La ratio de metilacion del gen SEPTINA9 predice la respuesta tumoral a la

terapia neoadyuvante total en pacientes con cancer de recto localmente

avanzado
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Resumen
Introduccion

El tratamiento estandar del cancer de recto localmente avanzado (T3/4 y/o
N+) incluye la quimiorradioterapia neoadyuvante seguida de la cirugia
radical con escision mesorrectal total y la quimioterapia adyuvante. Este
esquema de tratamiento trimodal consigue un buen control local de la
enfermedad, con bajas tasas de recidiva local, pero no tan buen control
sistémico, con tasas de metdstasis a distancia de hasta el 39%. Ademas, la
cirugia radical conlleva una importante morbilidad en forma de disfuncion
urinaria 'y sexual, incontinencia fecal, estomas, complicaciones
postquirdrgicas como infeccion del sitio quirdrgico, fuga anastomotica,

eventraciones... que afecta de forma significativa a la calidad de vida.

Por estos motivos, durante las uUltimas décadas ha surgido un creciente
interés en los protocolos de preservacion de érgano en pacientes con cancer
de recto localmente avanzado. De este modo, la terapia neoadyuvante total,
gue consiste en administrar todo el tratamiento oncoldgico antes de evaluar
la respuesta al tratamiento y plantear la necesidad de cirugia, surge con la
intencién de obtener el maximo numero posible de respuestas clinicas
completas que permita evitar la cirugia y llevar a cabo un seguimiento
dentro de un protocolo de “watch and wait” en estos pacientes, asi como

mejorar el control sistémico de la enfermedad.

La respuesta tumoral a la quimiorradioterapia neoadyuvante es un factor
pronodstico importante en los pacientes con cancer de recto localmente
avanzado. Pese a haberse propuesto multiples marcadores, no existen

actualmente biomarcadores suficientemente validados que permitan



predecir la respuesta tumoral a la terapia neoadyuvante total en estos

pacientes.
Hipotesis y objetivos

La hipotesis de este estudio postula que el nivel de metilacion del gen
SEPTINA9, medido mediante la ratio de metilacién de dicho gen, se
correlaciona con la probabilidad de obtener una respuesta clinica completa
a la terapia neoadyuvante total, asi como con el tamafio y el estadio
tumoral, en pacientes con cancer de recto localmente avanzado. De este
modo, aquellos pacientes con un menor nivel de metilacion del gen
SEPTINAS presentarian tamafios tumorales menores y estadios tumorales
mas precoces, asi como una mayor probabilidad de obtener una respuesta
clinica completa a la terapia neoadyuvante total y beneficiarse de un
seguimiento estrecho sin necesidad de someterse a una cirugia radical. Por
el contrario, aquellos pacientes con un nivel de metilacion del gen SEPTINA9S
alto presentarian tamafios tumorales mayores y estadios tumorales mas
avanzados, asi como una menor probabilidad de alcanzar una respuesta

clinica completa.

El objetivo consiste por tanto en evaluar la utilidad de la ratio de metilacién
del gen SEPTINA9 como biomarcador predictor de la respuesta tumoral a la
terapia neoadyuvante total y su correlacion con el tamano del tumor y el

estadio tumoral en pacientes con cancer de recto localmente avanzado.
Material y métodos

Se incluyeron en el estudio pacientes diagnosticados de cancer de recto
localmente avanzado (adenocarcinoma de recto T3/4 y/o N+ confirmado
histolégicamente) sometidos a terapia neoadyuvante total con intencién de
preservacion de organo. El tamano y el estadio tumoral al diagndstico se
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determinaron mediante resonancia magnética. El nivel de metilacion del
gen SEPTINA9 en ADN libre en plasma se analizé mediante PCR digital en
gotas en el momento del diagndstico y se expresdé en forma de ratio
(cociente entre copias metiladas y no metiladas del gen). Tras completar la
terapia neoadyuvante total, se evalud la respuesta tumoral mediante
resonancia magnética y rectoscopia. Se analizé la asociacién entre el nivel
de metilacion del gen SEPTINAY, el tamafio tumoral, el estadio tumoral y la

