

3.2.2.- Muestras de tejidos tumorales: las muestras de tumores primarios se
recogieron en fresco durante la intervencion quirdrgica, e inmediatamente se remitieron
al Servicio de Anatomia Patologica del CHUA. Tras la valoracién macroscopica y de

forma previa al tallado para el diagnéstico histopatolégico y estadificacion del tumor, se
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destinG una parte al Biobanco, que se congeld a -80°C, y de la cual obtuvimos muestra
para el presente estudio.

3.2.3.- Recogida de datos, variables clinicas y seguimiento

Todos los datos y variables clinicas de los pacientes incluidos en el estudio se
extrajeron de la entrevista clinica realizada en la consulta de Cirugia General previa a la
intervencion quirurgica, asi como de los informes existentes en el historial médico de
cada paciente, reflejados en la estacion clinica informatica implantada en el CHUA,

denominada "Mambrino XXI".

El seguimiento clinico de los pacientes se llevd a cabo mediante las entrevistas
clinicas periddicas realizadas igualmente en las consultas de Cirugia General, asi como
de Oncologia Médica, utilizando los medios complementarios diagndsticos habituales
(analitica con marcadores tumorales, pruebas de imagen, colosnoscopia, etc) para
objetivar la evolucion, complicaciones a medio y largo plazo, recidiva, tratamiento
complementario, exitus, etc. Para su consulta se utilizaron los datos reflejados en la

estacion clinica informatica "Mambrino XXI" del CHUA.

En la recogida de datos se disefid una base empleando el programa Excel 2015
v.12.3, donde se recogieron los datos de filiacion (nombre y apellidos, namero de
historia clinica, fecha de nacimiento), datos clinicos (diagnostico, localizacion del
tumor, complicaciones, tratamiento adyuvante, etc), estadificacion (TNM, grado de
diferenciacion), gestién de la coleccion de los tejidos tumorales y de la seroteca (fecha
de recogida, cantidad de muestra, concentracion de &cidos nucleicos) y evolucion de los

pacientes (recidiva, metastasis, exitus).

Finalizado el periodo de recogida de muestras y andlisis de laboratorio, los datos
fueron posteriormente codificados, tabulados e incorporados a la base de datos para su

andlisis estadistico posterior, para lo cual se utiliz6 el paquete estadistico SPSS v.23.

62



3.3.- EXTRACCION DE ADN DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

3.3.1.- Extraccion de ADN de tumores

La extraccion de ADN de tumores primarios se realizd mediante el "kit" comercial
especifico de tejidos denominado “DNeasy Blood and Tissue” (Qiagen®, Hilden,
Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se procedera a la combinacion de
25 gramos de muestra de tejido tumoral procedente del biobanco del CHUA con los
diferentes reactivos que aporta el "kit" en el interior de columnas de silica (figura 9), y
posteriormente se someteran a varias fases de centrifugacion para obtener el eluido,
todo ello siguiendo las instrucciones del fabricante segun el protocolo de extraccion y
purificacién de ADN. El volumen de elucion final fue de 200 pl.

Se hicieron cuatro alicuotas de cada ADN extraido. Una se mantuvo a 4°C, mientras

se realizaban los andlisis por PCR, mientras el resto se conservaron a -20°C.

3.3.2.- Extraccion de ADN de plasmas

La extraccion de ADN de muestras de plasma de los pacientes con CCR se
realizd mediante el "kit" comercial especifico de plasmas denominado “QlAamp DNA
Blood Midi Kit” (Qiagen®, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se procederd a la combinacion de las muestras de plasma con los diferentes
reactivos que aporta el "kit" en el interior de columnas de silica (figura 9), y
posteriormente se someterd a varias fases de centrifugacion para obtener el eluido, todo
ello siguiendo las instrucciones del fabricante para la obtencion de muestras biologicas.
El volumen de partida de las muestras de plasma fue 1 ml. El volumen de elucién final
fue de 150 pl.
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Figura 9: columnas de silica empleadas para la extraccion de ADN de las muestras de
tumores y plasmas.

Se hicieron alicuotas de cada ADN extraido. Se conservaron a -20°C si se usaron

para los andlisis en un plazo inferior a un mes, 0 a -80°C si se excedia dicho plazo.

3.4.- DETECCION DE SECUENCIAS DE KRAS MEDIANTE PCR EN TIEMPO
REAL

3.4.1.- Deteccién de secuencias de KRAS mutado en muestras de tumores

La técnica que se empled para detectar mutaciones en el codon 12 del exon 1 del
gen KRAS humano se baso en el uso de oligdbmeros acido péptido nucleicos o sondas
PNA (del inglés, Peptide Nucleic Acid), combinados con sondas de hibridacion
denominadas FRET (del inglés, Fluorescence Resonance Energy Transfer), en el
sistema de PCR cuantitativa en tiempo real denominado “LightCycler” de Roche

Diagnostics (Mannheim, Alemania), utilizando la version 4.0 de su software (figura 10).

La sonda PNA fue sintetizada por Panagene (Daejeon, Corea del Sur) y es una
molécula complementaria a los codones 10 a 14 del exon 1 del gen KRAS. Se afiadid
para inhibir la amplificacion de las secuencias no mutadas de dicho gen, y su secuencia
se muestra en la Tabla 2. Estas sondas son analogos artificiales de ADN, en los que el
anillo ribosa-fosfato del ADN es sustituido por una estructura de poliamida. A pesar de
este cambio radical estructural, y debido a su estructura quimica, estas sondas son
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capaces de unirse a secuencias complementarias de ADN de manera muy especifica
(Figura 10). Se muestra un esquema de actuacién del sistema FRET-PNA (Figura 11).

Utilizando esta técnica, se examino la presencia de tres tipos de mutacion:

- Gly1l2Asp (GGT—GAT).

- Gly1l2Cys (GGT—-TGT).

- Gly12Val (GGT—GTT).

Se utilizaron dos cebadores que amplificaban un fragmento genémico de 164 pares de
bases (pb), especifico del exdn 1 del gen KRAS. Las secuencias de los cebadores fueron
sintetizados por Bonsai Technologies Group, S.A (Madrid, Espafia). Se utilizaron dos
sondas de hibridacion para cada amplificacion, denominadas “sensor” y “anclaje”. La
sonda “sensor” fue disefiada para ser complementaria a la mutacion puntual de interés
en el gen KRAS, marcada con el fluoréforo LC-Red705 (longitud de onda de emision:
705 nm) en el extremo 5', y fosforilada en el extremo 3', para evitar su extension por la
Tag ADN polimerasa. La sonda de “anclaje” se marco con fluoresceina (Flu; longitud
de onda de emisién: 525 nm) en el extremo 3', y su secuencia fue la misma en todos los
casos. Las secuencias de las sondas “sensor” se muestran el la tabla 6. Las sondas
fueron sintetizadas por TIB MOLBIOL (Berlin, Alemania).

En cada muestra se realizé en primer lugar una PCR con la sonda especifica para la
mutacion Gly12Asp, ya que era la méas frecuente. Si no resultaba positiva o la sefial era
débil, se probaban las otras dos. Si no habia sefial fluorescente con ninguna de las 3
sondas, se consideraba que el tumor no tenia mutaciones en el codon 12 de K-RAS.

Para todas las PCR, se utilizo el “kit” denominado “LightCycler Fast Start DNA
MasterPLUS Hyb Probes” de Roche Diagnostics, que contenia la enzima Tag ADN
polimerasa, tampon de reaccién, MgCI2 y desoxinucleétidos trifosfato (ANTPs). La
mezcla de reaccion tenia un volumen total de 20 pul, conteniendo 1 uM de cada cebador,
0,4 uM de cada una de las sondas fluorescentes, 2 uM de sonda PNA, 2 mM MgCI2
(Biotools B&M Labs, S.A), 1 Ude Tag ADN Polimerasa (Biotools B&M Labs, S.A) y
un minimo de 55 ng de ADN en un volumen de 2 pl.
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NOMBRE SECUENCIA

Cebador "forward" (5"--> 3") | aaggcctgctgaaaatgactg

Cebador "reverse” (5°--> 37) ggtcctgcaccagtaatatgca

Sonda "sensor" - GAT LC-Red705-ttgcctacgccAT Cagctccaa-P
Sonda "sensor" - TGT LC-Red705-ttgcctacgccACAagctccaa-P
Sonda "sensor” - GTT LC-Red705-ttgcctacgccAACagctccaa-P
Sonda "anclaje" cgtccacaaaatgattctgaattagctatcgtcaaggcact-Flu
Sonda PNA NH-cctacgccaccagctcc-CONH

Tabla 6. Secuencias de los cebadores, sondas FRET y sonda PNA utilizados en los
analisis por PCR en tiempo real. Flu: fluoresceina; LC-Red 705: Fluoroforo
denominado LightCycler-Red 705; P: grupo fosfato; PNA: Peptide Nucleic Acid.

En cada PCR se afiadio a la mezcla de reaccion 1 ul de la enzima Uracil-ADN-
glicosilasa (Roche Diagnostics), para evitar contaminaciones por productos
amplificados.

En todas las PCR se incluyeron muestras de ADN procedentes de tumores con

secuencias conocidas de KRAS como controles positivos, y agua como control negativo.

Los ciclos de temperatura se programaron de la siguiente forma: 10" a 95°C,
para activar a la enzima y producir la desnaturalizacién del ADN, seguido de 50 ciclos
de 2”7 a 95°C, 10" a 70°C, para la union de la sonda PNA, 7" a 60°C, para el
anillamiento de los cebadores y las sondas FRET, y 15" a 72°C. La fluorescencia fue
detectada en el canal F3/F1 del sistema, siendo F3 el canal que detecta la emision de
fluorescencia de LC-Red 705 (longitud de onda de emisién: 705 nm) y F1 el canal que
detecta la emision de la fluoresceina (longitud de onda de emision: 525 nm), y analizada
en el canal F3/back-F1 del sistema. Este canal es especifico para el analisis con sondas
de hibridacion, utilizando LC-Red 705. Se resta la emision de la fluoresceina porque,
aungue se utiliza como fluoréforo excitador, no es la deteccion de su fluorescencia lo

gue intereso para el estudio.
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Figura 10: LightCycler de Roche. Aparato y software empleados para la realizacion de

las PCR.
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Figura 11: comparacion de la estructura quimica de la sonda PNA 'y una molécula de
ADN. Fuente: Dominguez Berzosa C. (Tesis Doctoral). Madrid: Universidad Autbnoma
de Madrid; 2010.

67



Sonda de anclaje Sonda “sensor”
(Donadora) (Aceptora)
FXCTTACTON FRET
| | FHgl |

ADN DIANA MUTADO

1 a 5 bases Codén 12
exon 1
K-ras

MUTADO

Sonda “sensor”
(Aceptora)

Sonda de anclaje
(Donadora)

P ADN DIANA NO MUTADO

Codon 12
exon 1
K-ras NO MUTADO
BLOQUEADO

Fluoresceina (donador de
fluorescencia)

LC Red705 (aceptor
de fluorescencia)

®

Grupo fosfato

Figura 12. Sistema FRET-PNA para la deteccion de mutaciones puntuales en el
codon 12 del exén 1 del gen KRAS humano. A: unidn de las sondas FRET al ADN con
mutacion en KRAS; B: bloqueo de la secuencia no mutada de KRAS por la sonda PNA.
Fuente: Dominguez Berzosa C. (Tesis Doctoral). Madrid: Universidad Autonoma de

Madrid; 2010.

68



3.5.- METODOS DE CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE ADN
PLASMATICO

La cuantificacion del ADN plasmatico se realizé mediante tres técnicas distintas.
3.5.1.- Cuantificacion mediante fluorimetria

Es un método de cuantificacion que se realiza sin extraccion previa del ADN. Se
utilizo el kit “Quant-iT dsDNA Assay Kit, High Sensibility” (Invitrogen, Waltham,
MA, USA) sobre las muestras de plasma, siguiendo las instrucciones del fabricante, y
los resultados se determinaron cuantificando el marcador fluorescente mediante un
fluorimetro (Spectramax Lab, Molecular Devices, Silicon Valley, California, USA).

Para ello se utilizaron placas de 96 pocillos donde se ubicaron las muestras.

Se equilibraron todos los reactivos a temperatura ambiente, y se hizo la solucion
de trabajo, para lo cual se diluia el reactivo Quantit ds DNA HS (reactivo A) con
dsDNA HS buffer (reactivo B) en una proporcion de 1:200. Seguidamente, se ponia en
cada pocillo 200 ul de esta solucion, 10 pl de la solucion estandar, y 10 pl de la muestra
problema. Todas las muestras (estandares y plasmas) se realizaron por duplicado y en

horizontal, como se muestra en la figura 13.

St St St st st st st st st st st st

st st7 " |st st

MX 1|MXL [MX 2|MX 2[MX 3|MX 3|MX 4|MX 4|MX5|MX5|MX 6| MX 6
10pL |10pL |10pL |10pL |10pL |10pL |10pL |10pL |10pL |10pL |10pL | 10pL

MX 7 MX7/MX8 MX8 MX9 MX9 MX |[MX [MX |[MX |[MX |MX
10pL | 10pL |10pL |10pL |20pL |10pL |10 10 11 11 12 12
10pL {10pL |10uL |210pL |10pL |10uL

Figura 13: protocolo para la cuantificacion de las muestras por fluorimetria.
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Durante todo el proceso se protegieron de la luz los reactivos y tampones con
papel de aluminio, para evitar deterioro de la actividad de los fluor6foros.

Para la cuantificacion del ADN mediante este procedimiento es preciso crear
previamente una curva estandar que se realizd siguiendo las instrucciones del
fabricante, se us6 como patrén y se guardé como plantilla. Posteriormente, realizadas
las diluciones y puestas las muestras en los pocillos se procedioé a medir la fluorescencia
usando un lector de placas que cuantifico la emision de fluoresceina en un rango
determinado de longitud de onda (excitacion 510/ maxima emision 527 nm),
comparandola con la curva estdndar creada con anterioridad mediante el Software
SoftMax Pro version 5.2, segin se muestran en la figura 14. De esta forma se

obtuvieron las cuantificaciones de ADN plasmatico en pg/pl.

B SoftMax Pro

File Edit Experiment Wiew Graph Protocols Control W Help

o portBeiected Stakhex

7 Untitled

 011012-2.pda

w il PicoGreen dsDHA Duantitation
- EJ Introduction Fit

To use this Protocol:

1. Delete urwanted Sections.

2. Modify the Instruraent Settings based on your specific reader by pressing [Setu].
3. Click the [Template] button and assign any default or new groups as neo

b tetrplate to help prepare ywour microplate. .
Bl 4. Select the desired Reduction and Display (Raw vs. Redused) parameters. (W] Molecular Devices
Cl 5. Save this protocol with a different naree in the sarne folder as the Softhde @
pl protocol can now be aceessed through the Assays menn. & copy of the orig S oft M a X P r O S Oftwa re
El Iocation THE INDUSTRY STANDARD FOR MICROPLATE DATA ANALYSIS
F o (B8 Platet [ settings || £ Template ||§ ——— e
5 1 (B e ————
9 1 " ety snaerie | ZESE 3] e 'w_“_é I!l_ —
Hi —

Plate#1
g 7

1 2 3 4 5 9 10

511235526075 3510,0/175,75 235 12 206,51 444,25 455 03 505 51 749,31
B|1251 4/1626,5 2172 5 1665 6
| c|z2s 251405 smea s 007 5 2020070123
D|3633,5/4302,1 067 57420 3(7426,2 T658,1 5054 514171 5 7349,4| 10253
E|3560 64361 4 54051 7234 7 4A52,5 59054 513512 2/5514.7 10595 7ARG 4
F 3504 54985,9 5210, 5456,3 7238,6 579705090 1 74525 500135500 £
Registered to: M&RIA PICAZ0
G 3622 55245 5 51513 6671 515351 2 5543,0 4040 7 6780,1 7011 5 7884 £ Company CHL
H|3284 256155 6193,3 7632 70471 019542 215532 519142,3 6126,019304 4 Serial Humber SMPS00-0786330001
Instiument tppe: Mo Instrument connected

Wiavelenoth Combinstion: ILm1
Mean Tempersture: 29,5
- Reader: SPECTRAmMax: GEMIM XE ROM w4 55 15 Jan 01

- m Standards ft1° Copyright © 1333-2007 Molecular Devices Corp., Al rights reserved

Instrument serial number:
Instument ROM version:

¥5.2

Standards (pgmly

Sample Conecentration Back Calc Cone  Well:  RFUWalues Mean RFU Value  Std.Dew.  CW%

S04 0,000 075 Al 123,550 196,700 103,308 525
0,850 Az 269,750

Stz 0,500 Masked A3 Mased Ml azked Mazhed Mazhe,
Masked Ad M asked

SH03 1,000 Masked AS Mased 286,614 0,000 oo
1,040 AG 286,514

S04 2,000 1,876 AT 444,247 461,126 0,743 22
1,850 A2 452,025

S5 4,000 2,706 A0 205,212 FT7 660 20,067 a1
= A0f &40 7aa s

Figura 14: cuantificacién de ADN por fluorimemtria.
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3.5.2.- Cuantificacion mediante espectrofotometria de retencion de muestra

Se utilizd un espectrofotometro de amplio espectro (Nanodrop; ND-1000
Spectrophotometer, Wilmington, USA) como el que se muestra en la figura 15, que
permite analizar 1 pl de muestra con gran precision, utilizando la tecnologia de
retencion de muestra sobre una plataforma de medicion. Asi, tras la extraccion del DNA
utilizamos un volumen de 2 pl en 3 determinaciones consecutivas, midiendo la
absorbancia a 260-280 nm. Al inicio de cada sesion y cada 5 determinaciones se hacia
un “blanco” con 2 ul de agua ultrapura MilliQ (Purite Select BiOClub, Durvitz S.L.
Paterna, Valencia) en el sistema para minimizar errores en las determinaciones. Todas
las muestras fueron medidas por triplicado, para confirmar la exactitud de los

resultados, y se obtuvieron las determinaciones de ADN plasmatico en pg/ul.

Figura 15. Espectofotometro Nanodrop: ND-1000.

3.5.3.- Deteccion y cuantificacion de secuencias de KRAS mediante PCR en tiempo
real del ADN plasmatico total

Las muestras de plasmas pre y postoperatorias se analizaron mediante PCR en
tiempo real con sondas FRET, con un protocolo similar al descrito para el anélisis del
ADN procedente de los tumores.

Primero, se amplifico la totalidad de las secuencias del gen KRAS de cada muestra
(ADN mutado y no mutado) en una PCR sin sonda PNA, con el fin de comprobar la
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presencia de ADN plasmatico. Seguidamente, en las muestras de los pacientes cuyos
tumores tenian KRAS mutado, se realizd6 una segunda PCR con PNA y la sonda
especifica para la mutacion tumoral, poniendo 3 réplicas de cada muestra con un
volumen de 7 ul de ADN.

En las PCR sin sonda PNA se incluyeron ADN procedentes de tumores con
secuencias conocidas de KRAS y ADN procedente de plasmas de voluntarios sanos
como controles positivos y agua como control negativo, y en las PCR con sonda PNA
se incluyeron ADN procedentes de tumores con secuencias conocidas de KRAS como
controles positivos y ADN procedente de plasmas de voluntarios sanos y agua como

controles negativos.

El ADN obtenido por el método descrito en el punto 3.3.2 se analizé6 mediante una
técnica de PCR-Q con sondas FRET para la cuantificacion de secuencias de KRAS total
(mutado y no mutado) y deteccién de ADN mutado utilizando el equipo ya mencionado

denominado “LightCycler”.

Para el andlisis de las muestras de ADN plasmatico se utiliz6 un protocolo similar al
descrito para la deteccion de ADN tumoral plasmaético, pero fue preciso generar
previamente las consiguientes curvas estandar externas para cuantificar, a las que se

ajustaron la curvas obtenidas de las muestras de nuestro estudio.

Para obtener la curva estandar, se realizd la amplificacion de réplicas de ADN de un
tumor con la mutacion Gly12Asp mediante PCR en tiempo real. Una vez finalizada la
PCR, se recuperaron los productos amplificados y se sometieron a electroforesis en un
gel de agarosa al 1 % en tampdn Tris-acetato-EDTA (TAE) con bromuro de etidio 0,5
pg/ml. Las bandas de ADN fueron visualizadas mediante un sistema de
fotodocumentacion modelo IP-010-SD de Vilber Lourmat (Torcy, Marne La Vallée,
France), se cortaron con un bisturi y se purificé el ADN con el “kit” comercial “DNA
Gel Extraction Kit” (Millipore Corporation, Bedford, MA, EE.UU.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. A continuacion se valoro la concentracion total del ADN
mediante “NanoDrop” y se procedi6 a la obtencion de los patrones o “estandares” para
generar la curva. Para ello, se realizaron diez diluciones con agua MilliQ (Purite Select
BiOClub, Durviz S.L. Paterna, Valencia), y se valoré la concentracion de ADN de cada

dilucion con “Nanodrop”. Se realiz6 una PCR cuantitativa de las diluciones y asi se
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obtuvo la curva estandar externa. Para ser aceptada como valida, la curva tuvo que

cumplir tres requisitos:

- La pendiente (“slope”) debia ser menor de -2,9 (da idea de la eficiencia de la

reaccion).

- El error debia ser menor de 0,1 (informa sobre las variaciones entre muestras - errores

experimentales de “pipeteo”-).

- El coeficiente de regresion (R) debia ser igual a 1 (da informacion sobre errores

sistematicos, por ejemplo, el error acumulado al hacer las diluciones seriadas).

La grafica fue creada con el logaritmo de la concentracion de ADN frente al nimero

de ciclos y las unidades en las que se realizaron las cuantificaciones fueron pg/reaccion.

Una vez obtenida la curva estandar, se procedid a realizar las PCR de los plasmas.
En cada sesidn se pusieron 3 réplicas por muestra y se incluyeron 4 estandares. Siempre
gue se pudo, la cuantificacion se realizd con los estandares introducidos en cada sesion.
Cuando la curva generada por los estandares no cumplié los requisitos mencionados
anteriormente, se recurrio a la curva estandar externa. Se establecio como referencia el
que la desviacion estandar de los ciclos umbral de las tres réplicas no superase los 0,5
ciclos. Si en algun caso se superaba este limite, se repitié la PCR.

Los estandares se mantuvieron a 4°C mientras se realizaban las distintas PCR. En el
momento en el que se observé variabilidad en los ciclos umbral de los estandares, se

hicieron nuevas diluciones a partir de una nueva alicuota de la solucion original.

Tras la realizacion de la PCR, el sistema cuantificaba sobre la base de la curva
estandar, dando valores medios de las 3 réplicas de cada muestra. A partir es esos
resultados pudimos calcular la cantidad total de ADN que habia por muestra de plasma,

mediante los siguientes calculos:

73



Cantidad de ADN por ml de plasma (pg/ml):  x pg /2 microl x 100 pl x 1 ml
2 ul: cantidad de ADN de partida para la PCR.
100 pl: volumen de elucion del ADN.
1 ml: volumen de plasma de partida.

Los valores obtenidos por el aparato reflejaban la cantidad de ADN (en pg) que
habia en los 2 pl de volumen de muestra de partida. En esta determinacion se
amplificaron la totalidad de la secuencias del gen KRAS en cada muestra, es decir, el
ADN mutado y no mutado. Cada reaccion se realizd por triplicado utilizando 2 ul de
muestra; y para ello se incluyeron en las PCR ADN procedente de tumores con
secuencias conocidas de KRAS como control positivo, y ADN de voluntarios sanos y

agua como controles negativos.

Para las determinaciones de ADN plasmatico mutado se amplificaron Gnicamente la
secuencias mutadas del gen KRAS tras conocer previamente la mutacion especifica del

tumor.

