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Resumen

Espaiiol

El carcinoma epitelial de ovario (CEO) es la segunda neoplasia ginecolégica mas
frecuente y la de mayor mortalidad. A pesar de una alta quimiosensibilidad inicial, la mayoria
de pacientes con estadio avanzado presentaran recaida tumoral. La recurrencia supondra
generalmente una enfermedad incurable que precisara tratamiento indefinido con
quimioterapia vy, finalmente, desarrollard resistencia a quimioterapia y tendrd una
supervivencia reducida. La valoracién de la respuesta tumoral se basa en criterios clinicos,
radiolégicos y seroldgicos. Los dos Unicos biomarcadores (BM) aprobados en la practica clinica
son el Ca 125 y HEA4, pero presentan limitaciones de sensibilidad y especificidad.

Debido a estas limitaciones, al alto indice de recaida del CEO avanzado y al mal
prondstico de la enfermedad resistente, en los Ultimos afios hay numerosas investigaciones
gue evalian nuevos BM y nuevas estrategias terapéuticas para mejorar los resultados de los
tratamientos. Se necesitan nuevos indicadores capaces de lograr una valoracién mas sensible y
especifica de la enfermedad.

Una de las vias de estudio es analizar el papel que juegan las células tumorales
circulantes (CTC) y el ADN libre circulante (cfDNA) en plasma en los procesos oncolégicos. En el
presente trabajo hemos realizado un estudio observacional prospectivo durante 3 afos, en
pacientes con carcinoma epitelial de ovario en fase avanzada de enfermedad o recaida
sensible, para determinar el valor prondstico y predictivo de los nuevos biomarcadores CTC y
cfDNA.

Se han incluido pacientes procedentes del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca y, en el afo 2016, se ha afadido el Hospital Universitario Santa Lucia de Cartagena. Se
ha incluido un grupo control de tumores benignos y grupo control de mujeres sanas. También
se han realizado determinaciones basales de BM antes del inicio del tratamiento vy
extracciones seriadas a lo largo de él, y se han comparado con las caracteristicas clinicas y
evolucion de las pacientes.

El presente trabajo ha sido posible gracias a la colaboracion multiples personas y la
participacién de pacientes y voluntarias. El estudio recibié dictamen favorable del comité de
ética del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

Los datos expuestos aqui son el resultado de este trabajo.



Resumen

Inglés

Ovarian epithelial carcinoma is the second most frequent gynecological cancer and has
the highest mortality. Despite a high initial chemosensitivity, most patients with advanced
disease will relapse. Recurrent disease is usually incurable and need several lines of
chemotherapy until it develop resistance. The evaluation of the tumour response is based on
clinical, radiological and serological criteria. The only two biomarkers approved in clinical
practical are Ca 125 and HE4, but they have limitations in sensitivity and specificity.

Due to these limitations, the high rate of relapse of the advanced CEO and the poor
prognosis of the resistant disease, new BMs and new therapeutic strategies are needed to
improve the prognosis. New indicators are needed to achieve more sensitive and specific
assessment of the disease.

One of the research lines is to analyse the role of circulating tumour cells (CTC) and
circulating free DNA (cfDNA) in plasma in oncological processes. We have carried out a 3 years
prospective observational study in patients with advanced ovarian epithelial carcinoma or
sensitive relapsed tumour to determine the prognostic and predictive value of the new
biomarkers CTC and cfDNA.

We have included in this investigation projet patients from Clinical Hospital Virgen de
la Arrixaca and -from 2016- patients from University Hospital Santa Lucia de Cartagena. A
control group of benign tumours and control group of healthy women have been included.
Baseline biomarkers determinations were also performed before the start of treatment and
serial extractions through the treatment and have been compared with clinical characteristics
and tumour evolution.

This work has been possible due to collaboration of many researchers, physicians and
the other clinicians, and the participation of patients and volunteers. This study was approved
by Hospital Clinical University Virgen de la Arrixaca Ethics Committee.

The data presented here are the result of this research.
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2.1. CANCER EPITELIAL DE OVARIO

Las neoplasias ovaricas engloban el conjunto de tumores que surgen de las estructuras
anexiales del aparato reproductor femenino. Suponen un grupo muy heterogéneo en su
histogénesis e historia natural. Podriamos dividirlos en 4 grandes categorias: tumores
epiteliales (65-70%), tumores de los cordones sexuales-estroma (15-20%), tumores de las
células germinales (5-10%) y metastasis (5%)" (tabla 2.1).

Los tumores epiteliales son los mas frecuentes, pudiendo ser de subtipo seroso (46%),
mucinoso (36%), endometrioide (8%), células claras (3%), transicional (2%), indiferenciado
(2%) y mixtos (3%)". Cada subtipo puede presentarse con comportamiento benigno, borderline
o de bajo potencial maligno, y maligno.

Los tumores de cordones sexuales y estroma derivan de los cordones sexuales y del
estroma ovarico. Suponen el 15-20% de las neoplasia malignas ovaricas y suelen darse en
jovenes y adultos. El mas frecuente es el tumor de células de la granulosa.

Los tumores de células germinales derivan de las células germinales primitivas del
ovario. Suponen el 5-10% de las neoplasias malignas ovaricas y suele darse en pacientes
jovenes. En su mayoria son teratomas quisticos maduros y benignos. El resto son malignos,
siendo el mas frecuente el disgerminoma.

Las metastasis pueden proceder de cualquier tumor sistémico, siendo el mas frecuente
el carcinoma de colon seguido del carcinoma de mama. Suelen ser tumoraciones bilaterales y
de tamafio menor a 10 cm. El tumor de Kruckenberg clasico se refiere al carcinoma
metastasico de células en anillo de sello de primario gastrico, apéndice o colon, y que afecta a
los ovarios de forma secundaria.

El presente trabajo se basa en el estudio de los tumores epiteliales malignos de ovario.
Todo lo que se comente a continuacién hara referencia a ellos.
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TABLA 2.1. Clasificacidn histoldgica de los tumores ovdricos.

Tipo Histolégico Subtipos Histolégicos

Tumores epiteliales Seroso
Tumor seroso benigno (cistoadenofibroma)
Tumor seroso borderline o de bajo potencial maligno
Carcinoma seroso
Carcinoma seroso de bajo grado
Carcinoma seroso de alto grado
Mucinosos

Tumor mucinoso benigno
Tumor mucinoso borderline o de bajo potencial maligno
Tipo gastrointestinal
Tipo endocervical, seromucinoso o Miilleriano
Carcinoma mucinoso tipo intestinal
Tumor mucinoso con Pseudomixoma Peritoneal
Endometrioide
Tumor endometrioide benigno
Tumor endometrioide borderline o de bajo potencial maligno
Carcinoma endometrioide
Carcinoma endometrioide de bajo grado
Carcinoma endometrioide de alto grado
Células claras
Tumor células claras benigno
Tumor células claras borderline o de bajo potencial maligno
Carcinoma de células claras
Tumor de células transicionales (Brenner)
Tumor de células transicionales benigno (Brenner)
Tumor de Brenner borderline o de bajo potencial maligno
Tumor de Brenner maligno
Carcinoma de células transicionales
Indiferenciado
Mixto

Tumores de los cordones Tumores de células de la granulosa del adulto
sexuales-estroma Tumores de células de la granulosa juvenil
Tumor de células de Sertoli-Leyding
Tumor de los cordones sexuales con tubulos anulares
Ginandroblastoma
Fibroma-tecoma
Tumores estromales esclerosantes
Tumores de células esteroideas sin otra especificaciéon
Tumores de células de Leydig y luteomas estromales

Tumores germinales Teratoma quistico maduro
Teratoma inmaduro
Disgerminoma
Tumor del saco vitelino (Yolk Sac)
Gonadoblastoma
Carcinoma embrionario

Misceldnea Paraganglioma
Mixoma
Carcinoma de células pequeiias tipo hipercalcemiante
Carcinoma de células pequefias tipo pulmonar
Carcinoma neuroendocrino de células grandes

Metastasis
Adaptado de: Kong CS, Longacre TA and Hendrickson MR. Pathology. En: Berek & Hacker’s. Gynecologic Oncology.
Sixth edition. Philadelphia: Wolters Kluwer; 2015




Introduccion

2.1.1. EPIDEMIOLOGIA

El cancer epitelial de ovario (CEO) supone un importante problema de salud para el
sexo femenino. En paises desarrollados es la segunda neoplasia ginecoldgica mas frecuente y
la principal causa de muerte por cancer ginecoldgico. En la mortalidad por cancer en la mujer
ocupa el quinto lugar, con un 5% del total’.

INCIDENCIA

A nivel mundial, el CEO se situa como el séptimo tumor mas frecuente en el sexo
femenino, con un total de 238.719 casos en 2012>. Dentro de las neoplasias ginecoldgicas,
ocupa el tercer lugar, por detras del carcinoma de Utero y de cérvix (figura 2.1)>>. En paises
desarrollados es el segundo a nivel ginecoldgico, sélo por detras del cancer de endometrio,
debido a la disminucién de incidencia del carcinoma cervical.

La tasa de incidencia es mayor en Europa del este, Rusia, Canada y Argentina, con una
incidencia estandarizada a la edad mayor de 8.4 casos/100.000 personas y afio, siendo maxima
en Bulgaria, Letonia e islas Jiji, con una tasa de incidencia anual de 14 casos/100.000. La menor
incidencia corresponde a Africa, Arabia y paises del sur de Asia, con una tasa menor de 6
casos/100.000 (figura 2.1).

FIGURA 2.1. Incidencia a nivel mundial del CEO.
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Hay una tendencia a una disminucion de la incidencia en los ultimos 30 afios. En el
registro SEER” se aprecia una tasa de incidencia anual de 16.32 casos/100.000 en 1975, y en
2007 se reduce a 12.97 casos/100.000. La reduccion es mayor en la raza blanca.

La incidencia del CEO aumenta con la edad, pasando desde 3.2 casos/100.000 entre los
30-34 afios hasta 55.6 casos/100.000 entre los 80-84 afios. La edad media es de 63 afios, con
un riesgo a lo largo de la vida de padecer un cancer de ovario de 1.4>*. Entre los 50 y 70 afios
se da el 50% de los casos, siendo raro por debajo de los 40 afios (menos de un 10%)°.

En Espafia en 2014, segln la Red Espafiola de Registros en Cancer®, el CEO fue el 52
cancer mas frecuente en el sexo femenino, con un total de 3276 casos, con una tasa de
incidencia ajustada por edad de 10,2 casos/100.000 personas, situdndose en la 42 tasa mas
baja de Europa, por encima solo de Portugal, Chipre y Holanda.
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En la Region de Murcia, el CEO supone el 62 cancer en frecuencia en la mujer, con un
4%, siendo también el 22 del aparato genital, por detras del cancer de Utero’. En el periodo
1983-2007 se han diagnosticado 1498 nuevos casos en la region de Murcia. La incidencia ha
ido aumentando de forma lenta en los ultimos 30 afos, pasando de una tasa ajustada a la
edad de 7,5 casos/100.000 en 1984 y 7,9 en 1985, a una tasa 12,5 en 2006 y 9 en 2007, con un
porcentaje de cambio anual de 1,59 (figura 2.2)%.

FIGURA 2.2: Tasa de incidencia de cancer de ovario por periodo. Regién de Murcia 1983-2012
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*Tasa del ultimo periodo estimada.
**Porcentaje de Cambio Anual

De: Boletin epidemioldgico de Regién de Murcia.

Respecto a la distribucion por edad, en la figura 2.3 vemos también un aumento
progresivo con la edad, con una elevacidn en la incidencia a partir de los 45-50 afios, con una
tasa de 20-25/100.000, y por encima de 65 afios superando los 30 casos/100.000.

FIGURA 2.3: Tasa de incidencia de cancer de ovario por grupo de edad. Regién de Murcia 2003-2007
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MORTALIDAD

En paises desarrollados, el CEO supone la principal causa de mortalidad por cancer
ginecoldgico. Globalmente, es la quinta causa de mortalidad global por cancer en mujeres, con
un 5% del total, quedando por debajo del cancer de pulmdn, mama, colorrectal y pancreas. En
la 52 y 62 década de la vida, se eleva a la 42 causa de mortalidad oncoldgica en mujeres (tabla
2.2). Se estima que en 2016 habran en EEUU 14.240 muertes por CEO.

La elevada mortalidad global por cancer de ovario parece explicarse, en parte, porque
la mayoria de las pacientes son diagnosticadas en estadios avanzados de la enfermedad (70-
80%), en donde ya las posibilidades de curacion son escasas y la supervivencia a 5 afios es en
torno al 40%°. La falta de especificidad de los sintomas iniciales de la enfermedad, la
localizacién intraperitoneal y la ausencia de métodos eficaces de diagndstico precoz, parecen
ser los principales responsables del retraso en el diagndstico™®.

TABLA 2.2. Cinco principales tipos de cancer de mayor mortalidad en Estados Unidos (2012), por edad
ALL AGES <20 2070 39 407059 607079 80
FEMALE

ALL SITES ALL SITES ALL SITES ALL SITES ALL SITES ALL SITES
276,953 851 4,407 50,462 132,104 89,122

NHL: non-Hodgkin lymphoma
De: Siegel RL, Miller KD and Jemal A. Cancer Statistics, 2016. Ca Cancer J Clin 2016; 66: 7-30

A nivel mundial, el CEO es la 82 causa de mortalidad por cancer, con un 4,3%, y la
segunda de origen ginecoldgico tras el carcinoma de cérvix''. La tasa de mortalidad, al igual
qgue la incidencia, también es mayor en paises de Europa del Este y Canada, siendo también
alta en el norte de Asia, en algunos paises africanos y en Estados Unidos. En Espafia y en los
paises del sur de América, Africa y Asia se da la menor tasa de mortalidad (figura 2.4).

Un aspecto muy importante a destacar, es que en los ultimos 30 afios se ha observado
una mejoria en la supervivencia global a 5 afios, pasando de un 36% en el periodo 1975-1977,
a un 46% en 2005-2011**. En el registro de la FIGO también se constata esta mejoria, pasando
de una supervivencia global a 5 afios de un 30% en los anos 70, a un 50% en los afios 1999-
2001°. Esta tendencia se ha visto en los paises desarrollados, sin embargo en paises en vias de
desarrollo, como Sudafrica y paises de Sudamérica, la tendencia se mantiene o incluso esta
aumentando (figura 2.5).

11
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FIGURA 2.4: Mortalidad a nivel mundial del CEO.
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FIGURA 2.5. Tendencias de mortalidad en paises desarrollados y en paises en vias de desarrollo.
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En Espania, la tasa de supervivencia ajustada por edad a los 5 afios en el periodo 2000-
2007 (EUROCARE-5) fue del 34.76%, y la tasa de supervivencia relativa ajustada a la edad a los
1, 3 y 5 afios, fue de 69.63%, 45.77% y 36.80% respectivamente. Comparando la tasa de
supervivencia ajustada a la edad del periodo de 1995-1999 (EUROCARE-4) y el periodo 2000-
2007, se observa una estabilizacion con un 36.90% y 36.80% respectivamente, con una

variacion sélo de -0.10%. La mortalidad en Espafia por cancer de ovario en 2014 presenté una

tasa bruta de 9.11/100.000, con edad media de 70 afios *>. Comparando con el resto de paises

europeos, Espafia presenta una tasa de supervivencia relativa ajustada por edad similar a la

. 1
media europea®.
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2.1.2. FACTORES DE RIESGO Y FACTORES PROTECTORES

Hay una serie de factores, llamados factores de riesgo y factores protectores, que se
relacionan con aumento o disminucién de la incidencia de CEO respectivamente (tabla 2.3).
Una gran parte de los factores de riesgo se relacionan con la historia reproductiva de la mujer
y su duracién. Factores que conllevan mayor actividad ovdérica, como la nuliparidad, menarquia
precoz y menopausia tardia, se relacionan con aumento del riesgo de CEO. Sin embargo, otros
factores en donde hay periodos de descanso ovulatorio ovarico, como la gestacion y la
lactancia, parecen ser factores protectores. Esta relacidn entre la actividad ovdrica y el riesgo
de CEO ha llevado a la hipdtesis de que la ovulacion puede tener una importante relacién con
la incidencia de CEO™, y que un ambiente con aumento de la exposicién a progestagenos se
relaciona con efecto protector™.

Un aspecto muy interesante es como los diversos factores afectan de forma diferente
segun el tipo histoldgico™. Los factores reproductivos como la paridad y el nimero de hijos,
suelen ser factores protectores en todos los subtipos, aunque con diferente fuerza de
asociacion. El uso de anticonceptivos orales se relaciona con todos los subtipos histoldgicos
menos con el mucinoso. La obesidad parece relacionarse solo con los tumores mal
diferenciados y no con el resto®.

TABLA 2.3. Factores de riesgo, protectores y controvertidos en el CEO

FACTORES DE RIESGO FACTORES PROTECTORES FACTORES CONTROVERTIDOS

Factores genéticos
(mutaciones BRCA, MMR, otros)

Anticonceptivos orales

Menarquia precoz

Historia familiar de cdncer de Gestacion Estrategias hormonales
ovario o mama reproductivas

Edad Lactancia Dieta

Nuliparidad Ligadura de trompas Talco

Endometriosis Histerectomia Tabaco

Sindrome de ovario poliquistico Salpingo-oforectomia bilateral Alcohol

Edad del primer hijo después
de los 35 afos

Consumo de soja

Antiinflamatorios no esteroideos

Menopausia tardia

Exposicion al sol

Terapia hormonal sustitutiva

Vino tinto

Obesidad

Aspirina

Dieta rica en grasas animales

Asbesto

FACTORES DE RIESGO

Dentro de los factores de riesgo, podriamos agruparlos en aquellos relacionados con la

carga genética de la paciente, los relacionados con el ambiente hormonal y otros de

mecanismo diverso.
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Dentro de los primeros, hay que destacar que un porcentaje considerable de mujeres
tendran predisposicion genética para desarrollar CEO. Se han descritos varias alteraciones
genéticas, como las mutaciones BRCA, Sindrome de Lynch y otros, en donde aumenta de
forma importante la incidencia de CEO. Las mas importantes son las mutaciones del gen BRCA.
Para mujeres con mutaciones BRCA1, la probabilidad acumulada absoluta hasta los 70 anos de
padecer CEO es del 39% (95% IC 22-51%) y en mutaciones BRCA2 del 11% (95% IC 4.1-18%),
con un riesgo relativo de CEO de 21 para mutacidn BRCA1 (95%IC 12-36) y de 7 para la
mutacién BRCA2 (95%IC 3.1-16)". La prevalencia de la mutacién BRCA en pacientes con cancer
de ovario es solo del 10-15%, aunque en los serosos de alto grado, puede llegar al 17%.

Otra alteracidon genética importante es el Sindrome de Lynch o cancer colorrectal
hereditario no asociado a poliposis. Se debe a una mutacién en la linea germinal de los genes
de reparacién de apareamientos o mismatch (MMR). Esta mutacion producira un aumento de
riesgo acumulado absoluto de un 6-8% de padecer CEO, siendo responsable del 10-15% de los

19,20

canceres de ovario hereditarios ™. Presenta una prevalencia entre las pacientes de cancer de

ovario de solo un 0.9-2.7%%°.

Se han descrito otros factores genéticos menos prevalentes, como los genes RAD51 y
BRIP1*, y también la existencia de pacientes con una historia familiar de cancer de ovario o
cancer de mama sin afectacion de los genes de susceptibilidad conocidos de cancer. El tener
un familiar afecto en primer grado de cdncer de ovario presenta un aumento de riesgo con
riesgo relativo (RR) de 1.48 (95% IC 1.26-1.75), sobre todo en el subtipo seroso™®.