respuesta tumoral a la terapia neoadyuvante total.
Resultados

Se incluyeron en el estudio 60 pacientes. La ratio de metilacion del gen
SEPTINA9 (p=0.006), el tamafio tumoral (p=0.009) y el estadio T (p=0.042),
pero no el estadio N, mostraron asociacion estadisticamente significativa
con la respuesta tumoral a la terapia neoadyuvante total (a menor ratio de
metilaciéon, menor tamafio tumoral y menor T, mayor probabilidad de
respuesta completa). La ratio de metilacién del gen SEPTINA9 también
mostré moderada correlacion estadisticamente significativa con el estadio
N (coeficiente de correlacidon 0.29, p=0.022) y el tamafio tumoral (0.32,

p=0.016), pero no con el estadio T (0.15, p = 0.256).
Conclusiones

La ratio de metilacidon del gen SEPTINA9 se correlaciona con el tamafio
tumoral y el estadio N, y constituye un buen biomarcador para predecir la
respuesta tumoral a la terapia neoadyuvante total en pacientes con cancer

de recto localmente avanzado.



Introduccion

El cdncer colorrectal (CCR) constituye el tercer cancer mas frecuente a nivel
global, mientras que el cancer de recto (CR) presenta una incidencia
aproximada de 732.000 casos nuevos al afo, segun datos de la American
Society of Clinical Oncology. [1] El cancer de recto localmente avanzado
(CRLA) se define como aquel CR en un estadio T3/4 y/o N+. El tratamiento
estandar de CRLA, que incluye la quimiorradioterapia neoadyuvante
seguida de cirugia radical con escision mesorrectal total y posteriormente
quimioterapia adyuvante, logra buenas tasas de supervivencia y un
excelente control local de la enfermedad, con bajas tasas de recurrencia
local, pero no tan buen control sistémico, con tasas de metdstasis a distancia
de hasta el 39%. [2] Ademas, la cirugia radical lleva asociada una importante
morbilidad en forma de disfuncién urinaria y sexual, incontinencia fecal,
estomas, complicaciones postquirurgicas como infecciéon del sitio
quirurgico, fuga anastomdtica, eventraciones... que afecta de forma

significativa a la calidad de vida. [3]

En consecuencia, durante las ultimas décadas ha tenido lugar un creciente
interés en los protocolos de preservacidon de érgano en un intento de evitar
la morbilidad derivada de la cirugia en aquellos pacientes con respuesta
clinica completa (RCC) al tratamiento neoadyuvante. La terapia
neoadyuvante total (TNT), que consiste en administrar todo el tratamiento
oncolégico antes de evaluar la respuesta al tratamiento y plantear la
necesidad de cirugia, ha demostrado conseguir un mejor control sistémico
de la enfermedad y mayores tasas de RCC, permitiendo evitar la cirugia en
aquellos pacientes con una RCC dentro de un protocolo de seguimiento

estrecho o "watch and wait" (WW). [2]



La respuesta tumoral a la quimiorradioterapia neoadyuvante constituye un
factor prondstico importante en los pacientes con CRLA. Se han propuesto
multiples marcadores, pero no se ha desarrollado ningln biomarcador que
permita predecir la respuesta tumoral a la TNT en pacientes con CRLA lo
suficientemente fiable como para alcanzar la préctica clinica habitual, ya

que todos ellos presentan importantes limitaciones. [4]

La metilacion del gen SEPTINA9 (mSEPT9) es un fendmeno epigenético que
tiene lugar durante la carcinogénesis del CCR y constituye un biomarcador
plasmatico validado para la deteccidn y el diagndstico precoz del CCR. [5]
Ademads, también se ha demostrado su utilidad como marcador de
reseccion quirurgica completa y recurrencia tumoral durante el seguimiento

tras la cirugia en pacientes con CCR. [6,7]

Sin embargo, hasta el momento no se ha investigado el valor del nivel de
MSEPT9 como predictor de la respuesta tumoral a la TNT en pacientes con

CRLA.