Dada las bajas concentraciones de ADN plasmatico mutado, en las PCR-Q se
consideraron el niamero de réplicas positivas obtenidas. Cada PCR se realizd dos veces
y en cada reaccion se utilizaron muestras de ADN plasmatico por triplicado empleando
7 pl de volumen de muestra de ADN en cada réplica. De esta forma se obtuvieron 6
posibilidades de determinacion de ADN mutado para cada una de las muestras
plasmaticas, 3 por cada una de las dos PCR realizadas sobre cada muestra. En cada PCR
se incluyeron ADN procedente de plasmas con secuencias mutadas conocidas de KRAS

como control positivo; y plasma de voluntarios sanos y agua como controles negativos.
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3.6.- ANALISIS ESTADISTICO

3.6.1.- Anélisis descriptivo

Para describir la distribucion de cada variable como indices estadisticos, se
calcularon porcentajes en el caso de variables cualitativas, y medidas de tendencia
central y dispersion para sintetizar la distribucion de las variables cuantitativas, asi
como sus intervalos de confianza. Como indices complementarios se considerd, en estas
ultimas, la asimetria de la distribucion y el grado de apuntamiento respecto de la ley
normal, con objeto de comprobar la idoneidad en la aplicacion de posteriores test

estadisticos que exigen la normalidad de la distribucion de las variables.

Los datos fueron sintetizados mediante la oportuna tabulacion y representados
graficamente mediante diagramas de dispersion con sus correspondientes rectas de

ajuste, en el caso de variables cuantitativas.

3.6.2.- Andlisis bivariante

Para estudiar la asociacion o relacion entre dos variables cualitativas se utilizdé una
prueba de independencia para comparar proporciones observadas en grupos
independientes (ji-cuadrado), verificandose las condiciones de aplicacion (efectivos
esperados no inferiores a 5, 0 no inferiores a 3 empleando la correccion de Yates).
Cuando no se cumplieron las condiciones de aplicacién se empled la prueba exacta de
Fisher. En la comparacion de proporciones observadas en los mismos sujetos, mediante

medidas repetidas, se empleo la prueba de simetria de McNemar.

En el caso de una variable binaria y otra con méas de dos categorias ordenadas, se
aplicé la prueba de tendencia lineal de Mantel-Haenscel, con objeto de establecer una

asociacion lineal significativa.

Para estudiar la relacion entre una variable binaria y una cuantitativa, se utilizé la
prueba "t" de comparacion de medias en grupos independientes basada en la ley de

Student-Fisher. La hipotesis de igualdad de varianzas se verifico con la prueba F basada
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en la ley de Snedecor, suponiendo en ambas pruebas que la variable cuantitativa seguia
en la poblacion una ley normal por tratarse de muestras consideradas grandes desde el
punto de vista estadistico. También se emplearon pruebas de comparacion de medias
para medidas repetidas cuando se efectuaron comparaciones en los mismos sujetos. Por
ultimo, se utilizaron pruebas no paramétricas ("U" de Mann-Whitney en grupos
independientes y "T" de Wilcoxon en medidas repetidas) cuando la distribucion de
alguna de las variables presentaba marcadas anomalias (asimetria, etc) o al comparar
grupos pequefios, cuando se vulneraban los supuestos de normalidad e igualdad de

varianzas.

En la comparacion de medias en mas de dos grupos independientes se utilizé el
Anadlisis de Varianza y la prueba "H" de Kruskal-Wallis, empleando esta Gltima cuando
no se verificaban las condiciones de aplicacion de la primera (homogeneidad de
varianza) o en el caso de variables con categorias ordenadas. Paralelamente, en caso de
medidas repetidas, se empled el correspondiente andlisis de varianza o la prueba de

Friedman.

3.6.3.- Andlisis multivariante

Mediante el procedimiento "Logistic Regression” del sistema SPSS, se construy6 un
modelo de regresion logistica con la finalidad de analizar la relacion entre las variables
independientes estudiadas y la existencia de progresion de la enfermedad (variable
dependiente), introduciendo variables de ajuste para controlar la confusion vy
comprobando la existencia de variables modificadoras de efecto e interacciones. El
objeto de dicho analisis fue estimar los coeficientes de regresion parcial que expresan el
peso de las distintas variables independientes en la explicacion de la variabilidad de la
existencia de progresion tumoral. La variable dependiente considerada es la existencia
de progresion (0: no progresion ;1: progresion), y el resto de variables fueron las

siguientes:
- Edad en afios cumplidos.
- Sexo: (0: mujer; 1: hombre).

- Existencia de metastasis al diagndstico: (0: No ;1: Si)
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- Existencia de afectacion ganglionar: (0: No ;1: Si)

- Estadio T: (0: T1-T2;1: T3-T4)

- Localizacion del tumor: (O: resto de localizaciones; 1: sigma)
- Mutacion en el gen KRAS: (0: No; 1: Si)

- Tratamiento quimioterapico: (0: No; 1: Si)

- Ademas se introdujeron, en modelos separados, los valores totales de ADN
plasmatico total prequirdrgico (y postquirurgico, segun el modelo) medidos por

PCR, por espectrofotometria y por fluorimetria

Las variables es introdujeron secuencialmente en el modelo como variables de
control a través del método de inclusion por pasos. Se incluyeron las variables con
valores p< 0,05 en la prueba de razén de verosimilitud y fueron excluidas cuando

cuando p> 0,10.

Los criterios de convergencia utilizados comportaban detener el ciclo cuando el
cambio en todos los parametros estimados era inferior a 0,0001 o si la proporcion de

cambio de logaritmo de la funcidn de verosimilitud era inferior a 0,0001.

El ajuste del modelo se valor6 mediante la comparacion de valores predichos y

observados (especificidad, sensibilidad y clasificaciones correctas).

La exponencial de cada parametro (OR) representd el factor por el cual se
multiplicaba la odds de la respuesta estudiada al variar el valor de cada una de las
variables consideradas.

3.6.4.- Andlisis de la supervivencia

Se realizaron andlisis de la supervivencia para describir la evolucion de la progresion
de la enfermedad y mortalidad de los sujetos a lo largo de diferentes intervalos de
tiempo, utilizdndose como técnica el método de estimacion actuarial o método de la
tabla de vida y el método de Kaplan-Meier, a través del procedimiento Survival del

Sistema SPSS, el cual permite agrupar los tiempos de supervivencia en intervalos
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regulares con lo que se sintetiza la informacion obtenida. La variable tiempo de
progresion fue obtenida a partir de la fecha de intervencion y la de diagnostico, de datos
de progresion clinica o radioldgica de su enfermedad. La variable tiempo de
supervivencia fue obtenida a partir de la fecha de intervencion y de la fecha de la ultima
revision o fecha de fallecimiento. Se utiliz6 como unidad de medida temporal el mes,
definiendo su equivalencia estadistica en dias (1 mes = 30,4375 dias). En cada caso se
calculo la mediana del tiempo de supervivencia, que es el indice mas adecuado para

describir la tendencia central de la distribucion de supervivencia.

También se obtuvo la funcion de densidad de probabilidad y se calcul6 la funcion de
riesgo junto a la estimacion de los correspondientes errores estdndar. La primera
definida como la probabilidad por unidad de tiempo que tiene un sujeto de morir, y la
segunda como la tasa media de muertes en cada intervalo, proporcionando un valor que

indica el riesgo de muerte por paciente y mes.

Posteriormente, se procedio al calculo de las curvas de supervivencia, representando
en funcion del tiempo las probabilidades acumuladas de supervivencia estimadas
(probabilidad de que un paciente intervenido de CCR permanezca vivo en cada periodo

considerado).

También se realizaron comparaciones de curvas de supervivencia mediante la prueba
de Mantel-Haenszel (logrank) que compara el nUmero de muertes en diferentes grupos
con el numero de muertes esperadas en el caso de que los mismos fueran similares (ley

de Ji-cuadrado).

Finalmente se construyeron modelos de riesgo proporcionales de Cox (procedimiento
Cox-Reg del Sistema SPSS) para analizar los efectos de las variables indenpendientes
consideradas sobre la variable dependiente tiempo de supervivencia y tiempo de
progresion en los sujetos. Este modelo permitio establecer factores prondsticos
significativamente relacionados con el tiempo de supervivencia (riesgo de muerte) y
tiempo de progresion (riesgo de progresion). Se utilizé el método de inclusion por
pasos, analizando la significacion global del modelo mediante la prueba de Rao y la
significacion de cada variable con la prueba de la razon de verosimilitud. Las variables

independientes fueron introducidas de forma dicotomica de la siguiente manera:
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Edad en afios cumplidos.

Sexo: (0: mujer; 1: hombre).

Existencia de metéastasis al diagnostico: (0: No ;1: Si).
Existencia de afectacién ganglionar: (0: No ;1: Si).

Estadio T: (0: T1-T2 ;1: T3-T4).

Localizacion del tumor: (0: resto de localizaciones; 1: sigma).
Mutacién en el gen KRAS: (0: No; 1: Si).

Tratamiento quimioterapico: (0: No; 1: Si) .

Ademas se introdujeron, en modelos separados, los valores totales de ADN
plasmaético total prequirdrgico (y postquirargico, segin el modelo) medidos por

PCR, por espectrofotometria y por fluorimetria.
Supervivencia total: (en meses).

Supervivencia libre de enfermedad o progresion: (en meses).
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4.- RESULTADOS
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4.1.- ANALISIS DESCRIPTIVO

4.1.1.- Caracteristicas demograficas y epidemioldgicas de la poblacion de estudio

En el presente estudio participaron un total de 71 pacientes diagnosticados de
CCR. La edad media fue de 73,1 + 10,8 meses (IC 95%: 70,6-75,7), con una mediana
de 75,4 y un rango de 44 afos respectivamente. Ademas, la edad siguio una distribucion
normal (Z de Kolmogorov-Smirnov 1,183; p= n.s.), como puede apreciarse en la figura
16. En cuanto al sexo el mas frecuente fue el género masculino (66,2%), sin que

existieran diferencias significativas en cuanto a la edad entre hombre y mujeres.
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Figura 16: distribucion de la edad.

Se evaluaron también los valores séricos de los marcadores tumorales empleados
habitualmente en la préctica clinica, CEA y Ca 19.9 en el perioperatorio, cuyos valores

se muestran en la tabla 7.

MEDIA IC 95% | MEDIANA | DESV. TIPICA | RANGO
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CEA

+PREOPERATORIO 15,8 9,1-22,5 4,2 25,3 130
+POSTOPERATORIO 8,3 2,5-14,2 2,5 22,1 149
Cal9,9

+PREOPERATORIO 37,6 19,5-55,7 16 58,8 317
+POSTOPERATORIO 34,8 14,9-54,7 14 64,8 365

Tabla 7: niveles séricos de los marcadores tumorales.

Los niveles de CEA antes y después de la cirugia no siguieron distribucién normal (Z
de Kolmogorov-Smirnov 2,227 para CEA precirugia p < 0,0001 y 3,085 para CEA
postcirugia p < 0,0001). Los niveles de CA 19.9 antes y después de la cirugia no
siguieron distribucion normal (Z de Kolmogorov-Smirnov 2,135 para CA 19.9

precirugia p <0,0001 y 1,127 para CA 19.9 postcirugia p < 0,0001).

No obstante, puede observarse un descenso en los valores postquirargicos de ambos

marcadores, como queda reflejado en la figura 17.
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Figura 17: evolucion de los marcadores séricos.

Ca19,9
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Por otra parte, las principales caracteristicas de la estadificacion tumoral de los
pacientes quedan reflejadas en la tabla 8. En ella se puede observar que, en la
clasificacion por estadios, el mas frecuente fue el Ill, seguido del II, lo que se
corresponde con la mayor frecuencia del estadio C en la clasificacion de Dukes. Cabe
destacar que casi el 20% de los pacientes que se intervinieron se encontraban en estadio
IV de la enfermedad cancerosa.

N Frecuencia (%)
Estadio pT
+pTO (carcinoma in situ) 1 14
+pT1 5 7
+pT2 S !
+pT3 42 59,2
+pT4 18 25,4
Estadio pN 39 451
+NO
17 23,9

N1 22 31
+N2
Estadio M
+MO 57 80,3
+M1 14 19,7
Estadio TNM

+TNMO 1 1,4
+TNM | 8 11,3
+ TNM 11 20 28,2

+ TNM 111 28 39,4

+TNM IV 14 19,7
Estadio DUKES
+ A 8 11,3
+B 20 28,2
+C 28 39,4
+D 14 19,7
+carcinoma in situ 1 14
Total 71 100

Tabla 8: principales caracteristicas en la estadificacion tumoral.
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En cuanto a la localizacion del tumor primario, la ubicacion mas frecuente fue en el
sigma. El diagnostico histopatoldgico de la pieza tumoral fue de adenocarcinoma en
todos los casos, con mayor incidencia del moderadamente diferenciado. Cabe sefialar un
caso en el que se objetivo un carcinoma in situ sobre un pélipo velloso en el analisis
definitivo de la pieza quirdrgica. Ademas, el 6% de los pacientes presentaron
carcinomatosis al diagnéstico. Otros datos relevantes del estudio clinico vy

anatomopatologico quedan reflejados en en la tabla 9.

N Frecuencia (%)
LOCALIZACION
+ Ascendente 27 38
+Transverso 6 8
+Descendente 8 11
+ Sigma 29 41
ANATOMIA PATOLOGICA
+ Bien diferenciado 9 13
+Moderadamente diferenciado 42 61
+ Mal diferenciado 9 13
+ Mucinoso 10 14
+ Carcinoma in situ 1 1
INVASION LINFATICA
+Presente 49 69
+Ausente 22 31
INVASION PERINEURAL
+Presente 27 38
+Ausente 44 62
CARCINOMATOSIS 4 5
+Presente 67 o
+Ausente

Tabla 9: resumen de los datos clinicos y anatomopatoldgicos.

Ademas, cabe destacar que en el reclutamiento de los pacientes finalmente incluimos
8 pacientes (11%) con antecedentes de otras neoplasias previas, algunos de los cuales
presentaban antecedente de varias neoplasias, pero todos ellos sin enfermedad residual
en el momento de la inclusion en el estudio tras mas de 5 afios de seguimiento por dicha

enfermedad, como se muestra en la tabla 10.
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N Frecuencia (%)

Neoplasias previas

+Si 8 11
+NO 63 89

Tipo de neoplasia previa

+ADC de intestine delgado

+Ca endometrio, Ca renal, Ca gastrico
+Ca epidermoide de pulmdn y de mano
+Ca papilar de tiroides

+Ca doble de mama

+Linfoma no Hodgkin fenotipo B
+Mieloma no secretor

+Ca de prostata

PR R RPRPPRPRPR
e

Total 8 11

Tabla 10: resumen de pacientes con neoplasias previas. ADC: adenocarcinoma; CA:
carcinoma.

Tras la intervencidn quirargica, el 27% de los pacientes presentaron algun tipo de
complicacion postoperatoria, de las cuales los abscesos abdominales y las dehiscencias
de la anastomosis quirurgica fueron los més frecuentes. Dentro del epigrafe “otros”
hemos incluido complicaciones como un estatus epiléptico, una pancreatitis aguda
postoperatoria y una descompensacion hidrépica. Ademas hay que destacar que algunos
pacientes sumaron mas de una complicacion y tuvimos un exitus intrahospitalario en un
paciente con varios episodios de dehiscencia de suturas, abcesos y sepsis abdominal.
Las principales complicaciones postquirdrgicas quedan reflejadas en la tabla 11.



N Frecuencia (%)

Complicaciones postquirurgicas

+SI1 19 27
+NO 52 73

Tipos de complicaciones

+Abcesos abdominales 6 8,5
+Dehiscencias de anastomosis 5 7

+Derrame pleural/neumonia 4 5,6
+Infeccion de herida quirurgica 3 4,2
+Hemorragias 2 2,8
+0tros 3 4,2
+EXitus intrahospitalario 1 1,4

Tabla 11: incidencia y resumen de las principales complicaciones postoperatorias.

El 41% de los pacientes de nuestro estudio recibié quimioterapia adyuvante,
siguiendo los esquemas que se muestran en la tabla 12. Como puede observarse, el méas
frecuente fue la combinacion de Fluorouracilo + Oxaliplatino (FOLFOX), que se siguio
en el 18% de los pacientes. EI nimero medio de ciclos administrados fue de 9,03 (SD:
6,31). Minimo de ciclos 4 y maximo de 36. Cabe destacar la baja frecuencia en la que se
emplearon los farmacos basados en anticuerpos monoclonales anti-EGFR, constituidos
por el Bevacizumab y Cetuximab, que Unicamente se administraron en 3 pacientes
(4%).

Se produjo recidiva en el 6% de los pacientes y en el 28% hubo progresion de la
enfermedad tumoral, tomando como punto de partida la situacion oncologica al

diagnostico.

La mortalidad registrada fue de 11 pacientes (16%), de las cuales 7 (10%) fueron
atribuibles directamente a su enfermedad tumoral, y 4 (6%) fueron por otras causas

ajenas al CCR.
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N Frecuencia (%)

Quimioterapia adyuvante

+Si 29 41
+NO 42 59
Esquemas de quimioterapia

+XELOX 13 18
+XELODA 6 9
+FOLFOX 3 4
+FOLFOX/FOLFIRI 1 1
+FOLFOX/XELOX 1 1
+XELODA/CAPECITABINA 1 1
+XELOX/FOLFOX 1 1
+XELOX/FOLFIRI- 1 1
BEVACIZUMAB 1 1

+XELOX/FOLFIRI/FOLFOX-
CETUXIMAB

[
[

Total 29 40,8

Tabla. 12: resumen del tratamiento quimioterapico adyuvante.

El seguimiento medio de los pacientes fue de 27,3 + 14,4 meses (IC95%: 23,8-30,7),
con una mediana de 28,3 y un rango de 50,9 meses respectivamente, como se muestra

en la figura 18.
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Figura 18: tiempo de seguiemto medio expresado en meses.




El tiempo de seguimiento sigue distribucién normal (Z de Kolmogorov-Smirnov
1,077; p=n.s.).

Finalmente, el tiempo de conservacion de las muestras presentd una media de 9+7
meses (IC 95%: 8,1-11,4), con una mediana de 7,9 y un rango de 23 meses, COmo se

muestra en la figura 19.
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Figura 19: tiempo de conservacion de la muestra expresado en meses.

El tiempo de conservacion de la muestra siguio una distribucion normal (Z de

Kolmogorov-Smirnov 0,95; p=n.s.).

4.1.2- ANALISIS DE LAS CURVAS DE SUPERVIVENCIA

Se elaboraron las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, lo que permitié calcular
las probabilidades acumuladas de los eventos de progresién y de supervivencia
individual para cada una de las variables durante el periodo de seguimiento de nuestra

poblacion de estudio.
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4.1.2.1.- Tiempo de recidiva o progresion (supervivencia libre de enfermedad:
Desase Free Survival: DFS)

Se realizé el analisis del tiempo de recidiva o progresion para establecer el DFS, y
se obtuvo una media de 24 + 16 meses (IC 95%: 20,2-27,8), con una mediana de 27 y
un minimo y méximo de 1 y 56 meses respectivamente. El tiempo de supervivencia
libre de enfermedad sigue distribucion normal (Z de Kolmogorov-Smirnov 1,157; p
n.s)( Figura 20).

Con los datos anteriores se evaluo el DFS en meses, teniendo en cuenta para esta
estimacion que hablamos de progresion, no de mortalidad (Figura 21). Se obtuvo una
supervivencia media de 41 meses (IC95%: 35,9-46,6). A partir de la curva de
supervivencia se elabord la tabla de vida 1, que permite observar el riesgo de progresion
anual. En ella se observa como la probabilidad de progresion de la enfermedad fue

mas acusada los dos primeros afios de la enfermedad.
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Figura 20:tiempo de supervivencia libre de enfermedad expresado en meses.
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Figura 21: curva de supervivencia libre de enfermedad expresada en meses.

Probabilidad acumulada de Error tipico de la
no progresar en el periodo probabilidad acumulada
A 12 MESES 91,3% 0,34
A 24 MESES 77,8% 0,53
A 36 MESES 72,3% 0,58
A 48 MESES 69,9% 0,61
A 60 MESES 62,6% 0,75

Tabla de vida 1.

4.1.2.2.- Tiempo de supervivencia total (Overall survival: OS)

Se realizo el analisis del OS incluyendo todas las variables en el modelo estadistico,
y se obtuvo que los pacientes presentaron una media de supervivencia de 27,6 + 14,8
meses (IC 95%: 24,1-31,1), con una mediana de 29 y un rango de 56 respectivamente.
El tiempo de supervivencia total sigue distribucion normal (Z de Kolmogorov-Smirnov
=0,906; p=n.s) (Figura 22).

Teniendo en cuenta los valores obtenidos en el apartado anterior se elaboraron las
curvas de OS (Figura 23) y se obtuvo una media de supervivencia de 48 meses (1C95%:

44,3-52,5). Sobre estos datos se realizd la tabla de vida 2 para calcular las
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probabilidades acumuladas de supervivencia en los primeros 5 afios, donde puede

observarse un descenso mas acusado de la supervivencia a partir del tercer afio.
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Figura 22: supervivencia total expresada en meses.
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Figura 23: curva de supervivencia total expresada en meses.



Probabilidad acumulada de Error tipico de la
supervivencia en el periodo probabilidad acumulada
A 12 MESES 94% 0,3
A 24 MESES 92% 0,3
A 36 MESES 83% 0,5
A 48 MESES 73% 0,8
A 60 MESES 73% 0,8

Tabla de vida 2.

A continuacion se analizé separadamente el tiempo de supervivencia total cancer

especifica para determinar el impacto intrinseco del CCR en la OS, para lo cual se

incluyeron en el modelo estadistico unicamente los pacientes fallecidos por CCR. Los

datos siguieron una distribucion normal (Z de Kolmogorov-Smirnov 0,528; p=n.s.) y

presentaron una media de supervivencia de 19,9 + 12,7 meses (IC 95%: 8,1-31,6), con

una mediana de 24 y un rango de 35 meses (Figura 24).

Con estos datos se elaboraron las curvas se supervivencia (Figura 25), y se obtuvo

una media de supervivencia de 51 meses (IC95%: 47,6-54,5). Con los datos obtenidos

se realizd la tabla de vida 3, donde puede observarse nuevamente un descenso mas

acusado de supervivencia a partir del tercer afio de la enfermedad.
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Figura 24:

supervivencia total expresada en meses.
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Figura 25: curva de supervivenciatotal cancer especifica expresada en meses.

Probabilidad acumulada de Error tipico de la
supervivencia en el periodo probabilidad acumulada
A 12 MESES 97% 0,2
A 24 MESES 95% 0,3
A 36 MESES 88% 0,5
A 48 MESES 82% 0,7
A 60 MESES 82% 0,7

Tabla de vida 3.

Para una mejor discriminacion del impacto de la enfermedad cancerosa se realizd
también un analisis por separado del tiempo de supervivencia en casos de mortalidad
por causa no tumoral, excluyendo del modelo estadistico todos los sujetos fallecidos

por causa del propio CCR. Asi, el tiempo de supervivencia no tumoral siguié una
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distribucion normal (Z de Kolmogorov-Smirnov =0,604) p = n.s) y presento una media
de 16,5 + 18,8 meses (IC95%: -13,5-46,5), con una mediana de 14,2 y un rango de 37
meses (Figura 26).

Finalmente, se elaboraron las curvas de supervivencia de causa no tumoral (Figura
27) y se obtuvo la estimacion de una media de 53 meses (IC95%: 50,2-55,8). Se realiz6
la tabla de vida 4, donde en este caso no se observa claramente un patrén de descenso
significativo de probabilidad de supervivencia a lo largo del periodo de seguimiento.

40

307

2071

T
Supervivencia total (meses)

Figura 26: supervivencia total expresada en meses.
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Figura 27: curva de supervivencia de causa no tumoral expresada en meses.

Probabilidad acumulada de Error tipico de la
supervivencia en el periodo | probabilidad acumulada
A 12 MESES 97% 0,2
A 24 MESES 97% 0,2
A 36 MESES 94% 0,3
A 48 MESES 89% 0,6
A 60 MESES 89% 0,6

Tabla de vida 4.