Otro grupo importante de factores de riesgo son aquellos relacionados con un

22,23

aumento de la actividad hormonal ovarica. Situaciones como la nuliparidad®**°, endometriosis

, . . s g 25 . .. , ~ 26
224 sindrome de ovario poliquistico?®, edad del primer hijo después de los 35 afios®,

. . . 27,28
menarquia precoz y menopausia tardia™

, se han relacionado con aumento de la incidencia
de CEO. Un aspecto controvertido durante muchos afios ha sido el uso de terapia hormonal
sustitutiva. A pesar de que hay resultados contradictorios, con algunos estudios que no
mostraron relacion®’, la mayoria de trabajos muestran un pequefio aumento del riesgo de
CEO™®. El riesgo parece disminuir al minimo cuando se afiaden progestagenos al tratamiento
hormonal sustitutivo, pasando de un RR de 1.22 (95%IC 1.18-1.27), cuando se usan estrégenos
durante al menos 5 afios, a un RR de 1.10 (95%IC 1.04-1.16)". Otro aspecto polémico ha sido
el uso cada vez mayor de estrategias hormonales reproductivas en parejas con dificultad para
gestacioén. La valoracion del riesgo de este tipo de tratamientos es muy complejo, puesto que
hay muchos sesgos, desde los factores que producen la propia dificultad de gestacion, que a su
vez pueden asociarse con aumento del riesgo de CEO, hasta una falta de bases de datos de
pacientes para un adecuado estudio poblacional. No obstante, estas estrategias hormonales
no han mostrado relacion con el carcinoma invasivo, y si con el seroso bordeline®.

Por ultimo, hay otra serie de factores que presentan un mecanismo variado. Entre
ellos estaria la edad, que es el principal factor de riesgo para padecer cancer en general y el
CEO en particular®®. La incidencia aumenta de forma exponencial a partir de los 40 afios, con

>3l Otro factor

un 50% de pacientes entre 40 y 70 afos, y una edad media de 55 afios
importante es la obesidad, que se ha relacionado en la mayoria de estudios con un incremento
de CEO, con una odds ratio entre 1,2 -1,3%*. Otros factores de riesgo comunicados han sido una

. . 33 34
dieta rica en grasas™ y el asbesto™.
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FACTORES PROTECTORES

Al contrario que en los factores de riesgo, aquellas situaciones con disminucion de la

16,26 35,36

actividad ovarica y mayor exposicion a progestagenos, como la gestacion y la lactancia®",

se han relacionado con reduccidn del riesgo de CEO.

La toma de anticonceptivos orales presenta efecto protector. Desde hace mas de 30
anos numerosos estudios han demostrado una relacién inversa entre la toma de
anticonceptivos orales y la incidencia de CEO, con una reduccién del riesgo de hasta un 29-40%

~ . . 22,37,38
en los 10 afios posteriores a dejar de tomarlos™"

. Este efecto protector se relaciona con
todos los subtipos histolégicos menos el mucinoso™. Sin embargo, este beneficio en la
reduccion del CEO hay que sopesarlo con el pequeifio aumento de riesgo que parecen
presentar de cancer de mama (RR 1.24; 95% IC 1.15-1.33)*°. Estudios mas recientes, parece
gue las nuevas formulaciones con dosis bajas de estrégenos pudiera no aumentar ese riesgo
(OR 1.0; 95% 1C 0.6-1.7)".

Hay ciertas maniobras quirurgicas que se han descrito como factores protectores. La

. 22,41 . . 41,42
ligadura de trompas™™", histerectomia™

y, sobre todo, la salpingo-ooforectomia bilateral, se
han relacionado con menor incidencia de neoplasia ovarica. Esta uUltima opcién quirurgica
supone una medida agresiva pero que en poblacidon con alto riesgo de CEO, como los
portadores de mutacién BRCA, ha supuesto una reduccion del 80% de padecer CEO. Un meta-
andlisis muestra una hazard ratio (HR) de 0.21 (95% IC 0.12-0.39) en esta poblacién®. Sin
embargo, esta actitud hay que valorarlo individualmente con la paciente, puesto que una
menopausia precoz conlleva riesgos para la paciente como sofocos, osteoporosis, dispareunia,

. 44
enfermedades cardiovasculares, etc™.

Otros factores protectores descritos han sido una dieta con suplementos de calcio® Y
soja*®, y la exposicién al sol*®. También parece que el consumo de vino tinto® y la toma de
aspirina y otros antiinflamatorios no esteroideos también pudieran reducir el riesgo de CEO,
pero los estudios son contradictorios.

2.1.3. PATOGENIA Y CARCINOGENESIS

En el desarrollo embrionario, del mesodermo primitivo surge el epitelio celémico
embrionario, del que derivan el epitelio de superficie ovarico y el tejido Milleriano. De este
dltimo se desarrollaran las trompas de Falopio, Gtero, cérvix y parte superior de vagina®®. El
90% de las neoplasias ovdricas surgiran de células derivadas del epitelio celdmico
embrionario™.

Es importante tener en cuenta todos los procesos por los cuales los factores
etiolégicos pudieran interferir en la célula para promover cambios que terminaran en la
transformacion maligna. Veremos primero aquellos procesos fisiolégicos que se han
relacionado con el favorecimiento de la accion de los agentes oncogénicos y, después, los
procesos de carcinogénesis ovarica que finalizan en la etapa de carcinoma.
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PROCESOS PATOGENICOS

Diversas observaciones epidemioldgicas y preclinicas han relacionado ciertos factores

con un aumento o disminucidn del riesgo de transformacién maligna ovarica, tal y como

hemos expuesto en el apartado anterior 2.1.2. Pero el proceso por el cual estos factores

interactian con las células normales no esta bien establecido, por lo que se han postulado

. . . . . 49
varias hipotesis que intentan explicarlos™:

Hipétesis de la ovulacién incesante. Propuesta en 1971 por Fathalla®, indica el riesgo
de desarrollar mutaciones en relacién a los microtraumatismos y posteriores
mecanismos de reparacion del epitelio ovarico debido a los ciclos ovulatorios. Esta
hipotesis justificaria el hecho de que mujeres con menos ovulaciones (multiples
gestaciones, lactancia, anticonceptivos orales, menarquia tardia y menopausia precoz,
etc) tienen menos riesgo de CEO, y aquellas situaciones con mas ovulaciones aumenta
el riesgo.

Estimulacién gonadotréfica®’. La estimulacion excesiva del epitelio ovarico por las
gonadotrofinas FSH/LH promoveria el crecimiento y la divisién celular, y facilitaria la
susceptibilidad a mutaciones. Se relaciona con el aumento de riesgo de CEO en casos
de infertilidad y tras la menopausia48. También se ha visto que la FSH in vitro
promueve diversos oncogenes y promotores del crecimiento.

Hipotesis de estimulacion hormonal. Explicaria el hecho de que situaciones con
aumento de andrégenos circulantes (sindrome ovario poliquistico, acné, hirsutismo) se
relacionan con aumento del riesgo de CEO. Se cree que una exposicion prolongada a
altas concentraciones de andrdgenos en el microambiente, promoverian mecanismos
oncogénicos. Otros cambios hormonales también tendrian un papel patogénico, como
la reduccién de riesgo de CEO ante un aumento de progestagenos.

Papel etiolégico de los procesos de inflamacién’’. El dafio en el epitelio de superficie
ovdrico con cada ovulacidn produciria inflamaciéon y cambios en el potencial redox,
gue conllevaria a mecanismos de reparacién y mayor susceptibilidad a mutaciones.
Justificaria el hecho de que la toma crénica de antiinflamatorios se relacione con
menor riesgo de CEO vy, por otro lado, inductores de inflamacion, como el talco y
asbesto, se relacionen con mayor riesgo de CEO.

Factores genéticos. Hay un numero creciente de factores genéticos con un papel
patogénico en el CEO. Los mas relevantes son las mutaciones de BRCA 1/2 y de los
genes de reparacién del ADN?3,

Otras hipodtesis han propuesto otros procesos patogénicos, con mayor o menor
evidencia, tales como la teoria de la contaminaciéon pélvica y mecanismos
inmunoldgicos relacionados con la ovulaciéon®. Nuevas evidencias abogan sobre un

;. . . 54
papel cada vez mas importante del microambiente tumoral™.

Aunque cada mecanismo tenga un cierto papel patogénico en el desarrollo del CEO,

probablemente sea la asociacion de multiples procesos la que conlleve finalmente al proceso

de transformacién maligna®.
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CARCINOGENESIS OVARICA

La visidn clasica de la carcinogénesis ovarica era como un proceso que se originaba en
el epitelio de la superficie ovarica (mesotelio peritoneal) que se invaginaba y formaba
inclusiones quisticas, después presentaba cambios metaplasicos y finalmente transformacién
maligna, y desde alli se extendia al resto de la cavidad abdominal, estando representado como
casi Unica enfermedad el seroso de alto grado®. Sin embargo, posteriormente se vio que la
patogénesis del CEO era mas compleja y heterogénea de lo que se pensaba, con diferentes
subtipos tumorales con caracteristicas propias.

Kurman y Shih®® proponen en 2004 un modelo dualista de desarrollo basado en el
analisis morfoldgico y molecular. Segun ellos habrian 2 vias de carcinogénesis diferentes,
llamadas tipo | y tipo I, que conducirian al desarrollo de diferentes CEO (figura 2.6). Los
tumores de tipo | corresponderian a tumores de bajo grado, en donde se incluirian el seroso
de bajo grado y también el endometrioide, mucinoso, tumor transicional de Brenner maligno y
el de células claras. Son genéticamente mas estables que el tipo Il y se asociarian a cambios
moleculares que son raros en los tipo Il, como mutaciones BRAF, KRAS, PTEN, PIK3CA y otros.
La oncogénesis semeja la secuencia adenoma-carcinoma del cancer colorrectal, en donde hay
una lesidn precursora reconocida (cistoadenoma, tumor borderline) que presentara
transformacion maligna.

FIGURA 2.6. Modelo dualista inicial de Shih y Kurman.
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’ Type Il pathway
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MPSC: carcinoma seroso bajo grado (micropapilares). De: Shih and Kurman. Am J Pathol 2004;164:1511-8

J

Los tumores tipo Il corresponderian a tumores de alto grado, como el seroso de alto
grado, el carcinosarcoma y el carcinoma indiferenciado. Suelen presentar mutacién de p53 y
raramente presentan mutaciones de BRAF o KRAS. Tienen también un alto nivel de
inestabilidad cromosdmica, incluso desde etapas tempranas del desarrollo.

Este nuevo modelo conlleva implicaciones clinicas importantes, pues nos enfrentamos
a dos procesos con diferente historia natural, con repercusién diagndstica y terapéutica.

No obstante, algunos autores han dudado de la relevancia prondstica de este modelo
dualista, proponiendo una nueva clasificacion en 5 grupos tumorales con marcadas diferencias
s .. ;. ;. s 57,58
en sus caracteristicas patogénicas, moleculares, morfoldgicas y clinicas™ °* (tabla 2.4).
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TABLA 2.4. Clasificacion de los carcinomas ovaricos en 5 grupos diferentes de Prat.

‘ TIPO Seroso alto Seroso bajo Mucinoso Endometrioide Células claras
grado grado
Frecuencia (%) 70 <5 3 10 5-10
Factor de Riesgo BRCA 1-2 é? é? Sindrome Lynch  Sindrome Lynch
Precursor Carcinoma Seroso Mucinoso Endometriosis Endometriosis
Seroso borderline borderline
intraepitelial
tubarico
Anormalidad p53 96% BRAF 5-38% KRAS 86% Beta-catenina HNF1b 95%
molecular BRCA 22% KRAS 19% HER2 18% 48% ARID1A 46%
PTEN 20% PIK3CA 33%
ARID1A 33% MET 24%
MSI 19%
Extension Rapida Transcelémica Confinado en Confinado en Confinado en
transcelémica ovario ovario ovario
Quimiosensibilidad  Alta Intermedia Baja Alta Baja
Pronéstico Desfavorable Intermedio Favorable Favorable Intermedio

Adaptado de: Prat J, Virchows Arch 2012 y Devouassoux et al, Bull Cancer 2016

Sin embargo, en el afio 2016 el grupo de Kurman y Shih publican una revisién y

actualizacién de su modelo dual, manteniendo su base morfolégica pero integrando también

los avances moleculares (figura 2.7)*°. Adaptan el Tipo | a 3 subgrupos: tumores relacionados

con endometriosis, como el endometrioide, células claras y carcinoma seromucinoso, también

llamado tumor Miilleriano mixto; tumores serosos de bajo grado; y subtipo mucinoso y tumor

maligno de Brenner. Se originaria de estructuras benignas extraovaricas que implantan en el

ovario y puede sufrir transformacion maligna. El tipo Il sigue compuesto por el subtipo seroso

alto grado, que ahora se subdivide por subtipos moleculares y morfolégicos, el carcinosarcoma

y el indiferenciado. Su origen seria el carcinoma intraepitelial seroso tubarico y su

diseminacion seria a ovario y resto de estructuras peritoneales.

FIGURA 2.7. Modelo dualista de Kurman y Shih expandido.
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El tumor seromucinoso corresponderia al tumor Miilleriano mixto. SET: transicién pseudoendometrioide sélida

De: Kurman and Shih. Am J Pathol 2016;186(4):733-747
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Cada grupo tiene unas caracteristicas clinicas propias (tabla 2.5). El tipo | son tumores
de bajo grado (excepto el subtipo células claras que se considera de alto grado), de curso
indolente, habitualmente unilaterales con gran masa quistica. En la presentacion precoz el
prondstico es excelente, pero en fase avanzada el prondstico es pobre por su escasa respuesta
a quimioterapia. Los tumores de Tipo Il son de alto grado, crecimiento rapido y con mayor
afectacion del estado general. Se presentan habitualmente en estadio avanzado con

diseminacion peritoneal. Son responsables del 90% de las muertes por CEO™.

TABLA 2.5. Caracteristicas clinicas y moleculares del carcinoma de ovario Tipo I y Tipo Il

Caracteristicas
Estadio de presentacién habitual

Tipo |
Estadio precoz

Tipo I
Estadio avanzado

Grado tumoral

Bajo grado *

Siempre alto grado

Ki-67

Bajo, 10-15%

Alto, en general >50%

Presentacion

Masa ovarica quistica unilateral, de

Masa ovdrica bilateral, menor tamafio

gran tamafo que tipo |
Ascitis Raro Comun
Respuesta a quimioterapia Mala Buena
Evolucion Lenta e indolente Rapida y agresiva
Precursores Tumores borderline La mayoria  carcinoma  seroso

intraepitelial tubdrico

Inestabilidad cromosémica

Baja

Alta

Mutacién tp53

Infrecuente

Muy frecuente

Mecanismos reparacion homologa

Raramente afectados

Frecuentemente afectados

Mutaciones accionables

Pueden estar presentes

Raro

Prondstico

Favorable

Desfavorable

* El carcinoma de células claras no tiene grado, se considera de alto grado
Adaptado de: Kurman and Shih. Am J Pathol 2016;186(4):733-747

La principal diferencia a nivel molecular entre ambos grupos es la relativa estabilidad
genética del tipo | comparada con la inestabilidad cromosémica del tipo II°°. Las mutaciones
inactivadoras de p53 son caracteristicas del tipo Il pero raras en el tipo I. También suelen
presentar, al menos en un tercio de los pacientes, deficiencias en los mecanismos de
reparacion del ADN. Sin embargo, en el tipo | son frecuentes otras mutaciones como las de la
via ERBB2/KRAS/BRAF/MEK, via PI3K/AKT, inactivacion de PTEN, ARID1A, etc (figura 2.8).

FIGURA 2.8. Patogénesis del modelo dual de Kurman y Shih.
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2.1.4. ANATOMIA PATOLOGICA.

Los tumores epiteliales ovaricos son los tumores ovaricos mas frecuentes, suponiendo
un 65-70% del total®. Se han dividido por su aspecto morfoldgico en 6 subtipos histolégicos
(tabla 2.6) y cada uno puede ser benigno, borderline o de bajo potencial maligno, y maligno.

En el presente trabajo sélo nos referiremos a los tumores epiteliales malignos de
ovario, que suponen una enfermedad heterogénea y representan el 90% de los tumores
malignos ovaricos®®. También comentaremos brevemente el carcinoma peritoneal primario y
el tubdrico primario, debido a que, como veremos después, conforman con el CEO una Unica
entidad.

La clasificacion de los tumores ginecolégicos de la OMS de 2014 introduce una nueva
, . ;. . . . . 61
categoria de neoplasias ovaricas, los tumores seromucinosos o tumores Miillerianos mixtos™".

TABLA 2.6. Tipos de tumores epiteliales ovaricos
Subtipo Histolégico Subtipos

(de mayor a menor frecuencia)
Seroso (46%) Tumor seroso benigno (cistoadenofibroma)
Tumor seroso borderline o de bajo potencial maligno
Carcinoma seroso
Carcinoma seroso de bajo grado
Carcinoma seroso de alto grado

Mucinosos (36%) Tumor mucinoso benigno
Tumor mucinoso borderline o de bajo potencial maligno
Tipo gastrointestinal
Tipo endocervical, seromucinoso o Miilleriano
Carcinoma mucinoso tipo intestinal
Tumor mucinoso con pseudomixoma peritoneal

Endometrioide (8%) Tumor endometrioide benigno
Tumor endometrioide borderline o de bajo potencial maligno
Carcinoma endometrioide
Carcinoma endometrioide de bajo grado
Carcinoma endometrioide de alto grado

Células claras (3%) Tumor células claras benigno
Tumor células claras borderline o de bajo potencial maligno
Carcinoma de células claras

Tumor de células transicionales Tumor de células transicionales benigno (Brenner)
(Brenner) (2%) Tumor de Brenner borderline o de bajo potencial maligno
Tumor de Brenner maligno
Carcinoma de células transicionales

Indiferenciado (2%)

Mixto (3%)

Adaptado de: Kong CS, Longacre TA and Hendrickson MR. Pathology. En: Berek & Hacker’s. Gynecologic Oncology.
Sixth edition. Philadelphia: Wolters Kluwer; 2015
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CARCINOMA SEROSO DE ALTO GRADO

Supone el 35-40% de todas la neoplasias ovaricas serosas, el 90% de los carcinomas
serosos®®, y el 75% de los carcinomas epiteliales ovaricos'. Es el subtipo habitual en los
pacientes con mutacién BRCA®®. La apariencia macroscépica es un tumor sélido o sélido-
quistico. A nivel microscopico presenta estructuras papilares que pueden fundirse y formar
[aminas de células sélidas con espacios similares a una hendidura. Hay un gran pleomorfismo
nuclear, con numerosas figuras mitdticas y atipias’. Pueden presentar un patrén papilar,
glandular y cribiforme, a veces acompafiado de necrosis>’.

Clinicamente se caracteriza por ocurrir en la 62-72 década de la vida, con una edad
media de 56 afios, tumoracion bilateral en el 60% de los casos, presentacion en fase avanzada,
alta quimiosensibilidad y frecuente adquisicién de resistencias en cada recurrencia’.

En el nuevo modelo dual de Kurman y Shih de 2016%°, se establecen dos subtipos
histoldgicos, el tipo usual y el tipo SET (transicional pseudoendometrioide sdlido) y cuatro
subtipos moleculares. El subtipo SET se presenta en mujeres mas jévenes, se observa un
mayor indice mitdtico y mayor infiltracién de linfocitos en el tumor, y tiene mayor sensibilidad
a quimioterapia y un mejor pronésticosg.

Alteraciones genéticas asociadas

El CEO seroso de alto grado se caracteriza por una gran inestabilidad gendmica, con
pérdida y ganancias de segmentos de genoma, con frecuentes amplificaciones y delecciones, y
con mutaciones de p53 en mas del 96% de los casos. Presenta deficiencia de la recombinacion
homdéloga en la mitad de los casos, siendo lo mas habitual mutaciones y cambios epigenéticos
en BRCA 1-2 (33% de casos)® ®*% . El subtipo SET se relaciona con mas mutaciones BRCA-1%°.