Hipotesis y objetivos

El objetivo de este estudio es evaluar la utilidad del nivel de mSEPTY9 como
biomarcador predictor de la respuesta tumoral ala TNT y su correlacion con

el tamafo y el estadio tumorales en pacientes con CRLA.

Planteamos por tanto como hipétesis que el nivel de mSEPT9, medido
mediante la ratio de metilaciéon de dicho gen, se correlaciona con la
probabilidad de obtener una RCC a la TNT, asi como con el tamafio y el
estadio tumoral, en pacientes con CRLA. De este modo, aquellos pacientes
con un menor nivel de mSEPT9 presentarian tamafios tumorales menoresy
estadios tumorales mas precoces, asi como una mayor probabilidad de
obtener una RCC a la TNT y beneficiarse de un seguimiento estrecho sin
necesidad de someterse a una cirugia radical. Por el contrario, aquellos
pacientes con un nivel de mSEPT9 alto presentarian tamafios tumorales
mayores y estadios tumorales mas avanzados, asi como una menor

probabilidad de alcanzar una RCC.



Material y métodos
Seleccion de pacientes

Se incluyeron en el estudio aquellos pacientes con CRLA (T3/4 y/o N+)
confirmado histolégicamente incluidos en un protocolo de TNT con el
objetivo de preservacion de d6rgano tras la discusion de cada caso en un

comité multidisciplinar.

Diagndstico del CRLA

El diagndstico de CRLA se llevd a cabo mediante tacto rectal (TR), resonancia
magnética (RM) y rectoscopia con biopsia positiva para adenocarcinoma. El
tamano tumoral (teniendo en cuenta su diametro mayor) y el estadio
tumoral en el momento del diagndstico fueron determinados mediante RM.
La ausencia de metastasis a distancia en el momento del diagndstico fue
confirmada mediante la realizacion de un TC toraco-abdomino-pélvico en

cada caso.

Tratamiento del CRLA

Tras el diagndéstico de CRLA, los pacientes recibieron uno de los siguientes

esquemas de TNT con el objetivo de preservacion de 6rgano:

- Quimiorradioterapia con radioterapia de ciclo corto o largo y
guimioterapia sensibilizante concomitante con capecitabina seguida
de 6 a 8 ciclos de quimioterapia sistémica de consolidacién con

FOLFOX (oxaliplatino, 5-fluorouracilo y acido folinico).



- Quimioterapia de induccibn con FOLFOX seguida de
guimiorradioterapia con radioterapia de ciclo corto o largo y

guimioterapia sensibilizante concomitante con capecitabina.

Evaluacion de la respuesta tumoral a la TNT

Tras completar la TNT, se evaludé la respuesta tumoral mediante TR,
rectoscopia y RM. Dicha respuesta se clasifico siguiendo el grado de
regresion tumoral por RM (mrTRG, del inglés magnetic resonance Tumor

Regression Grade): [8]

1. mrTRG 1: Respuesta completa. No hay evidencia tumor o solamente
se observa fibrosis.

2. mrTRG 2: Buena respuesta. Fibrosis densa o tumor residual minimo.

3. mrTRG 3: Respuesta moderada. Fibrosis/mucina mixta y sefal
intermedia que representa tumor residual, pero predomina Ia
fibrosis.

4, mrTRG 4: Respuesta escasa. Pequefias areas de fibrosis o mucina,
pero principalmente tumor.

5. mrTRG 5: Sin respuesta. Misma apariencia que el tumor original o

crecimiento tumoral.

Los pacientes con mrTRG grado 1-2 y rectoscopia negativa fueron
clasificados como RCC, incluidos en un protocolo de WW y sometidos a un
seguimiento estrecho mediante TR, TC, RM y rectoscopia. En cambio,
aquellos pacientes con mrTRG grado 3-5 y/o rectoscopia positiva, y que por
tanto no alcanzaron una RCC, fueron sometidos a cirugia (amputacion
abdominoperineal, reseccién anterior baja o reseccion local transanal

dependiendo de cada caso).