4.2. VALOR CLINICO Y PRONOSTICO DEL ADN PLASMATICO TOTAL EN
EL PREOPERATORIO COMPARANDO LAS TRES TECNICAS EMPLEADAS

4.2.1.- Relacion de los niveles de ADN plasmatico total con las variables

clinicopatologicas.

Se realiz6 un primer estudio estadistico para evaluar el valor clinico de la
cuantificacion del ADN plasmatico total mediante las tres técnicas descritas, en la
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estadificacién tumoral y su relacion con las principales variables clinicopatoldgicas que

analizamos en nuestro estudio (ver anexo 1). En la tabla se resumen los resultados

obtenidos dicha comparacion estadistica (Tabla 13).

Los pacientes que presentaron KRAS mutado en el preoperatorio por

espectrofotometria tenian valores mas elevados de ADN total (p= 0,035). Por lo

demas, no se hallé ninguna correlacion entre los niveles plasmaticos de ADN total

obtenidos mediante los tres métodos de cuantificacion y las variables clinicopatoldgicas

estudiadas.
VARIABLES PCR Espectrofotometria | Fluorimetria
No mutado _
KRAS Mutado P N.S P=0,035 P N.S
Localizacion Resto colon PN.S PN.S PN.S
Sigma
Neoplasia previa ':? P N.S PN.S P N.S
TIS-I-11
ESTADIO pTx THI-IV P N.S P N.S P N.S
Estadio pNx PN- PN.S PNS PN.S
p PN+ : : :
Estadio pMx pM- PN.S PN.S PN.S
p oM+ . . .
Carcinomatosis ':? P N.S P N.S P N.S
Estadio TNM ||I|-I|Iv PN.S PN.S PN.S
. A-B
Estadio Dukes c-D P N.S P N.S P N.S
Invasion No PN.S PN.S PN.S
perineural Si
_Invasion No PN.S PN.S PN.S
linfovascular Si
Progresion ':? P N.S P N.S P N.S
_ Mortalidad No PN.S PN.S PN.S
cancer especifica Si
Mortalidad total 'é? PN.S PN.S PN.S

Tabla 13: comparativa de las variables clinicopatoldgicas mediante las 3 técnicas de

laboratorio.
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4.2.2.- Relacion del ADN plasmatico prequirurgico con DFSy OS

Se realizaron las curvas de supervivencia para establecer la posible correlacion entre
los niveles de ADN plasmatico prequirdrgico obtenidos mediante las tres técnicas de
laboratorio con los eventos de progresion y supervivencia total, y se observé que el
DFS se correlaciond de forma inversa y debil con los niveles prequirurgicos de
ADN plasmaticos obtenidos mediante PCR (rho de Spearman: -0,292; p= 0,021)
(figura 28). También se hall6 una débil e inversa correlacion entre el OS y los niveles
de ADN prequirargicos medidos por PCR (rho de Spearman: -0,401; p<0,01) (figura
29), lo que podria implicar que a mayores niveles de ADN prequirargicos obtenidos por

PCR (en pg/ml), menor tiempo de progresion y supervivencia.

El resto de valores de ADN prequirdrgicos medidos por espectrofotometria y
fluorimetria no se correlacionaron con el tiempo de progresion ni con el tiempo de

supervivencia total.
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Figura 28: tiempo de progresion en meses.
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Figura 29: supervivencia total en meses.

4.2.3.- Andlisis multivariante de supervivencia

Se realiz6 un andlisis multivariante de regresion logistica usando como variable
dependiente la supervivencia. Se efectuaron distintos modelos introduciendo edad, sexo,
estadio TNM (como variable dicotémica), localizacion, afectacion ganglionar, mutacion
de KRAS, tratamiento quimioterapico, afectacion linfatica y presencia de metastasis en
el momento del diagndstico. Ademas se introdujeron por separado los valores de ADN
plasmatico total prequirdrgico medidos por PCR, por espectrofotometria y por
fluorimetria. En todas las simulaciones realizadas, la Unica variable que permaneci6 en
el modelo fue la existencia de metastasis en el momento del diagnéstico. De esta forma,
la existencia de metastasis multiplica por 13 el riesgo de progresion en el tiempo
(OR 13,714, 1C95%: 2,936 — 64,066, p < 0,001). Este modelo presenta una sensibilidad
del 56,3%, una especificidad del 91,4% y un porcentaje de bien clasificados del 80,4%.
La variabilidad en la existencia de progresion explicada por la presencia de metastasis
es del 32,1% (R? de Nagelkerke: 0,321).

I.C. 95% para EXP(B)

B Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso 12 Metéastasis 2,618 ,001 13,714 2,936 64,066
Constante -1,520 ,000 ,219
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Se siguid la misma sistematica para la realizacion del analisis multivariante de
Cox. En este caso, la variable dependiente fue el tiempo hasta la aparicion de

progresion de la enfermedad y se realizo otro con el tiempo total de supervivencia.

Usando como variable dependiente el tiempo de progresion, las Unicas variables que
permanecieron en el modelo de Cox fueron la presencia de metéstasis y de
carcinomatosis peritoneal al diagndstico. La significacion total del modelo (prueba Rao)
obtuvo una Chi cuadrado de 37,024 con 2 grados de libertad (p<0,0001). Segun este
modelo, existe un aumento en la tasa instantanea del riesgo de progresar cuando
hay metastasis a distancia en el momento del diagnoéstico (5,8 veces mayor) y
cuando existe carcinomatosis peritoneal (4,2 veces mayor). Ninguna de los valores

de ADN plasmatico medido por los distintos métodos obtuvo significacion en el

modelo.
95,0% IC para Exp(B)
B ET Inferior Superior
Metéstasis 1,771 ,578 1,894 18,237
CARCINOMATOSIS 1,443 , 764 1,007 18,917

Usando como variable dependiente el tiempo total de supervivencia, las Unicas
variables que permanecieron en el modelo de Cox fueron la presencia de carcinomatosis
peritoneal al diagnostico y la localizacion a nivel de sigma. La significacion total del
modelo (prueba Rao) obtuvo una Chi cuadrado de 18,540 con 2 grados de libertad
(p<0,0001). Segun este modelo, existe un aumento en la tasa instantanea del riesgo
de morir cuando el tumor se lozaliza en sigma (8,3 veces mayor) y cuando existe
carcinomatosis peritoneal (49,8 veces mayor). Ninguna de los valores de ADN

plasmatico medido por los distintos métodos obtuvo significacién en el modelo.

95,0% IC para Exp(B)

B Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso 2 CARCINOMATOSIS 3,908 ,002 49,798 4,141 598,846
LOCALIZACION 2,120 ,053 8,328 ,972 71,387
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4.3.- VALOR CLINICO Y PRONOSTICO DEL ADN PLASMATICO TOTAL
EN EL POSTOPERATORIO COMPARANDO LAS TRES TECNICAS

EMPLEADAS

4.3.1.- Relacion del ADN plasmatico total con las variables clinicopatologicas

Se realizd posteriormente el mismo estudio para evaluar el valor clinico en la

estadificacion tumoral de la cuantificacion del ADN total en el postoperatorio mediante

las tres técnicas de laboratorio descritas y las distintas variables clinicopatoldgicas (ver

anexo 2). En la siguiente tabla se destacan Unicamente los resultados obtenidos en la

comparacion estadistica (Tabla 14):

VARIABLES PCR Espectrofotometria | Fluorimetria
KRAS No mutado PN.S PN.S PN.S
Mutado
Localizacion Resto colon PN.S PN.S PN.S
Sigma
Neoplasia previa 'g? P N.S P N.S P N.S
TIS-1-11
ESTADIO pTx THI-IV P N.S P N.S P N.S
Estadio pNx PN- PN.S PN.S PN.S
PN+ ' ' '
Estadio pMx pM- PN.S PN.S PN.S
p o+ : : :
Carcinomatosis ':? P N.S PN.S P N.S
Estadio TNM ey PN.S PN.S PN.S
. A-B
Estadio Dukes C-D P N.S PN.S P N.S
Invasion No PN.S PN.S PN.S
perineural Si
_Invasion No PN.S PN.S PN.S
linfovascular Si
Progresion NS? PN.S PN.S PN.S
Mortalidad No _
cancer especifica Si PN.S P=0,019 PN.S
Mortalidad total e PN.S P=0,009 PN.S

Tabla 14: comparativa de las variables clinicopatoldgicas mediante las 3 técnicas de

laboratorio.
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Como recapitulacion del estudio se obtuvo que los pacientes que murieron por
causa tumoral presentaron por espectrofotometria niveles significativamente
inferiores de ADN total tras la cirugia (p 0,019). También se obtuvo que los
pacientes que murieron por cualquier causa ajena a la enfermedad cancerosa
presentaron por espectrofotometria niveles significativamente menores de ADN
total tras la cirugia (p 0,009). El estudio del resto de las variables no obtuvieron

diferencias significativas.

4.3.2.- Relacion del ADN plasmatico postquirurgico con DFS y OS

Del mismo modo que anteriormente se realizaron las curvas de supervivencia para
establecer la posible correlacion entre los niveles de ADN plasmatico postquirurgico
obtenidos mediante las tres técnicas de laboratorio con los eventos de progresion y
supervivencia total y se observé que los niveles de ADN total postquirdrgico medidos
por PCR en pg/ml, se correlacionaron de forma inversa y moderada con el DFS
(rho de Spearman = -0,362; p= 0,004) (Figura 30) y con el OS (rho de Spearman= -
0,434; p= 0,001) (Figura 31). Lo cual podria implicar que a mayores niveles de ADN
postquirudrgicos obtenidos por PCR (en pg/ml), menor DFS y OS.
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Figura 30: DFS por PCR expresada en meses.
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Figura 31: OS por PCR expresada en meses.

También se objetivd que los niveles de ADN total postquirurgico, medidos por
fluorimetria, se correlacionaron de forma inversa y moderada con el OS (rho de
Spearman= -0,337; p= 0,015). Ello implica que a mayores niveles de ADN

postquirdrgicos por fluorimetria, menor tiempo de supervivencia (Figura 32).
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Figura 32: supervivencia total por fluorimetria expresada en meses.
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Los valores de ADN postquirargicos medidos por espectrofotometria no se

correlacionaron con el tiempo de progresion ni con el tiempo de supervivencia total.

4.3.3.- Andlisis multivariante de supervivencia

Se realizé un analisis multivariante de regresion logistica usando como variable
dependiente la existencia de datos de progresion de la enfermedad. Se efectuaron
distintos modelos introduciendo edad, sexo, estadio TNM (como variable dicotomica),
localizacion, afectacion ganglionar, mutacion de KRAS, tratamiento quimioterapico,
afectacion ganglionar y presencia de metastasis en el momento del diagndstico. Ademas
se introdujeron por separado los valores de ADN total postquirurgico medidos por PCR,
por espectrofotometria y por fluorimetria. En todas las simulaciones realizadas, la unica
variable que permanecidé en el modelo es la existencia de metéstasis y afectacion
ganglionar en el momento del diagndstico. De esta forma, la existencia de metastasis
multiplica por 8,5 el riesgo de progresion en el tiempo (OR 8,501, 1C95%: 1,861 —
38,837, p= 0,006) y la existencia de afectacion ganglionar aumenta el riesgo de
progresion mas de 5 veces (OR 5,720; IC 95%: 1,052 — 31,094). Este modelo presenta
una sensibilidad del 46,7%, una especificidad del 91,1% y un porcentaje de bien
clasificados del 81,7%. La variabilidad en la existencia de progresion explicada por la

presencia de metastasis y afectacion ganglionar es del 37% (R? de Nagelkerke: 0,370).

I.C. 95% para EXP(B)
B Sig_;. Exp(B) Inferior Superior
METASTASIS 2,140 ,006 8,501 1,861 38,837
ADENOPATIAS 1,744 ,044 5,720 1,052 31,094
Constante -2,865 ,000 ,057

Se siguid la misma sistematica para realizar un analisis multivariante de Cox.
En este caso, la variable de pendiente fue el tiempo hasta la aparicion de progresion de

la enfermedad y se realiz6 otro con el tiempo total de supervivencia.

Usando como variable dependiente el tiempo de progresion, las Unicas variables
que permanecieron en el modelo de Cox fueron la presencia de metéstasis,

carcinomatosis peritoneal al diagndstico y estadio tumoral. La significacién total del




modelo (prueba Rao) obtuvo una Chi cuadrado de 44,751 con 3 grados de libertad (p <
0,0001). Segun este modelo, existe un aumento en la tasa instantanea del riesgo de
progresar cuando hay metastasis a distancia en el momento del diagndéstico (3,9
veces mayor), cuando existe carcinomatosis peritoneal (13 veces mayor), cuando
hay afectacién ganglionar (10 veces mayor). Ninguna de los valores de ADN
precirugia medido por los distintos métodos obtuvo significacién en el modelo.

95,0% IC para Exp(B)
B Sig. Exp(B) Inferior Superior
METASTASIS 1,376 ,021 3,957 1,226 12,768
CARCINOMATOSIS 2,612 ,004 13,627 2,312 80,333
ADENOPATIAS 2,376 ,005 10,764 2,066 56,070

Usando como variable dependiente el tiempo total de supervivencia, las
variables que permanecieron en el modelo de Cox fueron la presencia de carcinomatosis
peritoneal, la existencia de otras neoplasias previas, la presencia de metastasis al
diagnostico, la presencia de afectacion ganglionar y el haber seguido tratamientos
quimioterapicos adyuvantes. La significacion total del modelo (prueba Rao) obtuvo una
Chi cuadrado de 29,707 con 5 grados de libertad (p< 0,0001). Segln este modelo, existe
un aumento en la tasa instantanea del riesgo de morir cuando habia metéstasis al
diagnostico (29 veces mayor), cuando existian otras neoplasias previas (44 veces
mayor), cuando existia carcinomatosis peritoneal (12 veces mayor) y cuando habia
afectaciéon ganglionar (133 veces mayor). El haber seguido tratamiento con
quimioterapia adyuvante se comporté como un factor protector del riesgo de
mortalidad (OR: 0,007). Ninguna de los valores de ADN plasmaticos medido por los

distintos métodos obtuvo significacion en el modelo.

95,0% IC para Exp(B)
B ET Exp(B) Inferior Superior
Paso METASTASIS 3,388 1,460 29,604 1,693 517,749
CARCINOMATOSIS 2,519 1,409 12,415 1,001 196,443
NEOPLASIA PREVIA 3,798 1,430 44,627 2,708 735,486
QUIMIOTERAPIA -4,951 1,844 ,007 ,000 ,263
ADENOPATIAS 4,894 1,654 133,515 5,222 3413,619
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4.4.-

CUANTIFICACION

COMPARACION DE LOS NIVELES DE ADN PLASMATICO
PERIOPERATORIO MEDIANTE LOS DISTINTOS

METODOS DE

Antes de analizar pormenorizadamente los datos obtenidos con cada ténica de

laboratorio por separado se estudio la posible correlacion entre los valores obtenidos

mediante cada uno de los procedimientos al ser comparados entre si, como se muestra

en la Tabla 15.

METODO
CUANTIFICACION

ADN PREOPERATORIO

ADN POSTOPERATORIO

PCR (en pg/ml)
+Media
+Mediana
+Minimo
+Méximo

2731 (IC95%: 411,9-5050)
78

2,7

43650

4196,5 (1C95%: 247,5-8145,5)
112

51

106494

FLUORIMETRIA
+Media

+Mediana
+Minimo

+Maximo

36,5 (1C95%: 31,7-41,4)
32,6

4,2

71,7

44,1 (1C95%: 37,4-50,9)
37,6

4,1

1147

ESPECTROFOTOMETRIA
(en ng/ml)

+Media

+Mediana

+Minimo

+Maximo

4,3 (1C95%: 2,5-6,1)
2,6

0.1

53,6

6,8 (1C95%: 3-10,7)
34

0.2

1145

Tabla 15: ADN plasmatico total pre y postoperatorio medido por PCR, fluorimetria y

espectrofotometria.

Los valores obtenidos por PCR no siguieron una distribucion normal (Z de

Kolmogorov-Smirnov 3,350 para muestras preoperatorias y 3,259 para postoperatorias;

p < 0,0001).
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Los valores obtenidos por fluorimetria siguieron una distribucion normal (Z de

Kolmogorov-Smirnov 0,782 para muestras preoperatorias, y 1,190 para postoperatorias;

p n.s..

Los valores obtenidos por espectrofotometria no siguieron una distribucion
normal (Z de Kolmogorov-Smirnov 2,459 para muestras preoperatorias y 2,833 para

postoperatorias; p <0,0001).

En la valoracién de la posible correlacion entre los valores de ADN plasmaético total
prequirdrgico medidos por los diversos métodos de analisis, se obtuvo que los niveles
de ADN obtenidos por PCR no se correlacionaron con los niveles obtenidos por
espectofotometria (rho de Spearman: 0,135; p= n.s.) ni con los obtenidos por
fluorimetria (rho de Spearman: 0,244; p= n.s.). Tampoco hubo correlacién entre los
niveles de ADN plasmatico obtenidos por espectofotometria con los obtenidos por
fluorimetria (rho de Spearman: 0,096; p= n.s.). Por tanto, no se observd ninguna
correlacion entre los niveles prequirdrgicos de ADN plasmatico total obtenidos

mediante las distintas ténicas de laboratorio.

En cuanto a la correlacion de dichos valores en el postoperatorio se observo que
unicamente los niveles obtenidos por PCR se correlacionaron levemente con los
niveles de ADN postcirugia obtenidos por espectofotometria (rho de Spearman:
0,337; p < 0,001); sin embargo, no hubo correlacién con los niveles obtenidos por
fluorimetria (rho de Spearman: 0,170; p= n.s.). Tampoco hubo correlacién entre los
obtenidos por espectofotometria con los obtenidos por fluorimetria (rho de Spearman:
0,038; p=n.s.).
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45- RELACION DE LOS NIVELES DE ADN PLASMATICO
PERIOPERATORIO CON VARIABLES CLINICAS Y PRONOSTICO

En este apartado se muestra el analisis de los resultados obtenidos de la
cuantificacion del ADN plasmaético total en el perioperatorio. Se determino su posible
valor clinico en relacion con las variables clinicopatoldgicas del estudio y se
correlacionaron con los datos de progresion y de supervivencia para evaluar el posible
valor pronostico de cada una de las tres técnicas de laboratorio por separado.

4.5.1.- Relacion de los niveles de ADN perioperatorio determinados por PCR

Se estudiaron las diferencias en la cuantificacion de ADN total perioperatoria

medidas en pg/ml, cuyas determinaciones se muestran en la tabla 16.

PCR Media Desviacion IC 95% P
tipica
ADN plasmatico
precirugia/ ADN
-1465,515 8898,146 -3764,150-833,120 N.S

plasmatico postcirugia
por PCR en pg/ml

Tabla 16: relacion entre los valores de ADN plasmatico pre y postoperatorios.

No hubo diferencias significativas ente los niveles de ADN plasmatico total
medido en pg/ml antes y después de la cirugia, aunque hubo un aumento medio de
1465,51 pg/ml. Un total de 36 pacientes (60%) aumentaron estos niveles tras la
intervencion. EI aumento medio en estos pacientes fue de 3259,07 (IC95%: 6937,07 - -
418,93). Los 24 pacientes (40%) en los que los niveles de ADN por PCR disminuyeron,
lo hicieron en una media de 1224,81 (IC95%: -156,59 — 2606,2). El porcentaje de
variacion medio de los niveles de ADN total plasméatico por PCR fue del -335,34%
(IC95%: -607,22 - -63,46), con una mediana de -31,2 y un minimo y maximo de -
5258,7 y 86,8 respectivamente.
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v Relacién de los niveles de ADN plasmatico perioperatorio por PCR con las

variables clinicopatoldgicas

Se elaboraron tablas de contingencia para estudiar dichas variaciones de ADN
plasmatico total en el perioperatorio con respecto a diversas variables
clinicopatoldgicas, donde no se observaron diferencia significativas entre los valores

obtenidos mediante PCR y las variables de estudio

v" Relacion de los niveles de ADN plasmatico perioperatorio por PCR con la

supervivencia

Se estudid la relacion de los niveles de ADN plasmatico obtenidos por PCR con el
DFS o progresion, y los resultados del estudio de dicha relacion se reflejan en la tabla
17. Con los datos se elaboraron las curvas de supervivencia libre de enfermedad

(Figura 33), en los que no se observaron diferencias significativas.

PCR MEDIA 1C 95% P
+ AUMENTAN ADN 41,3 34,2-48,4
+ DISMINUYEN ADN 42,3 33-51,5 N.S
+ GLOBAL 42,6 36,8 - 48,4

Tabla 17: relacion entre los valores de ADN plasmatico pre y postoperatorios.

Funciones de supervivencia

PACIENTES QUE
AUMENTA O
DISMINUYEN ADN
POR PCR CON LA
CIRUGIA

—TAUMENTAN
—TDISMINUYES

—+— AUMENTAN-censurado
—+— DISMINUY ES-censurado

0,67

0,4

Supervivencia acum

0,07

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Supervivencia libre de enfermedad (meses)

Figura 33: curvas de supervivencia libre de enfermedad expresadas en meses
obtenidas de las determinaciones por PCR.
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También se estudio la relacion con el tiempo de supervivencia total, y los

resultados del estudio de dicha relacion se reflejan en la tabla 18. Con los datos se

elaboraron las curvas de tiempo de supervivencia total que se muestran en la figura 34,

en los que igualmente no se observaron diferencias significativas.

PCR MEDIA 1IC 95% P
+ AUMENTA ADN 45,6 40-51,2
+ DISMINUYE ADN 51,5 45,6 -57,4 N.S
+ GLOBAL 48,6 44,3 - 53

Tabla 18: evolucion de los niveles de ADN plasmatico durante el perioperatorio,
valorada mediante la agrupacion de los pacientes en tres grupos, segin aumentaran,
bajaran o se mantuvieran estos niveles.

Funciones de supervivencia

Supervivencia acum

) e N

T T T T
20 30 40 50

Supervivencia total (meses)

60

PACIENTES QUE
AUMENTA O
DISMINUYEN ADN
POR PCR CON LA
CIRUGIA

—TAUMENTAN
—TDISMINUYES

—t+— AUMENTAN-censurado
—+— DISMINUY ES-censurado

Figura 34: curvas de supervivencia total expresadas en meses obtenidas de las

determinaciones por PCR.

Al estudiarse también las correlaciones del OS y DFS con el porcentaje de

variacion de ADN en el perioperatorio se observo que habia una correlacion moderada

entre el porcentaje de variacion en pacientes aumentan los niveles de ADN por PCR tras

la cirugia y la supervivencia total (r= 0,450; p< 0,012), de modo que a menor

porcentaje de aumento de ADN, mayor supervivencia, como se observa en la

siguiente Figura 35. Con el resto de variables no se encontraron asociacion significativa.
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Figura 35: correlacion entre el porcentaje de variacion de ADN vy el tiempo de
superviencia total expresado en meses.

4.5.2.- Relacion de los niveles de ADN perioperatorio medidos mediante

espectrofotometria

Se estudiaron las diferencias en la cuantificacion de ADN total perioperatoria
medidas en ng/ml mediante esta técnica, cuyas determinaciones se muestran en la tabla
19.

ESPECTROFOTOMETRIA MEDIA DES\!lAClON 1C 95% P
TIPICA

ADN PLASMATICO
PRECIRUGIA/ ADN

PLASMATICO POSTCIRUGIA 2,524 16,109 -6,516 - NS
POR ESPECTROFOTOMETRIA 1,467
EN NG/ML

Tabla 19: relacion entre los valores de ADN plasmatico pre y postoperatorios.