Un estudio de expresion génica con microarrays sobre 285 CEO seroso y
endometrioide, establece 4 subtipos moleculares (inmunoreactivo, proliferativo, diferenciado
y mesenquimal), con expresién génica, comportamiento y prondstico diferentes®. Estos
subtipos fueron confirmados por el proyecto ATLAS sobre 489 CEO seroso alto grado®.
También presentan diferente nivel y patrén de infiltracion tumoral inmune. Parece que el
subtipo inmunoreactivo es el mas favorable, con mejor supervivencia®.

El proyecto ATLAS muestra que la inestabilidad gendmica del seroso alto grado
conlleva a la afectacion de multiples vias de sefializacion celular, como la via RB1 en el 67%,
PI3K/KRTAS en el 45%, NOTCH en el 22%, BRCA en el 33% (figura 2.9)%.

FIGURA 2.9. Rutas moleculares alteradas en el CEO Seroso alto grado.
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CARCINOMA SEROSO DE BAJO GRADO

Son mucho menos frecuentes que los de alto grado (<10% de los carcinomas serosos),

s . .y ;. 9,60
se presenta a edad mas joven y con una evolucién mas indolente™

. A nivel microscdpico
muestran papilas finas y ramificadas que invaden el estroma, pero con moderada atipia y
escasa actividad mitdtica’. Comparte muchas caracteristicas con los tumores serosos
borderline, tanto a nivel genético como histoldgico y clinico, lo que ha llevado a la hipdtesis de

58,60
. En

qgue el seroso de bajo grado pudiera ser la progresion natural del tumor borderline
. . s . . 58 . s

ocasiones pueden darse de forma sincrénica ambos tipos tumorales™. Tras la cirugia, la tasa de

recurrencia es sélo del 10%, la mayoria de bajo grado, siendo raro la progresion a un alto

59 P -.9,58
grado . Presentan escasa respuesta a quimioterapia™ .

Las alteraciones genéticas asociadas suelen ser mutaciones de BRAF y KRAS, de forma
.. . 59
similar a los serosos borderline™.

CARCINOMA MUCINOSO

El CEO mucinoso representa solo el 10% de todas las neoplasias ovaricas mucinosas, e
histolégicamente semeja el epitelio intestinal®. Suele presentarse limitado a pelvis, unilateral,
con tamafio del tumor grande, con una media de 18-20 cm®. Suele ser bien diferenciado y
heterogéneo, con areas de cistoadenoma y proliferacion atipica y areas de carcinoma®.
Presentan una mucosecrecion de tipo intestinal®®.

El subtipo mucinoso primario puede ser dificil de diferenciar de una metastasis de un
tumor mucinoso de origen intestinal, sobre todo apendicular®®. Esta dificultad es mayor
cuando se presenta en estadio avanzado y/o bilateral®. El tumor mucinoso con pseudomixoma
peritoneal suele ser un proceso metastasico de un tumor mucinoso primario apendicular’. Es
raras ocasiones su origen primario es el ovario.

Las alteraciones genéticas mas frecuentes son las mutaciones activadoras de KRAS en
el 65% de los casos. En contraste con el resto de tumores de tipo |, la mutacion de p53 se da
en el 57%, a diferencia también de los tumores borderline mucinosos que solo se presenta en
el 11%%.

CARCINOMA ENDOMETRIOIDE

Suele presentarse a edad mas joven que el carcinoma seroso, generalmente en estadio
precoz y con escasa ascitis®®. A nivel histolégico es similar al carcinoma endometrial. Suelen ser
de bajo grado, aunque a veces presentan un alto grado histoldgico, con patron mas sélido, y
los cambios metapldsicos son frecuentes, principalmente metaplasia escamosa. Pueden
presentar una gran variedad de patrones que a veces pueden dificultar el diagndstico
diferencial. En un 40% se asocia con endometriosis y en un 20% de los pacientes presentan un
tumor sincrénico primario endometrial®.

La alteracion genética mas frecuente es la mutacidon en ARID1A, sobre todo cuando
esta asociado a endometriosis®’. También se han descrito otras alteraciones como mutaciones
de PTEN, PIK3A y KRAS y BRAF™.
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CARCINOMA DE CELULAS CLARAS

Los tumores de células claras representan sélo el 3% de todos los tumores epiteliales
ovéricos, pero la mayoria son malignos'. Suelen presentarse en la 52-72 década de la vida
(edad media 55 anos), en estadio precoz y con una masa ovarica unilateral generalmente
grande®®. La mayoria de mujeres suelen ser nuliparas y en la mitad de los casos se asocia con
endometriosis. En los casos de endometriosis puede haber de forma sincrdnica carcinoma
endometrioide y de células claras. Presentan escasa respuesta a quimioterapia’. Se relaciona
con sindromes paraneoplasicos como hipercalcemia o eventos tromboembdlicos’.

A nivel microscdpico, se caracterizan por glandulas revestidas de células poligonales
con citoplasma claro o granular eosindfilo y nucleos alargados hipercromaticos y pleomaorficos.

. s s i . 1
Los carcinoma de células claras no estan clasificados por grados, siendo todos de alto grado".

A nivel genético son relativamente estables y no presentan mutaciéon de p53°%. La
mutacién mas frecuente es la de ARID1A, en el 46% de CEO de células claras, sobre todo

asociado a endometriosis®’. La via PI3K/AKT/mTOR también suele estar alterada®® .

CARCINOMA SEROMUCINOSO (CARCINOMA MULLERIANO MIXTO)

El tumor seromucinoso ha sido afiadido en la clasificacion de tumores ginecoldgicos de
la OMS de 2014. Corresponderia al previo carcinoma seroso de tipo endocervical®®. Puede ser
dividido en cistoadenoma, tumor borderline y carcinoma. Se asocia frecuentemente a
endometriosis. Estd compuesto por una mezcla de células epiteliales, incluyendo epitelio
seroso y mucinoso de tipo endocervical, epitelio endometrioide y escamoso’. Presentan en el
estudio inmunohistoquimico un fenotipo “Miilleriano”, con expresidon alta de receptores
estrogénicos y progesterona, escaso de WT1 y ausencia de CK20 y CDX2>.

Por estas caracteristicas clinicas, morfoldgicas, inmunohistoquimicas, junto con la
pérdida de expresion de ARID1A en un tercio de los casos, el tumor seromucinoso se parece
mas a un tumor endometrioide o células claras que a un tumor mucinoso o seroso. Por ello,
algunos autores creen que seria mas correcto llamarlo tumor Miilleriano mixto™.

TUMOR DE CELULAS TRANSICIONALES (BRENNER) MALIGNO Y CARCINOMA DE CELULAS
TRANSICIONALES

Son tumores poco frecuentes de pequefio tamafio, con masas sélidas con metaplasia
del epitelio superficial del ovario. La mayoria son benignos (95%), raro borderline (4%) y muy
raro el carcinoma (<1%)1'58. Suelen presentarse en estadio precoz y presentan gran sensibilidad
a quimioterapia basada en platinos, con un excelente prondstico®®. A nivel molecular
presentan inmunohistoquimica con p16 en el 92% de los casos>>. No tienen mutacién de p53°%.

CARCINOMA INDIFERENCIADO

Son tumores poco frecuentes que carecen de caracteristicas histolégicas identificables
. ,pe P . 1
con un tipo especifico de célula. Siempre son de alto grado".
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CARCINOMA MIXTO

Se diagnostica de carcinoma mixto cuando hay presentes 2 o mas tipos histoldgicos
diferentes, y cada uno ocupa al menos un 10% del tumor“®. Inicialmente se crefa que
representaban al menos un 3% de los tumores epiteliales, pero estudios recientes
morfoldgicos y moleculares han reducido esta incidencia a menor de 1%°.

CARCINOMA PERITONEAL PRIMARIO

También llamado carcinoma seroso-papilar de peritoneo, es morfolégicamente similar
al carcinoma seroso de alto grado de ovario. Los criterios establecidos por el Gynecologic
Oncology Group americano para definirlo son: 1) tamafio normal del ovario; 2) afectacion
extraovarica mayor que la afectacion ovarica; 3) histologia serosa predominante y 4)
afectacion de la superficie ovarica menor de 5 mm en profundidad y anchura®.

. . . . . . . 14
Parecen derivar de residuos Miillerianos o de las fimbrias de las trompas de Falopio™.

. . ; . . 60
El comportamiento y manejo terapéutico es similar al CEO™. No obstante, comparado con el
CEO seroso, el carcinoma peritoneal primario parece tener peor prondstico, con necesidad de

.. . ., . . 71
mayor quimioterapia, menores tasas de reseccion completa Yy menor supervivencia global .

CARCINOMA TUBARICO PRIMARIO

Tumor muy poco frecuente, con una tasa de 0.41/100.0007%, su diagndstico esta
basado en la ausencia de enfermedad ovdrica o endometrial primaria. De forma arbitraria se
ha establecido que debe haber menos de 5 mm de afectacidn del parénquima ovarico y, en el
caso de estadio precoz, por la ausencia de afectacion ovarica. El tipo mas frecuente es el
seroso, pero también puede haber endometrioide. Sin embargo, estd actualmente aceptado
que el epitelio tubdrico es el origen del carcinoma seroso de ovario', por lo cual
probablemente la incidencia sea mayor de lo considerado hasta ahora.

TUMORES BORDERLINE O DE PROLIFERACION ATIPICA

Suponen un grupo heterogéneo de tumores que se basan en una proliferacién epitelial
atipica sin invasiéon estromal®®. Representan un 10% de tumores epiteliales de ovario. La
mayoria son serosos, los pacientes suelen ser mas jévenes que en el caso de los carcinomas,
generalmente premenopausicas, y la mayoria se presentan como estadio localizado™®.
Tienen un prondstico excelente, con supervivencia a los 5 afios mayor del 85%>. En ocasiones
pueden presentar implantes peritoneales, que a veces podran ser invasivos'. En esta tesis

doctoral no abordaremos este grupo de tumores.

2.1.5. HISTORIA NATURAL DEL CANCER EPITELIAL DE OVARIO

Los tumores de la trompa de Falopio y el carcinoma peritoneal primario presentan
caracteristicas histoldgicas y clinicas similares al CEO, pues todos derivan de la transformacion
maligna del mismo precursor de origen, el epitelio celdmico embrionario, formando un
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continuo en la superficie ovarica, trompas y la superficie peritoneal. Por ello, estas tres

entidades se suelen englobar conjuntamente como una misma enfermedad, con manejo
s . ., . .. 14

clinico, estadificacién y tratamiento similares™.

En el presente trabajo nos referiremos al CEO, incluyendo en el mismo a carcinoma de
la trompa de Falopio y al carcinoma peritoneal primario.

PRESENTACION CLINICA

La presentacidn clinica suele ser una mujer posmenopausica, de 55 a 65 afios, con
molestias abdominales inespecificas desde 3-4 meses, sobre todo distensiéon abdominal y dolor

ot 9,14,73
pélvico

. La mayor parte de los sintomas se deben a la extensién extrapélvica de la
enfermedad, de ahi que en estadio inicial la paciente suele estar asintomatica, excepto que
presente alguna complicacién como torsién ovarica®®’*. Sélo un 15% de los casos se
diagnostica en fase precoz, habiéndose llamado al CEO como el “asesino silencioso”®. Mas del
90% refiere al menos un sintoma y esto fue el motivo de consulta en la mayoria de veces,
conduciendo al diagndstico del CEO en el 74%, mientras que el diagndstico casual a través de
una exploracion fisica rutinaria solo es el 12%”°.

En la exploracién podran presentar distension abdominal, ascitis, derrame pleural y

S . . . 14,48
masa palpable pélvica o abdomino-pélvica™ ™.

Se han intentado usar tablas basadas en la clinica para identificar mujeres con alto
riesgo de padecer CEO. Goff et al’® realizan un estudio de casos-controles sobre un total 637
personas entre pacientes y controles, desarrollando un indice con solo sintomas que presenta
una sensibilidad de 57% en enfermedad precoz y 80% en enfermedad avanzada, con
especificidad mayor del 86%. Este indice considera los sintomas dolor pélvico/abdominal,
distension o aumento del tamafio abdominal, anorexia y saciedad precoz, cuando ocurren mas
de 12 veces al mes y han aparecido en el ultimo afio.

Los eventos paraneoplasicos son poco frecuentes, habiéndose descrito hipercalcemia
(asociada al subtipo células claras), degeneracidon cerebelosa, queratosis seborreica y
. . 73
trombosis arteriales y venosas™.

PATRON DE DISEMINACION

El CEO suele propagarse por el compartimento peritoneal, por via linfatica y por via
hematdgena™.

Via Peritoneal

La via peritoneal o transcelémica es la forma mas habitual y precoz de diseminacidn.
Ocurre por la exfoliacion de células desde la superficie del tumor primario al resto de la
cavidad, con circulacion de estas células por el abdomen y pelvis, y finalmente implantacidn en

’ .. . 14,60
algun lugar de la superficie peritoneal™

. Las células tumorales exfoliadas se distribuiran por
todo el compartimento abdominal siguiendo el sentido circulatorio del liquido peritoneal, por
los espacios paracdlicos y el mesenterio intestinal, subiendo hasta las clpulas diafragmaticas,

sobre todo la derecha. Por ello, es fundamental en la cirugia del CEO realizar una cuidadosa
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exploracién de toda la cavidad abdominal, incluyendo las ctupulas diafragmaticas, sobre todo la
. ,.. 14
capsula hepatica™.

Via Linfatica

La diseminacién a ganglios pélvicos y para-adrticos es frecuente, sobre todo en estadio
avanzado™. En una serie retrospectiva sobre 276 pacientes, la frecuencia de afectacién
linfatica fue del 44%, estando afectos los ganglios pélvicos en el 30% y los para-adrticos en el
40%”’. En el estadio | estaban afectados en un 20%, 40% en estadio Il y 55% en estadio Ill y IV.
En IA 13%, IB 33% y IC 38%, pero en IAG1 ninguno afecto. Ningin mucinoso estadio | tenia
afectacion linfatica. La diseminacién linfatica a ganglios extra-abdominales es rara, siendo lo
mas frecuente a nivel inguinal y supraclavicular, y con el subtipo CEO seroso de alto grado’®.

Via Hematdgena

La diseminacion via hematdgena ha sido durante afios poco importante, teniendo mas
protagonismo la via peritoneal. No obstante, en los uUltimos afios estan surgiendo datos que
indican que quizas tenga mayor relevancia de lo que se pensaba. Algunos autores abogan por
un importante papel de la via hematdgena en las metastasis peritoneales, con predileccion en
el omento™ (figura 2.10).

FIGURA 2.10. Mecanismos de metdstasis en cancer de ovario y las proteinas implicadas.
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Al diagnéstico la afectacion visceral es poco frecuente (2-3% de las pacientes)™. Sin
embargo, en la evolucion tumoral esta diseminacion aumentara con metastasis sistémicas
hasta en el 38% de las pacientes, siendo lo mas habitual la afectacion pleural en un 25% de los
pacientes, seguida de la hepatica en un 9.4%"°. Se dio con mayor frecuencia en los casos con
enfermedad peritoneal extensa y afectacién de ganglios retroperitoneales’. Un estudio suizo
sobre 197 autopsias de pacientes fallecidos por cancer de ovario, muestra que las metastasis
sistémicas pudieran ser incluso mas frecuentes. Los autores encontraron en el 66.% de los
casos realizados, siendo el higado y espacio pleuropulmonar lo mas frecuente®.
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2.1.6. DIAGNOSTICO

Un aspecto que hay que tener presente es que el diagndstico de certeza de CEO se
realiza a través del examen histolégico del ovario resecado. En la practica clinica, tendremos
en cuenta el diagndstico de CEO ante una mujer de 55-65 afios con distensién abdominal
progresiva en los ultimos meses, con o sin otros sintomas abdominales generalmente
inespecificos. A la exploracion podra presentar distension abdominal y masa pélvica.

Si tras la clinica y la exploracién tenemos sospecha de CEO, solicitaremos una serie de
exploraciones que nos orienten el diagndstico antes de plantear una actitud quirdrgica.

ANALITICA

Dentro de los parametros analiticos, hay dos marcadores tumorales con uso clinico.
Por una parte el Ca-125, que es el mas utilizado, es una glicoproteina de alto peso molecular
gue se encuentra elevado en el 80% de los pacientes con CEO avanzado, en el 50% en estadio
precoz y en el 1-2% de la poblacién normal®. En tumores serosos suele ser presentar valores
altos, mientras que en mucinosos suelen estar bajos. En presencia de carcinomatosis, una
relacion de Cal25/CEA >25 es sugestiva de cancer de origen ovarico®’. No obstante, el Ca-125
no es especifico de CEO, y puede estar elevado en otros procesos con afectacion peritoneal,
tales como endometriosis, enfermedad pélvica inflamatoria, y en otros procesos neoplasicos
como céncer de pancreas y endometrial®.

El otro biomarcador es la glicoproteina epididimal humana HE4, que ha sido
incorporada recientemente®®. El HE4 no se expresa en tejido normal del ovario y su elevacién
sugiere malignidad.

Con el objetivo de mejorar la precision del diagnéstico diferencial de una masa anexial,
se han planteado paneles con diferentes combinaciones de biomarcadores. Uno de ellos es el
algoritmo ROMA, que se basa en el valor de Ca-125, HE4 y el estado menstrual. Se sitia como
una importante herramienta diagndstica que posee mayor sensibilidad y especificidad que
cada uno de los marcadores usados por separado. Da un valor que representa el riesgo de
malignidad de una masa ovérica, alcanzando un &rea bajo al curva (AUC) de 0.909%. Un
reciente meta-analisis valida definitivamente su uso en la practica clinica, con un AUC de 0.921
(95% IC 0.855-0960)%. Esta aprobado por la FDA y en Europa para su uso en la practica clinica.

ECOGRAFIA VAGINAL

La ecografia vaginal es la técnica de imagen inicial en el estudio de masas anexiales®.
El abordaje vaginal es mas sensible que el TC para la valoracién de masas pélvicas®, y también
presenta mejor resolucion que la ecografia trans-abdominal®®. La presencia de una masa
compleja mayor de 8-10 cm con componente sdlido y quistico, con septos densos e

. . . . . 14,48
irregulares, y sombras ecograficas, es altamente sugestivo de malignidad™™"".

Con la intencion de aportar herramientas para diferenciar una masa anexial entre

85,86,87
=>%7, La base de todos ellos es la

benigna y maligna, se han hecho varios indices de riesgo
creacion de un modelo con variables clinicas y ecogréficas que mejoren la sensibilidad y

especificidad. Se alcanzan areas bajo la curca (AUC) de hasta 0.95%.
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No obstante, hay que tener en cuenta que la mayoria de masas anexiales son
benignas. Solo el 30% de las neoplasias ovaricas en mujeres post-menopausias seran malignas
. . 14
y en premenopausicas el 7%".

TOMOGRAFIA COMPUTERIZADA (TC) y Radiografia/TC de térax

Un TC abdomino-pélvico y una prueba de imagen toracica (radiografia o TC) suelen
hacerse en la primera linea del estudio de la extensién extrapélvica y extra-abdominal de la

9,14

enfermedad™ . Es una prueba fundamental para valorar el retroperitoneo y en la evaluacion

- . . 84,88
de la resecabilidad quirdrgica™

. La sensibilidad para detectar carcinomatosis peritoneal se
sitia en torno al 60-76%, sin embargo, la sensibilidad para nddulos menores de 1 cm es muy

. . ~ , 8!
baja, subiendo conforme aumenta el tamafio de los nédulos®.

RMN PELVICA

Su papel esta siendo cada vez mas importante en la valoracidon de una masa pélvica,
con aplicacion de nuevas secuencias funcionales como difusion e imagenes dindmicas, con un
94% de sensibilidad y 97% de especificidad para detectar CEO®. La difusién aporta una mejor
caracterizacion del tumor y la diseminacion peritoneal que el TCy el PET/TC%.