Andlisis del nivel de mSEPT9

En cada paciente, el nivel de mSEPT9 en ADN libre (cfDNA, del inglés cell-
free DNA) en plasma se analizd mediante reaccion en cadena de la
polimerasa digital en gotas (ddPCR, del inglés droplet digital Polymerase

Chain Reaction).

En el momento del diagndéstico del CRLA, antes de comenzar la TNT, se
recolectaron 20ml de sangre periférica completa de cada paciente en 2
tubos de EDTA de 10mL. El plasma fue aislado en un tiempo maximo de 2h
a través de dos pasos de centrifugacion de las muestras de sangre: un
primer paso a 1800G y 4°C durante 10 minutos para eliminar los restos
celulares, seguido de una segunda centrifugacion a 3000G y 4°C durante
otros 10 minutos. Una vez aislado, el plasma se congelé en alicuotas de 1mL

a -80°C para su almacenaje y su posterior analisis.

Tras ello, se llevd a cabo el aislamiento del cfDNA, utilizando el Kit QlAamp
Circulating Nucleic Acid (Qiagen, Hilden, Alemania). El cfDNA aislado se
tratd posteriormente con un kit de metilacién de ADN mediante columnas

de centrifugacién (ZymoResearch, Irvine, CA, EE.UU.).

El nivel de mSEPT9 en cfDNA fue analizado mediante ddPCR QX200 Droplet
Digital PCR System (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA, EE.UU.). Las
muestras de cfDNA aislado de plasma fueron preparadas mezclando 10uL
de ddPCR Supermix para sondas No dUTP (Bio-Rad Laboratories), 1ulL de
sondas fluorescentes FAM y HEX (especificas para el gen metilado y no
metilado respectivamente) y hasta 8.8uL de ADN molde en un volumen de
reaccion final de 20puL. Se analizaron tres réplicas por muestra. Se utilizd
agua libre de nucleasas en lugar de ADN como control negativo de PCR. El
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ADN de la linea celular HCT116, que presenta hipermetilacion en el gen

SEPTINASY, se utilizd como control positivo.

Se generaron gotas de ddPCR con la mix de PCR y las muestras mediante el
generador de gotas QX200 (Bio-Rad Laboratories), y laamplificacion de ADN
mediante el termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories). Para
la ddPCR se emplearon cebadores o primers para el gen SEPTINA9 (5'-
AGAGAATTTTGTTTGGTTGTTGTTTAAATATATAG-3’ y 5’-
AAAAAAAAAATTCCTCCCCTTCC-3’) (Bio-Rad Laboratories) y sondas
fluorescentes que se unen a la secuencia metilada (FAM 5’-
TGTAGAAGGATTTTGCGTTCGG-3’) vy a la no metilada (HEX 5’-
TTGTAGAAG/ZEN/GATTTTGTGTGTTTGG-3’). Las condiciones de ddPCR en el
termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacion del ADN a 95°C
durante 10 minutos, 40 ciclos de 94°C durante 30 segundos y 52°C durante
1 minuto para la amplificacidon, un ciclo a 98°C durante 10 minutos vy

finalmente se mantuvieron las muestras del producto de PCR a 4°C.

Tras la ddPCR, los resultados se recogieron mediante sefiales fluorescentes
detectadas por los canales para sondas FAM (SEPTINA9 metilado) y HEX
(SEPTINA9 no metilado) en un lector de placas de ddPCR QX200 (Bio-Rad
Laboratories). Los datos fueron analizados con el software Quanta Soft v.1.7
(Bio-Rad Laboratories). Los resultados fueron recogidos mediante la
concentracion de copias metiladas y no metiladas del gen SEPTINAS (Figura

1).
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Figura 1. Ejemplo de andlisis de mSEPT9 mediante ddPCR: Azul: gotas con
gen SEPTINAY9 metilado. Naranja: gotas con gen SEPTINA9 metilado + no
metilado. Verde: gotas con gen SEPTINA9 no metilado. Negro: Control

negativo.

Hemos observado en experimentos previos que el analisis del valor
absoluto de los analitos de muestras de plasma global es muy variable como
para obtener un resultado objetivamente evaluable. Por lo tanto,
consideramos que la razén entre gen SEPTINA9 metilado y no metilado, que
hemos denominado "ratio de metilacion del gen SEPTINA9" (rmSEPT9), es

mas consistente y objetiva a la hora de interpretar los resultados.