No hubo diferencias significativas entre los niveles de ADN total plasmatico
medido por espectofotometria antes y después de la cirugia, aunque hubo un
aumento medio de 2,52423 (IC95%: -6,515 — 1,467) ng/ml, con una mediana de — 1,21
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y unos limites minimo y méaximo de — 112,2 y — 0,03 respectivamente. Un total de
35/65 pacientes (53,8%) aumentaron estos niveles tras la intervenciéon. EI aumento
medio en estos pacientes fue de 7,1634 (1C95%: -14,16 - -0,167). Los 30 pacientes
(46,2%) en los que los niveles de ADN por espectrofotometria disminuyeron, lo
hicieron en una media de 2,88 (1C95%: 0,861 — 4,914), con una mediana de 1,3 y un
minimo y maximo de 0,04 y 29,4 respectivamente. El porcentaje de variacion medio de
los niveles de ADN plasmatico total por espectrofotometria fue del -223,40% (1C95%: -
456,01 — 9,201).

v Relacién entre los niveles de ADN plasmatico perioperatorio medidos por

espectrofotometria y las variables clinicopatoldgicas

Se elaboraron las correspondientes tablas de contingencia para estudiar dichas
variaciones de ADN plasmatico total en el perioperatorio con respecto a diversas
variables clinicopatoldgicas, y donde no se observaron direncias significativas con

ninguna de las variables de estudio.

v Relacién de los niveles de ADN plasmatico perioperatorio medidos por

espectrofotometria y la supervivencia

Se estudiaron las relaciones de los niveles de ADN por espectrofotometria en el
perioperatorio con la supervivencia libre de enfermedad o progresion, y los resultados
del estudio se reflejan en la tabla 20. Con los datos se elaboraron las curvas de DFS que
se muestra a continuacién (Figura 36), donde tampoco se observaron diferencias

significativas.

ESPECTROFOTOMETRIA MEDIA 1C 95% P
+ AUMENTA ADN 39,7 33,4 - 46

+ DISMINUYE ADN 41 32,4 -49,6 N.S
+ GLOBAL 42,1 36,5 - 47,7

Tabla 20: relacion entre los valores de ADN plasmatico pre y postoperatorios.
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Figura 36: curvas de DFS expresadas en meses obtenidas de las determinaciones por

espectrofotometria.

Tambien se estudiaron los resultados en relacion con el tiempo de supervivencia

total, y los datos obtenidos se reflejan en la tabla 21. Con ellos se elaboron las curvas de

tiempo de supervivencia total (Figura 37), donde no se observaron diferencias

significativas.

ESPECTROFOTOMETRIA MEDIA 1IC 95% P
+ AUMENTA ADN 47,6 44 -51,3

+ DISMINUYE ADN 447 37,5-518 N.S
+ GLOBAL 48,6 44,4 -52.8

Tabla 21: relacion entre los valores de ADN plasmatico pre y postoperatorios.
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Figura 37: curvas de OS expresadas en meses obtenidas de las determinaciones por
espectrofotometria.

Al estudiar las correlaciones entre tiempo de progresion y de supervivencia total
con el porcentaje de variacion de ADN en pacientes que disminuyen o que aumentan
ADN plasmatico tras la cirugia, no hubo ninguna asociacion significativa.

4.5.3.- Relacion de los niveles de ADN plasmatico perioperatorio medidos mediante

fluorimetria

Se estudiaron las diferencias en la cuantificacion de ADN total perioperatoria, cuyas

determinaciones se muestran en la tabla 22.

FLUORIMETRIA MEDIA DESVIACION IC 95% P
TIPICA
ADN PLASMATICO
PRECIRUGIA/ ADN
PLASMATICO 7619 12,120 10,993--4244 | P <0,0001

POSTCIRUGI'A, POR
FLUORIMETRIA

Tabla 22: relacion entre los valores de ADN plasmatico pre y postoperatorios.
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Los niveles de ADN plasmatico medidos por fluorimetria fueron
significativamente mas altos despues de la cirugia, con un aumento medio de
7,619231 (1C95%: -10,993 — -4,244). Un total de 38 pacientes (73,1%) aumentaron
estos niveles tras la intervencién. ElI aumento medio en estos pacientes fue de 12,368
(1C95%: -15,800 - -8,936), con una mediana de -11,3 y un minimo y maximo de -48,4 y
-0,01 respectivamente. Los 14 pacientes (26,9%) en los que los niveles de ADN por
fluorimetria disminuyeron, lo hicieron en una media de 5,27 (IC95%: 2,61 — 7,92), con
una mediana de 4,5 y un minimo y méaximo de 0,02 y 14,02 respectivamente. El
porcentaje de variacion medio de los niveles de ADN total plasmético por fluorimetria
fue del -25,95% (1C95%: -38,50 — -13,40).

v Relacién entre los niveles de ADN plasmatico perioperatorio medidos por

fluorimetria y las variables clinicopatoldgicas

Se elaboraron las correspondientes tablas de contingencia para estudiar dichas
variaciones de ADN plasmatico total en el perioperatorio con respecto a las variables

clinicopatoldgicas, sin observar diferencias significativas.

v Relacién entre los niveles de ADN plasmatico perioperatorio medidos por

fluorimetria y la supervivencia

Se estudio la relacion de los niveles de ADN obtenidos por fluorimetria con el
tiempo libre de enfermedad o progresién, y los resultados obtenidos del estudio de
dicha relacion se reflejan en la siguiente tabla 23. Con los datos se elaboraron las curvas
de tiempo de supervivencia libre de enfermedad (Figura 38), sin observar diferencias

significativas.
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FLUORIMETRIA MEDIA 1IC 95% P
+ AUMENTA ADN 40,4 33,1-47,7
+ DISMINUYE ADN 36,8 27,3-46,2 N.S
+ GLOBAL 41,1 35-47,2

Tabla 23: relacion entre los valores de ADN plasmatico pre y postoperatorios.

Funciones de supervivencia
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POR FLUORIMETRIA
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—+— AUMENTAN-censurado
—+— DISMINUY EN-censurado

Figura 38: curvas de DFS expresadas en meses obtenidas de las determinaciones por

fluorimetria.

También con los resultados obtenidos se estudié la relacion con el tiempo de

supervivencia total, y los datos de dicha relacion se reflejan en la tabla 24. Con los

datos se elaboraron las curvas de tiempo de supervivencia total (Figura 39), donde no se

observaron diferencias significativas.

FLUORIMETRIA MEDIA 1IC 95% P
+ AUMENTA ADN 47 41,6 - 52,6
+ DISMINUYE ADN 40,4 32,2-48,5 N.S
+ GLOBAL 47 42,1-518

Tabla 24: relacion entre los valores de ADN plasmatico pre y postoperatorios.
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Al estudiarse igualmente las posibles correlaciones entre el tiempo de progresion

y de supervivencia total con el porcentaje de variacion de ADN tras la cirugia no

hubo ninguna asociacion significativa.

Funciones de supervivencia

0,87

0,67

Supervivencia acum
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DISMINUYEN ADN
POR FLUORIMETRIA
CON LA CIRUGIA

—TAUMENTAN
—TDISMINUYEN

—+ AUMENTAN-censurado
—t+— DISMINUY EN-censurado

Figura 39: curvas de OS expresadas en mese obtenidas de las determinaciones por

fluorimetria.
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4.6.- VALOR CLINICO Y PRONOSTICO DE LA DETECCION DE
MUTACIONES KRAS EN TEJIDO TUMORAL

Previamente al analisis de la deteccion de las mutaciones en el ADN plasmatico se
estudiaron las muestras de tejidos tumorales. En la tabla 25 se presentan los resultados
de estos analisis moleculares, asi como su posible relacion clinica y pronéstica. Como
puede observarse, solamente presentaron alguna mutacion de KRAS en el analisis de
tejido tumoral 17 de los 71 pacientes que se integraron en el estudio, lo que supone un
24% del total, de los cuales la mutacion GAT fue la méas frecuentemente hallada. No se

hallaron diferencias significativas entre la presencia o ausencia de KRAS y la edad.

MUTACION N FRECUENCIA
NO MUTADO - 71 100%
GAT 11 15,5%
TGT 2 2,8%
MUTADO GTT 3 4,2%
GCT 1 1,4%

Tabla 25: resumen de los principales datos de deteccion de mutaciones KRAS en
tejidos tumorales.

4.6.1.- Relacién de la deteccion de KRAS mutado con las variables
clinicopatologicas

Para determinar el posible valor clinico de la determinacion de KRAS en el tumor se
elaboraron las correspondientes tablas de contingencia que estudiaron la asociacion
entre la deteccion de KRAS vy las distintas variables clinicopatoldgicas. Como dato mas
significativo se destaca que la existencia de metastasis al diagnostico son mas
frecuentes en pacientes con KRAS mutado respecto a pacientes portadores de KRAS

nativo (47,1% vs 11,1%), dato que obtiene significacion estadistica (p < 0,002).
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4.6.2.- Relacion de la deteccion de KRAS mutado con la supervivencia

Por otra parte, para la valoracion de la importancia de la determinacion de KRAS

tumoral en el pronostico se utilizaron los resultados del estudio de dicha relacion con el

OS, DFS y tiempo de supervivencia cancer especifica.

Se estudio la relacion de la deteccion de KRAS mutado con la OS (tabla 26). Con

ellos se elaboraron las curvas de supervivencia (Figura 40), donde no se observaron

diferencias significativas.

ESTADO DE KRAS MEDIA IC 95% P
+ NO MUTADO 48,2 43,5-52,8
+ MUTADO 37,8 33,3 -42,4 N.S
+ GLOBAL 48,4 44,3 -525

Tabla 26: relacion de la deteccion de KRAS en tejido tumoral con la OS.
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Figura 40: curvas de OS en relacion a la determinacion KRAS en tejido tumoral.
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También se estudié la relacion de la deteccion de KRAS mutado para el estudio del
DFS (tabla 27). En este caso dicha relacion alcanzé significacion estadistica, de modo
que los pacientes con KRAS mutado tuvieron un DFS significativamente inferior (p
< 0,05), como puede comprobarse en las curvas de supervivencia libre de enfermedad

que se muestra a continuacion (Figura 41).

ESTADO DE KRAS MEDIA IC 95% P
+ NO MUTADO 43,7 38-494
+ MUTADO 25,5 17-34,1 P<0,05
+ GLOBAL 41,2 35,9-46,6

Tabla 27: relacion de la deteccion de KRAS en tejido tumoral con la DFS.
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Figura 41: curvas de DFS en relacion a la determinacion de KRAS mutado en tejido

tumoral.

Por ultimo, se estudio la relacion con la superviencia especifica por cancer (tabla

28). Con los datos se elaboraron las curvas de supervivencia que se muestra a

continuacion (Figura 42), sin que se hallasen diferencias significativas.
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ESTADO DE KRAS MEDIA 1C 95% P
+ NO MUTADO 51,6 47,9 -553
+ MUTADO 37,8 33,2-424 N.S
+ GLOBAL 51 47,6 —-54,5

Tabla 28: relacion de la deteccion de KRAS en tejido tumoral con la OS.
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Figura 42: curvas de OS para el tiempo de progresion en relacion a la determinacién

de KRAS mutado en tejido tumoral.
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4.7.- VALOR CLINICO Y PRONOSTICO DE LA DETERMINACION DE ADN
MUTADO EN PLASMA EN EL PERIOPERATORIO

En este apartado se analizaron los datos obtenidos tras la deteccion por PCR de ADN
mutado especificamente. Se determiné el posible valor clinico de los valores obtenidos
al cotejarlos con las variables clinicopatologicas en el preoperatorio y postoperatorio
respectivamente, y se evaluo el valor pronostico mediante el estudio de la supervivencia
total y cancer especifica. Finalmente se presentan los resultados mas destacables de los
cambios en la determinacion de ADN mutado durante el perioperatorio con respecto a
variables clinicas como el estadio tumoral, la presencia de metéstasis al diagndstico,
carcinomatosis peritoneal y progresion de la enfermedad tumoral.

4.7.1.- Existencia de ADN mutado en plasma

De los 17 pacientes con KRAS mutado en tejido tumoral, Gnicamente hubo un caso
con una mutacién poco frecuente (T84: mutacion CGT) en el que no se pudo realizar
esta determinacion por carecer de las sondas especificas para su deteccién por PCR. De
las 16 muestras restantes, en 8 (50%) se pudo detectar la presencia de ADN mutado en
plasma antes de la cirugia y en otros 8 (50%) tras la intervencién en alguna de las 6

réplicas determinadas por PCR.

De los 8 pacientes en los que no se detectd6 ADN antes de la cirugia, tras la
intervencion:
- 4 persistieron como negativos.

- 4 presentaron ADN tumoral tras la cirugia.

De los 8 pacientes con en los que si se detecté ADN antes de la cirugia, tras la
intervencion:
- 4 persistieron como positivos.

- 4 negativizaron el ADN tumoral.

Los resultados de estas determinaciones plasmaticas por PCR en el perioperatorio

quedan reflejados en la tabla 29:
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MUESTRA PREOPERATORIO POSTOPERATORIO
T72 - 0/6 + 1/6
T87 - 0/6 + 1/6
T89 + 1/6 - 0/6
T92 + 5/6 + 2/6
T110 + 6/6 - 0/6
T112 + 1/6 + 1/6
T113 + 1/6 - 0/6
T116 + 3/6 + 3/6
T118 - 0/6 - 0/6
T121 - 0/6 + 3/6
T124 + 5/6 + 4/6
T129 - 0/6 - 0/6
T136 - 0/6 - 0/6
T145 - 0/6 - 0/6
T149 + 6/6 - 0/6
T150 - 0/6 + 3/6

N =16 N=8 N=8

Tabla 29: resumen de los datos de deteccion de KRAS mutado en plasmas mediante
PCR. Los valores se expresan en numero de réplicas positivas sobre un total de 6
determinaciones.

4.7.2.- Valor clinico de la determinacién de ADN plasmatico tumoral antes de la

cirugia

Para evaluar el valor clinico de la determinacion de ADN plasmatico tumoral se
realizaron los andlisis estadisticos mediante la comparacion de medias y tablas de
contingencia para determinar las posibles relaciones entre la presencia de mutaciones de
KRAS en el ADN plasmético preoperatorio con las distintas variables
clinicopatoldgicas, , sin observar diferencias significativas. La edad tampoco

presento diferencias significativas con la determinacion de ADN mutado.
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4.7.3.- Relaciones de deteccion de KRAS plasmatico tumoral prequirdargico con el
OS

En cuanto a la determinacion en el prondstico se estudié el OS y no se encontraron
diferencias significativas en el estudio de la relacién de las mutaciones plasmaticas de

KRAS, cuyos resultados se muestran en la tabla 30.

ADN PLASMATICO MUTADO MEDIA IC 95% P
+ KRAS NO MUTADO 32,2 20,8 -43,7
+ KRAS MUTADO 39,7 37,6 -419 N.S
+ GLOBAL 37,5 32,4-42,5

Tabla 30: relacion de la deteccion de KRAS plasmatico mutado con la OS.

Igualmente, las relaciones con el tiempo de supervivencia cancer especifica
tampoco mostraron diferencias significativas en la relacion de las mutaciones

plasmaticas de KRAS y cuyos resultados se muestran en la tabla 31.

ADN PLASMATICO MUTADO MEDIA IC 95% P
+ KRAS NO MUTADO 33 22,3-43,7
+ KRAS MUTADO 37,2 30,5-43,9 N.S
+ GLOBAL 35,3 28,3-42,4

Tabla 31: relacion de la deteccion de KRAS plasméatico mutado con el tiempo de
supervivencia cancer especifica.

4.7.4.- Valor clinico de la determinacion de ADN plasmatico tumoral después de la

cirugia

Se realizaron los mismos analisis estadisticos mediante la comparacion de medias
y tablas de contingencia para determinar las posibles relaciones entre la presencia de
mutaciones de KRAS en el ADN plasmatico postoperatorio con las distintas variables
clinicopatoldgicas, como se muestra en la tabla 36. La edad en este caso tampoco

presento diferencias significativas con la determinacion de ADN mutado.
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Los datos mas relevantes obtenidos de este analisis y que presentaron significacion

estadistica fueron que el 75% de los pacientes con ADN tumoral tras la cirugia

presentan metastasis al diagnostico frente a un 25% sin presencia de ADN tumoral

tras la intervencion, resultado (p < 0,05); y que el 75% de los pacientes con ADN

tumoral tras la cirugia progresan frente a un 12,5% de los que no tiene ADN

tumoral tras la intervencion (p= 0,041). Los datos mas significativos se recogen en la

tabla 32.
KRAS MUTADO POSTOPERATORIO
NEGATIVO POSITIVO p
HOMBRE 6 (75%) 5 (62,5%)
SEXO MUJER 2 (25%) 3 (37.5%) N.S
TIS-I-11 2 (25%) 0 (0%)
ESTADIO pT THI-IV 6 (75%) 8 (100%) N.S
GANGLIOS NO 3 (37,5%) 1 (12,5%) N.S
AFECTOS Si 5 (62,5%) 7 (87,5%)
< NO 6 (75%) 2 (25%)
METASTASIS Si 2 (25%) 6 (75%) P<0,05
CARCIMATOSIS NO 8 (100%) 7 (87,5%)
PERITONEAL Si 0 (0%) 1 (12,5%) N.S
oA SIGMA 4 (50%) 2 (25%)
0, 0,
COLON RESTO COLON 4 (50%) 6 (75%) N.S
INVASION NO 3 (37,5%) 2 (25%9
LINFOVENOSA Si 5 (62,5%) 6 (75%9 N.S
INVASION NO 4 (50%) 4 (50%)
PERINEURAL Si 4 (50%) 4 (50%) N.S
PROGRESION (AP NO 7 (87,5%) 2 (25%)
y/o exitus tumoral) Sl 1(12,5%) 6 (75%) P=0,041
EXITUS (por NO 8 (100%) 6 (75%) NS
cualquier causa) Si 0 (0%) 2 (25%) '
EXITUS (asociado al NO 8 (100%) 6 (75%) NS
tumor) Si 0 (0%) 2 (25%) '

Tabla 32: relacion entre la presencia o ausencia de KRAS mutado plasmatico
postoperatorio y las variables clinicopatologicas.

No se han podido calcular las posibles relaciones de deteccion de KRAS plasmatico

mutado postquirdrgico con el timpo de supervivencia global y cancer especificas porque
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en el momento de la finalizacién del estudio no habia pacientes con ADN plasmatico

tumoral negativo que hubieran fallecido.

4.7.5.- Variaciones en la deteccién de ADN tumoral después de la cirugia

Se evaluaron los cambios acontecidos en el ADN plasmatico mutado tras la cirugia,

cuyos cambios se detallan en la tabla 33.

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Vélidos PERMANECEN NEGATIVOS 4 5,6 25,0 25,0
PERMANECEN POSITIVOS 4 5,6 25,0 50,0
SE NEGATIVIZAN 4 5,6 25,0 75,0
SE POSITIVIZAN 4 5,6 25,0 100,0
Total 16 22,5 100,0
Perdido Sistema 55 77,5
Total 71 100,0

Tabla 33: variaciones en la deteccién de ADN tumoral tras la cirugia.

Se elaboraron tablas de contingencia para estudiar las posibles relaciones entre
dichas variaciones y variables clinicopatologicas como el estadio pT, estadio M,
presencia de carcinomatosis y la existencia de metastasis. Los datos mas relevantes tras

cada una de ellas fueron:

% Todos los pacientes con estadios inferiores a T2 se negativizaron tras la cirugia

frente a un 14,3% de los pacientes T3 o T4 (no significativo).

s EI 50% de los pacientes con metastasis al diagnostico tuvieron ADN tumoral antes
y después de la cirugia, y se positivizaron un 25% de los enfermos con metastasis al
diagnéstico. Por el contrario, el 75% de los enfermos sin metastasis no presentaron
ADN tumoral tras la cirugia (un 37,5% tampoco lo tenian antes y otro 37,5% se
negativizaron tras la intervencion) (SIGNIFICATIVO p= 0,05) (Tabla 34).
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¢+ Todos los pacientes con carcinomatosis peritoneal y ADN tumoral prequirdrgico
permanecieron con ADN tumoral tras la intervencién, frente a un 20% de enfermos
sin carcinomatosis peritoneal. ElI 53,5% de los enfermos sin carcinomatosis
peritoneal no presentaron ADN mutado tras la intervencion (el 26,7% tampoco lo

tenian previamente y otro 26,7% se negativizo) (p=no significativo).

s Un 77,7% de los enfermos que no desarrollaron metastasis o progresion en el
seguimiento no tenian ADN tumoral tras la cirugia (un 33,3% tampoco lo tenian
antes de la cirugia y un 44,4% se negativiz0). Por el contrario, un 85,7% de los
enfermos con ADN tumoral tras la cirugia desarrollaron metastasis (un 57,1% ya
tenian ADN tumoral antes de la intervencion y un 28,6% se positivizo)
(SIGNIFICATIVO p=0,031) (Tabla 35).

Estadio M
No Si Total

CAMBIOS EN ADN PERMANECEN Recuento 3 1 4
MUTADO TRAS LA NEGATIVOS % dentro de Estadio M 37,5% 125%|  25,0%
CIRUGIA PERMANECEN Recuento 0 4 4
POSITIVOS % dentro de Estadio M 0%| 50,0%| 250%

SE NEGATIVIZAN Recuento 3 1 4

% dentro de Estadio M 37,5% 12,5% 25,0%

SE POSITIVIZAN Recuento 2 2 4

% dentro de Estadio M 25,0% 25,0% 25,0%

Total Recuento 8 8 16
% dentro de Estadio M 100,0% 100,0% 100,0%

Tabla 34: relacion entre las variaciones en la deteccion de ADN tumoral tras la cirugia
y el estadio M.
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Aparicion de metastasis

NO Si Total
CAMBIOS EN ADN PERMANECEN Recuento 3 1 4
MUTADO TRAS LA NEGATIVOS % dentro de Aparicion de 33,3% 143%|  25,0%
CIRUGIA metéstasis
PERMANECEN Recuento 0 4 4
POSITIVOS % dentro de Aparicion de 0% 57,1% 25,0%
metastasis
SE NEGATIVIZAN Recuento 4 0 4
% dentro de Aparicion de 44,4% ,0% 25,0%
metastasis
SE POSITIVIZAN Recuento 2 2 4
% dentro de Aparicion de 22,2% 28,6% 25,0%
metastasis
Total Recuento 9 7 16
% dentro de Aparicién de 100,0% 100,0% 100,0%
metastasis

Tabla 35: relacion entre las variaciones en la deteccion de ADN tumoral tras la cirugia
y la progresion de la enfermedad tumoral.
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5.- DISCUSION

5.1.- COMENTARIOS AL METODO

5.1.1.-Eleccién de ADN circulante como biomarcador en cancer

Se han hallado diversas formas de CNAPS que han sido detectadas y utilizadas como
fuente de biomarcadores tanto en el estudio del cancer como en distintos tipos de
enfermedades, entre las que se incluyen las diversas formas de ADN, como el ADN
genémico, ADN mitocondrial y ADN viral, pero también varios tipos de moléculas de
ARN y micro ARN (44, 51, 62).

De forma muy similar a lo acontecido con el descubrimiento las moléculas de ADN
circulante, la existencia de ARN en sangre era conocida desde muchos afios atras (176),
hecho que adquirié una notable importancia con el hallazgo afios mas tarde de ARN
mensajeros (ARNm) especificos de diversos tumores, lo que contribuy6 a abrir nuevas
vias de investigacion de biomarcadores en el cancer (177, 178). Hoy en dia, la presencia
de ARN circulante en pacientes con cancer, al igual que ocurre con el ADN circulante,
se considera un fendmeno ubicuo (76) y se ha demostrado su relacion en numerosos
tipos de cancer como colon (179-181), mama (182, 183), tiroides (184), prostata (185,
186), melanoma (178), pulmon (187), entre otros. A pesar de ello, tanto el origen como
los mecanismos de liberacion y funcion de dicho ARN circulante no son bien conocidos
(45).