PET/TC y PET/RM

La técnica de PET/TC combina imagen metabdlica con su correspondiente imagen
anatémica, con lo que podria mejorar la valoracién de masas pélvicas®>. Una captacion
aumentada del marcador 18-fluor-desoxi-glucosa en una masa anexial es muy especifico de
malignidad en una mujer postmenopausica®®. En comparacién con TC y ecografia trans-
abdominal, parece mejorar tanto la valoracidn de las masas pélvicas, como la deteccion de

enfermedad a distancia, sobre todo adenopatias, y deteccion de recurrencias >’ **. N

o
obstante, su papel no ha sido aun bien establecido, pues parece que pudiera presentar menos
sensibilidad en la valoracién de la enfermedad peritoneal respecto al TC*. Hay que tener en
cuenta la posibilidad de falsos negativos en lesiones quisticas y de falsos positivos en la

captacion de F-FDG en lesiones inflamatorias y ciertas lesiones benignas®?.

Nuevas técnicas como el PET/RM mezclan la imagen metabdlica a la imagen de la
RMN, con una mejor caracterizaciéon de las partes blandas, pudiendo ayudar a mejorar la
valoracion de lesiones pélvicas, y aportar un posible papel predictivo y prondstico®.

En investigacion esta el posible uso de imagenes moleculares usando marcadores de
p53, KRAS, BRAF, etc para la valoracion de enfermedad y su actividad bioldgica, asi como la
monitorizacion de la respuesta a quimioterapia.

OTRAS PRUEBAS

Se deberian plantear otras pruebas diagndsticas, tales como endoscopias, mamografia,
etc, para descartar otro origen del tumor de forma individualizada en funcidn de la clinica de la
paciente'®. No se aconseja la puncién externa del componente quistico, por el riesgo de
diseminacion tumoral peritoneal que conlleva®.
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2.1.7. ESTADIFICACION

La estadificacion del CEO, en ausencia de enfermedad metastasica extra-abdominal, es
quirurgica. La Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) y el Comité
Estadounidense Conjunto sobre el Cancer han establecido unos estadios relacionados y que
agrupa tanto al CEO, como al carcinoma de la trompa de Falopio y al carcinoma peritoneal
primario (ver ANEXO 1)”.

. .y , . 5
La frecuencia de presentacion segun estadios se expone en la tabla 2.7°.

Tabla 2.7. Frecuencia de presentacidn y supervivencia a 5 aiios en funcion del estadio tumoral.

‘ Estadio Frecuencia (%) Supervivencia global a 5 afios (%)
1A 13,1 89,6
1B 1,4 86,1
IC 13,7 83,4
1A 1,5 70,7
11B 1,9 65,5
1c 5,0 71,4
1A 2,6 46,7
1B 5,6 41,5
1nc 42,1 32,5
v 13,0 18,6

2.1.7. FACTORES PRONOSTICOS

Un factor prondstico es aquel aspecto o caracteristica que predice el comportamiento
de una enfermedad. El conjunto de factores prondsticos de una determinado paciente
condicionara la evoluciéon de su cancer, presentando una mayor o menor supervivencia.
Influyen de forma diferente si la enfermedad se presenta en un estadio precoz o en un estadio
avanzado (tabla 2.8). El estadio precoz es cuando el CEO se confina a los érganos del aparato
ginecoldgico en la pelvis, correspondiendo al estadio I-lIA. En la enfermedad avanzada habria
extension a la cavidad peritoneal o afectacidn extra-peritoneal (estadios 11B-1V)*%.

De todos los factores pronésticos, el principal factor que determina la supervivencia de
las pacientes con cancer de ovario es el estadio quirdrgico al diagndstico. La supervivencia
global a 5 afios (SG5a) varia desde un 80-90% en estadio I, hasta un 65-70 en estadio Il, 30-45%
en estadio Ill y un 20% en estadio IV (tabla 2.7 y figura 2.11)°.
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TABLA 2.8. Factores pronosticos del CEO
ESTADIO PRECOZ

Grado histoldgico

ESTADIO AVANZADO

Estadio

Estadio

Enfermedad residual tras cirugia

Tipo histoldégico: COCC, indiferenciado,
epitelial mixto

Grado histoldgico

Rotura cépsula

Tipo histolégico: COMU, COCC, indiferenciado

Edad Edad
Citologia peritoneal positiva ECOG
Ca 125 CA 125

NuUmero de cromosomas

Ascitis >500 ml (intraoperatoria)

PCI (Indice de Carcinomatosis Peritoneal)

FIGURA 2.11. Supervivencia en funcion del estadio.
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FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIO PRECOZ (I-11A)

Grado histoldgico

El factor prondstico mas importante lo constituye el grado histolégico (G). En el analisis
de factores prondsticos de Vergote et al®® sobre 1545 pacientes con estadio |, la SG5a para el
grado 1 (G1) fue superior al 90 %, 81% para moderadamente diferenciado y 60% para aquellas
pacientes con tumores grado 3. La HR entre G1 y G2 fue de 3.13 (95%IC 1.68-5.85), y la HR
entre G2 y G3 fue de 8.89 (95% IC 4.96-15.9). En el registro FIGO’ sobre 1837 pacientes, tanto

el G2 como el G3 supusieron una HR 1.9 de forma significativa respecto al G1.

Estadio

Presentan diferente prondstico el estadio IA frente al IB, IC y IIA, con SG5a del 90%

para el estadio IA, del 86% para IB, 83% para IC y del 71% para IIA >?%1%°,

30




Introduccion

Subtipo histolégico

Parecen presentar peor prondstico el indiferenciado, células claras y epitelial mixto>?.

Rotura de la cdpsula en estadio precoz

La rotura de la capsula, tanto si estaba presente antes de la cirugia como de forma
iatrogénica en el acto quirudrgico, se ha visto que implica una peor supervivencia, con HR 2.65
(95%IC 1.53-4.56) y HR 1.64 (95% IC 1.07-2.51) respectivamente®'%.

Edad

En el trabajo de Vergote et al*®, los pacientes con mas de 50 afios tenfan un aumento
de riesgo de HR 1.02 (95% IC 1.00-1.03).

Ca 125

El valor prequirdrgico de Ca-125 se ha relacionado en algunas series con la
supervivencia. Una serie retrospectiva australiana sobre 518 pacientes con estadio |, mostrd
diferencias en SG5a cuando el valor de Ca-125 era mayor o mejor a 30 Ul/mL, pasando de 82%
a 95% (p=0.028)""". Nagele et al también comunica sobre 201 pacientes con estadio | que Ca-
125 fue el mas importante factor prondstico de supervivencia en el andlisis multivariado, con
un HR 6.37 (95% IC 2.39-16.97)*%.

Otros

No esta claro el papel prondstico en estadio | de la presencia de ascitis, el tamafio del
tumor o el crecimiento extracapsular’”. No obstante, se han descrito mayores recaidas
peritoneales en los pacientes con citologia peritoneal positiva, con influencia en la
supervivencia'®y aquellos que presentan aneuploidia™®.

FACTORES PRONOSTICOS EN ESTADIO AVANZADO (11B-IV)

En los estadios avanzados, el estadio tumoral y la enfermedad residual tras la cirugia
son los dos principales factores prondsticos.

Estadio tumoral

La estadificacion tumoral marcara la evolucién de la paciente. La SG5a pasa desde un
67% en el 1IB, hasta un 50% en IlIA, 42% en 11IB, 33% en IlICy 18% en estadio IV°.

Enfermedad residual tras la cirugia

La enfermedad residual tras el gesto quirurgico determina también la evolucién del
paciente. Cuando el residuo es mayor de 2 cm tendra una SG5a del 25%, que subira al 33% si
es menor de 2 cm y al 62% cuando no queda enfermedad macroscépica’.

104
I

En un andlisis de du Bois et al™ de 3 estudios aleatorizados sobre un total de 3126

pacientes, observaron que optimizando la reseccidn a nulo residuo tumoral, aln se conseguian
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mejores resultados. Cuando la reseccidon era completa (residuo tumoral de 0 mm) habia
diferencia en la SG5a respecto al residuo de 1-10mm y mayor de 10 mm (figura 2.12).

FIGURA 2.12. Supervivencia global estratificado en funcién de la enfermedad residual tras cirugia.
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Grado histoldgico

En el estadio avanzado habria dos grupos prondsticos en relacion al grado histoldgico,
el formado por el grado 1 de bien diferenciado, con una SG5a de 57%, y el otro grupo que
serian el grado 2, 3 y desconocido, que presentan una SG5a de un 30%1%,

Subtipo histolégico

Presentan peor prondstico el mucinoso, células claras y el indiferenciado, y mejor

, . .« . 107 . 107 .
prondstico el endometrioide > ' %7 En |a serie de Mackay et al la mediana de

supervivencia fue de 51, 41, 21 y 15 meses para el subtipo endometrioide, seroso, mucinoso y
células claras, respectivamente.

Edad

Constituye un importante factor prondstico, pasando de una SG5a del 60% entre los
40-49 afios, a de 44% entre los 60-69 afios y de 33% entre los 70-79 afios".

Ca 125

El valor prondstico de la disminucion del antigeno tumoral CA 125 durante la

guimioterapia en estadios avanzados ha sido objeto de estudio de numerosos estudios,
] . (4. 108,109
mostrandose como un importante factor pronéstico™ .

ECOG

El ECOG 1-2 presenta un HR 1.12 (95% IC 1.01-1.24) respecto al ECOG 0% 1%,
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Otros

En el estudio de duBois et al’™ Ia presencia de una ascitis intraoperatoria mayor de
500 ml supuso en el analisis multivariante una HR de 1.36 (95% IC 1.22-1.51).

La extension de la enfermedad, medida por el indice de carcinomatosis peritoneal
(anexo V), también se ha relacionado con el pronéstico.

2.1.9. MANEJO TERAPEUTICO

Ante una paciente con sospecha de cancer de ovario, tras completar el estudio clinico
y radioldgico, el siguiente paso sera presentar el caso clinico ante el comité de tumores
ginecoldgicos y carcinomatosis del centro hospitalario que corresponda. Este comité sera un
equipo multidisciplinario formado por todas aquellas especialidades involucradas en la
patologia tumoral ginecoldgica. En el participaran especialistas de ginecologia oncoldgica,
cirugia peritoneal, oncologia médica, radiologia, patologia.

Tras valorar el caso clinico, se adoptara una decision interdisciplinaria para abordar la
patologia de la paciente de una forma consensuada.

En general, nos enfrentaremos a tres escenarios clinicos diferentes: cuando la
enfermedad se presente en estadio precoz limitada a pelvis, cuando se presente en estadio
avanzada con diseminacion peritoneal y las situaciones de recaida tumoral.

Estas situaciones las abordaremos de forma separada, para una mejor comprension
del abordaje terapéutico.

2.1.9.1. PLANTEAMIENTO TERAPEUTICO EN ESTADIO PRECOZ (I-11A)

En aquellas situaciones en donde se sospeche una neoplasia ovarica en estadio precoz,
correspondiendo esto a aquella limitada al aparato genital (estadio I-IlA), el primer paso sera
plantear una laparotomia para diagnéstico histolégico, estadificacion y resecciéon tumoral
Optima’® *® 811011 “hay que tener en cuenta que la estadificaciéon del CEO se basa en los
hallazgos quirurgicos, siguiendo las guias de la International Federation of Gynecology and
Obstetrics (FIGO)®. El abordaje quirdrgico en estadios iniciales debera plantearse segin las
recomendaciones del GCCG-EORTC, realizando reseccidn tumoral éptima y estadificacién

112

quirurgica completa (tabla 2.9) La laparoscopia estda mostrando similares resultados

oncolégicos y de seguridad que la laparotomia, por lo que podria ser un procedimiento

- 113
alternativo .

Una cirugia inicial sub-éptima puede conllevar a una infraestadificacion hasta en un
31% de los casos, por ser pacientes con aparente enfermedad limitada a pelvis pero que tienen
enfermedad metastdsica oculta en el abdomen superior o ganglios linfaticos. Este aspecto es
de suma importancia, pues implicaria consecuencias negativas para la paciente desde el punto
de vista terapéutico y prondstico™*®**2. El grado histoldgico se relaciona con la presencia de

metastasis ocultas, pues se dan en el 16% del G1, 34% de G2 y en el 46% de G3'* "2,

La realizacién de linfadenectomia sistemdtica es un tema discutido, pues aunque
. s . 114 s
puede haber afectacién hasta en el 13% de los pacientes, sobre todo en tumores G3°°7, alin no

33



Introduccion

5 En los tumores

116, 117

se ha demostrado que suponga beneficio en supervivencia para la paciente
de bajo grado y en los tumores mucinosos la afectacion linfatica suele ser muy rara

TABLA 2.9. Guia quirurgica en estadios iniciales.

- Histerectomia abdominal total con salpingo-ooforectomia bilateral. La salpingo-ooforectomia
unilateral esta permitida en pacientes jovenes con estadio IA que deseen mantener su fertilidad.

- Lavado peritoneal para estudio citoldgico.

- Inspeccidén cuidadosa y palpacion de todas las superficies peritoneales.

- Biopsia de cualquier lesidn sospechosa de metastasis tumoral.

- Omentectomia infracélica.

- Biopsia o resecciéon de cualquier adherencia adyacente al tumor primario.

- Biopsia a ciegas (>2) del peritoneo vesical y fondo de saco.

- Biopsias a ciegas (>3) de los repliegues paracdlicos derecho e izquierdo.

- Biopsias a ciegas (>2) o extensiones para citologia del hemidiafragma derecho.

- Biopsias a ciegas (>2) del peritoneo de la pared pélvica adyacente al tumor primario (fosa
ovarica).

- Muestreo ganglionar a lo largo de las arterias y venas iliacas externas y comunes.

- Muestreo ganglionar a lo largo de la aorta y de la vena cava, incluyendo el nivel entre la arteria
mesentérica inferior y la vena renal izquierda.

De: Subcomité quirurgico del GCCG EORTC (Young et al, JAMA 1983)

En los tumores mucinosos se recomienda realizar estudio del aparato digestivo y en la

. , , . , . . +_14,110,111,118
cirugia se debera completar apendicectomia. No precisa linfadenectomia™ """,

VALORACION DE ADYUVANCIA

Tras el estudio histolégico y estadificacion quirurgica, se podran establecer todos los
factores prondsticos de la paciente. En estadio precoz, la tasa de recaida varia entre un 10% vy
un 40%, la SLE a 5 afos 55-89% y la SG5a de 70-90%, dependiendo del conjunto de factores de
riesgo que presente”.

Para buscar terapias que reduzcan ese riesgo, se pusieron en marcha una serie de
ensayos clinicos que evaluaron diversos tratamientos complementarios, tales como melfalan,
fosforo-32 intraperitoneal, radioterapia abdominal total, alquilantes y otros, pero fueron

119,120

estudios pequefos y con resultados desiguales . El tratamiento que mostré mayor

. . . . ;. . . 121
beneficio fue el tratamiento sistémico con cisplatino™".

La demostracién definitiva del beneficio de administrar tratamiento frente a
observacion, llegd con dos grandes estudios europeos aleatorizados, el estudio ACTION vy el
ICON-1"2*"%_ E| analisis conjunto de los datos de las casi 900 pacientes incluidas en estos dos
estudios (ACTION e ICON-1) demostré que el tratamiento adyuvante con un esquema basado
en platino (carboplatino o cisplatino) produce un beneficio tanto en SLE como en SG***. La SLE
a 5 afios mejord un 11%, pasando de 65% a 76%, con un HR 0.64 (95%IC 0.50-0.82; p=0.001).
La SG5a mejord un 8%, pasando de 74% a 82%, con una HR 0.67 (95% IC 0.50-0.90; p= 0.008)
(figura 2.13). Debido a la mejor tolerancia del carboplatino frente al cisplatino, se sugiere el
primero como el tratamiento de eleccion. Tras estos resultados, se establece que el
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98,103

tratamiento complementario basado en platino aporta beneficio en el CEO precoz . Este

beneficio en SG se confirmé en el meta-andlisis de Cochranne 2012'*° y de 2015"°.

Un aspecto de suma importancia sera identificar bien a aquellas pacientes con mayor
riesgo de recaida y de muerte que se puedan beneficiar del tratamiento. Diversos trabajos han
analizado esta cuestidn, siendo lo mas aceptado plantear tres grupos de riesgo: un grupo de
bajo riesgo con excelente prondstico que no se beneficiaria de QT adyuvante (estadio IA G1);
un grupo de medio riesgo en donde no hay datos concluyentes (estadio IB o IC G1, IA G2); y un
grupo de alto riesgo en donde la QT si parece aportar beneficio en SG (estadio IB o IC G2-3, y

103, 124, 125, 126, 127

células claras) . Las pacientes mal estadificadas también se beneficiarian de la

103, 125, 126

guimioterapia . No obstante, dada la heterogeneidad de los estudios, los autores

expresan que estos subgrupos habia que analizarlos con precaucion.

FIGURA 2.13. SG5a en pacientes estadio precoz. Analisis conjunto estudio ACTION e ICON-1.

Percentage

HR 0.67 (95% IC 0.50-0.90)

Events Total
~—— adjuvant chemotherapy 75 465
“TT7" no adjuvant chemotherapy 106 460

00 T T T T T T T T T 1
o 1 2 3 4 6 6 7 8 9 10

Patients at risk Years from randomization

adjuvant chemotherapy 465 432 362 301 244 187 145 101 52 16 7
no adjuvant chemotherapy 460 407 347 290 230 175 128 83 41 12 3

De: Trimbos et al. J Natl Cancer Inst 2003;95(2):105-112

Otra cuestidn discutida es el nimero de ciclos que seria preciso administrar. El ensayo
GOG-157"?8 comparé en 427 pacientes estadio | administrar 3 versus 6 ciclos de paclitaxel 175
mg/m2 y carboplatino 7.5AUC. Aunque en la rama de 6 ciclos hubo una tendencia a menores
recaidas, esto no fue significativo (HR 0.76, 95% IC 0.51-1.13; p=0.18), y tampoco hubo
diferencias en el riesgo de muerte (HR 1.02, 95% IC 0.66-1.57). Los tumores serosos de alto
grado presentaron menos recurrencias cuando reciben 6 ciclos frente a 3 ciclos (HR 0.33, 95%
IC 0.14-0.77; p=0.04)"*.

Por lo tanto, como conclusion al tratamiento en estadios localizados, tenemos que
plantearnos en estas pacientes la realizacion de una cirugia peritoneal primaria con exéresis
tumoral completa y estadificacion operatoria correcta. Tras el abordaje quirdrgico, habra que
examinar el conjunto de factores prondsticos para clasificarla en un grupo de riesgo y asi
plantear la mejor terapia adyuvante y seguimiento posterior. Debido a que hay aspectos

110,111, 118

controvertidos, las diferentes guias clinicas varian respecto a sus recomendaciones.
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2.1.9.2. PLANTEAMIENTO TERAPEUTICO EN ESTADIO AVANZADO

Cuando el CEO se presenta en estadio avanzado supone una enfermedad que ya se ha
diseminado por el peritoneo abdominal, presentando una mayor carga tumoral y mayor riesgo
de recaida. Nos referiremos a los estadios I1B-IV. Suponen el 75% de CEO® y presentaran una
supervivencia libre de progresién (SLP) de 16 meses y mediana de supervivencia (MS) de 44
meses™’. La SG5a varia desde 65% en estadio I1B a 47% en el llIA, 41% en 11IB, 32% en el IlIC y
18% en el IV°.

El planteamiento terapéutico se basara en una cirugia peritoneal de citorreduccion
Optima y quimioterapia complementaria.