Por lo tanto, la rmSEPT9 se calculé de la siguiente manera:

copias con gen SEPT9 metilado

SEPT9 =
rm copias con gen SEPT9 no metilado
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Aprobacion ética y consentimiento informado

El presente estudio cumple los preceptos éticos de la Declaracién de
Helsinki y ha sido aprobado por el correspondiente Comité de Etica de la
Investigacion. Se obtuvo el consentimiento informado de todos los

pacientes en el momento del diagndstico.
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Resultados

Un total de 60 pacientes (61.7% hombres, 38.3% mujeres) fueron incluidos
en el estudio. La edad media fue de 62.7 £ 11.2 afios, con un rango de 38 a

81 anos.

La mediana de tamaio tumoral fue 4.0 cm (RIC 3.5, 5.4), con un rango de 2
a 8.5 cm. En cuanto al estadio tumoral, 4 pacientes (6.7%) tenian un estadio
T2, 46 pacientes (76.7%) tenian un estadio T3 y 10 pacientes (16.7%) un
estadio T4. Un total de 4 pacientes (6.7%) tenian un estadio NO, 30 pacientes
(50%) tenian un estadio N1 y 26 pacientes (43.3%) un estadio N2. La
mediana de rmSEPT9 en el momento del diagndéstico fue de 0.024 (RIC

0.020, 0.034), con un rango de 0.008 a 0.4. (Tabla 1)

Media + DE Rango
Mediana (RIC)

Edad (afios) 62.7+11.2 (38, 81)
Sexo
Hombre 37 (61.7%)
Mujer 23 (38.3%)
Tamaiio tumoral (2.0, 8.5)
4.0 (3.5, 5.4)
(cm)
Estadio T
T1 0 (0%)
T2 4 (6.7%)
T3 46 (76.7%)
T4 10 (16.7%)
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Estadio N

NO 4 (6.7%)
N1 30 (50%)
N2 26 (43.3%)
rmSEPT9 0.024 (0.020, 0.034) (0.008, 0.4)

Tabla 1. Caracteristicas demogrdficas y del tumor

Un total de 30 (50%) pacientes lograron una RCC y se incluyeron en un
protocolo de WW. 8 (13.3%) pacientes no consiguieron alcanzar una RCCy
fueron por tanto sometidos a cirugia, pero el analisis histopatoldgico de la
pieza quirurgica demostro ausencia de tumor residual, por lo que fueron
considerados como respuesta tumoral completa (RTC) al demostrarse una
respuesta patoldgica completa (RPC). De este modo, 38 (63.3%) pacientes
en total obtuvieron una RTC a la TNT. Los 22 pacientes restantes (36.7%) no
lograron una RCC y fueron sometidos a cirugia (bien radical o reseccién

local), confirmdndose la presencia de tumor residual. (Tabla 2)

RCC 30 (50%)
RTC 38 (63.3%)
No RCC pero si RPC 8 (13.3%)
No RTC No RCC ni RPC 22 (36.7%)

Tabla 2. Respuesta tumoral a la TNT

Ambos grupos (pacientes con y sin RTC) fueron comparables en términos de
sexo (p=0.390) y edad (p=0.285). Se observd un menor valor
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estadisticamente significativo de rmSEPT9 en el grupo de pacientes que

lograron un RTC a la TNT, en comparacién con aquellos que no lograron una

RTC (0.022 vs. 0.030, p=0.006), por lo que valores mas altos de rmSEPT9

parecen asociarse con una menor probabilidad de RTC. También se

observaron diferencias estadisticamente significativas en el tamafio tumoral

(4.0 vs. 4.9 cm, p=0.009) y en el estadio tumoral T (p=0.042), pero no en el

estadio N (p=0.098) entre pacientes con y sin RTC a TNT, de modo que un

mayor tamafio y estadio tumoral T parecen asociarse con una menor

probabilidad de RTC. (Tabla 3)