Por citar uno de los ARNm mas estudiados en el CCR destacaremos el de la
telomerasa trasncriptasa inversa humana (hTERT), que corresponde a una
ribonucleoproteina implicada en la reparacion y alargamiento de los telomeros de las
células eucariotas, con una actividad aumentada de forma caracteristica en multiples
tumores (179, 181, 183, 185, 188-191). En particular, en el CCR (188), se ha observado
una adecuada correlacion de los niveles de hTERT plasmatico en los diferentes estadios
del CCR, por lo que se ha considerado como una herramienta de cribado,
monitorizacion y respuesta al tratamiento (191).
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Sin embargo, la utilizacion de ARN circulante como biomarcador respecto al ADN
tiene como principal desventaja su fragilidad molecular, ya que estas moléculas son
muy proclives a una degradacion enzimatica inmediata (192), lo que puede alterar las
determinaciones analiticas, a pesar de que se ha observado que el ARN enddgeno es
mas estable en plasma que el ARN purificado en el laboratorio (193). Se han advertido
diversos factores preanaliticos y analiticos que pueden influir en sus determinaciones,
tales como la fuente de deteccion, hemolisis, tiempo de procesamiento de las muestras,
los anticoagulantes, la temperatura ambiental y de conservacion, y principalmente los
protocolos de centrifugacion y filtracion (194), que presentan un gran impacto tanto en
las concentraciones finales de ARN como en su calidad (193). Por todo ello, para su
estudio se requieren técnicas mas complejas y elaboradas que introduzcan
simultaneamente controles internos (195). Ademas, Y al igual que ocurre con el ADN,
el ARN circulante no es especifico de pacientes con cancer, y puede encontrarse en
voluntarios sanos o en aquellos que sufren distintas enfermedades benignas o
traumatismos (92, 196).

Sin entrar en detalles, mencion aparte podrian representar los microARN, que se han
considerado probablemente uno de los mayores y mas novedosos avances en el campo
de los CNAPS como biomarcadores en los ultimos afios, pues componen moléculas méas
estables, por lo que son mas facilmente amplificables por PCR. Desde su
descubrimiento en 1993, el nimero de microARN no ha dejado de incrementarse, y en
la actualidad se han descrito mas de 2500 microARN humanos en las bases de datos
(miRBase). Los microARN son moléculas no codificantes de pequefio tamario (18-22
nucleotidos), que regulan sus ARNm especificos y de esta forma modulan la actividad
de sus genes diana (197) (198). Su expresion aberrante en los distintos tipos de cancer
sugiere gque pueden funcionar como oncogenes y como genes supresores tumorales
(199). A pesar de que se considera que contribuyen en todas la etapas del proceso de
tumorigénesis, concretamente donde parece mas estrecha su relacion es en la regulacién
del desarrollo de las metastasis (198). Se han relacionado con multiples tipos de cancer
como el CCR (200-203), pero también otros como pulmén (204-206) (207) , mama
(208), prostata (209), gastrico (210), esofagico (211), y linfoma (212), entre otros.
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Sin embargo, muchos aspectos del origen y liberacion de los miRNA no son bien
conocidos y a pesar de sus prometedores inicios, se han descrito algunos problemas
ligados a su estudio. Concretamente en el CCR se han descrito mas de 500 microARN
relacionados directa o indirectamente Unicamente con esta patologia, y por tanto, su
elevado numero limita su especificidad (198). Ademas, su papel a dia de hoy en
desarrollo tumoral esta por determinar con exactitud, asi como el entendimiento de la
regulacion de las redes de microARN y como las familias de estos microARN se

relacionan entre si (198).

En los Gltimos afios también ha cobrado importancia el descubrimiento de fragmentos
largos (méas de 200 pares de bases) no codificantes de ARN (RNA long non-coding)
como nuevos biomarcadores en el cancer. Se ha descubierto que tienen actividad
bioldgica por si mismos, y a diferencia de los ARNm no dependen de la traduccion a
proteinas efectoras, por lo que sus niveles se correlaciones mas directamente y con
mayor precision con los fenotipos del cancer, sin embargo, su estudio esta todavia en

una fase muy precoz (213).

En definitiva, a pesar de los recientes avances en la investigacion de las moléculas de
ARN circulantes y en particular en los microARN todavia quedan muchos aspectos por
descubrir. Por consiguiente, dadas las caracteristicas de mayor estabilidad molecular
del ADN, su mayor simplicidad en los métodos de aislamiento, deteccion vy
amplificacion, asi como la posibilidad de descubrir y detectar alteraciones moleculares
especificas propias del tumor primario mediante algunas de las novedosas técnicas que
atesoran gran sensibilidad y especificidad, han permitido que dichas moléculas de ADN
tengan una mayor representacion en la literatura mundial y sean las méas usualmente
utilizadas en las técnicas de laboratorio. De ahi esta eleccién en el disefio del presente
estudio.
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5.2.- ELECCION DE KRAS COMO MARCADOR DE ADN TUMORAL

En la investigacion oncologica, y con el descubrimiento del genoma humano, se han
estudiado multiples alteraciones genéticas ligadas al cancer, y una las mas
frecuentemente utilizadas es el oncogén KRAS en el cancer en general y en el CCR en
particular, pues posee una serie de caracteristicas propias que lo hacen particularmente
uatil en este propdsito. Se describid por primera vez ligado al estudio del cancer de

pancreas en 1994 (49), y desde entonces se han llevado a cabo numerosos estudios.

Entre las razones por las cuales KRAS es uno de los oncogenes mas estudiados en
patologia tumoral, y fue también objeto del presente estudio, hemos de resaltar las
siguientes (94, 214):

= Este gen se encuentra frecuentemente mutado en diversos tipos de tumores
humanos como los CCR, adenoma de pancreas, pulmén vy tiroides. También se
encuentran mutaciones puntuales de KRAS, aungue menos frecuentemente, en
tumores testiculares, carcinoma de vesicula biliar, estbmago, endometrio y ovario,
asi como en ciertos tipos de neoplasias hematoldgicas.

= Las secuencias mutadas de KRAS, detectadas en sangre, parecen estar asociadas
especificamente con la presencia de tumores.

= Las mutaciones de KRAS aparecen mayoritariamente en el codén 12 del exén 1,
con lo que los métodos dirigidos a la deteccion de mutaciones en esta posicidon son

relativamente sencillos.

Ademas, mas selectivamente elegimos KRAS para el estudio mutacional del CCR por

otras razones concretas (94):

= Existe una alta prevalencia (20-50% aproximadamente) de mutaciones del
oncogen KRAS en el CCR.

= Dichas mutaciones ocurren de forma precoz en el proceso de tumorigénesis, de
forma que se detectan incluso en fases de adenoma.

= Alrededor de un 80% de pacientes con CCR pueden presentar un estrecho

espectro de mutaciones de KRAS, con cambios localizados principalmente en el
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codon 12, o menos frecuentemente en el codon 13, o incluso més raramente en el
codon 61.

= Se han desarrollado técnicas de PCR altamente especificas y sensibles para la
deteccion de dichas mutaciones de KRAS, facilitadas por el conocimiento de los

puntos de mutaciones principales.

5.3.- METODOS DE DETECCION DE ADN CIRCULANTE

A la hora de trabajar con CNAPS existen numerosas consideraciones destacables
durante el trabajo de laboratorio y a nivel preanalitico que pueden afectar las
determinaciones obtenidas y han de ser tenidas en cuenta para la adecuada
interpretacion de los hallazgos.

En primer lugar no hay consenso en la literatura acerca de cuél es la mejor fuente de
deteccidn, el suero o el plasma. Es perfectamente conocido que las concentraciones de
acidos nucleicos en suero son 3-24 veces mayores que en plasma, probablemente debido
a la liberacion de ADN por la lisis de los leucocitos durante el proceso de
coagulacién/fibrinolisis en el procesamiento de las muestras. Esto no se corresponde
fielmente con las concentraciones plasmaticas de ADN tumoral de los pacientes (64,
215, 216), puesto que el ADN plasmatico circulante se encuentra, al menos
parcialmente, contaminado por ADN gendmico liberado por dichos leucocitos, de modo
que el ADN especifico esta diluido por altas concentraciones de ADN gendémico no
especifico (217). Asi, aunque algin autor ha reportado que las diferencias en las
concentraciones plasmaticas de acidos nucleicos podian se debidas a la distribucion
desigual del ADN durante el proceso de separacion de la sangre en lugar de a
fendmenos de contaminacion, advocando que el suero representa mejor fuente de
deteccion que el plasma (218), para la mayoria de los grupos de investigacion en el
campo de la oncologia el plasma es inequivocamente la fuente de eleccién de ADN
especifico tumoral por su mayor sensibilidad al realizar estudios comparativos (69,
215). Este es el motivo fundamental por el que nos decantamos por el plasma como

fuente mas fidedigna para las determinaciones en nuestro estudio.
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Como hemos visto, un factor esencial para la utilizacion de &cidos nucleicos
circulantes consiste en la eliminacion de cualquier tipo de contaminacion celular en las
muestras plasmaticas, para lo que se recomienda el empleo de protocolos de
centrifugacion que combinen ciclos de baja y seguidamente alta intensidad
respectivamente y/o filtracion (69, 150, 217, 219-222) como los utilizados en nuestro
trabajo, en el que combinamos ambos métodos para la obtencidn y purificacion del
ADN plasmatico.

Ademas, como el ADN plasmatico tumoral consiste en fragmentos de distinto
tamario, es destacable la utilizacién de métodos de aislamiento fiables que permitan
detectar todas las fracciones de ADN, aspecto que tiene gran importancia en su
confiabilidad y en todos los experimentos posteriores. De hecho, algunos estudios
apuntan a que las menores tasas de deteccion de ADN tumoral podrian explicarse por la
pérdida de fragmentos de pequefio tamafio (menores de 150 pares de bases) durante
dicho proceso (64). Para el aislamiento del ADN existen mdltiples técnicas de
laboratorio disponibles, probablemente tan numerosas como el nimero de laboratorios
que las utilizan. El principal problema cuando se trabaja con é&cidos nucleicos
extracelulares es, tanto la baja concentracién obtenida, como su pobre calidad, con
independencia del metodo utilizado (44) y puede ser un factor limitante en caso de
querer realizar estudios de caracterizacion genética (44). De los mdltiples métodos
descritos en la literatura los métodos de aislamiento comerciales basados en columnas
con membranas de gel-silice parecen obtener una mayor eficiencia y reproducibilidad
en la obtencion de ADN purificado, por lo que es el méetodo por el que nos decantamos
al disefiar nuestro trabajo. A pesar de ello, no existe un método estandarizado de
aislamiento de eleccidn, y segun algunos autores pueden existir grandes variaciones en
las cuantificaciones segin el método empleado cuando comparan distintos Kits
comerciales mediante PCR (223).

Hay también diferentes factores pre-analiticos que pueden interferir en la obtencion
de resultados, como el anticoagulante empleado, el retraso en el procesado de las
muestras sanguineas y la temperatura de conservacion, que pueden alterar el
rendimiento del ADN obtenido. Asi, el uso de anticoagulantes permiten estabilizar las
muestras cuando el procesamiento de la sangre se retrasa hasta 6 horas sin alterar las

concentraciones del ADN, utilizando el EDTA de eleccion (224). Sin embargo, aunque
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el EDTA es considerado un anticoagulante privilegiado se recomienda realizar las
determinaciones de laboratorio dentro de las 6 primeras horas posteriores a la
venopuncién. En cuanto al tiempo de conservacion algunos autores han comprobado
que no hay cambios en la concentracion de ADN plasmatico en muestras almacenadas a
4°C 0 a temperatura ambiente durante 24 horas (219). Sin embargo, el almacenamiento
de la sangre a temperatura ambiente antes de la centrifugacion si tuvo un impacto
substancial en la concentracion de ADN extraido de muestras de suero (219). Por estos
motivos empleamos el EDTA como anticoagulante y seguimos escrupulosamente las

recomendaciones de almacenamiento posterior de las muestras tras su extraccion.

Finalmente el retraso en el procesado de las muestras sanguineas y la
temperatura de conservacion parecen influir en la determinacion del ADN obtenido,
aunque hay muy pocos datos acerca del efecto que tienen las condiciones de
almacenamiento en las concentraciones de ADN plasmatico. Se ha observado que el
almacenamiento prolongado de plasmas congelados a -80°C no presentan variacion en
las concentraciones medias de ADN tras los primeros 9 meses de conservacion. Sin
embargo, hay estudios que evidencian un leve descenso en las concentraciones con el
almacenamiento prolongado. Por ello se recomienda alicuotar y almacenar a -80°C las
muestras y evitar numerosos ciclos de congelacion y descongelacion (217). Por otra
parte, el impacto del almacenamiento prolongado mediante congelacion (225), y los
repetidos ciclos de congelacion y descongelacién de las muestras plasmaticas, producen
un descenso en la concentracion y en la integridad de cadena por fragmentacion
molecular con un notable descenso en la concentracion de ADN plasmatico a partir del
tercer ciclo de descongelacion (226). Particularmente en nuestro estudio el tiempo
medio de conservacion de las muestras presentd necesariamente una media elevada de 9
meses, con un rango de hasta 23 meses, pero se preservd al maximo el exceso de
manipulacion y descongelacion de las mismas para limitar el posible impacto en la

concentracion e integridad genomicas.

Como hemos visto, todas estas variantes metodoldgicas destacadas en este apartado
acerca de la eleccién, conservacién y preparacion de las muestras para las mediciones
cuantitativas y cualitativas subsiguientes del ADN plasmatico son una parte esencial a
tener en cuenta previamente al empleo de las distintas técnicas de laboratorio que

pueden tener un impacto en los resultados e interpretacion del trabajo subsiguiente.
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5.3.1.- Técnicas de laboratorio empleadas para la deteccion y cuantificacion del
ADN plasmatico circulante

El avance en el estudio e investigacion de los CNAPS en los altimos afios se ha
producido de la mano del desarrollo tecnoldgico. La llegada tanto de técnicas de
secuenciacion masiva en paralelo, como de técnicas digitales de PCR han propiciado la
caracterizacion completa del genoma en distintos tipos de tumores (101) (Atlas del
Genoma del Céncer, 2012), desde la secuenciacion completa (WGS: Whole genome
sequencing), que conlleva una gran complejidad, pasando por métodos métodos mas
selectivos como la secuenciacion de exomas (WES: whole exome sequencing) o la
secuenciacion de fragmentos diana (TS: targeted sequencing). Esto ha permitido tanto
la seleccién como la validacion de las alteraciones gendmicas en el tDNA, incluyendo
variantes mutacionales poco frecuentes, asi como la deteccion de mutaciones sométicas
en genes controladores conocidos y que estan limitadas a pacientes portadores de dichas

mutaciones (102).

Hay disponibles una gran variedad de procedimientos que han demostrado su
validez, tanto en sangre como en otros liquidos corporales y todos estos métodos de
deteccidn, caracterizacion y cuantificacion de acidos nucleicos plasmaticos presentan el
reto de conseguir adecuadas tasas de sensibilidad y especificidad, fundamentalmente en
el estudio del tDNA diluido en el fondo del ADN plasmatico procedente de células
normales (227). Entre estas técnicas se incluyen, ademas de las técnicas de PCR
cuantitativa en tiempo real, fluorimetria y espectrofotometria empleadas en nuestro
estudio, diversas variantes técnicas de PCR “enriquecida”, como PCR-SSCP (del inglés
Polymerase Chain Reaction Single-Strand Conformation Polymorphism, PCR-RFLP
(del inglés Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism),
MASA (del ingles Mutant Allele Specific Amplification), ASA (del inglés Allele
Specific Amplification), técnicas de deteccion inmunoldgica como el ELISA (del inglés
Enzyme Linked InmunoabSorbent Assay), (44, 221), BEAMing (33, 228), técnicas de
electroforesis como el TGGE (del inglés Temperature Gradient Gel Electrophoresis),

métodos de hibridacion, entre otras (37, 44).
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Para comprobar la importancia de la heterogeneidad metodoldgica en los métodos de
laboratorio en la comparabilidad de resultados comentada en el apartado anterior,
hemos querido desarrollar nuestro estudio utilizando tres técnicas de deteccion y
cuantificacion de ADN muy diferentes entre si, tanto en la ejecucidn practica como en
los principios funcionales que las sustentan. Procederemos a revisar sus fundamentos y

los motivos que nos llevaron a elegirlos.

v" Fluorimetria

Los estudios elaborados mediante esta técnica permiten la cuantificacion directa de
las muestras de plasma, suero u otros liquidos corporales al diluirlas utilizando un
colorante fluorescente en el aparato lector o fluorimetro. Estas determinaciones se han
hecho muy populares en los trabajos cientificos bajo diferentes formas y
denominaciones como DNA DipStick, PicoGreen, SYBR Gold (Invitrogen, Paisley,
UK) entre otros, pero bajo el mismo principio metodologico (229). En nuestro trabajo
fue uno de los métodos elegidos, pues poseen la gran ventaja de que pueden prescindir
de las complejas fases de procesamiento inicial o de amplificacién previas, por lo que
son considerados metodos simples, robustos, baratos, y menos demandantes
técnicamente que otros métodos mas sofisticados (64). Permiten la deteccion del ADN
bicatenario circulante en concentraciones bajas, que oscilan en la literatura entre 1ng/ml
y 25 pg/ml (230, 231), lo que aporta evidentes ventajas para un uso rutinario (219, 231,
232) (233, 234) (235). Se han elaborado estudios en los que se obtienen tasas de
deteccion y valores mas elevados de cuantificacion al ser comparados con otras técnicas
tedricamente mas sensibles como la PCR cuantitativa (232). Estas discrepancias podrian
explicarse en base a las caracteristicas intrinsecas que albergan ambos métodos de
cuantificacion, pues mientras que los métodos fluorimétricos detectan la cantidad total
de ADN circulante, la PCR cuantitativa mide la amplificacion de una secuencia diana
especifica. Algunos trabajos han destacado que la precision de los resultados de
cuantificacion por métodos fluorimétricos se ven claramente afectados por dos factores
fundamentalmente: por una parte por el grado de fragmentacion del ADN, lo que
conlleva una disminucion de su sensibilidad por esta técnica (230), al no detectarse
adecuadamente fragmentos menores de 100 pares de bases (231). Por otra parte se trata
de un método muy sensible a la impurezas y la degradacion del ADN, pero tiene la
capacidad de distinguir el ADN intacto de los productos degradados, lo que en

137



ocasiones puede conferir una ventaja. Asi, segun algunos trabajos para las
cuantificaciones de ADN purificado que se ha almacenado durante un largo periodo de
tiempo el método fluorimétrico debe considerarse siempre que sea posible (236),
aspecto perfectamente aplicable a nuestro estudio por el prolongado tiempo de
conservacion de algunas muestras. En nuestro trabajo pudimos confirmar que es una
técnica rapida, sencilla, reproducieble, que permite analizar varias muestras en cada

determinacion.

v Espectrofotometria

Es una técnica de cuantificacion de &cidos nucleicos ampliamente utilizada en el
laboratorio por su seguridad, sensibilidad, inmediatez, bajo coste y sencillez de uso (44,
237), aspectos basicos que nos inclinaron a incorporar esta técnica en nuestro estudio.
Se basa en la medicion mediante un espectrofotdometro de la cantidad de energia
radiante que absorbe o transmite una determinada muestra a una determinada longitud
de onda de 260 nm, y permite de forma rapida, en un sélo paso y sin la necesidad de
manipulacion adicional la obtencién de determinaciones cuantitativas y medicion de la
pureza de las muestras (230). Ademas, en el estudio comparativo es la técnica menos
afectada por la fragmentacion de los acidos nucleicos con respecto a la fluorimetria y
PCR (230).

Sin embargo, a pesar detentar indudables ventajas esta técnica también ofrece
algunas desventajas notables, entre las que podemos incluir una menor sensibilidad con
respecto a las otras tres técnicas empleadas (219), con tasas de deteccion no inferiores a
1 ng/ul, (230, 232); que las mediciones no discriminan entre ADN y ARN, de modo que
sus resultados estan sesgados por la presencia de ADN de una sola hebra,
oligonucleotidos y nucledtidos libres; y que también presenta una elevada
susceptibilidad de la prueba a todo tipo de impurezas, al igual que la fluorimetria (236).
Estos factores pueden limitar su uso en determinadas circunstancias deben ser tenidos
en cuenta en su empleo. En nuestro estudio fuimos extremadamente precavidos con la
manipulacion de las muestras y la calibracion del aparato lector, asi como la realizacion
de “blanco” previo a la cuantificacion de cada una de las muestras plasmaticas de ADN

para evitar contaminaciones y errores.
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v Reaccién en cadena de polimerasa (PCR)

Es una técnica de laboratorio muy versatil extensamente utilizada en diversos
campos de la biologia. Tiene la gran ventaja de que potencialmente cualquier fragmento
de ADN puede ser amplificado si se conocen los cebadores o primers para el inicio de
la misma (238). También es el método preferido para la deteccion y cuantificacion de
ARN, y cuando se combina con la enzima retrotranscriptasa (RT) se conoce como RT-
PCR para la deteccion de los productos de transcripcion génica (238-240). Constituye
probablemente la herramienta mas poderosa para el analisis de acidos nucleicos en las
comunidades cientificas. Es una técnica de alta seguridad, reproducibilidad y eficacia
(232, 241).

Los usos tipicos de PCR en tiempo real incluyen el analisis de la expresion génica,
analisis de polimorfismo de un solo nucledtido, el analisis de aberraciones
cromosOmicas, y mas recientemente también la deteccion de proteinas en tiempo real

por inmuno-PCR para los estudios de proteémica (238, 240).

Todas estas ventajas le confieren una gran aplicabilidad en campos de la biomédica,
sinedo en la actualidad el método de referencia para el diagndstico molecular (241), y
mas concretamente en la investigacion oncologica, la técnica de eleccion por la mayoria
de los grupos. De esta forma se convierte en una buena opcion tanto cuantitativa como
cualitativa para el analisis de los acidos nucleicos tanto por su elevada sensibilidad
como especificidad, que le permiten detectar cantidades de entre uno y diez picogramos
de ADN humano (230, 231).

Finalmente, y al igual que el resto de la técnicas también puede presentar algunas
desventajas. En primer lugar es una técnica de elevado coste, en parte por el precio de
las sondas fluorescentes que se utilizan (242), como también porque requiere de
complejos sistemas tecnoldgicos automatizados para su deteccion (232). Por otra parte,
en ocasiones su gran virtud puede convertirse en defecto, pues al tener gran sensibilidad
pueden alterarse los resultados por contaminacion de las muestras, que producirian una
amplificacion de secuencias genéticas que no se correspondan con la muestra analizada,
por lo que es preciso poner controles internos para su deteccion. Al igual que para las
otras técnicas también se han detectado posibles alteraciones de sus resultados por la
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fragmentacion de los &cidos nucleicos en las fases de procesamiento o almacenamiento
(230), para lo que se han desarrollado novedosos métodos de deteccidon de secuencias

cortas de ADN denominados amplicones que minimizan este efecto (243).

En virtud de su irrevocable sensibilidad y especificidad fue la técnica de referencia
frente a la que comparamos el resto de los métodos. Es el procedimiento mas complejo
de ejecutar, pues es muy sensible a posibles contaminaciones. A pesar de extremar las
precauciones en la manipulacion y preparacion de rectivos y muestras precisé la
repeticion de la técnica cuando se mostraron alteraciones en los controles internos de la

prueba.

Todas estas variantes metodoldgicas destacadas en este apartado acerca de la
eleccion, conservacion, preparacion de las muestras, introduccion de nuevas técnicas de
laboratorio, y caracterizacion de las condiciones de estudio para las mediciones
cuantitativas y cualitativas de los cambios del ADN plasmatico son en parte fuente de la
gran discrepancia de hallazgos y resultados divergentes presentes en la literatura. Por
estos motivos, en distintas publicaciones se hace inciso en la necesidad de armonizar la
metodologia mediante la adhesion rigurosa a diversas guias de recomendacion con el fin
de estandarizar los procedimientos metodologicos y homogeneizar los resultados que
permitan la obtencion de resultados comparables (44, 114, 217, 244-246). Este hecho es
esperable que comporte una mejor traslacion clinica de estos hallazgos de investigacion,
que tienen por objetivo el desarrollo e implantacién de test sanguineos simples y
reproducibles para su empleo como herramientas de laboratorio rutinarias en el cuidado
del paciente, lo que permitiria ejercer como auténticas “biopsias liquidas”, que de forma
no invasiva contribuyan a la toma de decisiones clinicas en la monitorizacion de la

enfermedad, asesoramiento de enfermedad residual y en la respuesta al tratamiento.