CIRUGIA PERITONEAL PRIMARIAY DE INTERVALO

El consenso de 2004 de la GCIG-OCCC recomendaba un esfuerzo quirudrgico inicial
méximo de citorreduccion, con el objetivo de no dejar enfermedad residual®. Inicialmente se
consideraba cirugia dptima a aquella que dejaba un residuo menor de 1 cm, pero en el ultimo
consenso internacional del Gynecologic Cancer InterGroup de 2010 se considera la cirugia

P . . s . 131 . . .z
Optima cuando no queda enfermedad residual macroscdpica™", es decir, una citorreduccion

48, 60, 84, 130

completa “R0”, siendo uno de los principales factores prondsticos . La MS pasa en el

estadio IlIC de 34 meses cuando queda algun residuo hasta 81 meses cuando no queda resto

104 . . . . .
I”". Para ello, se precisan de equipos quirurgicos especializados con una adecuada

s 132
curva de aprendizaje™™.

tumora

En aquellas situaciones en donde una cirugia primaria 6ptima no fuera factible
alcanzarla (ver criterios de cirugia subdptima mas abajo) o el paciente presentara alto riesgo
de morbimortalidad operatoria, se aconseja quimioterapia neoadyuvante (QTNA) y cirugia de

98,133

intervalo (CDI) en aquellos pacientes que no progresen tras 3-4 ciclos de QTNA . En estos

casos sera necesaria una biopsia previa para el diagnéstico histoldgico.

Cuatro ensayos aleatorizados han mostrado resultados similares entre cirugia
peritoneal primaria (CPP) y CDI, incluso con menor morbimortalidad y menor estancia

134,135, 136, 137 . . .
1222222227 En ellos se compard el tratamiento con CPP seguido de 6-8

hospitalaria con la CDI
ciclos de QT adyuvante basada en platino, frente a QTNA basada en platino durante 3-4 ciclos
seguido de CDI y después QT adyuvante 3-4 ciclos con el mismo esquema. Los criterios de
inclusion se basaron en la presencia de metastasis de al menos 2 cm fuera de la pelvis,
afectaciéon adenopatica regional o estadio IV, y un ratio CA-125/CEA mayor de 25. Los
resultados en SLE y SG fueron similares en ambos brazos. Hubo menor morbimortalidad en el
brazo de QTNA y CDI. Se consiguié mayor cirugia con resultado 6ptimo en la CDI, llegando
hasta un 70-80% frente al 40% en la CPP. En el meta-analisis de Cochrane de 2016 tampoco

138

encuentra diferencia entre ambas alternativas en SLP ni SG ni calidad de vida™". En las guias

ASCO de 2016 se aconseja ofrecer en aquellas pacientes resecables de forma éptima y bajo

riesgo operatorio, la posibilidad de elegir entre CPP o CDI***.

No obstante, un estudio de subgrupos no planificado del estudio EORTC-55971, indica
gue pudiera haber mayor beneficio en SG en pacientes estadio IlIC con lesiones <45 mm
cuando reciben CPP, y los pacientes con estadio IV y llIC con lesiones mayores de 45 mm
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139

parece tener mejor supervivencia cuando se someten a CDI™™. Pero estos datos son sdlo

exploratorios y sélo representan una hipdtesis de trabajo.

Analizando los datos de los ensayos publicados hasta la fecha, revisiones Cochrane y
meta-analisis, Makar et*° al sugiere dividir a los pacientes en 5 categorias en funcién de la
extension de la enfermedad, biologia tumoral y situacion clinica, para justificar una mejor
toma de decisiones entre CPP y CDI.

En otro orden, en algunos centros se viene aplicando la técnica intraoperatoria de
HIPEC (Hipertermia ). Esta técnica consiste en la aplicacion de quimioterapia a temperatura
41.52 durante 60-90’ directamente en el campo operatorio tras realizar una cirugia peritoneal
Optima. Los estudios observacionales muestran que se trata de una técnica segura con escasa
morbilidad, aunque dado que todavia no estd avalada por estudios fases lll, no se debe
recomendar fuera de ensayo clinico'*".

En pacientes con estadio IV e inoperables, se deberia plantear QT de enfermedad
avanzada®. En casos seleccionados de metastasis Gnicas con opciones de reseccién completa

’ . . . . . 142
RO, se podria plantear tratamiento quirdrgico como en estadio Il17"*.

CRITERIOS DE CIRUGIA SUBOPTIMA

No se disponen hasta la fecha de parametros preoperatorios predictivos de reseccion
Optima de suficiente fiabilidad. Hay varios criterios de irresecabilidad propuestos en base a
parametros clinicos, valor de Ca-125 y los hallazgos radioldgicos en TC:

- Anivel clinico, una edad mayor de 60 afios y una valoracidn de riesgo anestésico (ASA)
3-4, se relaciona con cirugia suboptima™®.

- En valores seroldgicos, el valor de plaquetas sanguineo™*y un valor de Ca-125 mayor
de 500 U/mL** se relaciona con mayor riesgo de cirugia subdptima.

- Radioldgicamente en el TC, la presencia de adenopatias retroperitoneales por encima
de las arterias renales mayores de 1 cm, carcinomatosis difusa en mesenterio de
intestino delgado, afectacion de tronco de arteria mesentérica superior y area
periesplénica, se relacionan con baja probabilidad de reseccion éptima**. La presencia
de ascitis importante también se relaciona con cirugia subéptima™*.

Algunos autores han planteado un score predictivo que se relaciona con la posibilidad
de reseccion 6ptima’®, aunque todavia no estd implantado en la practica clinica.

En algunos centros usan laparoscopia para valorar resecabilidad como paso previo a

. , . . . . 133,146
una cirugia perltoneal, pero no esta aun estandarizado

. Hay que tener en cuenta que se
han descrito metastasis en el puerto de entrada hasta en el 17% de los pacientes, aunque no

s 147
parece comprometer el prondstico™".

Los pacientes con metastasis pulmonares y hepaticas multiples, masas voluminosas en
raiz de mesenterio que afecten a la arteria mesentérica superior, conglomerados adenopaticos
retroperitoneales voluminosos por encima de los vasos renales, gran afectacion de la serosa
intestinal que obligara a extensa reseccién intestinal, nédulos diafragmaticos voluminosos con
penetracion en térax y los pacientes inoperables por comorbilidad o situacion clinica, no serian
candidatos a cirugia, indicando inicio de QT con esquema de enfermedad avanzada®.

37



Introduccion

QUIMIOTERAPIA COMPLEMENTARIA

Los estadios avanzados presentan de por si un alto riesgo de recaida (75-80%), por lo
gue siempre estard indicado un tratamiento complementario. En el desarrollo de Ia
guimioterapia dos hitos muy importantes han marcado el tratamiento. El primero fue la
aparicion de los compuestos de platino, en los afios 70, y el segundo el descubrimiento de los
taxanos en los afios 80'. El esquema paclitaxel/cisplatino demostré que mejoraba tanto la SLP
como la SG frente al esquema de ciclofosfamida/cisplatino™®. Después, en el afio 2003, el
esquema de QT de paclitaxel/carboplatino demostrd su equivalencia en resultados al esquema
de paclitaxel/cisplatino, pero con mejor tolerancia®®. Actualmente, el tratamiento estandar de
QT es la combinacion de paclitaxel 175 mg/m2 y carboplatino 5-7.5 AUC cada 3 semanas
durante 6 ciclos®®, y la valoracién de QT intraperitoneal en determinados casos®.

Posteriormente se han intentado modificaciones del esquema para mejorar los
resultados, ya fuera cambiando el acompanante al platino o asociando un tercer farmaco

como en el estudio ICON-5*°

, pero ninguna estrategia ha conseguido mejorar la combinacion
de paclitaxel y carboplatino en primera linea.

Otra via ha sido el uso de dosis densas de paclitaxel. El estudio japonés JGOC-3016"°

demostré beneficio tanto en SLP como en SG en poblacidon japonesa del esquema de
carboplatino trisemanal y paclitaxel semanal frente al esquema clasico trisemanal. Por ello, se
pusieron en marcha diferentes estudios en poblacién europea para intentar reproducir esos
resultados, como el estudio MITO-7"'y el GOG-262"2. Lamentablemente, los resultados han
sido similares entre los dos brazos de tratamiento, por lo que en poblacidn europea el
tratamiento con dosis densas de paclitaxel y carboplatino sdélo debe plantearse dentro del
marco de un ensayo clinico. Quizas las caracteristicas genéticas de la poblacion asiatica pueda
justificar estas diferencias de actividad™.

Un importante avance en el tratamiento de estas pacientes ocurre en el afio 2006 con

153 .
|7°. Pacientes con

la publicacion del trabajo de quimioterapia intraperitoneal de Amstrong et a
enfermedad avanzada que reciben cirugia primaria con resultado dptimo con residuo tumoral
menor de 1 cm, son aleatorizadas a esquema con QT intraperitoneal o esquema intravenoso
estandar. Con un total de 429 pacientes incluidas, se obtiene una gran mejoria en SLP,
pasando de 18.3 a 23.8 meses (p=0.05), y de SG, pasando de 49.7 a 65.6 meses (p=0.03). La
calidad de vida fue peor durante el tratamiento, pero al afio fue similar en los dos grupos. Este
trabajo confirmaba los datos de 2 trabajos previos de QT peritoneal que también habian

154, 155 .
' 27, Varios

logrado mejorar la supervivencia respecto al tratamiento estandar intravenoso
meta-analisis Cochrane confirman este beneficio en SG con la aplicacién de QT intraperitoneal
en pacientes con cirugia primaria 6ptima, constituyendo el tratamiento estandar en esta
156, 157

poblacién (figura 2.14) . Una serie de factores prondsticos se han descrito en relacion con
mayor SG, tales como histologia serosa vs células claras/mucinoso, ausencia de enfermedad

. . . . . 158
residual vs presencia, y 6 ciclos de QT peritoneal vs 3 ciclos™.
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FIGURA 2.14. Curva de SG comparando tratamiento intravenoso con intraperitoneal
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De: Amstrong et al, NEJM 2006

Otro importante avance ha sido la inclusidon de un anticuerpo antiangiogénico llamado
bevacizumab en combinacion con quimioterapia. Dos ensayos fase Ill muestran beneficio de
afiadir bevacizumab al esquema estandar de paclitaxel/carboplatino durante 6 ciclos seguido

de mantenimiento entre 12-22 ciclos™ *°

. En los dos trabajos se demuestra un aumento de la
SLP al usar bevacizumab, aunque la SG fue similar'®*. No obstante, en uno de los estudios, el
ICON7"®, se diferencia un subgrupo denominado de alto riesgo, caracterizado por ser estadio
I-1ll con enfermedad residual >1cm, estadio Il irresecable y los estadio IV, en donde se
presentd un importante beneficio: la SLP pasd de 14.5 meses a 18.1 meses, y la SG paso de
28.8 meses a 36.6 meses. Tras estos resultados, se sugiere estandarizar el tratamiento con
bevacizumab junto a QT con paclitaxel/carboplatino y mantenimiento 12-22 ciclos en esta

. . 110, 118
poblacién de alto riesgo " ~".

Respecto al abordaje con QT neoadyuvante, el esquema usado sera el mismo que en
adyuvancia, es decir, paclitaxel y carboplatino trisemanal. Aunque no esta claro el nimero de
ciclos a administrar, se sugiere usar no mas de 4 ciclos’®. Posteriormente al acto quirtrgico se
completaria QT adyuvante hasta un nimero empirico total de 6-8 ciclos, aconsejandose al
menos 2 ciclos como minimo tras la cirugia. Los pacientes que progresaran durante la QTNA
presentaran un mal prondstico, tratandose de una enfermedad refractaria y se desestimaria
gesto quirdrgico salvo el meramente paliativo. Se podrian recomendar varias alternativas,
como otro régimen de QT, participar en ensayo clinico, cuidados paliativos**>.

Otra opcion investigada es el tratamiento de mantenimiento con QT tras conseguir
respuesta completa a primera linea. Lamentablemente los ensayos realizados no han
demostrado claro beneficio frente a observacion, por lo que no se puede recomendar esta

60,162

estrategia , salvo el mantenimiento con bevacizumab en alto riesgo comentado antes.

En pacientes con mala situacion clinica pero en donde la QT podria aportarle beneficio,
, . . . . 163
se podria valorar un esquema semanal de quimioterapia con paclitaxel y carboplatino™".
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Como conclusién, tendremos en cuenta estas consideraciones con respecto al
tratamiento sistémico en los pacientes con estadio avanzado IIB-1V:

— Tratamiento adyuvante estandar con paclitaxel y carboplatino trisemanal durante
6-8 ciclos.

— En los pacientes con estadio Ill, buen ECOG, no comorbilidad y enfermedad
residual < 1cm estaria indicada la quimioterapia Intraperitoneal.

— En aquellos pacientes de alto riesgo (enfermedad residual>1cm, lll-irresecable y
estadio 1V) parece aportar beneficio en SG el afadir bevacizumab al tratamiento
estandar.

— Sirecibe QTNA se deberian administrar 3-4 ciclos de QT estandar vy, tras la cirugia
peritoneal, completar hasta 6-8 ciclos.

SEGUIMIENTO

La base del seguimiento es la situacion clinica de la paciente (anamnesis y

111

exploracién), analitica y pruebas de imagen . No obstante, no se ha demostrado aun cual es

la mejor estrategia de seguimiento, por ello, las diferentes guias varian en sus

84,110,111

recomendaciones . Un aspecto importante a tener en cuenta, es realizar una adecuada

. . ; . . s 111
educacidén del paciente acerca de los sintomas y signos sugestivos de recaida .

La monitorizacién de Ca-125 en el seguimiento es un tema discutido. Rustin et al'®

muestran que el tratamiento precoz de la paciente en base al aumento del Ca-125 sin otro
dato de progresion, no mejora la supervivencia en comparacion al tratamiento cuando se
demuestre progresion clinica o radioldgica. No obstante, posiblemente algin subgrupo de
pacientes se pudiera beneficiar del seguimiento con Ca-125%.

El PET/TC parece detectar mas lugares de metastasis a nivel abdominal y mas
afectacion adenopatica que el TC normal, por lo que estaria especialmente indicado si el
paciente es candidato a cirugia'®.

2.1.9.3. TRATAMIENTO DE LA RECAIDA TUMORAL

A pesar de que el CEO presenta una gran sensibilidad inicial al tratamiento, un 20% de
pacientes no responderan a la QT de primera linea y de los que respondan una mayoria
presentaran recaida tumoral. En concreto, recaeran hasta un 20-30% de los estadios precoces

. . 103, 130
y un 80% de pacientes en estadios avanzados = 7.

La recaida podra ser sospechada por el desarrollo de nuevos sintomas, por hallazgos
radiolégicos y/o por aumento de Ca-125, que puede preceder a la progresion radiolégica en

. - _1\48,60
varios meses (2-6 meses de media)™

. Los criterios de respuesta seroldgica se basan en el
valor de Ca-125 y los criterios de respuesta radioldgica en los criterios RECIST 1.1 (anexo | y I
respectivamente). Para valorar respuesta o progresién se valoraran segun los criterios
propuestos por el GCIG (anexo Ill).

La mayoria de estas pacientes con recaida serdn candidatas a un tratamiento sistémico

9, 60, 166

de segunda linea, pero teniendo en cuenta que no serd curativo . El objetivo del
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tratamiento sera el alivio sintomatico, mejora de la calidad de vida, retraso de la progresién y

: ._14,48,60
aumento de la supervivencia

. La eleccién del tratamiento dependera de muchos factores
a considerar: numero de lugares de recaida, tipo histoldgico, intervalo libre de platino (ILP),
tratamiento previo y respuesta al mismo, toxicidad residual del paciente, estado general del

. .l . . 14, 166, 167
paciente, comorbilidades y preferencias del paciente™ > =",

El ILP se define como el tiempo entre la finalizacidon del tratamiento previo de platino y
la recaida actual. En el trabajo de Markman et al de 1991 se observd que la posibilidad de
respuesta a un esquema basado en platino dependia en gran medida del tiempo desde el

|168

ultimo ciclo de platino hasta la recaida actua Desde entonces, tanto el tipo como la

duracion de la respuesta a la QT previa se han constituido como los dos factores prondsticos

P . . . 169 .
14189 Basandose en estos dos criterios, Thigpen et al*® propusieron una

mas importantes
clasificacion para enfocar el prondstico y el tratamiento: por una parte aquellas pacientes que
no respondan al tratamiento o que respondan pero presenten un ILP menor de 6 meses seran
clasificados como “recaida platino resistente” y conllevan un mal pronéstico, con una TR 10-
20% y una MS de 9 meses'’®. Rara vez alcanzaran una respuesta completa6°. Por otra parte,
aquellas pacientes que presenten respuesta al tratamiento y un ILP mayor de 6 meses se
clasificaran como “recaida platino sensible”, con mejor pronéstico, con TR 27-70% y una MS
12-24 meses™*®® ! En los casos de conseguir remisién completa, ésta sera de menor

.y . 172
duracion que la anterior en el 97% de los casos™"".

Posteriormente se han realizado varias modificaciones a esta clasificacién para
adaptarla mejor al comportamiento de la enfermedad y consensuar diferentes poblaciones
para su inclusion en ensayos clinicos™". En el 42 consenso del Intergroup de 2010 se sugiere
considerar cuatro subgrupos: pacientes platino-refractarias, aquellas que progresan durante el
tratamiento o en las 4 semanas siguientes a finalizarlo, siendo las de peor pronéstico con TR
10%'*; pacientes platino-resistentes, aquellas con ILP menor de 6 meses; pacientes
parcialmente sensibles a platino, con ILP 6-12 meses, que presentarian una sensibilidad
moderada a platino; y otro grupo de platino-sensibles con ILP mayor de 12 meses, que tendran
mayor sensibilidad a un esquema con platino y mejor pronéstico™. Sin embargo, otros
autores consideran el ILP como una variable continua, con altas TR asociados a largos ILP*.

El momento para iniciar el tratamiento de 22 linea es otro tema controvertido: en
aquellas mujeres sintomaticas deberia ser de forma inmediata, con el objetivo de paliacion
clinica, pero en aquellas que se encuentren asintomaticas y sélo presenten aumento de Ca-125

. . . . . . . 9,60,164
el tratamiento no ha demostrado beneficio, incluso conlleva deterioro en calidad de vida™ ",

En algunas pacientes podria considerarse la cirugia de rescate, con beneficio

9, 131, 173,174,175
. Para

importante en supervivencia cuando se alcanza una reseccidon completa
ello, serd fundamental realizar una buena seleccién de la paciente, evitando cirugias

innecesarias cuando no sea previsible un resultado dptimo.

Las pacientes platino sensibles (ILP de 6 o mas meses) presentan aun una alta
sensibilidad al re-tratamiento con platino, por lo que éste deberia ser el tratamiento de
eleccion. La combinacién basada en platino se ha demostrado superior a la monoterapia de
platino en numerosos estudios, tanto en TR como en SLP y SG, alcanzando cifras de TR 50-80%,
SLP 8-2 meses y MS de 18-33 meses'®® Y1 176177 " Tendriamos diferentes opciones de
tratamiento, sin clara evidencia de superioridad de una combinacién respecto a otra®’®.
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Recientemente, se han afiadido nuevos farmacos como bevacizumab’®, olaparib **°

181
b™".

y
nirapari

Un grupo de especial andlisis es el formado por aquellas pacientes con ILP entre 6-12
meses. Este grupo se denomina “recaida parcialmente sensible a platino” y presenta solo una
modesta sensibilidad a esquemas de platino, por lo cual se buscan nuevas vias de tratamiento.
Una interesante estrategia es el uso de una combinacion sin platino, aumentando de esta
forma el ILP y asi se podria elevar la sensibilidad a un posterior re-tratamiento con platino™. En
un ensayo randomizado, aquellas pacientes en recaida con ILP 6-12 meses tratados con
trabectedin-doxorubicina liposomal pegilada (DLP) mejoraron la SLP y la SG en comparacién a

los tratados sélo con DLP®?

. Estos pacientes mejoraron su ILP, obteniendo mayor beneficio en
la siguiente linea de tratamiento con platino. No obstante, aquellos pacientes no candidatos a
esta combinacion sin platino, un estudio randomizado muestra que la monoterapia no platino

183

resulta inferior en SLP y SG a una combinacién con platino™". Por ahora, no hay datos

14
concluyentes que avalen esta teoria™.