RTC
p OR (95% Cl)
No Si
Edad (aiios) 60.7 £12.0 63.9+10.7 0.285 1.03(0.98, 1.08)
Sexo
Hombre 12 (54.5%) 25 (65.8%) 0.390
Mujer 10 (45.5%) 13 (34.2%)
rmSEPT9 0.030(0.023, 0.043) 0.022(0.018,0.030) 0.006 0.98 (0.96, 1.00)

Tamano tumoral

4.9(4.0,6.2) 4.0 (3.1, 4.5) 0.009 0.56(0.35, 0.84)
(cm)
Estadio T
T1 0 (0%) 0 (0%)
T2 2 (9.1%) 2 (5.3%) 0.042
T3 13 (59.1%) 33 (86.8%)
T4 7 (31.8%) 3(7.9%)
Estadio N
0.098
NO 0 (0%) 4 (10.5%)
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N1 9 (40.9%) 21 (55.3%)
N2 13 (59.1%) 13 (34.2%)

Tabla 3. Asociacion entre edad, sexo, tamafio tumoral, estadio tumoral,

rmSEPT9 y respuesta tumoral a la TNT

El rmSEPT9 presentd una correlacion moderada y estadisticamente
significativa con el tamafio tumoral (coeficiente de correlaciéon de Spearman
de 0.32, p=0.016) y el estadio N (coeficiente de correlacién de Spearman de
0.29, p=0.022), y una correlacion baja y estadisticamente no significativa
con el estadio T (coeficiente de correlacién de Spearman de 0.15, p=0.256).

(Tabla 4)

Coef. Spearman p
Tamaiio 0.32 0.016
T 0.15 0.256
N 0.29 0.022

Tabla 4. Correlacion entre rmSEPT9 y tamafio tumoral y estadio Ty N

La probabilidad de obtener una RTC a la TNT en funcién de la rmSEPT9 y del
tamano tumoral fue explorada en un analisis de regresion logistica. (Figura

2) (Tabla 5)

17



1 JE— .

09 -

0.8 <

07 <N

0.6 - \\ : : FA A

Probabilidad

02

01_ ------ K. \
04— [ i P P [

N B B B R R e | I — (AN B B E
0 002 0.14

i I [ — S
004 0.06 0.08 01 0.12 016 0.18 02 022 024 026 028 0.3

Ratio

15

0.9 L

0.8 ™

0:7— ------ \
0.6 - ™

04 - ISR S i i \ rerend
0.3 \
02 -

...... i i T

o1 Hh=Ng

0

Probabilidad

—

——

T T T T
0 051152 25 3 35 4 45 5 556 657 75 8 85 9 95 10.5

Tamano

Figura 2. Curvas de regresion logistica. Probabilidad de RTC a la TNT en

funcion de rmSEPT9 (arriba) y tamafio tumoral en cm (abajo)
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rmSEPT9 Probabilidad de Tamaiio Probabilidad de
RTC tumoral (cm) RTC

0.00 0.759 0.0 0.956
0.01 0.727 0.5 0.942
0.02 0.692 1.0 0.924
0.03 0.655 1.5 0.901
0.04 0.616 2.0 0.872
0.05 0.576 2.5 0.835
0.06 0.534 3.0 0.791
0.07 0.492 3.5 0.739
0.08 0.451 4.0 0.679
0.09 0.409 4.5 0.613
0.10 0.370 5.0 0.542
0.11 0.331 5.5 0.469
0.12 0.295 6.0 0.398
0.13 0.262 6.5 0.330
0.14 0.230 7.0 0.269
0.15 0.202 7.5 0.216
0.16 0.176 8.0 0.171
0.17 0.153 8.5 0.133
0.18 0.133 9.0 0.103
0.19 0.115 9.5 0.079
0.20 0.099 10.0 0.060
0.21 0.085 10.5 0.046
0.22 0.073 11.0 0.035
0.23 0.062

0.24 0.053
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0.25 0.045
0.26 0.038
0.27 0.033
0.28 0.028
0.29 0.024
0.30 0.020