En el presente estudio aplicamos una técnica basada en el uso de sonda PNA para la
deteccion de ADN mutado. Con ella pudimos detectar una tasa del 50% de pacientes
con KRAS mutado en la pieza tumoral, lo cual es uan tasa relativamente baja pero
mayor que lo reportado previamente con otras técnicas (166) y en consonancia con

algunos trabajos publicados previamente (94).
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5.3.2.- Correlacion entre los métodos de cuantificacion de ADN plasméatico

En un primer lugar se evalud la posible correlacion entre distintos métodos de
cuantificacion de ADN plasmatico en el perioperatorio. Por una parte empleamos la
PCR-Q, que usamos como método “estandar” por su conocida sensibilidad y
especificidad (171). Por otra parte, evaluamos otras técnicas como la fluorimetria y
espectrofotometria, que también han sido utilizadas y se encuentran descritas en
diversos estudios de cuantificacion (127, 237, 247, 248). En base a nuestros hallazgos
pudimos objetivar que arrojan resultados muy dispares, y que al realizar la comparativa
entre las tres técnicas no pudo establecerse una adecuada correlacién entre la PCR-
Q vy la fluorimetria y espectrofotometria por un lado, ni entre fluorimetria y
espectrofotometria por otro en el preoperatorio ni tampoco en el postoperatorio,
salvo Unicamente una débil correlacion entre los niveles de ADN postcirugia
obtenidos por PCR con los niveles de ADN postcirugia obtenidos por

espectrofotometria.

Es posible que dichas variaciones tengan que ver con los diferentes principios de
medida que usan las técnicas utilizadas en la cuantificacion. Asi, mediante PCR
medimos Unicamente la amplificacion de una secuencia diana, por espectrofotometria
medimos la cantidad total de ADN tras realizar la extraccion del mismo de la muestra
sanguinea, mientras que por fluorimetria medimos ADN total sin necesidad de
extraccion alguna del material genético de la muestra. Con ello podriamos medir en
todos cantidades y concentraciones de ADN, pero con diferentes herramientas de

medida, que arrojan resultados dispares y no comparables entre si.

En consecuencia, podemos observar como uno de los aspectos limitantes en la
valoracion del potencial clinico de los CNAPS es la gran variabilidad en los métodos de
medida utilizados en su deteccion y cuantificacion, y con ello, la dificultad que entrafia
la comparabilidad entre los datos obtenidos (44, 64, 114). Estos hallazgos nuevamente
profundizan en un problema habitual en el estudio de los CNAPS, que consiste en la
falta de armonizacion en las técnicas de laboratorio, lo que hace dificil la comparacién
de hallazgos y su posible traslacion clinica. Con ello se pone de manifiesto la necesidad

de establecer valores de referencia bajo la estandarizacion en los métodos y técnicas de
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determinacion que eviten la dispersion de resultados y permitan una adecuada
interpretacion de los mismos (44, 45, 64, 90, 249).

5.4.-VALOR CLINICO DE LA DETECCION DE MUTACIONES KRAS EN
TEJIDO TUMORAL

En el CCR, ha cobrado una notable relevancia la determinacion de la mutacion del
oncogen KRAS en el estudio de la pieza tumoral (261), ya que aparte de su mencionada
importancia biologica en el desarrollo oncogénico (250), constituye el evento genético
mas comunmente observado, con un rango de determinacién variable en la literatura

que oscila entre el 20-50% segun las publicaciones y bases de datos (94, 250-254).

Por ello, la primera parte de nuestro estudio se fundamenté en la deteccion y
analisis especifico del oncogén KRAS en tejido tumoral mediante la amplificacion de
sus secuencias especificas por PCR. Con ello, debemos reflejar que fuimos capaces de
detectar dicha mutacion Unicamente en el 24% de los pacientes estudiados, lo que
refleja una sensibilidad relativamente baja, pero en concordancia con algunos trabajos
publicados (255). Cabe destacar que nuestro método de deteccion ya habia sido
validado en estudios previos de nuestro propio grupo de trabajo (37). Ademas pudimos
comprobar extrinsecamente nuestra sensibilidad al cotejar nuestros hallazgos con los
obtenidos en un centro externo en pacientes con estadio 1V de la enfermedad a los que
el Servicio de Oncologia del CHUA habia solicitado el estudio mutacional del gen
KRAS previo a recibir tratamiento quimioterapico, y mostraron concordancia con
nuestras determinaciones. Otro aspecto que podria incidir en la menor frecuencia de
deteccion mutacional es la falta de determinacion de otras mutaciones del gen KRAS

menos frecuentes ubicadas en codones 13, 61 y 146 (256).

Una vez detectada la mutacion sobre el espécimen tumoral, observamos que el
genotipo mas frecuente fue la mutacion Gly12Asp (GAT), que supuso el 71% del total
de los estudiados, en consonancia con la bibliografia que reporta una mayor frecuencia

en dicha ubicacién (255, 257, 258). Tras identificar las mutaciones especificas
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valoramos en primer lugar su grado de correlaciéon con diversas variables
clinicopatologicas, sin poder establecer relaciéon con ninguna de las variables
mencionadas, a excepcion de la presencia de metastasis al diagnostico, més frecuentes
en pacientes con mutacion del gen KRAS (47,1%) respecto a los pacientes con el gen
KRAS nativo (11,1%). Algunos trabajos publicados han obtenido resultados similares al
nuestro (259). Otros autores han encontrado una relacion entre la existencia de
mutaciones en el gen KRAS con variables como la menor edad de presentacion (258,
260), menor grado de diferenciacion tumoral (252), la localizacién predominante
proximal (253, 260, 261) o distal (258, 262), y especificamente las mutaciones del
coddn 12 con la presencia de adenopatias y estadios tumorales avanzados I1I-1V (172,

258, 261, 263), entre otras muchas revisadas, con resultados muy dispares (250, 263).

En resumen, si consideramos nuestros hallazgos y los comparamos con la gran
heterogeneidad de estudios realizados y la diversidad de resultados que ofrecen,
podemos observar la dificultad para extraer conclusiones contrastadas que
permitan inferir un valor clinico de la posible relacion entre la deteccién de
mutaciones del oncogen KRAS en tumores con variables clinicopatoldgicas
especificas.

Posteriormente, en la segunda fase de nuestro estudio profundizamos en el posible
valor pronostico de dichas mutaciones sobre el tejido tumoral con el andlisis de las
curvas de supervivencia. Se observd un descenso en el tiempo de progresion de la
enfermedad, hecho que tuvo significacion estadistica. Sin embargo, no pudo asociarse
con la OS ni de supervivencia cancer especifica. Asi, el papel que juegan las
mutaciones del gen KRAS en el CCR como factor pronostico todavia es controvertido,
con una gran riqueza bibliografica al respecto de la que parecen desprenderse dos
escenarios clinicos muy evidentes. Por una parte tumores en fase de evolucion local
donde la enfermedad se encuentra confinada al colon, es decir, hasta el estadio Il de la
clasificacion TNM, donde todavia hoy su papel es muy discutible. Por otra los pacientes
con enfermedad metastasica y/o diseminada en estadio 1V de la enfermedad en los que

hay evidencia clinica.

Los pacientes que presentan enfermedad local, a pesar de que la mayoria de los

autores defienden el valor prondéstico de la deteccion de la mutacion del gen KRAS en el
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tejido tumoral con menores tasas de OS y DFS (172, 253, 264, 265), otros autores han
cuestionado este hallazgo (250, 266). Asi, en pacientes con estadios Il-11l que fueron
sometidos a quimioterapia adyuvante no se ha demostrado valor pronostico, tal y como
se desprende del estudio realizado sobre un total de 1.564 muestras obtenidas de 3.278
pacientes reclutados en varios ensayos clinicos (PETACC-3, EORTC 40993 y SAKK
60-00) (266), ratificado posteriormente en un metanalisis (251). Otros metanalisis
elaborados sin el efecto protector de la quimioterapia adyuvante concluyeron
igualmente que no hay evidencias que permitan apoyar la asociacion de mutaciones en
el gen KRAS con la OS (267) ni con el prondstico de la enfermedad cancerosa (251). En
consecuencia en estadios iniciales de la enfermedad, con independencia de la asociacion
a la quimioterapia adyuvante, no esta aceptado el valor pronostico de la determinacion

de la mutacion del oncogen KRAS en tejido tumoral.

Por contra los pacientes en estadio IV, su prondstico se encuentra relacionado
indefectiblemente con la resistencia de los tumores portadores de mutaciones en el gen
KRAS al tratamiento adyuvante con anticuerpos monoclonales (30, 268, 269). Por ello,
las guias clinicas de la Sociedad Americana de Oncologia Médica (ASCO) recomiendan
analizar el estado mutacional KRAS en pacientes con CCR metastasico en el momento
del diagnéstico de la enfermedad que sean candidatos a recibir tratamiento con anti-
EGFR, ya que es un factor altamente predictivo negativo y pronostico de la respuesta al
tratamiento. Su importancia es tal que tanto la agencia federal americana (FDA) como
la agencia europea de medicamentos (EMEA) restringen la administracion de
anticuerpos monoclonales contra el receptor EGFR en los esquemas de quimioterapia en
los pacientes con KRAS mutado (253, 259, 270, 271). Con independencia de la
respuesta a la quimioterapia respecto al pronostico cabria destacar un estudio sobre 331
pacientes con MHCCR sometidos a reseccién hepatica portadores de mutaciones en los
codones 12 y 13. Objetivaron que ciertas mutaciones especificas del codon 12 fueron
factor pronostico independiente de OS, y ademas aquellos pacientes que recurrieron de
la enfermedad y presentaban las mutaciones tuvieron peor OS (272). De hecho, algunos
trabajos han esgrimido también posibles diferencias en el prondstico segin la
determinacion genotipica tumoral en los codones 12 y 13 y que podrian dar lugar a
diferentes consecuencias biologicas, bioguimicas y funcionales (273). Sin embargo, este
fendmeno ha sido revisado en fechas recientes sin encontrar diferencias en cuanto a la

supervivencia global (274).
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El pequefio tamafio muestral de nuestro estudio no permitié hacer un estudio
prondstico estratificando entre estadios iniciales y estadios metastasicos en relacion con
la mutacion de KRAS, de modo que se tomaron todos los tumores para elaborar las
curvas de supervivencia. Probablemente por ello, en el conjunto de nuestro estudio no
pudimos obtener relacién con la OS ni con la supervivencia cancer especifica, pues
como podemos observar su valor pronostico queda ligado en la literatura a estos dos
aspectos fundamentales: estadificacion y mutacion del gen KRAS para predecir

respuesta a la quimioterapia adyuvante.

En conclusion, las determinaciones de las mutaciones del gen KRAS en tejido
tumoral se haran cada vez mas frecuentes ya que un elevado porcentaje de entre el 20-
50% de pacientes con estadios Il y Il van a progresar a lo largo de la evolucion de su
enfermedad a estadio 1V (268), por lo que es muy probable que la extension del estudio
molecular de KRAS tenga que realizarse ya desde el momento del diagnostico en todos
los pacientes, independientemente del estadio y no solamente en pacientes en estadio IV

o refractarios al tratamiento convencional (265), y de una forma estandarizada (268).

5.5.- VALOR CLINICO DEL ADN PLASMATICO TOTAL

El valor clinico del ADN plasmatico se ha visto en ocasiones cuestionado por
aspectos como el solapamiento de las concentraciones presentes en pacientes aquejados
por enfermedades sistémicas benignas o situaciones de estrés fisiologico (44, 62, 93,
275, 276). Ademaés, con el posterior descubrimiento de mutaciones especificas
tumorales circulantes podria especularse que su papel podria quedar relegado.

Por ello, para justificar la pertinencia en el estudio de la cuantificacion del ADN
plasméatico sobre el ADN plasmatico tumoral es preciso realizar algunas
consideraciones. Se sabe que la contribucion del ADN tumoral al total de ADN
circulante es muy relativa, y depende de factores tan diversos como la carga tumoral, el
grado de agresividad del fenotipo mostrado por el tumor y la respuesta sistémica del

huésped, entre otros (98). Asi, se ha observado que en pacientes con baja carga tumoral
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la mayoria del ADN plasmatico en sangre periférica procede de células no
transformadas, en lugar de células tumorales (98). Este fendmeno, estudiado en
humanos y modelos animales apoya la idea de la existencia de una interaccion activa
entre las celulas tumorales y las células no tumorales del huésped, las cuales incitan la
liberacion de ADN durante todas las fases de la tumorigénesis mediante un mecanismo
de respuesta inflamatoria sistémica (44, 52). Por consiguiente, podemos inferir como
una ventaja el empleo del ADN plasmatico en sangre como fuente de determinacion,
que podria ser mas representativo del conjunto de la enfermedad al contener
potencialmente ambas caracteristicas adversas en el individuo, la especifica tumoral y la
del huésped, lo que sin entrar en la compleja heterogeneidad intratumoral le otorgaria

un dibujo mas detallado de la compleja biologia tumoral (169).

Ademas, otro aspecto destacable a favor de la cuantificacion del ADN plasmatico
como herramienta de determinacién clinica es que parece técnicamente mas asequible
que la deteccidon del ADN plasmatico tumoral, que requiere de técnicas mas selectivas
de diagnostico. Ademads, actualmente no todos los carcinomas estan asociados a
alteraciones especificas conocidas del ADN, y por tanto su baja sensibilidad como la
complejidad en los métodos para su deteccién los hacen menos atractivos para su
practica clinica (86). Para salvar las limitaciones en la sensibilidad y especificidad que
se derivan de los métodos de cuantificacion del ADN plasmatico, y con ello incrementar
su valor diagnostico y prondstico, algunos autores propugnan su utilizacion junto con la
determinacion de otras alteraciones genéticas tales como las hipermetilaciones de genes
promotores como el p16 (127), la integridad de cadena (85, 86), o en combinacion con

marcadores sericos habituales como el CEA (233).

Tomando como fuente de determinacion el ADN plasmatico y en base a estas
cuestiones en nuestro estudio tratamos de valorar varios aspectos. Por una parte desde
un punto de vista metodologico evaluar y comparar diferentes técnicas de
cuantificacion. Por otro lado, desde el punto de vista clinico determinar su posible valor

predictivo pronostico y en la estadificacion tumoral en el CCR.
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5.5.1.- Valor clinico de la cuatificacion de ADN plasmatico en la estadificacion

tumoral

Para su mejor comprension dividiremos el estudio clinico de la estadificacion en 2
partes: analisis de los datos preoperatorios y postoperatorios inicialmente, y después el
analisis en el perioperatorio para evaluar los posibles cambios que la cirugia aportaria a

las determinaciones de ADN plasmatico.

En primer lugar, en nuestro estudio se valoré separadamente la posible asociacion
entre las variaciones de cuantificacibn de ADN plasmaético preoperatorio y
postoperatorio y diversas variables clinicopatologicas relacionadas con el tumor,
estadio, extension de la enfermedad, invasividad tumoral, progresion y exitus analizadas
como variables independientes. En lo que sabemos a este respecto hay trabajos que han
indagado en este potencial valor clinico diagndstico y de estadificacion. Aunque se ha
postulado que una vez establecidos determinados valores de referencia la cuantificacion
de ADN plasmatico podria tener valor discriminativo en la deteccion de pacientes con
cancer (90), e incluso se ha estudiado su uso en programas de cribado para diagnostico
precoz (85, 86, 173, 234, 277), su papel hoy en dia sigue siendo controvertido por la
falta de valores de referencia (229, 278). En cuanto a la estadificacion tumoral se han
realizado maultiples estudios sobre el cancer en general y el CCR en particular. Por citar
algunos ejemplos concretos, se examinaron estas relaciones mediante PCR en pacientes
con CCR intervenidos, con determinaciones plasmaticas seriadas antes y cada 3 meses
tras la cirugia, y se reflejé una asociacion con el estadio tumoral, aunque solo obtuvo
significacion estadistica la variable pT (161). Tambien se observo relacion cuantitativa
de ADN plasmatico con la presencia de metastasis de CCR en un estudio por
espectrofotometria (253). En esta linea sobre otros tipos de tumores se han encontrado
relaciones con la estadificacion tumoral mediante PCR en pacientes con cancer de
pulmoén no microcitico (168), o carcinoma gastrico (278); o con el tamafio tumoral,

adenopatias y TNM en tumores de mama por fluorimetria (105).

Sin embargo en nuestro estudio las técnicas de PCR y fluorimetria no mostraron
hallazgos significativos con la estadificacion tumoral y Unicamente los valores de
espectrofotometria obtuvieron resultados con significacion estadistica. En el

preoperatorio se observd que los pacientes que presentaron mutaciones del gen
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KRAS tenian valores mas elevados de ADN plasmatico. Curiosamente también en
el postoperatorio los pacientes que murieron tanto por causa tumoral, como por
causa no tumoral presentaron valores significativamente menores de ADN
plasmatico medidos por espectofotometria, lo que difiere con los resultados

obtenidos en la literatura y ponen en duda su valor clinico.

Cuando por otra parte realizamos el estudio con los datos de cuantificacion
perioperatorios mostraron unicamente significacion estadistica los niveles de ADN
plasmético medidos por fluorimetria, que fueron significativamente més altos
después de la cirugia. También los niveles obtenidos por PCR y espectrofotometria

resultaron mas elevados en el postoperatorio, pero sin alcanzar significacion.

En este apartado no obtuvimos significacion estadistica con ninguna de las variables
clinicas estudiadas anteriormente mencionadas por cualquiera de los métodos de
laboratorio, lo que también cuestiona el valor de la cuantificacion del ADN plasmatico
en la estadificacion tumoral perioperatoria. No obstante, hay articulos y trabajos de
revision que coinciden basicamente con nuestros resultados, y sostienen una falta de
correlacion entre la concentracion de ADN plasmaético y variables como el tamafio,

estadio y localizacion tumoral (44, 64, 94).

Para tratar de explicar esta falta de correlacion entre los niveles de ADN plasmatico
y el estadio tumoral se han elaborado estudios en modelos animales que indagan en la
comprension de la biocinética del ADN plasmatico, y se han detectado elevadas
concentraciones incluso desde fases precoces de la enfermedad, sin relacion con el
tamafo tumoral ni la presencia de metastasis, o que cuestionaria su potencial

diagndstico en dicha estadificacion (52).

En conclusion podemos afirmar que la cuantificacion del ADN plasmatico en el
perioperatorio difiere significativamente segun la técnica de determinacién empleada, y
dicha cuantificacion perioperatoria no muestra claramente relacion con las variables

clinicas de estadificacion tumoral.
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5.4.2.- Valor en el pronostico de la enfermedad

Para finalizar este apartado realizaremos el anélisis pronostico en 2 apartados con el
estudio de las curvas de supervivencia y los modelos multivariantes de regresion, de
forma similar al proceder previo. Comenzaremos con el analisis de los datos de ADN
plasméatico preoperatorios y postoperatorios, y terminaremos con el estudio

perioperatorio para estimar los posibles cambios que provoca la cirugia.

Aungue como se ha comentado previamente la validez de la cuantificacion del ADN
plasmatico en el diagndstico y la estadificacién tumoral parece ser limitada, son muy
numerosos los trabajos publicados en la literatura que suscriben un valor pronostico de
dichas cuantificaciones para la determinacion DFS y OS (64, 127, 168, 170). Ademas,
en una revision reciente se ha observado que la magnitud del efecto del ADN
plasméatico tumoral fue similar a la del ADN plasmatico total, cuestionando el valor

afiadido de la evaluacion del ADN plasmatico tumoral como factor pronostico (98).

Respecto a su valor prondstico, Unicamente los valores preoperatorios obtenidos
por PCR mostraron correlacién de forma inversa y débil entre el tiempo de DFS y
los niveles de ADN plasmaticos. El resto de los métodos de laboratorio no

obtuvieron relacion significativa alguna.

Con las determinaciones postoperatorias se observé por PCR una correlacion
inversa y moderada con el DFS y con el OS. De forma similar la fluorimetria
mostré correlacion inversa y moderada con el OS. La espectrofotometria no

mostré relacion significativa prondstica.

Al analizar estos resultados obtenidos mediante las 3 técnicas de laboratorio pudimos
nuevamente constatar la gran variabilidad existente entre los resultados. Cabe destacar
que se confirma la PCR como Unica técnica con valor predictivo en las muestras pre y
postoperatorias, con determinaciones en consonancia con los trabajos mencionados
anteriormente (64, 127, 168-170). La espectrofotometria fue el Unico método que no
mostré valor alguno en las cuantificaciones, y por ultimo la fluorimetria, que para

algunos autores representa una técnica con mayor sensibilidad y especificidad en el
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estudio pronoéstico del CCR que el CEA, Unicamente mostrd valor prondstico en las
determinaciones postoperatorias (127).

Tomados estos resultados con la prudencia necesaria, dado el escaso nimero de
pacientes podemos establecer que nuestros hallazgos sugieren una relacién inversa
entre valores absolutos de cuantificacion de ADN plasmatico y el DFS y OS. En
consonancia con nuestros hallazgos, algunos autores han observado que las elevadas
concentraciones ADN plasmatico constituyen un factor de riesgo independiente de
peores resultados en términos de DFS y OS (64, 127, 168-171). En particular en el CCR
se ha observado que la determinacidén preoperatoria de elevados niveles de ADN
plasmatico previo a la reseccion de metastasis hepaticas de CCR es un factor predictivo
de recurrencia (69). Sin embargo, y al igual que ocurria en la utilizacion de estos valores
de ADN plasméatico para el diagnostico y estadificacion tumoral, la falta de valores de
referencia que permita discriminar entre grupos de elevado riesgo se pone de manifiesto
(44, 64).

Para terminar nuestro estudio realizamos un analisis comparativo de las curvas de
supervivencia en el perioperatorio con los datos obtenidos de las 3 técnicas
empleadas para estimar el posible el impacto de la cirugia en prondstico. Los resultados

obtenidos fueron:

+* Preoperatorio: Unicamente se obtuvo una débil correlacion inversa entre los
niveles preoperatorios de ADN plasmatico obtenidos mediante PCR y el tiempo de
progresion y 0OS, de modo que aquellos pacientes con mayores niveles
preoperatorios de ADN plasmatico tuvieron peor prondstico de su enfermedad. Sin
embargo, las determinaciones realizadas mediante espectrofotometria y

fluorimetria no lograron detectar correlacién alguna.

% Postoperatorio: de forma similar a lo acontecido en el preoperatorio las
determinaciones mediante PCR establecieron una relacion inversa con el tiempo
de progresién y el OS, de modo que aquellos pacientes en los que tras la cirugia los

niveles de ADN plasmatico permanecieron altos tuvieron peor prondstico. La
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fluorimetria fue capaz también de mostrar relacién inversa con el OS, mientras que

la espectrofotometria no mostro relacion alguna.

En concordancia, donde reside un mayor consenso bibliografico es en la utilizacion
del ADN plasmatico para monitorizar la dindmica de respuesta de aquellos pacientes
afectos de cancer que son sometidos a tratamientos quirdrgicos (96, 172) y/o quimio-
radioterapicos (85, 86, 97, 127, 168, 169, 173-175). En general, la rapida respuesta al
tratamiento tiene valor prondéstico y se indica con un descenso de los valores tras el
comienzo de la terapia, mientras que un mantenimiento o incremento durante el
tratamiento refleja recurrencia (127), progresion tumoral o falta de respuesta al
tratamiento (44, 85, 86, 96, 168, 173). Potencialmente en el perioperatorio inmediato
podria demostrar la posible diseminacion tumoral en el momento de la cirugia

colorrectal y estimar la completa reseccion quirargica (161, 172, 278, 279).