La mayoria de pacientes con enfermedad recurrente desarrollara finalmente condicién
platino-resistente®®. Correspondera a aquellas pacientes que presenten recaida o progresion
antes de 6 meses de haber finalizado el tratamiento con platino (ILP< 6 meses). Representa
una enfermedad con escasas tasas de respuesta y progresion precoz, conllevando a una menor
supervivencia. El objetivo principal del tratamiento sera mejorar la calidad de vida y controlar

la sintomatologia, pasando a segundo plano prolongar la SLP y SG ** .

En estas pacientes estara indicado el tratamiento en monoterapia con paclitaxel,
topotecan, gemcitabina o DLP. No hay diferencias significativas en eficacia entre estos
farmacos, con TR 10-20%*® %. Serd de suma importancia la valoracién de los perfiles de
toxicidad de los farmacos, dado que nuestro objetivo principal sera la calidad de vida de la
paciente®.

La adicién de bevacizumab junto a QT, en aquellas pacientes que no lo hubieran
recibido antes, mejora la TR de 12% a 27% (p=0.001) y la SLP de 3.4 a 6.7 meses (p<0.001), con

184,185

mejoria de la calidad de vida . No hay beneficio en SG de forma significativa.

Estos tratamientos podran mejorar la supervivencia y calidad de vida del paciente,

pero no seran curativos, desarrollando finalmente progresion tumoral refractaria y falleceran
9
por la enfermedad”.
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2.2. BIOMARCADORES

Dada la alta tasa de recaida del CEO y el mal prondstico de la enfermedad recurrente,
se estan investigando nuevas estrategias para mejorar el resultado de los tratamientos, tales
como afadir un tercer farmaco, mantenimiento, radioterapia, inmunologia, etc. Para ello,
también necesitaremos herramientas que nos den una adecuada valoracion tanto de la
enfermedad como de los tratamientos. De aqui surgen los llamados biomarcadores (BM), que
son indicadores biolégicos medibles relacionados con procesos biolégicos, en nuestro caso con
procesos oncoldgicos. Podran ser BM circulantes o tisulares (tabla 2.10). Buscaremos aquellos
gue nos aporten informacién prondstica de la enfermedad, valoren la respuesta al tratamiento
0 que nos ayuden en la monitorizacion de la terapia. Sin embargo, cada uno presenta
limitaciones en su aplicacion clinica, por lo que en los Ultimos afos hay numerosas

investigaciones sobre nuevos BM.

TABLA 2.10. Potenciales biomarcadores en el Carcinoma Epitelial de Ovario.

Biomarcadores circulantes ‘ Biomarcadores tisulares

APROBADOS EN EL CEO Proteinas reguladoras de apoptosis y
Ca 125, HE4 ciclo celular

Proteinas circulantes Kinasas  dependientes de
CEA, Ca 19.9 ciclinas
LDH Proteina del retinoblastoma
Albumina P53
Citoqueratinas solubles Transcriptasas de la telomerasas
Kalikreinas Receptores de membrana tirosin-kinasa
Receptor de folato Metaloproteinasas
Citoquinas Infiltrado Linfocitario Tumoral
VEGF

Hematoloégicos
Ratio polimorfo/linfocito
Ratio polimorfo/plaquetas
Trombocitosis
Acidos nucleicos
ADN circulante
ARN circulante
Metilacion de ADN
miRNA
Células circulantes
Células tumorales circulantes
Células tumorales diseminadas
Células endoteliales circulantes

Otros

Dimero D

En este apartado abordaremos diferentes BM circulantes y su relacién con el CEQO,
dejando para los siguientes apartados dos nuevos BM muy prometedores y que son objeto de
nuestra investigacion, las células tumorales circulantes (CTC) y el ADN libre circulante (cfDNA).
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BIOMARCADORES CIRCULANTES ONCOLOGICOS

Los BM circulantes oncoldgicos, también llamados marcadores tumorales, son
moléculas o sustancias producidas por o en respuesta a procesos neopldsicos y se encuentran

. ./ ; . 186
en la circulacion sanguinea en cantidades detectables

. Suelen relacionarse con la presencia
de células neoplasicas y/o aportan informacién sobre su comportamiento®®. La determinacion
de marcadores tumorales circulantes en plasma es una opcién muy atractiva puesto que son
muy accesibles y por un método poco invasivo (venopuncion), su resultado es un dato objetivo

y pueden hacerse multiples repeticiones en el tiempo.

El valor de un BM estara determinado por su sensibilidad (proporcidon de canceres
detectados por una prueba positiva) y su especificidad (proporcién de casos no neoplasicos

186

identificados por una prueba negativa)™". Lo ideal seria que tuviera un 100% de sensibilidad,

de especificidad y valor predictivo positivo y negativo, pero esto no existe™®.

La mayor
limitacidn sera la falta de especificidad, puesto que la mayoria de BM no son especificos de un
cancer concreto, estando habitualmente aumentados en varios tipos tumorales, asi como en
patologia benigna y en situaciones fisioldgicas™®®. Por ello, en la mayoria de situaciones los BM
no son diagndsticos, especialmente cuando no hay clinica acompanante relacionada. Su

principal misién es la monitorizacién de la paciente y contribuir al diagndstico diferencial'®® ¥,

Se han estudiado una gran cantidad de sustancias con potencial papel como BM, tales
como enzimas, hormonas, receptores, etc, pero sin embargo, el nimero de ellos que
realmente tiene aplicacién clinica es muy limitado'®. Esto se puede deber o bien porque
realmente ese BM no tiene utilidad clinica, o bien porque los estudios de ese marcador
estaban mal disefiados.

Con el objetivo de estandarizar y mejorar los estudios de validacidon clinica de
marcadores tumorales, han surgido una serie de guias que orientan sobre su disefio y
publicacion. Las recomendaciones STROBE y REMARK establecen unos principios bdsicos para
disefiar estudios observacionales de calidad sobre BM, y poder ofrecer una informacion
completa y transparente, para asi realizar una adecuada valoracién de los datos

188, 189, 190

presentados . Consideran una serie de items a seguir (20 en la guia REMARK y 22 en la

guia STROBE) repartidos en 4 apartados principales: introduccion, material y métodos,
resultados y discusion. Se define marcador prondstico como aquel que tiene asociacién con

189 .
. Se define marcador

algun resultado clinico, tal como tiempo hasta un evento, SLP o SG
predictivo como aquel que nos indica el beneficio probable en un paciente de un tratamiento
concreto, para poder elegir mejor entre varias opciones de tratamiento’®. No obstante,
algunos autores ven a los marcadores predictivos como una clase especial de marcadores
prondsticos’®. Otras guias para la elaboracién de estudios de BM son las guias PROBE
(prospective-specimen-collection, retrospective-blinded-evaluation), que incorporan recogida

de muestras biolégicas de forma prospectiva de la cohorte a estudio™.

Un aspecto muy importante a tener en cuenta es valorar la utilidad clinica de ese BM,

entendida ésta como la capacidad que posee para mejorar la toma de decisiones clinicas y los

192

resultados en el paciente™. Un BM puede tener una validez analitica y clinica sobresaliente,

pero si no aporta un beneficio o informacidn adicional frente a los BM ya establecidos en esa

19

’ . s .y s . 2 s eps
patologia, finalmente no tendra utilidad clinica ~°. Es un parametro dificil de evaluar, pues
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depende por multiples factores, tales como situacion clinica, disponibilidad y magnitud del
beneficio de los tratamientos, repercusién en calidad de vida para el paciente, etc*%.

Todas estas premisas han llevado a establecer una serie de requisitos que todo BM
debera cumplir. La Academia Nacional de Bioquimica Clinica de Estados Unidos expone que los
marcadores tumorales sélo son utiles si cumplen 3 circunstancias: que los resultados sean
adecuados precisamente para la aplicacién requerida (screening, diagndstico, prondstico,
seguimiento o predictivo); que los resultados del BM separen a los pacientes en dos o mas
poblaciones cuyos resultados difieran de tal forma que permitiera aplicar tratamientos
diferentes a cada grupo; y que la estimaciéon de la separacion para un resultado positivo y

. . 193
negativo sea fiable™".

El Instituto de Salud Americano (NIH por su siglas en inglés) sefiala las siguientes
circunstancias que un factor prondstico deberia cumplir: proporcionar un significante e
independiente valor clinico prondstico, validado por test clinicos; su determinacién debera ser
factible, reproducible y ampliamente disponible, con control de la calidad; y los resultados
deberian ser facilmente interpretados por los médicos™®.

Por ultimo, algunos autores proponen una gradacion en niveles de evidencia de cada
. , . ;. . ., ;. . . 195
biomarcador, para asi evaluar su utilidad clinica y su incorporacion en la practica diaria™".

CEA

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es una proteina que se encuentra en el tejido
fetal o embrionario, pero tras el nacimiento solo persiste en pequefia cantidad en el colon.

|196, 197

Representa un importante BM prondstico del carcinoma colorrecta , ¥ es el marcador de

eleccién en el seguimiento'®. Sin embargo, en el CEO presenta escasa utilidad, pues solo

. . 4. . 198
aumenta en el SUthpO mucinoso y en los tumores metastasicos en ovario

. Un valor por
encima de 5 ng/mL sélo esta presente en el 14% de las pacientes'*®. Ademas, puede aumentar
en otras neoplasias, como cancer de mama, pancreas, tiroides y pulmaon, asi como en procesos
benignos, tales como colecistitis, cirrosis hepatica, enfermedad inflamatoria intestinal,

200

. . . . s . . 200
cistoadenoma mucinoso, etc” . También se ha relacionado con el habito tabaquico *.

Ca19.9

El antigeno tumoral Ca 19.9 es una proteina mucinosa que se usa principalmente en el
manejo de las neoplasias biliopancreaticas, aunque también se ha descrito en otros tipos de
neoplasias y patologia benigna. En los sujetos sanos se ha descrito aumentada en el 0.6%°°". En
el CEO muestra escasa utilidad, con solo un 29% de sensibilidad, relaciondndose mas con el
subtipo mucinoso, donde puede llegar al 50%%.

CA-125

El Ca 125 es una glicoproteina de alto peso molecular descrita por Bast et al'®® en 1981
que se ha constituido como el BM bésico en el CEO, aunque no es especifico de é1'%. Se
expresa en tejidos derivados del epitelio celémico (endocérvix, endometrio y trompa de
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Falopio) y del mesotelio (pleura, pericardio y peritoneo)’®. Se podra encontrar en el ovario
adulto y en el epitelio de colon, pancreas, pulman, rifdn, préstata, mama, estdmago y vesicula
biliar®®2**, La concentracidn sérica de Ca-125 dependera de dos factores principales: del
aumento de la sintesis por parte del tejido y de la presencia de alteraciones en la membrana

. . . . 204,205
basal que permitan el paso de Ca-125 a la circulacion™"

. Por ello, en tumores benignos se
vera escasamente aumentado, debido a la integridad de la membrana basal, mientras que en
CEO se encontrara elevado en la mayoria de ocasiones, tanto por aumento de la sintesis como

por la invasién tisular®®.

El CA-125 no es completamente especifico del CEO. Hay una serie de enfermedades
benignas que también presentan elevacién del nivel sérico de Ca-125, tanto patologias
ginecoldgicas (endometriosis, infecciones, enfermedades inflamatorias y fibromas) como no
ginecoldgicas (cuadros inflamatorios como pancreatitis, hepatitis, pericarditis, etc, e
infecciones como tuberculosis), asi como aumentard en otros tipos de neoplasias como cancer

60, 186, 204

de endometrio, mama, pancreas, colon y pulmén . Ademas, los valores de Ca-125

presentan una gran variabilidad dependiendo de la raza, edad, embarazo, ciclo menstrual,

s e . . . . 186, 204
habitos sociales como el tabaquismo y la ingesta de cafeina = 7.

En el CEO se encuentra elevado en el 80-90% de las pacientes, aunque fluctia
dependiendo del estadio de la paciente, variando de un 50-78% de las pacientes con estadio |
a mas de un 90% en estadio IlI-1V, del subtipo histoldgico, siendo mayor en el seroso alto grado
207. 208 yp estudio de Bast et al*®

establecid el valor de corte mas adecuado de la concentracion sérica en 35 Ul/ml. Con este

y menor en el mucinoso, y del grado de diferenciacion

valor el 82% de CEO presentd cifras superiores a 35 Ul/ml, mientras que solo el 1% de la
poblacién sana y el 6% de patologia no neoplasica presenté valores superiores.

El Ca-125 se ha situado como el BM mas importante en el CEO, con un papel crucial en

48,186 ..
%%, Su evolucidén

el screening, diagndstico, prondstico, monitorizacion y deteccion de recaidas
durante el tratamiento forma parte de los criterios de respuesta y progresién en CEO del GCIG

(anexo IV).

Respecto al screening, los métodos de deteccion precoz que se estdn evaluando se
basan en la combinacién de Ca-125 y ecografia vaginal, alcanzando cifras de 89% sensibilidad,
99% especificidad y valor predictivo positivo de 40%>™°.

En el diagnodstico, el Ca-125 por si solo presenta escasa rentabilidad, mostrando en
estadios Il y IV una sensibilidad del 77%, una especificidad del 80% y un valor predictivo
positivo del 69%2''. Estos resultados mejoran de forma importante cuando se incluye en
algoritmos diagndsticos junto a otros factores, como los paneles comentados anteriormente
ROMA®, RMI?® y ADNEX®. También se ha visto que en presencia de carcinomatosis, una
relacidon de Ca125/CEA >25 es sugestiva de cancer de origen ovarico, por lo que podria orientar
el diagnostico®.

El Ca-125 presenta un importante valor pronéstico. El valor prequirdrgico de Ca-125 se
ha relacionado en algunas series con la supervivencia de las pacientes. En estadio |, una serie
retrospectiva australiana sobre 518 pacientes, mostré diferente supervivencia en funcion del
valor de Ca-125, pasando la SG5a de 82% cuando el valor de Ca-125 era mayor a 30 Ul/mL, a
una SG5a de 95% cuando era menor (p=0.028)""
pacientes con estadio | que Ca-125 fue el mas importante factor prondstico de supervivencia

. Nagele et al también comunica sobre 201
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en el analisis multivariado, con un HR 6.37 (95% IC 2.39-16.97)"% Sin embargo, otros estudios
no han confirmado este valor prondstico®*%.

El valor de Ca-125 antes de la QT también tiene valor prondstico. Un estudio francés
sobre 553 pacientes estadios IIC-IV mostré un beneficio en SLP y SG cuando el Ca-125 era
menor de 230 Ul/mL antes de la QT (MS de 48.6 meses versus 25.1 meses, p<0.0001)*". No
obstante, en el estudio de Gadducci et al**? un valor de Ca-125 mayor de 500 Ul/mL antes del
primer ciclo de QT fue factor predictivo de menor respuesta patoldgica completa, pero no
alcanzd la significacién para SG.

Otro momento en donde el Ca-125 tiene valor prondstico, ha sido su determinacion

tras la cirugia. Makar et al***

muestran que en pacientes sin enfermedad residual un valor
meno de 35 Ul/mL o menor de 65 Ul/mL en aquellos con cirugia sub-6ptima, es un factor

prondstico independiente.

Pero quizas uno de los aspectos mas importantes del uso del Ca-125 es la
monitorizacién del tratamiento. Ya desde el trabajo inicial de Bast et al'® se observé que la
cinética del Ca-125 durante la quimioterapia se relacionaba con la evolucién de las pacientes,
postulandose que la determinacion seriada de Ca-125 podria ayudar en el manejo terapéutico
del CEO. Desde entonces se han planteado varios parametros para analizar mejor la evolucion
de Ca-125, presentando diferentes resultados. Las dos variables mas validadas han sido su
valor mas bajo alcanzado durante la QT, también llamado nadir, y la semivida de Ca-125 (Ca-

212213 crawford and

125 half-life), considerado un indicador temprano de quimio-sensibilidad
Peace?® analizan el valor del nadir en 79 pacientes, obteniendo que un nadir de <10 Ul/mL se
relacionaba con una MS de 2968 dias frente a 537 dias en los que tenian un valor superior

1*** un nadir de menor de 20 Ul/mL y tiempo

(p<0.001). En el estudio francés de Riedinger et a
para alcanzarlo menor de 72 dias se relacionaron con la SLP y la SG. En este mismo estudio,
una Ca-125 half-life igual o menor de 14 dias fue el factor pronéstico mds importante de SLP y
SG, siendo la media de 15.8 dias. En el estudio italiano de Gadducci et al*** también la Ca-125
half-life menor de 25 dias fue un factor prondstico importante de SG y de alcanzar respuesta
patolégica completa. Este mismo autor volvié a analizar en otro trabajo la Ca-125 half-life,
obteniendo que el cuartil 50% correspondia a 14 dias, relacionandose con la respuesta tumoral

y la SG**°.

No obstante, hay que recordar que el Ca-125 no presenta una sensibilidad dptima.
Niloff et al*’” encontraron gue hasta un 60% de pacientes que alcanzaron un valor menor de
35 Ul/mL tras QT tuvieron tumor residual en la cirugia de second-look, aunque los tumores
fueron menores de 1 cm. Sin embargo, un valor mayor de 35 predijo la presencia de tumor en
el 95% de los casos.

HE4

El segundo biomarcador aprobado por la FDA en el CEO es la glicoproteina epididimal
humana HE4 (Human Epididymal Protein 4)*®. También conocida como WFDC2, pertenece a la

218

familia de proteinas acidas séricas nucleares de 4 enlaces disulfuro (WFDC)“*". Aunque fue

aislado originalmente de células epiteliales del epididimo humano, se ha comprobado su

47



Introduccion

presencia en el epitelio de muchos tejidos normales y varios tipos de neoplasia, estando

. 219
especialmente elevado en el CEO"™".

Los estudios han mostrado que su nivel sérico representa un nuevo BM pronéstico con
sensibilidad equiparable a Ca-125 pero con mayor especificidad??°. Otros estudios han
mostrado mayor sensibilidad que Ca-125, tanto en estadio precoz como avanzado, con similar
especificidad®?’. En el caso de la endometriosis hay una especial diferencia, estando elevado el
HE4 sélo en el 3% mientras que Ca-125 se eleva en el 67% (p<0.0001)**%. Ferraro et al realizan
una revision sistematica que encuentra que HE4 parece ser superior a Ca-125 en términos de
rendimiento diagndstico de CEO en mujeres con sospecha de patologia ginecoldgica®®.
También presenta un importante valor en el seguimiento, con alta sensibilidad para la

.. . . . 224, 225
deteccidn de recurrencia, especialmente cuando se combina con Ca-125"""“*,

TROMBOCITOSIS

Las plaquetas producen factores que promueven el crecimiento celular, como el factor
de crecimiento derivado de las plaquetas, y factores que facilitan adhesion de las células,
como la trombospondina®®®. La presencia de trombocitosis pre-quirtrgica mayor de 400 células

227

x 10(9)/L se ha relacionado con peor pronédstico en el CEO™’. Se comporta como factor

predictivo, con mas cirugia subdptima en aquellos con trombocitosis, y como factor

prondstico, con menor SLE (12 vs 34 meses, p<0.001) y menor SG (28 vs 79 meses, p<0.001)*%.

LDH y ALBUMINA

Algunos parametros analiticos generales como LDH y albimina presentan relacion
prondstica en cancer, principalmente por su papel como reactantes de fase aguda. En el
carcinoma renal el valor de albumina sérica y lactato deshidrogenasa (LDH) tienen un

229,230,231 £ o] CEO, Deeba et al**? analizé el valor de LDH como

destacado papel prondstico
BM diagndstico, con sensibilidad de 57% y especificidad 82% para tumor ovarico maligno,

mejorando cuando se combinaba con Ca-125.