Tabla 5. Andlisis de regresion logistica. Probabilidad de RTC a la TNT en

funcion de rmSEPT9 y tamafo tumoral
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Discusion

El proceso de carcinogénesis en el ser humano no solo depende de cambios
genéticos sino también de alteraciones epigenéticas como la metilacion del
ADN. De este modo, la hipermetilacidon aberrante en la region promotora de
ciertos genes puede producir un silenciamiento génico inapropiado vy
conducir al desarrollo de cancer. [9] SEPTINA9 es un gen ubicado en el
cromosoma 17925 que codifica proteinas filamentosas involucradas en la

formacion de microtubulos, la angiogénesis, la motilidad y la proliferacién

celular y el control del ciclo celular, entre otros. [9-11]

La hipermetilacion del gen SEPTINA9 es uno de los cambios epigenéticos
mas estudiados, dada su implicacién en la carcinogénesis del CCR, [9,11] y
un biomarcador validado para el diagndstico y el seguimiento del CCR. Se
han descrito una alta especificidad y valor predictivo negativo, y una
sensibilidad moderada para la deteccién temprana del CCR. [5] Dada su
significativa disminucidn tras la reseccién quirdrgica, [12,13] ha demostrado
su utilidad como biomarcador de reseccidn quirdrgica completa, [6]
enfermedad minima residual y recurrencia tumoral tras la cirugia en
pacientes con CCR. [7,13] También ha sido propuesto como potencial
biomarcador de la efectividad de la terapia antitumoral, ya que los niveles
de mSEPT9 en plasma disminuyen 1.7 veces tras la quimioterapiay 2.3 veces
tras la reseccion del CR. [14] Ademas, los niveles plasmaticos de mSEPT9 se
correlacionan cuantitativamente con la carga tumoral y el prondstico en

términos de supervivencia en pacientes con CCR estadio IV. [15]

La respuesta tumoral a la neoadyuvancia constituye un factor pronéstico
muy importante en pacientes con CRLA, [4] pero la prediccién de esta

respuesta tumoral a la TNT constituye una tarea dificil. Se han propuesto
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multiples marcadores, tanto antes como después de la quimiorradioterapia,
con resultados variables: el andlisis de expresidn génica; los organoides; los
polimorfismos de un solo nuceleétido (SNPs, del inglés single nucleotide
polymorphisms); la metilacion del ADN; los microARNs; el ADN tumoral
circulante (ctDNA, del inglés circulating tumor DNA), el antigeno
carcinoembrionario (CEA, del inglés carcinomembryonic antigen); las
células tumorales circulantes; el tamafio del tumor; el estadio T y N; la
distancia del tumor desde el margen anal; la extension circunferencial y la
posicién anterior del tumor; el budding intratumoral; el microambiente
tumoral; la histologia mucinosa; el grado de diferenciacién tumoral; la
ulceracidn macroscoépica; el microbioma intestinal; la invasion linfovascular,
perineural y la ausencia de necrosis tumoral; la ratio tumor-estroma; la ratio
linfocitos-monocitos; el indice de masa corporal; los niveles de
hemoglobina; el valor de captacién estandarizado (SUV, del inglés
standardized uptake value) del PET/TC; la radidmica; el tiempo transcurrido
tras la quimiorradioterapia; las mutaciones de los genes APC, PIK3CA, TP53,
SMAD4, KRAS, NRAS y BRAF; el factor proapoptotico Bax; la proteina
inhibidora de la apoptosis ligada al cromosoma X (XIAP); el VEGF; el factor
inducible por hipoxia-1 (HIF-1); la osteopontina; la mioferlina; el
metabolismo de los acidos grasos; citocinas como IL-1 e IL-8... [4,16—36]
pero no se han desarrollado marcadores que consigan predecir de forma
fiable la respuesta tumoral al TNT en pacientes con CRLA, ya que todos ellos

presentan importantes limitaciones. [4]