Sin embargo en nuestro trabajo, al analizar las curvas de supervivencia en el
perioperatorio mediante las 3 técnicas de laboratorio pudimos nuevamente constatar la
gran variabilidad existente entre los resultados. Cabe destacar que se confirma la PCR
como Unica técnica con valor predictivo en las muestras pre y postoperatorias, con
determinaciones en consonancia con los trabajos mencionados anteriormente (64, 127,
168-170). La espectrofotometria fue el inico método que no mostré valor alguno en las
cuantificaciones perioperatorias, y por ultimo la fluorimetria, que para algunos autores
representa una técnica con mayor sensibilidad y especificidad en el estudio prondstico
del CCR que el CEA, unicamente mostré valor prondstico en las determinaciones

postoperatorias (127).

Con respecto a los los niveles de ADN plasméatico en nuestro estudio
preoperatorio no mostraron resultados claramente concluyentes, lo que podria
demostrar su limitado valor prondstico. Sin embargo, en el postoperatorio si
parecen relacionarse con el DFS y OS por PCR y fluorimetria, lo que demuestra su
valor pronostico en respuesta al tratamiento quirargico. Por consiguiente, la evolucién
dinamica del ADN plasmético en el perioperatorio inmediato para el pronostico y la
monitorizacion de la enfermedad podria tener un papel destacable tras el tratamiento

quirdrgico.
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Para finalizar este apartado, se realizd el andlisis multivariante de regresion
logistica que permite identificar las variables de riesgo y cémo se relacionan en el
perioperatorio. Se observO que en el preoperatorio, Unicamente la existencia de
metastasis multiplicaba el riesgo de progresion de la enfermedad. En el analisis
multivariante de Cox utilizando como variables el tiempo de progresion y el tiempo
total de supervivencia se observd que la existencia de metéstasis, localizacion distal y
particularmente la existencia de carcinomatosis reducian considerablemente el tiempo
de DFS y de OS. Con el andlisis multivariante de regresion logistica y de Cox en el
postoperatorio basicamente se observd que la presencia de metastasis, carcinomatosis,
otras neoplasias y principalmente adenopatias afectas en la pieza de reseccion
quirdrgica confieren un peor pronostico en cuanto al tiempo de progresion y al tiempo

total de supervivencia. La quimioterapia tuvo un efecto protector en el prondstico.

En conjunto, en los modelos de regresion las variables que se asociaron a un peor
prondstico en téerminos de DFS o OS fueron la existencia de adenopatias en la pieza
quirdrgica, metastasis y/o carcinomatosis al diagnostico, presencia de otras neoplasias y
localizacion distal del tumor, y por tanto puede observarse que la cuantificacion
plasmatica de ADN total en el perioperatorio inmediato no modifica
sustancialmente los factores de riesgo que afectan al prondstico del CCR tras la

exéresis de la pieza quirurgica.

Como dato importante cabe también destacar el valor del efecto protector del
tratamiento quimioterapico adyuvante que obtuvimos con respecto al OS, en

consonancia con multitud de trabajos publicados (168, 169, 234, 277).
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5.6.- VALOR CLINICO DEL ADN PLASMATICO MUTADO

En el empleo de los CNPAS como biomarcadores, la deteccion de alteraciones
moleculares propias del tumor primario en el torrente circulatorio es particularmente
codiciable, pues potencialmente reflejan los cambios genéticos y epigenéticos
acontecidos en el tumor, y por tanto, podrian expresar una imagen mas fiable de la
biologia intrinseca tumoral con respecto a la determinacién del ADN plasmatico total
(94). Otra ventaja esencial es su capacidad para mostrar la evolucién clonal del tumor
en tiempo real durante el curso del tratamiento ya que pueden detectarse casos de
mutaciones en plasma que no se observan en el tumoren el momento del diagnostico, lo
que otorga la posibilidad de optimizar la terapia dirigida contra los subclones
dominantes en cualquier punto de la enfermedad (36, 94). Particularmente, el analisis de
estas alteraciones especificas propias del tumor como KRAS, entre otras, es valioso
porque, por una parte, estas alteraciones se presentan con elevada frecuencia en algunos
tumores y en particular en el CCR como vimos en el apartado anterior, por otra es un
evento geneético que contribuye a la progresion tumoral (114, 280) y finalmente como
hemos visto es preciso conocer el estado mutacional del gen KRAS previamente a

instaurar los esquemas de quimioterapia adyuvante.

Sin embargo, en contra de este potencial beneficio también se esgrimen algunas
limitaciones importantes, tanto en la eleccion de la mutacion como en su deteccion. Asi,
podria rebatirse que la eleccion de una mutacion para el estudio podria no ser
representativa de la carga tumoral total, o tal vez que no sea una medida de los clones
mas agresivos dentro del propio tumor (98). Ademas, se han observado mutaciones
circulantes en plasma que difieren de las presentes en el tumor primitivo, probablemente
relacionadas con los fendmenos de heterogeneidad tumoral (6, 7, 107) o de expansion
de clones ocultos en respuesta a presiones selectivas como la quimioterapia (103).
Ademas, el grado de concordancia entre la deteccion plasmatica mutacional y el tumor
primario no es absoluto, y es sensible tanto a variables clinicopatoldgicas como a los
métodos empleados para su deteccion, como veremos en profundidad mas adelante (44,
64, 94, 214).

Otro de los grandes problemas a los que se enfrentan estos estudios deriva de la

metodologia empleada para su diagndstico y cuantificacion, dado que la carga de ADN
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plasméatico tumoral en plasma representa Unicamente una minima fraccion (alrededor
del 11%) del ADN plasmatico total (70). Por tanto, son necesarias técnicas muy
poderosas que consigan adecuadas tasas de sensibilidad y especificidad, ya que las
secuencias nativas interfieren con la deteccion de las secuencias diana mutadas
provocando un efecto dilucional (96, 114). Por estos motivos, en la explotacion del
ADN plasmatico tumoral como herramienta diagnéstica es necesario que los estudios
estén orientados, y requieren que la mutacion del tumor se produzca frecuentemente en
un lugar gendémico especifico conocido para su deteccion (86, 114, 169, 281) que
ayuden a a mitigar el efecto de confusion de la heterogeneidad intratumoral (163), como
es el caso de las mutaciones en el gen KRAS que empleamos en nuestro trabajo.

Estos argumentos ponen manifiesto que en aquellos tumores en los que ha sido
posible detectar una mutacion especifica podrian ser grandes candidatos para la
monitorizacion de su ADN tumoral en sangre (110). Por ello, en esta parte de nuestro
estudio nos planteamos cual es el posible valor clinico de las determinaciones

plasmaticas de KRAS mutado durante el perioperatorio.

5.6.1.- Valor en la estadificacion tumoral

El prondstico y el tratamiento de la enfermedad cancerosa se establece normalmente
en base a la estadificacion previa obtenida mediante el analisis anatomopatolégico de la
pieza tumoral, y en ocasiones por diversos motivos médicos o éticos no es posible su
estudio. Por ello en este apartado quisimos indagar en el posible valor clinico de la
deteccion del ADN plasmatico tumoral durante el perioperatorio, tanto con la pieza
tumoral como tras su exéresis inmediata y su relacién con respecto a las variables
clinicopatoldgicas y su pronostico, y valorar el efecto de la cirugia en las

cuantificaciones.

En primer lugar como hemos visto la sensibilidad en la deteccién del ADN
plasmatico tumoral es un reto en las determinaciones de laboratorio. Por ello, en la
busqueda de incrementar la sensibilidad diagndstica, en los ultimos afios se han
desarrollado estudios de secuenciacion del genoma completo (86, 172, 282), asi como

estudios mas personalizados mediante métodos de secuenciacion dirigidos, que
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establecen un incremento en el grado de correlacion entre las mutaciones halladas en del
tumor primario y su deteccion en sangre periférica que buscan la identificacion de
alteraciones gendémicas somaticas que virtualmente se encuentran presentes en las
células tumorales y cuya aparicion en células normales es casi despreciable (101, 105,
106, 115, 163, 283). También se han probado paneles de deteccion, en los que se
incluyen la deteccion conjunta de varias mutaciones u otras alteraciones moleculares
conocidas que acontecen en el tumor primario (36, 94, 96, 110, 127, 169, 172). Sin
embargo, nuestras determinaciones se llevaron a cabo mediante PCR con sondas PNA,
gue segun autores tienen mayor sensibilidad que la secuenciacion para el diagnéstico de
mutaciones (166). Con ello nuestra tasa de deteccion del gen KRAS mutado plasmaético
en el perioperatorio fue del 50% de pacientes que presentaron dicha mutacion en la
pieza tumoral, cifra relativamente baja, pero en consonancia con algunos articulos
publicados (94).

Ademas, se ha observado que la sensibilidad diagnostica se encuentra ligada
directamente al estadio tumoral, aspecto que queda patente en varios trabajos. Por
ejemplo en un estudio sobre 223 pacientes con distintos tipos de cancer se observé que
la tasa de deteccion aumentaba significativamente desde el 47% de deteccidn en estadio
I de la enfermedad hasta el 55, 69 y 82% en estadios I, 111 y IV respectivamente (105).
De forma similar en otro estudio elaborado sobre 191 pacientes con CCR se estudio la
sensibilidad en funcién del nimero de copias mutadas de varias de las mutaciones mas
frecuentes detectadas en dicho tumor, y se relacion6 de forma directa con el estadio
tumoral (172). En este sentido otros autores destacan una estrecha correlacion entre los
niveles de ADN plasmatico y la deteccion del gen KRAS mutado plasmatico en fases
avanzadas de la enfermedad (110), lo que les sugiere que en estadios avanzados el
incremento del ADN plasmatico tumoral podria tener mayor valor diagnéstico (170), y

se correlacionaria directamente con el volumen tumoral (169).

Tomados en cuenta estos aspectos que inciden en la sensibilidad, para valorar su
utilidad clinica estudiamos si existia alguna correlacion entre la deteccion de ADN
tumoral perioperatoria con distintas variables clinicopatolégicas relacionadas con el
género, tumor, estadio, invasividad tumoral en la pieza quirurgica determinada por el
grado de invasion linfatica y perineural, progresion o exitus por causa tumoral o por

cualquier causa y observamos que en nuestro estudio no se pudo alcanzar significacion
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estadistica en ninguna de las variables mencionadas en el preoperatorio. No obstante,
las determinaciones postoperatorias si presentaron significacion estadistica con dos
variables. Por una parte con la existencia de metéastasis, hecho que se produjo en el
75% de los casos de pacientes que tuvieron ADN tumoral frente al 25% de los que no lo
tuvieron. Por otra con la variable de progresion tumoral, que se produjo en el 75% de
los pacientes con ADN tumoral tras la cirugia frente al 12,5% que progresaron sin ADN
tumoral tras la cirugia. Estos datos redundan en el hecho de que la sensibilidad es mayor
en pacientes con estadios mas avanzados, y que presentan por tanto una mayor carga
tumoral, como se ha comentado anteriormente (170, 172, 284). Sin embargo, estos
hallazgos no se verian apoyados por el hecho de que no se alcanzase significacion
estadistica en la determinacion preoperatoria, con toda la masa tumoral intacta como

fuente potencial de liberacion de ADN mutado.

En cuanto a la progresion tumoral como variable independiente durante el
postoperatorio inmediato no es un evento recogido como tal en la literatura. El resto de
variables han sido estudiados principalmente ligados al tumor primario, como vimos en
el apartado anterior. De esta forma no existe una asociacion clara entre las
determinaciones de ADN plasmatico circulante y el resto de variables en cuanto a
la localizacion 'y diversos aspectos relacionados con la agresividad
anatomopatologica del tumor primario, lo que nos inclina a pensar que estas
determinaciones en el perioperatorio inmediato tienen un valor clinico limitado en

la estadificacion tumoral.

5.6.2.- Valor en el pronostico de la enfermedad

Donde el papel de estas determinaciones parece tener una mayor relevancia con
amplio respaldo bibliografico es en el pronostico, prediccion y monitorizacion de
respuesta a los tratamientos, aspecto que biolégicamente se sustenta en la corta vida
media del ADN plasmatico tumoral circulante, que se estima menor de 1,5 horas (30,
96, 105).

El valor pronostico ha sido destacado en algunos trabajos relevantes. Asi, en un

estudio realizado en pacientes con cancer de mama se proporciond la prueba de
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concepto de que el ADN plasmatico tumoral circulante presentaba una gran sensibilidad
pronodstica como biomarcador para la carga tumoral en el cAncer de mama metastasico.
Especificamente estos investigadores encontraron que los niveles de ADN plasmatico
tumoral mostraron una mejor asociacion dinamica y mayor correlacion con los cambios
en la carga tumoral que el Ca 15-3 o las células circulantes (106). En este mismo
sentido en otro estudio realizado en pacientes intervenidos de CCR, algunos de ellos
con metastasis hepaticas sincronicas mostraron que las determinaciones de ADN
plasmatico tumoral en el postoperatorio inmediato y a medio plazo mostraron una mejor
correlacion clinica que los marcadores CEA y Ca 19.9 en relacién con el grado de
reseccion tumoral, recurrencia de la enfermedad, asi como con la monitorizacion a
tratamientos adyuvantes en terapias paliativas biologicas hasta varios meses después de
la cirugia (110). Otros autores han destacado la relevancia de la correlacion en la
deteccion de mutaciones del gen KRAS en plasma y tejido tumoral como factor de mal
prondstico (166)

En nuestro estudio en cuanto a su valor prondstico los valores plasmaticos
preoperatorios no mostraron significacion estadistica, al no obtener relacion con el OS
ni tampoco con la supervivencia relacionada con el cancer. Sin embargo, no se pudieron
calcular las posibles relaciones de la deteccion de las mutaciones del gen KRAS
plasmatico postquirargico con el tiempo de OS y cancer especificas porque no se
encontraron pacientes con ADN plasmaético tumoral negativo que hubieran fallecido.
Por tanto este es un hallazgo inequivoco, mas alla de los resultados estadisticos que
confieren un potencial valor prondstico de respuesta al tratamiento quirtrgico y/o a la
quimioterapia adyuvante recibida por varios de nuestros pacientes durante el
seguimiento del estudio. De este modo se refuerza la idea de su valor prondstico para el

tratamiento en cuanto a la OS y SV especifica por cancer.

Multiples trabajos apuntalan incuestionablemente este valor pronostico en términos
de OS y/o DFS (127). Para algunos autores su determinacion en un panel de mutaciones
somaticas en suero entre las que se encuentra el gen KRAS es un factor predictor de
recurrencia mayor que el estadio de DUKES (111). Otros establecen el significado
prondstico entre la cirugia y el estadio Il de la enfermedad (285). Para concluir este

epigrafe se han realizado varios metanalisis recientes que han corroborado el valor
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prondstico adverso de la deteccion de la mutacion del gen KRAS plasmatico en diversos
tipos de tumores (286) y en el CCR en particular (171) en cuanto a una peor OS y DFS.

En relacion a su valor predictivo se ha visto en general que los pacientes con altos
niveles pretratamiento de mutaciones plasmaticas del gen KRAS tienen peor respuesta a
los tratamientos que los que presentan niveles mas bajos. Los datos permiten estratificar
el riesgo en base a la cuantificacion, lo que para algunos autores podria seleccionar
aquellos pacientes con enfermedad “KRAS dominante” de otros en los que los niveles
son mas bajos y potencialmente podrian beneficiarse de tratamientos adyuvantes (170).
De este modo, en un metandlisis publicado en 2010 se comprobd un hallazgo
ampliamente constatado en la literatura, que los pacientes con deteccién de mutaciones
plasmaticas en los genes KRAS y BRAF presentaron menores tasas de respuesta a los
tratamientos con anti-EGFR, tiempos de DFS mas cortos y de OS (287). En pacientes
con enfermedad metastasica pueden proporcionar mediciones instantaneas de la carga
clonal tumoral para detectar precozmente la recurrencia (170, 282), como también la
obtencion de una repetida monitorizacion de los pacientes durante el tratamiento (114,
170, 282). Permiten identificar mutaciones especificas que surgen durante la terapia
ligadas principalmente a las terapias de bloqueo de EGFR (16, 20, 21, 23, 28, 52), ya
que distintos tipos de agentes quimioterapicos tienen como objetivo las vias de KRAS,
como de BRAF, EGFR o p53 (170, 280, 287), y requieren del conocimiento de su estado
mutacional para predecir la respuesta terapéutica. Esto nos permitiria indagar en
aspectos claves como las posibles causas de un fracaso terapéutico, anticipar nuevas
estrategias de diagndstico o plantear nuevas directrices de tratamiento como alternativa

a la toma de biopsias.

Las conclusiones finales de este epigrafe podemos resumirlas en que las
determinaciones de ADN plasmatico tumoral en el perioperatorio mediante PCR con
sonda PNA tienen un valor clinico cuestionable para la mayoria de las variables
relacionadas con la estadificacion, y su sensibilidad diagndstica se ha visto
estrechamente relacionada con el estadio tumoral. Donde si est4 claramente establecido
su valor es en el pronostico y en la prediccién y monitorizacién de respuesta a los

tratamientos.
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5.7.- EFECTO DE LA CIRUGIA EN LOS NIVELES PERIOPERATORIOS DE
ADN PLASMATICO MUTADO Y SU RELACION CLINICA

A dia de hoy, la cirugia conforma la piedra angular del tratamiento del CCR, tanto en
estadios de enfermedad local como metastasicos candidatos a una reseccion completa
radical. La mortalidad y las tasas de supervivencia quedan altamente ligadas al estadio
de la enfermedad en el momento del diagnostico y durante el tratamiento. De hecho, a
pesar del adecuado tratamiento quirtrgico con o sin quimioterapia adyuvante el 30-50%
de los pacientes presentara recurrencia de la enfermedad, desarrollard metastasis y
probablemente morira dentro de los 5 primeros afios de la enfermedad (288). Ademas,
en la préactica clinica habitual, el seguimiento de los pacientes con cancer se apoya en la
utilizacion de proteinas séricas cuya sensibilidad diagndstica es insuficiente para el
diagndstico precoz. Asi, en el CCR el CEA ha mostrado mejor sensibilidad que el
Cal9.9, con una tasa de sensibilidad diagnostica directamente asociada al estadio
tumoral, de modo que en estadios iniciales A y B es del 40% A y en estadio C alcanza
un 70%. Por estos motivos Unicamente han mostrado utilidad en el seguimiento de la
enfermedad, y se ha propiciado la busqueda de nuevos biomarcadores para monitorizar
la enfermedad cancerosa (289-292). El auge experimentado por los CNAPS ha recogido
este contexto para erigirse potencialmente como nuevos biomarcadores que guien a los
clinicos a modo de “biopsia liquida” en el diagndstico y monitorizacion de la
enfermedad tumoral (293).

Por ello, en nuestro estudio nos planteamos la posibilidad investigar la posible
asociacion entre la deteccion de ADN plasmatico tumoral con mutacion del oncogen
KRAS con la cirugia en el perioperatorio inmediato. Buscamos con ello por una parte
evaluar su posible funcion clinica como biomarcador en la determinacién del estadio y
prondstico de la enfermedad tumoral; por otra parte, reflexionar su posible funcion

bioldgica en el perioperatorio tras la exéresis del tumor primario.

Desde el punto de vista clinico, es un hecho contrastable que el valor de los CNAPS
en el perioperatorio esta evolucionando y cobrando cada vez mayor relevancia.
Fundamentados en la corta vida media del ADN plasmatico tumoral por su réapida

degradacion, (44, 96, 294) estos biomarcadores podrian demostrar diseminacion de la
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enfermedad en el momento de la cirugia del tumor primario y por tanto, estimar el
grado de reseccion quirdrgica tumoral. Ademas de ello, varios estudios han indagado en
el valor de las determinaciones postoperatorias del ADN plasmatico tumoral, no s6lo
para evaluar su valor en la monitorizacion de la cirugia, sino también como marcador

pronostico de la enfermedad (161, 278).

Si atendemos a la valoracion como biomarcadores del valor clinico en la
monitorizacion del tratamiento quirurgico de estas determinaciones en un trabajo
con pacientes con CCR que utilizd un panel de deteccién de mutaciones somaticas
frecuentes, entre las que se encontraba el gen KRAS durante el seguimiento, el ADN
tumoral tipicamente desaparecié después de la cirugia curativa RO, mientras que en
pacientes con tratamiento no curativo (cirugia R2 o cirugia paliativa) el ADN
plasméatico tumoral permanecio detectable inmediatamente después de la operacion
(110). Otro estudio realizado sobre pacientes con cancer gastrico también demostré su
valor en la estimacion de la reseccion curativa (278). En estadios avanzados de la
enfermedad tumoral se encuentran trabajos como los de Diehl 2008 sobre pacientes con
CCR y metastasis, que en un estudio de caracteristicas similares al nuestro mediante la
técnica BEAMIng, estudié las oscilaciones plasmaticas de 18 pacientes acontecidas en
un conjunto de mutaciones somaticas entre las que se incluyeron KRAS, APC, p53 y
PIK3CA. Se tomaron determinaciones previas a la intervencion, y de forma seriada al
primer dia, posteriormente entre los dias 2-10, y finalmente entre los dias 13-56 del
postoperatorio, y obtuvieron una buena correlacion entre las oscilaciones de estos
valores y la extension de la cirugia. De este modo, los pacientes con niveles
persistentemente elevados de forma inmediata tras la intervencion tuvieron
generalmente recurrencia en el primer afio de seguimiento (96). De este modo se sugiere
que los niveles de ADN plasmaético tumoral reflejan con fidelidad la carga tumoral
sistémica tras la cirugia, lo que permite asesorar acerca de si hay presencia de
enfermedad residual, y concretamente tras la cirugia de metastasis podrian ser un factor

prondstico de recurrencia (36).

En nuestro trabajo, estudiamos estadisticamente los cambios acontecidos en las
detecciones de ADN tumoral antes y después de la intervencion quirdrgica que sirvio
para la monitorizacion del tratamiento, y se obtuvieron algunos resultados

destacables. Asi, pudimos observar como todos los pacientes en estadios iniciales y
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potencialmente mas “curables”, es decir pT1 y pT2, negativizaron los valores de ADN
plasmatico tumoral tras la cirugia con respecto a los pacientes en estadios mas

avanzados pT3 y pT4, aungque no pudo alcanzarse la significacion estadistica.

De una forma similar con respecto a los pacientes con carcinomatosis, la cirugia no
modificd los valores de cuantificacion, de modo que todos los pacientes con ADN
plasmatico tumoral antes de la cirugia, permanecieron con dicho ADN tras la
intervencion. En los pacientes sin carcinomatosis solo permanecio el ADN plasmatico
tumoral postquirdrgico en el 20% de los pacientes y no se alcanzo la significacion
estadistica en los cambios.

En ambos casos, y a pesar de no conseguirse la significacion estadistica, los
resultados apuntan a una mejor respuesta a la cirugia en estadios iniciales, con un mejor
“aclaramiento” del ADN plasmatico tumoral que en estadios mas avanzados o en
pacientes con carcinomatosis, donde la enfermedad no es completamente erradicada, lo
que redunda en el concepto de la capacidad de monitorizacion de la enfermedad en

tiempo real y su relacion con la extension de la cirugia (36, 96).

Al estudiar los pacientes con metastasis pudo observarse que en la mitad de ellos
podia detectarse ADN plasmatico tumoral preoperatorio, y en un 25% mas se
positivizaron en el postoperatorio, de modo que en la mayoria de ellos (75%) pudo
detectarse ADN plasmético tumoral. Por el contrario, el 75% de los pacientes sin
metastasis no presentaron ADN plamatico tumoral tras la cirugia, de forma que la mitad
de ellos se negativizaron tras la cirugia, resultado que si obtuvo significacion
estadistica. Al igual que en la literatura, a mayor carga tumoral hubo mayor indice de
deteccidn y cuantificacion (36). La contribucién de la cirugia en “negativizar” el ADN
plasméatico tumoral de pacientes sin metastasis entra dentro de su capacidad de
monitorizar la respuesta al tratamiento. La excepcion a estos hallazgos la constituye un
paciente (T110), con buena deteccién de ADN plasmatico tumoral en el preoperatorio y
metastasis hepaticas sincrénicas al diagnostico, que tras una cirugia radical que incluyd
el tumor primario y las resecciones hepéticas de las lesiones metastasicas negativizé los
niveles plasmaticos de ADN en el postoperatorio. Actualmente se encuentra libre de

enfermedad, y el aclaramiento del ADN plasmatico tumoral parece conferirle un efecto

161



pronostico positivo que reflejaria una extension radical de la cirugia, en consonancia

con lo publicado por Diehl et al (96).