El valor de albumina sérica se relaciona con el estado nutricional de la paciente.
Ataseven et al’** demostraron en un estudio retrospectivo sobre 604 pacientes con CEO
intervenido con cirugia primaria, que la hipoalbuminemia prequirurgica era un factor
predictivo independiente de complicaciones post-quirdrgicas y también un factor prondstico
de SG. Chi et al*** desarrollé6 un nomograma para predecir la SG5a en CEO tras la cirugia
peritoneal primaria, en donde el valor sérico de albumina es uno de los 7 pardmetros. También
forma parte de indices nutricionales con importante papel prondstico. Recientemente, se ha
planteado el uso del Indice Prondstico Nutricional (PNI-Prognostic Nutritional Index), que
incluye el nivel de albumina y el nimero de linfocitos, y que ha demostrando ser un marcador

P . . . . 235, 236, 237
prondstico independiente en varios estudios " 7 7,
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2.3. CELULAS TUMORALES CIRCULANTES (CTC).

Los tumores son heterogéneos en su habilidad metastdsica, siendo la proporcién de
células que puede dar metastasis muy baja?*®. Precisan adquirir competencia metastasica,
mediante la integracion de alteraciones genéticas, que posibiliten todos los pasos para llegar a
dar metastasis sistémicas viables®®. La recaida metastasica en pacientes con tumores sélidos

, . . . e . , 240
sera causada por la diseminacion sistémica de las células tumorales

. En pacientes con
tumores localizados sin enfermedad a distancia visible, la detecciéon de la enfermedad
micrometastasica oculta, también llamada enfermedad minima residual, serda de suma
importancia por las implicaciones pronésticas que conlleva®®. La médula dsea fue el lugar en
donde inicialmente se estudié esta enfermedad oculta, apareciendo el concepto de células
tumorales diseminadas. La presencia de células epiteliales tumorales en médula ésea se ha
relacionado con mayores recaidas y peor SG en varios estudios prospectivos y metanalisis

240,241 238 .
, [*®. Sin embargo,

. La incidencia suele ser del 20-40% de pacientes con un cancer epitelia
dada la mayor accesibilidad y comodidad para el paciente de la venopuncidn frente a la biopsia
de médula dsea, el estudio de estas células epiteliales tumorales en la circulacion periférica ha

ido aumentando.

Las células tumorales circulantes (CTC) seran aquellas células viables presentes en la
sangre periférica que posean caracteristicas antigénicas o genéticas de un especifico tipo
tumoral®®. Las CTC tendrian un papel critico en el proceso de progresion y metastasis (figura
2.15). El analisis de CTC podria mejorar el conocimiento sobre la fisiopatologia de la
enfermedad y el proceso de diseminacién sistémica, aumentar la sensibilidad del diagndstico
de la enfermedad micrometastasica, aportar informaciéon prondstica y predictiva, y tener

. . .. . . 240, 242, 243
probable influencia en la toma de decisiones terapéuticas™ " =™ “*.

FIGURA 2.15. Proceso de metastasis de las células tumorales.
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De: Pantel et al. J Natl Cancer Inst 1999.
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Muchos estudios en diferentes tumores han relacionado la presencia de CTC con
s . 243 . s . .
resultados clinicos desfavorables®”. En pacientes metastasicos, trabajos en tumores como

244, 245, 246 y . 247 y P . ,eo 248
’ ! , cancer de prostata , cancer de pulmon microcitico Y no

cancer de mama
. sye 249 s s . 250 . . . .
microcitico™, y cancer de colon metastdsico™™, han establecido que la presencia y persistencia
de CTC es el mas potente factor prondstico de SLP y SG, y en algunos casos también factor
predictivo de respuesta a la terapia. Ademas, se ha visto que la variacion del nimero de CTC
durante el tratamiento se relaciona con el prondstico del paciente, pudiendo convertirse en
un biomarcador de monitorizacién, valorando de forma precoz una buena o mala respuesta al

tratamiento® 2*2,

También se han detectado CTC en pacientes con cancer de mama precoz, siendo factor
prondstico®>. En un fase Il en cancer de mama operable avanzado, la deteccién de 1 o mas
CTC en la circulacion se dio en el 23%, y se relaciond de forma independiente con una recaida
precoz”. En el estudio mas grande en cancer de mama localizado, el estudio aleman SUCCESS
sobre 2026 pacientes, el valor de CTC antes y después de la QT adyuvante fue un factor

255 . . . . , ,
. Esto indica que los tumores primarios envian células

prondstico independiente de SLP y SG
cancerosas en la fase inicial de la enfermedad. Dado que el papel de la terapia adyuvante es la
eliminacion de las células tumorales diseminadas ocultas antes de evolucionar a una
enfermedad clinicamente metastdsica, la deteccion temprana de micrometdstasis podria
identificar aquellos pacientes que mas se beneficien del tratamiento adyuvante**.

Algunos autores han analizado caracteristicas de las CTC, como patrones de

256, 257

; - 258 . .. .
transportadores de membrana , Vias proteinicas O caracterizacion fenotlplca de las

237,259 " an busca de indicadores de sensibilidad y resistencia a la quimioterapia. Esta

células
caracterizacién biolégica podria ser factor predictivo de respuesta y mejorar nuestro

.. . , . , 243
conocimiento de la capacidad metastasica de estas células y de la enfermedad en si*™.

Se ha postulado que el valor de CTC pudiera servir para la seleccion del tratamiento.
Por ello, se han iniciado varios ensayos prospectivos que evaluan la eleccion de la terapia en

260 E| estudio SWOG S0500 compara a pacientes con cancer de mama

funcién del valor de CTC
metastdsico que tras inicio de la primera linea de quimioterapia presentan aumento del
numero de CTC, siendo aleatorizados a seguir con el mismo esquema o un régimen

261 E| estudio confirma el valor prondstico negativo de la presencia de CTC, pero no

alternativo
encuentra diferencias en SG con el cambio de régimen terapéutico en base a la evolucién de
CTC, aunque este hecho pudiera indicar una quimiorresistencia de la propia enfermedad, por

lo que se sugiere la participacion en ensayos clinicos de nuevos agentes.

METODOS DE DETECCION DE CTC

Hasta la fecha actual se han empleado diferentes métodos para la deteccion de CTC en
la circulacién periférica, cada uno con diferente sensibilidad y especificidad®*®2****3, Debido a
gue en la sangre hay muy baja concentracion de CTC y a la presencia de diferentes elementos
como leucocitos, plaquetas, hematies, células epiteliales, células apoptdsicas y fragmentos de
células, etc, habria una primera fase de separacion y enriquecimiento de aquellas células que

243

fueran candidatas a CTC y después otra fase de identificacién de las verdaderas CTC*™. En la

primera etapa se han empleado diferentes técnicas, como enriquecimiento celular mediante

262,263

. ./ . . % ~ _ 264 ,
centrifugacion por gradiente de densidad , separacion por tamafio”" y la mayoria
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265, 266 e / s
7%, Esta Ultima se basa en el empleo de particulas magnéticas

separacién inmunomagnética
recubiertas por un anticuerpo especifico que se une a las células que se quieren detectar, en
este caso células neoplasicas. Una vez detectadas las probables CTC, se aislan y se caracterizan
por IHQ o por métodos de expresidn génica para seleccionar finalmente las verdaderas CTC. En
esta identificacion se han usado sobre todo citoqueratinas (CKs), que son queratinas de los
filamentos intermedios presentes en el citoesqueleto de las células epiteliales®®. La base de

P . .y , 242
todos estos métodos es el uso de una combinacién de antigenos celulares™.

Un aspecto muy importante es estandarizar la determinacion de CTC para que sea
reproducible y validada en todos los centros®*®. Por ello, en el 2004 la US Food and Drug
Administracion (FDA) aprobd y validd el sistema CellSearch® CTC Test (Veridex, LLC, a Johnson
& Johnson Company; Raritan, NJ)
(http://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/pdf3/k031588.pdf) para estandarizar la
determinacién de CTC en cancer de mama, colon y prdstata. El CellSearch es un método
semiautomatico de enumeracién de las CTC en sangre periférica mediante separacion
inmunomagnética y deteccion por IHQ (figura 2.16). Hay una primera fase que emplea
particulas magnéticas recubiertas con un anticuerpo frente a la molécula de adhesién de
células epiteliales (EpCAM), para asi realizar la captura de las potenciales CTC**2. La EpCAM es
una glicoproteina transmembrana que sdélo se expresa en células epiteliales, tanto en epitelio

267, 268 . .z .
'“*°. La proliferacién activa tumoral

normal como en la mayoria de tumores epiteliales
aumenta la expresién de EpCAM, aunque su papel en la carcinogénesis se desconoce®.
Después habra una segunda fase de tincidon con anticuerpos de CKs 8, 18 y 19 y el anticuerpo
CD45, que se une al antigeno de diferenciacién leucocitario. La tincién con 4,6-idamidino-2-
fenilindol-2 (DAPI) confirma la presencia de un nucleo celular. La deteccidn de CTC se basara

en la tincién para CKs y DAPI, falta de expresion de CD45 y morfologia celular (figura 2.17)**.

FIGURA 2.16. Sistema CellSearch.

De: https://www.cellsearchctc.com/product-systems-overview/cellsearch-system-overview
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FIGURA 2.17. Imagen de células tumorales circulantes.

En la imagen de la izquierda CTC viables. A la derecha fragmentos de CTC y CTC apoptdsicas no viables.
De: Allard et al. CCR 2004

Una validacién multicéntrica independiente del sistema CellSearch en tumores de
mama confirma su estandarizacion, con una tasa de hasta un 80% de concordancia entre los

. 269
diferentes centros

. También se obtuvo que las CTC se mantenian estables a temperatura
ambiente durante al menos 72 horas antes de su andlisis. Su uso actualmente se ha extendido

a otros tipos tumorales.

No obstante, existen controversias acerca de las limitaciones del método CellSearch.
Se han descrito falsos positivos por tincion anormal de CKs en células no epiteliales y en células
epiteliales circulantes en sujetos sanos y en patologia benigna, lo que implicaria disminucion

243, 269

de la especificidad . Una limitaciéon es que la sensibilidad del método se basa en la

deteccion de CTC por la expresidn Unica de EpCAM, por cual las CTC que no expresen EpCAM

267, 268, 269

no seran detectadas, aunque éstas representan una minoria . Por ejemplo, en el

fenotipo normal-like del cancer de mama, la expresion de EpCAM es muy baja, con lo que la

270

sensibilidad de CellSearch en este subtipo es minima“". También se ha descrito que la

expresion pudiera ser variable y dependiente del microambiente, pudiendo disminuir hasta 10

271 .
. Por ello, el sistema

veces la expresion de EpCAM en CTC respecto a su expresion en el tejido
CellSearch incorpora avidina-biotina que mejora la captura magnética de EpCAM, para
compensar esta baja densidad de antigeno®®’. Otra posibilidad es que la célula exprese EpCAM
pero tenga una falta de expresiéon de CKs. En el proceso de transicion epitelio-mesenquimal
necesario para la migracién e invasion celular, se ha visto una disminucién de la expresién de
CKs*’?. Para amortiguar esta disminucion de CKs, el sistema CellSearch usa un panel con varias
CKs, para compensar la falta de alguna en particular’®. Otra critica del método CellSearch es
gue debido a que se produce una destruccién de la célula, no permite realizar estudios in vitro

. . ; 273
de viabilidad con esas células®”.

Ante estas limitaciones, diferentes tecnologias han intentado mejorar las limitaciones
del abordaje CellSearch. El sistema AdnaTest BreastCancer usa separaciéon inmunomagnética
con dos anticuerpos (EpCAM vy otro frente al antigeno MUC1), después aislamiento de mRNA y
paso a cDNA, y posterior identificacién de diferentes paneles de genes tumorales mediante RT-
PCR, entre los que se incluyen EpCAM, MUC1 y Her2?”*
deteccion de marcadores de superficie con el aislamiento con flujo laminar en funcién del

. La tecnologia microfluidica combina la
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273,275 s
<", Otro método

tamano y caracteristicas hidrépicas de las CTC, capturando las células vivas
es la deteccidon directa en sangre completa usando una combinacién de marcadores, sin
necesidad de aislar primero las CTC como en CellSearch, mediante el uso de una tecnologia
muy sensible que es la resonancia magnética micro-nuclear®’®. Otra via de mejora es optimizar
la identificacion de las células usando paneles con nuevos genes que mejoren la sensibilidad y
especificidad?”’. No obstante, a pesar de estos inconvenientes, la cuantificacion por el método

CellSearch es actualmente el mas estandarizado y validado, y el Unico aprobado por la FDA.

Por otro lado, la deteccién de CTC por el método CellSearch en sujetos sanos y en
patologia benigna es sumamente rara. En un estudio para analizar la prevalencia de CTC en
diferentes poblaciones por el método CellSearch, se incluyeron 964 pacientes con carcinomas
metastdsicos, 199 pacientes con enfermedades benignas y 145 controles sanos®’®. Entre los
sujetos sanos, un 5.5% presentaron 1 CTC por 7.5 mL de sangre periférica, pero ninguno 2 o
mas. Entre los pacientes con patologia benigna, sdlo un 7.5% presentaron 1 CTC en 7.5mL, y un
paciente con patologia tiroidea obtuvo 3 CTC/7.5 mL. Por lo tanto, situando el nivel de
positividad de CTC en 2 o mas cada 7.5 mL de sangre periférica, solo 1 persona de las 344 no
neoplasicas dio positivo, lo que supone un 0.3% del total y una especificidad del 99.7%. La
prevalencia en los diferentes tumores también es diferente, con un 57% en cancer de prdstata,
37% en cancer de mama, 30% en cancer de colon y 37% en cancer de ovario (figura 2.18).

FIGURA 2.18. Prevalencia de CTC en 7.5 mL de sangre en diferentes poblaciones.
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De: Allard et al. CCR 2004.

CELULAS TUMORALES CIRCULANTES EN CANCER DE OVARIO.

En el carcinoma epitelial de ovario (CEO) hay mas discusion en torno a la relevancia
clinica de las CTC, debido a su peculiar historia natural de diseminacidn principalmente via
peritoneal, con larga evolucién dentro de la cavidad abdominal y bajo porcentaje de

279

metastasis via hematdgena®””. No obstante, la diseminacion sistémica esta cobrando cada vez

s . . 54 . . . ’ .
mas importancia™. Varios trabajos muestran un porcentaje mayor de metdstasis ocultas de lo

53



Introduccion

esperado, especialmente en médula 6sea, en donde alcanza hasta un 27-54% de las

280, 281

pacientes . La presencia de células tumorales en médula dsea se relaciona con menor SLE

y menor SG (MS de 51 meses vs 33 meses, p=0.023)%°.

Al igual que en el resto de tumores, debido a la escasa aceptacidén de realizar biopsia
de médula dsea y la mayor comodidad y accesibilidad de la venopuncién, también en CEO se
focalizo el estudio de deteccién de la enfermedad oculta a través de las CTC en la circulacion.
Los primeros trabajos tuvieron bajas tasas de deteccidn (12 y 19%) y no hallaron relacion con
la SG*®% 28 posteriormente, con la aparicion de mejores técnicas de deteccidn, otros trabajos
han tenido tasas superiores al 20% (tabla 13) y si han mostrado relacién entre la enumeracién
de CTC con el prondstico de la enfermedad. Dos metanalisis en 2015 sobre 1164 y 1129
pacientes confirman el valor pronéstico de la presencia de CTC, con disminucién de la SLP (HR
1.44-2.52) y la SG (HR 1.61-1.97) % %> En el de Cui et al*®® muestra que la presencia de CTC se
relaciond con el estadio (OR 1.90, 95%IC 1.02-3.56) y con la respuesta al tratamiento (OR 0.55,
95%IC 0.34-0.90) pero no con la histologia serosa, afectacién linfatica o enfermedad residual.

Uno de los problemas principales es que no hay un método especifico validado para la
deteccién y caracterizacion de CTC en CEO, por lo que hay mucha variacion de los sistemas
empleados (tabla 2.11). Los principales métodos de aislamiento de CTC son los mismos que
hemos expuesto previamente, pudiendo ser separacion por tamafio, densidad celular, carga
magnética o propiedades fisico-dindmicas, siendo el mas usado el enriquecimiento por
particulas inmunomagnéticas>*®. Respecto a los métodos de identificacion, los dos principales

son por RT-PCR o por IHQ, aunque parece que la RT-PCR es mas sensible?®* %8¢,

Desde la aprobaciéon del método CellSearch en cancer de mama, su uso se ha
extendido también a CEO, aunque hay que tener en cuenta las limitaciones comentadas
anteriormente. Ademads, la expresion de EpCAM en CEO es controvertida, con autores que

286, 287

encuentran reduccién y otros aumento . Por otro lado, la mayoria de estudios han

286, 288, 289, 290

mostrado resultados negativos en cuanto su papel prondstico , incluso en el

285
I

metanalisis de Zhou et a el subgrupo de estudios realizados con CellSearch no obtuvo

relaciéon con la SG. Behbakht et al*®

analizé su papel en un fase Il sobre 54 pacientes en
recaida, obteniendo una tasa de deteccion del 44% usando un dintel de = 1/7.5ml, pero no
hubo relacién prondstica con SLP ni SG. En algunos pacientes se hizo una monitorizacion de
CTC, pero la muestra fue escasa. Uno de los estudios mas grandes fue comunicado por Poveda
et al”®® sobre la determinacién de CTC del fase 1ll OVA-301. Sobre una muestra de 216
pacientes en recaida obtuvo una tasa de deteccion de 14.4% usando el dintel en > 2/7.5ml. La
presencia de CTC se relaciond con el ECOG, el Ca-125 y la presencia de ascitis. Se alcanzaron
diferencias significativas en el analisis univariante en SLP (3.2 meses vs 6.6 meses, p=0.0024) y
en SG (12.4 meses vs 20.6 meses, p=0.0017), pero no se confirmaron en el multivariante (HR
1.58, p=0.058, y HR 1.54, p=0.096 respectivamente). Liu et al*®® analizan el papel de CTC por
CellSearch en 30 pacientes de nuevo diagndstico y 48 recaidas. Usando un dintel de > 2/7.5ml,
encuentran CTC en el 60% de pacientes, tanto al diagndstico inicial como en recaida, pero no
encontraron relacion con caracteristicas clinicas ni con supervivencia. La determinacién
seriada tampoco fue predictivo de respuesta tumoral.
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Tabla 2.11. Estudios sobre CTC en CEO.

Estudio Método Valor Pronéstico Relacion
Pacientes
Marth Inmunomagnético | 90 12% (22 No
2002 (Dynabeads) rosetas
Judson Cuerpo 59 19% (21 No
2003 Inmunomagnético
Allard CellSearch 53 38% |=2/7.5ml | NR
2004
Wimberger OncoQuick 57 21% |21 No
2007 P
Fan CAM+ 66 60% |>1/3ml Si SLP (HR 1.44) | Ca-125, estadio
2009 PyR
Behbakht CellSearch 54 44% |>1/7.5ml | No Problemas de
2011 R validez
Poveda CellSearch 216 14% |22/7.5ml | No Ca-125, ascitis,
2011 R ECOG
Aktas AdnaTest 122 19% |>2/5ml Si SG (HR 4.56) | Cirugia subdptima
2011 P
Obermayr Gradiente 216 24% |21 Si SLP (HR 3.5) | Ca-125 y HE4,
2013 densidad y ARN P SG (HR 2.3) | ascitis, cirugia
extraccion subdptima
(Qiacube System)
Liu CellSearch 78 60% |>2/7.5ml | No
2013 PyR
Kuhlmann AdnaTest 143 14% |21/7.5ml | Si SG (HR 1.85)
2014 P
Pearl CAM+ 129 88% |[>5/1ml Si SLP (p 0.0024) | Ca-125, estadio
2014 P SG (p 0.0219)
Kolostova MetaCell + cultivo | 118 65% |21 NR
2015 P
Cui. 2015 1164 Si SLP (HR 2.52)
Metanalisis SG (HR 1.97)
Zhou. 2015 1129 Si SLP (HR 1.44)
Metanalisis SG (HR 1.61)

SLP=supervivencia libre de progresién; SG=supervivencia global; NR=No reportado
P=Paciente con Primer diagndstico actual, tratamiento Primario; R= Pacientes en Recaida

Aktas et alzglaplican el sistema AdnaTest BreastCancer, basado en enriquecimiento
inmunomagnético detectando EpCAM y MUC1 vy posterior identificaciéon por RT-PCR de un
panel con genes de EpCAM, MUCI1, Her2 y Ca-125. Incluyen 122 pacientes en total, con
determinacidon antes de cirugia (n=86) y/o 4-6 meses después del tratamiento con
quimioterapia (n=70). Con un dintel de > 2/5ml, encuentran una tasa de deteccién del 19%
antes de la cirugia y de 27% después de QT. Se relaciond con reseccion quirdrgica optima (21%
vs 34%). Obtuvieron que la positividad para CTC se relacionaba con SG de forma significativa,
tanto antes de cirugia como después de QT, aunque no se relaciond con SLP.