Uno de los biomarcadores mas empleados para el diagndstico y el
seguimiento del CCR es el CEA, ya que su elevacion es considerada un fuerte
marcador de recurrencia tumoral. [37] Sin embargo, no es un marcador

especifico del CCR, por lo que puede encontrarse elevado en presencia de
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otras neoplasias digestivas y enfermedades inflamatorias, [37] y el 70% de
los pacientes con CR tienen niveles negativos de CEA. [38] No obstante, las
concentraciones bajas de CEA (<5 ng/mL) se relacionaron con una mayor
probabilidad de RCC a la quimiorradioterapia neoadyuvante en pacientes

con CRLA en algunos estudios. [35]

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos biomarcadores que
permitan resolver estas limitaciones y consigan predecir la respuesta
tumoral a la TNT. Segun nuestros resultados, la rmSEPT9 en cfDNA
plasmatico en el momento del diagndstico se correlaciona
significativamente con el tamafio del tumor y el estadio N, y es capaz de
predecir la respuesta tumoral futura a la TNT, puesto que valores mas altos
de rmSEPT9 parecen predecir una menor probabilidad de RTC, y viceversa.
De este modo, en funcion de la rmSEPT9 podemos identificar, en el
momento del diagndstico, aquellos pacientes que con mayor probabilidad
conseguiran una RTC a la TNT, sirviendo como herramienta de apoyo en la
toma de decisiones en el seno de una filosofia de decisiones compartidas
con el paciente. En casos de respuesta clinica casi completa o ante la duda
de si nos encontramos ante una RCC o no, una rmSEPT9 baja al diagndstico
puede inclinar la balanza hacia el seguimiento de estos pacientes, pues
sabemos que la probabilidad de obtener una RTC es elevada, evitando
cirugias innecesarias con una elevada morbilidad. Al contrario, una rmSEPT9
elevada al diagndstico nos hara ser mas cautos a la hora de asumir una

supuesta RCCala TNT.

El tamafio del tumor y el estadio T, pero no el estadio N, también se asocian
con la respuesta tumoral a la TNT, de modo que tumores mas grandes y

estadios T mds avanzados parecen predecir una menor probabilidad de RTC.
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Un detalle importante a tener en cuenta es que no existen diferencias
estadisticamente significativas en términos de edad entre ambos grupos
(pacientes con y sin RTC), ya que la metilacién del ADN es un fendmeno

fisioldgico que también aumenta con la edad. [39,40]

Una de las principales ventajas de la rmSEPT9 en comparacidn con otros
tests comerciales de mSEPT9 es que aporta un valor cuantitativo, continuo,
no dicotémico y relativo del nivel de mSEPT9 que ademds se puede
monitorizar durante el tratamiento y seguimiento de los pacientes con

CRLA.

Sin embargo, estos resultados deben tomarse con precaucion debido al
limitado tamafo muestral y deben ser validados en futuros estudios con

mayor numero de pacientes.

Durante el proximo afo 2026 se planea analizar también muestras de

plasma obtenidas:

- En el momento de la evaluacién de la respuesta tumoral a la TNT.
- Al ano de seguimiento o ante la sospecha de recrecimiento tumoral

0 metastasis a distancia.
Con el doble objetivo, respectivamente, de:

- Evaluar la utilidad de la variacion de la rmSEPT9 como marcador de
respuesta tumoral a la TNT. Nuestra hipotesis postula que aquellos
pacientes con un mayor descenso de la rmSEPT9 entre la muestra al
diagndstico y la muestra de la evaluacion de la respuesta presentaran
con mayor probabilidad una RTC a la TNT.

- Evaluar la utilidad de la variacion de la rmSEPT9 durante el

seguimiento para la deteccidon precoz del recrecimiento tumoral y las
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metastasis a distancia. Nuestra hipdtesis postula que aquellos
pacientes con recrecimiento tumoral tras una RCC o metastasis a
distancia durante el seguimiento presentaran una elevacidn
significativa de la rmSEPT9 respecto a la muestra de la evaluacidon de

la respuesta.
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Conclusiones

La rmSEPT9 al diagndstico se correlaciona significativamente con el tamafio
del tumor, el estadio N y la probabilidad de obtener una RTC a la TNT en
pacientes con CRLA. Constituye por lo tanto un valioso biomarcador para la

prediccién de la respuesta tumoral a la TNT.
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