Mas complejo de interpretar serian el 25% de los casos de pacientes con metastasis,
en los que a pesar de la exéresis del tumor primario con la consiguiente reduccion de
carga tumoral, pudo detectarse Unicamente ADN plasmatico tumoral en el
postoperatorio. Presumiblemente a estos valores en pacientes sometidos a cirugias no
radicales pueden influir varios factores, como el incremento de liberacion de acidos
nucleicos por las lesiones metastésicas en el contexto del estrés fisiologico del tras la
intervencion, o la inmunodepresion postoperatoria entre otros. A este fendmeno también
podria contribuir la liberacion de acidos nucleicos por las celulas tumorales circulantes
(295, 296). Sin embargo, estudios realizados tanto en modelos animales (297), como en
humanos (105, 106) sugieren que en base a la escasa cantidad de células tumorales
presentes en la circulacidn, su contribucion al ADN tumoral circulante tendria un efecto
minimo. Por ello podriamos inferir una posible menor contribucion de las mismas en la

evolucion de la enfermedad (297).

La cirugia en estadios avanzados no redujo la deteccién de ADN plasmatico tumoral,
resultado que obtuvo significacion estadistica, de modo que el 85,7% de los pacientes
en los que se detectd ADN plasmatico tumoral tras la intervencion presentaron
evolucion de su enfermedad o desarrollaron metéstasis. De la misma manera, el 77,7%
de los pacientes que no progresaron o desarrollaron metéstasis no tenian ADN
plasmatico tumoral tras la cirugia, de los cuales el 44,4% se negativizaron tras la
intervencion, lo que podria indicar un posible efecto protector de la cirugia para el
grupo de pacientes en estadios precoces. Estos hallazgos nuevamente ponen de
manifiesto la capacidad para monitorizar la enfermedad y actuar como factor
prondstico, en consonancia con lo expuesto en la literatura (110). Cabe destacar como
ejemplo a este respecto el caso del paciente T87, con deteccion negativa preoperatoria y
que tras la cirugia se detecto ADN plasmatico tumoral. El paciente presentd rapida

progresion de la enfermedad y metastasis.

Aunque nuestros resultados tienen importantes limitaciones, principalmente ligadas
al escaso numero de pacientes reclutado con mutaciones, si parecen apuntar que en

aquellos pacientes con mutaciones la cirugia podria tener un efecto protector en estadios
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iniciales, mientras que en fases mas avanzadas la reduccién de masa tumoral tiene

escaso impacto en el prondstico y supervivencia de los pacientes.

En base a nuestros hallazgos es licito plantearse el valor clinico real de la cirugia en
determinados pacientes. Si los valores del ADN plasmatico tumoral pueden predecir
recurrencia o enfermedad residual tras cirugia potencialmente radical, o pacientes con
cirugia supuestamente curativa desarrollan progresion con plasmas que mantienen
capacidades oncogénicas. Tal vez estos hallazgos nos hagan reflexionar que, con el
conocimiento de las bases moleculares del cancer, y sus posibilidades de deteccion en
sangre circulante, podamos comprender mejor el comportamiento intrinseco del tumor,
y pueda manejarse como una entidad independiente, con tratamientos y abordajes

unicos y personalizados.

5.8.- COMENTARIO FINAL

La utilizacion de los CNAPS, y mas concretamente del ADN plasmatico como
herramienta clinica en el terreno de la oncologia es un hecho constatable en la literatura
en las ultimas dos décadas, pues refleja potencialmente de forma rigurosa los
fendmenos de carcinogénesis y progresion tumoral con mayor precision que las

seroproteinas empleadas rutinariamente en la practica médica habitual.

En el presente estudio, a pesar de las limitaciones que derivan del escaso numero de
pacientes reclutados y de la baja incidencia de mutaciones del oncogen KRAS tumoral,
se pone de manifiesto el valor clinico predictivo y prondstico de la cuantificacion del
ADN plasmatico y deteccion del ADN plasmatico tumoral en el perioperatorio
inmediato, como también su capacidad en la monitorizacion de la enfermedad
cancerosa. Como aspecto limitante en el empleo de estas determinaciones que hemos
podido corroborar en nuestro trabajo cabe destacar la heterogeneidad metodolégica en
las técnicas de laboratorio empleadas en la cuantificacion del ADN plasmatico, lo que
pone de manifiesto la falta de uniformidad en los criterios de valoracion de los

resultados obtenidos en los diferentes estudios publicados.
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De la mano del desarrollo tecnolégico en los Gltimos afios se han conseguido grandes
avances en la caracterizacion del genoma de distintos tipos de tumores. Con su
conocimiento y deteccion en sangre periférica es esperable una mejora en la
sensibilidad y especificidad en los métodos de laboratorio que permitan homogeneizar
los resultados para que se constituyan como herramientas fiables y reproducibles. De
este modo se podran personalizar los perfiles genéticos de los pacientes con tumores y
los CNPAS tendran argumentos para erigirse como biopsias liquidas utiles en la
practica clinica rutinaria, lo que permitird explotar mejor el conceptdo de medicina
personalizada, la monitorizacion de la enfermedad y prediccién de respuesta a los

tratamientos.
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6.- CONCLUSIONES

1.- Los niveles prequirdrgicos de ADN plasmatico total obtenidos mediante las distintas
técnicas de laboratorio utilizadas no se correlacionaron entre si. Esto apoya la idea de
que no sera posible una aplicacién clinica de la cuantificacion del ADN libre plasmatico

en tanto no se consensuen y estandaricen estas técnicas.

2.- La cuantificacion preoperatoria de ADN plasmatico total no se correlaciono, en

ningun caso, con ninguna de las variables clinicopatoldgicas analizadas.

3.- Los pacientes con mayores niveles pre y postoperatorios de ADN plasmatico total,
medidos por PCR en tiempo real, presentaron menor tiempo de progresion de la

enfermedad y supervivencia total.

4.- De los pacientes con mutaciones el gen KRAS, uUnicamente en la mitad se pudo
detectar ADN mutado en plasma, mediante PCR en tiempo real, antes de la cirugia, no
correlacionandose con la supervivencia total ni libre de enfermedad. Sin embargo, la
deteccion de este ADN en el postoperatorio si estuvo asociado con la presencia de

enfermedad diseminada y a un mayor porcentaje de progresion de la enfermedad.

5.- La utilidad clinica del andlisis del DNA circulante en plasma en el manejo del cancer
colorrectal esta condicionada a la técnica molecular empleada, la diversidad de
marcadores génicos y a la repeticion de los analisis en el curso de la enfermedad. Se
hace necesaria la estandarizacion de técnicas, paneles de marcadores y protocolos para

poder llevar estas determinaciones a la préactica clinica.
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ANEXOS

ANEXO 1: Se realiz6 un estudio para evaluar el valor pronéstico de la cuantificacion

del ADN total en el preoperatorio mediante las tres técnicas de laboratorio descritas.

Los resultados obtenidos se reflejan en las siguientes tablas (Tablas A1-Al5):

EsTADODE | N | MEDIA | DESVIACION | P
KRAS TIPICA
AE(':\'RPF';RAE('\:/:QE'S& E%R NO MUTADO | 47 | 3097685 | 10063869 S
MUTADO 15 | 1237350 | 2227211 :
PG/ML
ADNPLASMATICOPOR |\ quTADO | 48 | 3,0634 2,582 )
ESPECTROFOTOMETRIA | "2 MUTAL o g P=0,035
PRECIRUGIA EN NG/ML : :
ADN PLASMATICO POR | NOMUTADO | 40 | 34675 16,464 s
PCR FLUORIMETRIA MUTADO 12 | 42671 16,884 :
Tabla Al: relacion del ADN plasmatico total con es estado de KRAS.
LOCALIZACION | N | MEDIA DES\[IACION P
SIGMA VS TIPICA
RESTO
AFE’(':\'RPF';QEQ"IQE'C?& E%R RESTO COLON | 39 | 1977092 | 7322745
SIGMA 23 | 3783209 | 11043170 | N.S
FG/ML
ADNPLASMATICOPOR | peorocolon | 39 | 3,708 3,969
ESPECTROFOTOMETRIA SIGMA e | Dige Y N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML : '
ADN PLASMATICOPOR | RESTOCOLON | 29 | 37,885 17,956 NS
PCR FLUORIMETRIA SIGMA 23 | 34.800 17.003 :
Tabla A2: relacion del ADN plasmatico total con la localizacion del tumor.
ANTECEDENTE )
DE NEOPLASIA | N | MEDIA | DESVIACION | P
B TIPICA
o A TIES POR NO 55 | 2831,023 |  9322,201
o si 7 | 1206420 |  2843.074 N.S
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ADN PLASMATICO POR

ESPECTROFOTOMETRIA '\Sllg 578 g’ggé ;’g% N.S

PRECIRUGIA EN NG/ML ' '

ADN PLASMATICO POR NO 46 35,626 17,458 NS
PCR FLUORIMETRIA Sl 6 43,376 17,178 '

Tabla A3: relacion del ADN plasmético total con el antecedente de neoplasia previa.

ESTADIO N MEDIA DES\!lAClON P
TUMORAL pT TIPICA
o A TIES POR TIS-1-11 10 | 126,570 127,574
PG/ML THI-IV 52 | 3132,421 9591,481 N.S
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA 'Trll?lll\l/l é}l j’gjg gggg N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML ’ ’
ADN PLASMATICO POR TIS-I-1I 9 35,580 16,952 NS
PCR FLUORIMETRIA THI-TIV 43 36,717 17,729 '
Tabla A4: relacion del ADN plasmético total con el estadio tumoral pT.
AFECTACION | N | MEDIA | DESVIACION | P
GANGLIONAR TIPICA
pN
AFE)(':\'RPF%RAS('\:’:QUS& Z%R pN- 28 | 1868050 | 8240495 |
PG/ML pN+ 34 | 3289,586 9379,641
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA pmjr gg gggg gfgg N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML P ! '
ADN PLASMATICO POR pN- 23 | 38,683 19,194 NS
PCR FLUORIMETRIA pN+ 29 | 34,805 16,142 '
Tabla A5: relacion del ADN plasmatico total con la afectacion ganglionar pN.
METASTASIS | N | MEDIA | DESVIACION | P
AL TIPICA
DIAGNOSTICO
pM
o A TIES POR NO 50 | 2422376 | 8781146 |
PG/ML. Si 12 | 3586,067 9421,080 '
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ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\é? ig g%f 124560171 N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML ' :
ADN PLASMATICO POR NO 40 | 36,049 16,379 NS
PCR FLUORIMETRIA Si 12 | 38,001 21,339 '
Tabla A6: relacion del ADN plasmatico total con la presencia de metastasis pM.
CARCINOMATOSIS | N | MEDIA | DESVIACION | P
PERITONEAL TIPICA
ADN PLASMATICO POR NO 59 | 2778481 |  9046,669
PCR PRECIRUGIA EN Sf 3 | 73733 79 684 N.S
PG/ML ’ ’
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\S'? 641 ggg; g’égé N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML ! ’
ADN PLASMATICO POR NO 48 | 37,056 17,419 NS
PCR FLUORIMETRIA Si 4 | 30,098 18,886 '
Tabla A7: relacion del ADN plasmético total con la presencia de carcinomatosis
peritoneal.
INVASION N | MEDIA | DESVIACION | P
PERINEURAL TIPICA
o A TIES POR NO 37 | 3658960 | 11077367 | ¢
PG/ML. Si 25 | 1150,803 3268,546
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\S'? gg gg‘gg 130’912619 N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML ’ ’
ADN PLASMATICO POR NO 29 | 38,239 19,962 NS
PCR FLUORIMETRIA Si 23 | 34,354 13,749 '

Tabla A8: relacion del ADN plasmético total con la presencia de invasion perineural.

INVASION N MEDIA DES\[IACION P
LINFOVASCULAR TIPICA
AEQR%QSMQU&% Z%R NO 19 | 2582,092 |  9962,643 NS
PG/ML Si 43 | 2676,554 | 8424811 -
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ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\S'? 4212 j’gg ‘7"822 N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML ’ ’
ADN PLASMATICO POR NO 16 | 37,534 21,5567 NS
PCR FLUORIMETRIA Si 36 | 36,070 15,593 '
Tabla A9: relacion del ADN plasmético total con la presencia de invasion
linfovascular.
ESTADIO N | MEDIA | DESVIACION | P
TNM TIPICA
AF?(':\'RPFERASQ"@UGC& FE%R 111 25 | 2078488 | 8715678 S
PG/ML. -1v 37 | 3032,146 9023,218
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA | |I|_-I||v gg 34893172 g’ggg N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML ’ ’
ADN PLASMATICO POR I-11 20 40,243 16,728 NS
PCR FLUORIMETRIA H-1v 32 34,194 17,728 '
Tabla A10: relacién del ADN plasmatico total con el estadio TNM.
ESTADIO N | MEDIA | DESVIACION | P
DUKES TIPICA
AFE)(':\'RPF%RAS('\:’:QUS& Z%R A-B 26 | 1996671 | 8549,725 S
c-D 36 | 3117,726 9136,002 '
PG/ML
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA é_'g gg jgg g’ggi N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML : :
ADN PLASMATICO POR A-B 19 39,866 18,712 NS
PCR FLUORIMETRIA Cc-D 33 34,594 16,651 '
Tabla Al11: relacion del ADN plasmatico total con el estadio DUKES.
DATOS DE N | MEDIA | DESVIACION | P
PROGRESION TIPICA
o oM 1o PO NO 46 | 3011840 | 9993630 | ¢
PG/ML. Si 16 | 1600,433 4081,196 '
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ADN PLASMATICO POR

ESPECTROFOTOMETRIA '\S'? ‘1"; gggg 122’798800 N.S

PRECIRUGIA EN NG/ML ' :

ADN PLASMATICO POR NO 36 35,496 16,272 NS
PCR FLUORIMETRIA Si 16 38,826 20,200 :

Tabla A12: relacion del ADN plasmatico total con datos de progresion A.P y/o exitus

tumoral.

CARCINOMATOSIS | N | MEDIA | DESVIACION | P
PERITONEAL TIPICA
ADN PLASMATICO POR NO 57 | 4414210 |  15660,102
PCR PRECIRUGIA EN S 3 | 602983 52 506 N.S
PG/ML ’ ’
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\é? 641 ;(1)2(7) 125596642 N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML ’ ’
ADN PLASMATICO POR NO 48 | 44,942 24,883 NS
PCR FLUORIMETRIA Si 4 | 34513 14,472 '
Tabla A13: relacion del ADN plasmatico total con la presencia de carcinomatosis
peritoneal.
MORTALIDAD | N | MEDIA | DESVIACION | P
ESPECIFICA
AFE)(':\'RPF',‘Q‘SQAIQEE}OA E%R NO 57 | 2847,726 9197,731 NS
POIML. Si 5 | 366,240 696,103
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\sl? 569 g’gg? I’ggg N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML ’ ’
ADN PLASMATICO POR NO 45 | 35,820 17,162 NS
PCR FLUORIMETRIA Si 7 41,021 19,946 '
Tabla A14: relacion del ADN plasmatico total con la mortalidad cancer especifica.
N | MEDIA | DESVIACION | P
MORTALIDAD TIPICA
TOTAL
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ADN PLASMATICO POR NO 58 | 2825514 | 9118383
PCR PRECIRUGIA EN Sf 4 67 950 103.736 N.S
FG/ML : :
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\é? 641 g’gig 1’23‘1‘ N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML : :
ADN PLASMATICO POR NO 48 37,007 17,767 NS
PCR FLUORIMETRIA Si 4 30,686 13,238 :

Tabla A15: relacidn del ADN plasmatico total con la mortalidad total.

ANEXO 2: se realiz6 posteriormente el mismo estudio para evaluar el valor pronéstico

de la cuantificacion del ADN total en el postoperatorio mediante las tres técnicas de

laboratorio y diversas variables clinicopatologicas. Los resultados obtenidos se reflejan
en las siguientes tablas (Tablas A16-A28).

LOCALIZACION | N | MEDIA | DESVIACION | P
SIGMA VS TiPICA
RECTO
APD(':\'RP;;RAE('\:’:QEEJ& FI’EONR RESTO COLON | 37 | 4035510 | 17649450
SIGMA 23 | 4455522 | 10809.909 | N.S
PG/ML
ADNPLASMATICOPOR | peorgcolon | 39 | 7,015 18,060
ESPECTROFOTOMETRIA SIar A e | oo 1o o0 N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML : '
ADN PLASMATICO POR | RESTOCOLON | 29 | 46,772 26,147 S
PCR FLUORIMETRIA SIGMA 23 | 40,820 21.880 :
Tabla A16: relacion del ADN plasmatico total con la localizacién del tumor.
ANTECEDENTE )
DE NEOPLASIA | N | MEDIA | DESVIACION | P
A oaR paeaa e PR NO 53 | 4249,754 |  16137,845
Si 7 | 3793414 | 6373830 | NS

PG/ML
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ADN PLASMATICO POR

ESPECTROFOTOMETRIA l\élg 578 ;’S;g 11655700 N.S

PRECIRUGIA EN NG/ML ' '

ADN PLASMATICO POR NO 46 43,218 24,444 NS
PCR FLUORIMETRIA Sl 6 51,204 24,098 '

Tabla A17: relacion del ADN plasmatico total con el antecedente de neoplasia previa.

ESTADIO N MEDIA DES\!lAClON P
TUMORAL pT TIPICA
AFE’(':\'RPF';RAEQ"IQEE:& FE%R TIS-I-I1 9 | 328950 338,609
THI-IV 51 | 4879,026 16509,456 N.S
PG/ML
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA 'Trll?lll\l/l é}l ?fgg 156’088818 N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML : :
ADN PLASMATICO POR TIS-1-11 9 35,580 16,952 NS
PCR FLUORIMETRIA THI-TIV 43 36,717 17,729 '
Tabla A18: relacion del ADN plasmatico total con el estadio tumoral pT.
AFECTACION N | MEDIA | DESVIACION P
GANGLIONAR TIPICA
pN
AFE)(':\'RPF%RAS('\:’:QUS& Z%R pN- 27 | 1827.615 | 6319657 S
PG/ML pN+ 33 | 6134,704 19743,299
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA pmjr gg gggi 236639913 N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML P : :
ADN PLASMATICO POR pN- 23 | 46,6513 29,918 NS
PCR FLUORIMETRIA pN+ 29 | 42,148 19,065 '
Tabla A19: relacion del ADN plasmatico total con la afectacion ganglionar pN.
AFECTACION N | MEDIA DES\[IACION P
GANGLIONAR TIPICA
pM
oy M TIES POR NO 48 | 3742820 | 15972215 | |
PG/ML Si 12 | 6011,292 12605,031
ADN PLASMATICO POR
A NO 52 6,868 16,990
ESPECTROFOTOMETRIA Si 13 6643 7533 N.S

PRECIRUGIA EN NG/ML
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ADN PLASMATICO POR
PCR FLUORIMETRIA

NO
Si

40
12

44,703
42,262

24,472
24,714

N.S

Tabla A20: relacion del ADN plasmatico total con la presencia de metastasis pM.

INVASION N | MEDIA DES\[IACION P
PERINEURAL TIPICA
e T
PGIML Si 25 | 2049,516 4506,279
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\S"? 22 gg?; 13’%2 N.S
POSTCIRUGIA EN NG/ML : :
ADN PLASMATICO POR NO 29 45,682 29,558
FLUORIMETRIA S 93 42195 15828 N.S
POSTCIRUGIA : :

Tabla A21: relacion del ADN plasmatico total con la presencia de invasion perineural.

INVASION N | MEDIA | DESVIACION | P
LINFOVASCULAR TIPICA
ORITICORSn | wo s oo | e |
Si 42 | 5143,852 17685,013 :
PG/ML
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\é? ig ‘7"33(2) fé733339 N.S
POSTCIRUGIA EN NG/ML : :
ADN PLASMATICO POR NO 16 | 24,704 28,998
FLUORIMETRIA S 36 | 43880 92366 N.S
POSTCIRUGIA : :
Tabla A22: relacion del ADN plasmatico total con la presencia de invasion
linfovascular.
N MEDIA | DESVIACION P
ESTADIO TNM TIPICA
AEgRP#QEMQEg& EONR 111 24 | 2078085 | 6677499 S
PO/ML -1V 36 | 5608,800 18960,370 '
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ADN PLASMATICO POR

ESPECTROFOTOMETRIA ||I|_-I|Iv gg ggjg f’§863552 NS
PRECIRUGIA EN NG/ML : :
ADN PLASMATICO POR -1l 20 47,907 25,415 NS
PCR FLUORIMETRIA n-1v 32 41,785 23,689 '
Tabla A23: relacidn del ADN plasmatico total con el estadio TNM.
ESTADIO N MEDIA | DESVIACION P
DUKES TiPICA
AEgRP#F?Egng& EONR A-B 25 | 1997358 |  6549,360 S
Cc-D 35 | 5767,340 19212,952 :
FG/ML
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA é_'g g; g'gég 13§786S)72 N.S
PRECIRUGIA EN NG/ML : :
ADN PLASMATICO POR A-B 19 47,427 30,742 NS
PCR FLUORIMETRIA C-D 33 42,247 19,996 :
Tabla A24: relacion del ADN plasmatico total con el estadio DUKES.
DATOS DE N MEDIA | DESVIACION P
PROGRESION TIPICA
AEgRP#F?Egng& EONR NO 45 | 479949 | 17439565 S
PO/ML Si 15 | 2388,610 4927635
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA s P I P NS
PRECIRUGIA EN NG/ML : :
ADN PLASMATICO POR NO 36 44,026 24,715 NS
PCR FLUORIMETRIA Si 16 44,396 24,151 :

Tabla A25: relacion del ADN plasmatico total con datos de progresion A.P y/o exitus

tumoral.

ESTADO DE N MEDIA | DESVIACION P
KRAS TIPICA
AE!:\IRPIL_RAEMQEIS& PEONR NO MUTADO 45 4523,752 17392,666 N.S
MUTADO 15 3214,800 5719,117 ‘

PG/ML
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ADN PLASMATICO POR

ESPECTROFOTOMETRIA | N0 VETARO | 28 1 9599 P NS
PRECIRUGIA EN NG/ML ' !
ADN PLASMATICOPOR | NOMUTADO | 40 | 42632 22,701 S
PCR FLUORIMETRIA MUTADO 12 | 49,166 29,599 '
Tabla A26: relacidn del ADN plasmatico total con es estado de KRAS.
MORTALIDAD | N | MEDIA | DESVIACION | P
CANCER
ESPECIFICA
A a0 POR NO 55 | 4326494 | 15889402 |
SO si 5 | 2766740 | 5972966
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA N A AL | p=0019
PRECIRUGIA EN NG/ML ! :
ADN PLASMATICO POR NO 45 | 43,783 24,413 S
PCR FLUORIMETRIA s 7 | 46435 25,374 :

Tabla A27: relacion del ADN plasmatico total con la mortalidad cancer especifica.

N | MEDIA | DESVIACION| P
MORTALIDAD TIPICA
TOTAL
AEgRP#QEMQEg& EONR NO 51 | 4414643 | 16447,298 S
oy Si 9 | 2960450 |  5540,148
ADN PLASMATICO POR
ESPECTROFOTOMETRIA '\é? ‘rl’g I’;gg 116'177268 P=0,009
PRECIRUGIA EN NG/ML ! !
ADN PLASMATICO POR NO 41 | 44325 25325 S
PCR FLUORIMETRIA Si 11 | 43447 21141 :

Tabla A28: relacion del ADN plasmatico total con la mortalidad total.
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