Para solventar el problema de la dependencia de la expresion de EpCAM disponemos

de los métodos de gradiente de densidad y de filtracién por tamafo, como por ejemplo los

281
I

métodos OncoQuick® y MetaCell®. Wimberger et al*°~ usan el método OncoQuick® y posterior

deteccion por IHQ con anticuerpo de CKs A45-B/B3 y EpCAM, aunque la deteccidn sélo alcanzé

292 , . .
1> emplean el método de aislamiento por

un 21% de las muestras (12 de 57). Kolostova et a
tamano MetaCell®, lo que les permite obtener células viables y después hacer una evaluacion

cito-morfoldgica y caracterizacion de su expresion génica a través de cultivos. Consiguieron
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CTC positivas en el 65% de pacientes?®. Este grupo obtuvo que los genes mas frecuentemente
elevados en CEO seroso fueron EpCAM, KRT19 y MUC1, presentes en el 90% de los casos®>>.

Un nuevo sistema de deteccién y enriquecimiento de CTC es el uso de una matriz de
adhesién celular (Cell Adhesion Matrix — CAM), en donde la CTC se uniria a una matriz de
colageno tipo | y después ingeriria la proteina de la matriz marcada (CAM+), identificando una

286 , . . ..
. Con este método la identificacidon se

subpoblacién de CTC con fenotipo invasivo (iCTC)
realiza mediante citometria de flujo multiparamétrica y se mantienen las células viables, con
minima pérdida celular, lo que permitiria realizar cultivos celulares posteriores®®. Un estudio
sobre 129 pacientes usando la tecnologia CAM vy confirmando la identidad de iCTC con
marcadores epiteliales (EpCAM, Cal25, DPP4 y CKs) y CD45, aumentd de forma considerable la

294

sensibilidad™". Detecto la presencia de iCTC en el 41% de CEO en estadios | y Il y en el 83%

entre todos los estadios, mostrando mejor correlacidon con SLE y SG que Ca-125. Fan et al*®
usando la misma tecnologia en 66 pacientes detectd CTC en el 61% de pacientes y también fue
factor pronéstico de SLP aunque no de SG, aunque el seguimiento fue escaso. Los marcadores

epiteliales que usaron fueron EpCAM, ESA y varias CKs, junto con CD45.

Otro método estudiado también en CEO es la resonancia magnética micro-nuclear®’®.
Se compard en 15 pacientes la deteccién de CTC por el método CellSearch y por resonancia
micro-nuclear, presentando mayor sensibilidad la segunda. La positividad de CTC se dio en el
20% y 87% respectivamente, usando dintel de CellSearch en > 2/7.5ml, y obteniendo un rango
de CTC de 0-18 (media 2) y 0-170 (media 40) respectivamente.

El umbral de positividad de CTC en CEO es otro tema discutido, variando segun la
técnica empleada. En tumores con mayor diseminacién via hematdgena como cancer de

. ey 244
mama, el dintel con CellSearch se sitia en > 5CTC/7.5ml™™", pero en tumores con menos

diseminacién sistémica, como el CEO, se disminuye segun los trabajos a 22 CTC/7.5mL*%% 28 2

0 21 CTC/7.5 mL*” % intentando compensar sensibilidad y especificidad (ver tabla 2.13). En

278
I

el trabajo de Allard et al””® se obtiene en todos los tumores que con un dintel de 1 CTC/7.5 ml

hay una especificidad del 87%, pero con el dintel en = 2CTC/7.5ml subia la especificidad al
99.7%. Fan et al®incluye 5 pacientes benignos en su estudio, sin que ninguno mostrara CTC
positivas (21). En el estudio de Obermayr et al*’’ situando el dintel en 1 CTC/7.5 mL,
encuentran CTC en 2 de 39 sujetos sanos (especificidad del 95%).

La deteccidn se ha realizado en la mayoria de estudios al diagndstico inicial o en la

, .y . . ./ . 286
recaida, pero en algunos también se ha realizado una determinacion seriada durante la QT*"".

281
I

En el trabajo de Wimberger et al™" el valor de CTC varié con la QT. Hubo un subgrupo de 30

pacientes a los cuales se analizaron CTC antes y después de QT, siendo positivas en 5/30 (16%)

antes y solo uno después, por lo que ellos plantean que se deberia analizar su papel como

296
I

monitorizacion del tratamiento. Pearl et a monitorizaron las CTC durante la QT en 31

pacientes de su serie de 123 pacientes, encontrando mayor sensibilidad de las CTC respecto a

290
|”**, usando el

Ca-125 para predecir progresion o recaida. Sin embargo, en el trabajo de Liu et a
método CellSearch, no encontraron relacion de la variacién de CTC con la QT respecto a la
respuesta tumoral.

La relacidn de CTC con el nivel de Ca-125 también ha sido analizada y se confirma una

277, 293, 295

. s .. , . T 285
relacion positiva en la mayoria de las series y en el metanalisis de Zhou et al™.

293 . . ey
Kolostova et al observan que CTC se relaciona con el estadio tumoral, ascitis y
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especialmente con Ca-125, y dado que en los pacientes con ascitis tienden a tener niveles mas
altos de Ca-125, incluso con CTC negativos, postulan que CTC podria reflejar mejor la
diseminacion hematdgena y Ca-125 el crecimiento peritoneal.

Ademdas de su enumeracion, otro aspecto muy importante es la caracterizacion
fenotipica y genotipica de las CTC. Diversos trabajos han buscado expresiones génicas que
pudieran mejorar la deteccion de CTC, predecir comportamientos de la enfermedad o

297 .
|“°" encuentran una relacion

sensibilidad/resistencia a la quimioterapia®®®. Kuhlmann et a
positiva entre la expresion de ERCC1 (excision repair cross-complementation group 1) y la
resistencia a platino al diagndstico, aunque la expresion fue solo en el 8% de las pacientes,
sobre una tasa de deteccién de CTC de 14%. Obermayr et al*® estudian nuevos marcadores
génicos especificos de las CTC en CEO para mejorar su deteccién. Incluyen 39 controles sanos y
216 pacientes, haciendo determinacion antes del inicio del tratamiento y 6 meses después de
finalizar la QT. Emplean una técnica de gradiente densidad y extraccion de ARN llamado
Qiacube System. Situan el dintel en > 1/7.5ml, detectando CTC en el 24.5% de pacientes. La
presencia de CTC se relaciond con la presencia de ascitis, cirugia sub-éptima y niveles séricos
elevados de Ca-125 y HE4, y también tuvo impacto tanto en SLP como en SG, aunque solo la
determinacién hecha en el seguimiento, no la basal. El analisis de expresién génica se realizd
por microarrays y RT-PCR, obteniendo finalmente 11 genes como posibles marcadores de CTC
ademas de EpCAM, siendo el gen Cyclophilina C el mas frecuente, con importante influencia

s e 287
prondstica. Kolostova et al

también analizan la expresion génica de CTC para mejorar la
deteccion, encontrando diferencias significativas en un panel de 8 genes, incluida EpCAM. El

panel génico planteado en ambos trabajos sdlo coinciden en la proteina EpCAM.

CONCLUSION

Las CTC seran aquellas células viables presentes en la sangre periférica que posean
caracteristicas antigénicas o genéticas de un especifico tipo tumoral. Su analisis podria mejorar
nuestro conocimiento sobre la biologia del cancer y el proceso de metastasis, y ser un
potencial valor prondstico y predictivo para individualizar estrategias de tratamiento para los
pacientes. Se ha demostrado ser un importante factor prondstico en tumores como cancer de
mama, colon y préstata, pero en CEO el estudio de CTC no ha sido tan concluyente. Los
estudios han sido pequenos, los métodos diferentes, los resultados de los estudios a veces
contradictorios y no siempre han demostrado ser factor prondstico o predictivo. Los
metanalisis derivados de ellos muestran relacién con el pronéstico, pero estan limitados por
ese pequefio tamafio de los estudios y la variedad de metodologia.

Asi pues, el papel de la determinacion de CTC en CEO no estd bien establecido,
necesitando mas estudios prospectivos.
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2.4. ADN CIRCULANTE PLASMATICO

El estudio de acidos nucleicos (AN) libres en la circulacion ha sido un area activa de
investigacion en multiples disciplinas médicas desde hace mas de 60 afios, con la comunicacién
inicial de Mandel y Métais en 1948 (figura 2.19)**3%. El incremento de los niveles de AN
circulantes en la sangre (ADN, mRNA y miRNA) refleja la existencia de un proceso patoldgico
de aumento del recambio celular, incluyendo patologias benignas y malignas®*’. Durante estos
procesos, los AN son liberados a la sangre principalmente por células necrdticas y restos
apoptoticos®™.

FIGURA 2.19. Acidos nucleicos en plasma de Mandel y Métais (1948).
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De: Thierry et al. Cancer Metastasis Rev 2016

Se ha descrito aumento de ADN libre circulante (cfDNA) en diversas patologias no

] . . 302 . 303 . zps: 304 . 305

neoplasicas como enfermedades inflamatorias™", traumatismos™, hemodidlisis™ ", sepsis™ ,
. . . 306 . 307

infarto agudo de miocardio™", accidente cerebrovascular agudo™". En general, corresponden a

300,301

patologias o situaciones que presentan un aumento del dafo celular y necrosis . Incluso

. . . . . . , . . 300 s . .
se ha descrito cfDNA elevado en situaciones de ejercicio fisico intenso” . Un drea de aplicacién
308

’

gue presenta gran interés es el estudio de ADN fetal en plasma de la mujer embarazada
. . sy . . 309
abriendo la puerta al asesoramiento genético prenatal no invasivo™ .

En oncologia, desde hace mas de 3 décadas varios trabajos han relacionado Ia
. . . . s 301, 310
presencia de AN circulantes libres en plasma con la carga y progresién tumoral™~>". Los
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tumores liberan ADN a la circulacidon sistémica principalmente a través de la necrosis y
apoptosis celular, pero también por secrecion directa desde las células tumorales del tumor

primario, de las CTC y de las propias metdastasis®*">"

. Este ADN libre proveniente de los
tumores se mezcla con ADN liberado por células normales, formando el ADN circulante libre
total (cfDNA). Los pacientes con cancer tienen niveles de cfDNA mayores que los sujetos
sanos . También se ha visto que cuando los niveles de cfDNA se mantienen altos tras una
cirugia curativa, podrian indicar la persistencia de células tumorales, con lo que podria ser un
marcador de la enfermedad minima residual®®. Los niveles varian entre menos de 10 ng/ml
hasta mas de 1500 ng/ml**?

como biomarcador aislado, debido a su supuesta falta de especificidad, sugiriendo su

. No obstante, algunos autores indican que el cfDNA no seria util

. . . 301
combinacién con otros biomarcadores™".

El ADN especifico del tumor en el plasma, llamado ADN tumoral circulante (ctDNA) es

una pequeiia fraccion del cfDNA total caracterizado por la presencia de alteraciones genéticas

. sy e . . 300,301,311
y epigenéticas especificas del tumor primario ™" >~

|300

. Este hecho le confiere una especificidad
idonea como biomarcador tumoral®". Hasta hace poco, debido a la baja proporcion de ctDNA
dentro del cfDNA total, a veces <1%>", y la limitada sensibilidad de las técnicas disponibles, su
estudio no ha sido viable, detectdandolo sélo cuando habia altos niveles de ctDNA3®. La
aparicion de nuevas técnicas gendmicas digitales ha aumentado de forma considerable la
sensibilidad de deteccidn, permitiendo el analisis del genotipo del cfDNA, incluso en presencia

300

de fracciones muy pequefias de ctDNA™". Esto hace de él una diana atractiva para el desarrollo

. . .z s . 300
como biomarcador y abre un nuevo y prometedor campo de aplicacion clinica™ .

Otros tipos de AN circulantes son los ARN mensajero y microRNA (miRNA), que son
pequeiias moléculas que han mostrado tener un papel importante en la carcinogénesis y

314,315

también podrian ser buenos candidatos a biomarcadores . Varios trabajos han mostrado

. s . . L. . . . 316, 317,318
un importante valor prondstico y predictivo en varios tipos de canceres™ ">,

También se han descrito otros elementos circulantes relacionados con procesos
neopldsicos como son los nucleosomas, ADN viral y ADN en superficie celular. Cuando hay una
alta destruccion celular como en tumores de rapido crecimiento o tras quimioterapia, hay
aumento en sangre de los llamados nucleosomas, que son conjuntos de histona y una hebra
de ADN que en condiciones fisioldgicas suelen ser atrapados por los macréfagos®™®. También se
ha descrito un aumento de ADN viral libre circulante con papel diagndstico y prondstico en
procesos neoplasicos. Se relacionan con aquellos tumores en donde son factores etioldgicos,
como virus Epstein-Barr para linfoma de Burkitt y carcinoma nasofaringeo, virus de hepatitis B
para algunas formas de hepatocarcinoma, y virus del papiloma humano para carcinoma de
cabeza y cuello y carcinoma cervical®® 3%, Se ha descrito otro tipo de ADN circulante, que se
encuentra situado en la superficie de las células sanguineas, pudiendo ser otro candidato a
biomarcador’®. Por ultimo, comentar que estd habiendo un creciente interés por los
exosomas, microparticulas estables portadoras de material genético y proteico, habiéndose

. . . , . 321
demostrado que poseen un importante y activo papel en la carcinogénesis .

MECANISMOS DE PRODUCCION DE ADN CIRCULANTE

En circunstancias fisioldgicas, los fagocitos limpian la mayoria de cuerpos necrdticos y

301

apoptdsicos de los tejidos, siendo la cantidad de cfDNA normalmente baja™ . En procesos
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neoplasicos, debido al aumento del recambio celular y del volumen de la masa celular, este
sistema se hace insuficiente, conduciendo a la acumulacién de detritus celulares y su
. . ’ . . 2300
inevitable envio a la circulacion™".

La cantidad de ADN proveniente del tumor dentro del total de cfDNA varia en funcion

de multiples circunstancias, como localizacion y tamafio del tumor, crecimiento,

300 . . . ./ . .
. Se han descrito grandes variaciones de su proporcién, pudiendo ir desde

301, 313,

vascularizaciéon
menos del 1% hasta un 93%, en funcién de la carga y dinamica tumoral de ese momento
322 . . . . .. . .y

. Los dos principales mecanismos de liberacién de ADN tumoral a la circulaciéon son la

| 301, 323

apoptosis y la necrosis tumora . Algunos estudios indican que la apoptosis seria el

proceso predominante, debido a que la longitud predominante del cfDNA es alrededor de 180

300, 322, 324,325 .
125525522 La necrosis da lugar a

pares de bases, que se relaciona con cuerpos apoptoéticos
, 324 . ./ . ./ .
fragmentos mas largos™". Otros mecanismos de produccion descritos son la secrecion directa

por parte del tumor primario, desde CTC y desde las células de los lugares metastasicos (figura
2 20)301, 311, 323,

La cantidad de cfDNA también esta influida por el aclaramiento, degradacion y otros
eventos fisiolégicos como la circulacién sanguinea y linfatica®®’. La eliminacién de la circulacion
se realiza principalmente por via hepatica®*®. Estudios realizados comparando voluntarios
sanos con pacientes con insuficiencia renal crénica y en didlisis, indican que el aclaramiento via
renal es poco relevante 327 Generalmente, los AN son eliminados de la circulacion
rapidamente. La vida media del ctDNA se estima en aproximadamente 114 min tras la
cirugia®®.

FIGURA 2.20. Mecanismos de produccién del cfDNA.
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Se muestran diferentes mecanismos de produccion del cfDNA, desde las células normales, tejido
inflamatorio y células neoplasicas. En la circulaciéon se combinan elementos celulares como CTC, hematies,
fagocitos, y AN con diferentes alteraciones como mutaciones y anomalias cromosémicas.

De: Crowley et al. Nat Rev Clin Oncol 2013.
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El cfDNA de origen no tumoral proviene de los tejidos normales, procesos
inflamatorios y también se ha indicado que una proporcidon importante pudiera provenir de
células periféricas al tumor, que se destruyen por el propio crecimiento tumoral®** 3, El
mecanismos principal de produccién es casi exclusivamente por apoptosis. Por ello, la
fragmentacién en sujetos serd mds uniforme que en procesos tumorales, en donde la fuente

de cfDNA es mas variada®?®.

METODOS DE ESTUDIO DEL ADN CIRCULANTE

El cfDNA estd compuesto por ADN gendmico y ADN mitocondrial. Usualmente el ADN

gendmico circula en plasma en forma libre, pero el ADN mitocondrial puede ir en forma libre o

301

asociada a particulas™". El estudio de cfDNA podra focalizarse en la enumeracion de la fraccion

libre o la deteccidn de alteraciones como metilaciones, alteracién de microsatélites, anomalias

cromosémicas o mutaciones puntuales (corresponderd a ctDNA) (figura 2.21)%°% 312,

FIGURA 2.21. Acidos nucleicos libres en la circulacion.

Necroptosis
§
Tumour

N NG
RRG\G. 00

El cfDNA puede presentar diversas alteraciones como mutaciones, polimorfismos, metilaciones, alteracién de
microsatélites y otros. También en los procesos tumorales de rapida destrucciéon celular hay presentes en la
circulacién de nucleosomas.

De: Schwarzenbach et al. Nat Rev 2011.

Los métodos que se han empleado para medir el cfDNA han sido variados, tanto para
el aislamiento y purificacion de cfDNA de la circulacion como para la deteccién. Dentro de los
primeros se pueden emplear el método Q/IAamp y protocolo QAlamp modificado, el protocolo
Tritén/Calor/Fenol, la amplificacion del genoma entero mediada por ligadura de los extremos
ciegos (BL-WGA) o el método NucleoSpin**®. Dentro de los métodos de deteccién estan los
basados en fluorescencia, como PicoGreen y espectrometria ultravioleta, los cuantitativos,
como la PCR en sus varias opciones, sobre todo PCR cuantitativa (qPCR), o la técnica gMAMBA,

s . . s 1, 321
y los métodos de secuenciacién > 3%,
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Una de las formas mas extendidas de determinar la concentracion de cfDNA es
mediante la deteccidn de la fragmentacién del cfDNA, a través de secuencias no codificantes
del ADN gendmico®™. Estas secuencias son series de nucledtidos repetidos intercalados en el
ADN, pudiendo ser secuencias cortas (ALU) o largas (LINE1l). Las secuencias ALU
(Arthrobacterluteus) son las mas abundantes del genoma humano®®. Naoyuki et al**®
desarrollan un método para cuantificar la cantidad de cfDNA y su integridad, basandose en
esta fragmentacion del ADN. Con ello intentan cuantificar el cfDNA circulante total y también
intentan hacer una aproximacion al cfDNA relacionado con origen tumoral. Parten de la
premisa que el cfDNA en sujetos sanos deriva principalmente de apoptosis, estando la mayoria
en torno a 180-200 pares de bases, y el cfDNA de origen tumoral presentara una
fragmentaciéon mds variada pues su origen es mas diverso (apoptosis, necrosis, secrecion), por
lo que habra mas porcentaje de fragmentos largos que en personas sanas. Disefian 2 primers o
cebadores para secuencias ALU: el primero con 115 pares de bases (ALU115) amplifica
secuencias cortas, generalmente derivadas de apoptosis, y fragmentos largos, de otros
origenes; el segundo primers esta formado por 247 pares de bases (ALU247) y amplifica solo
fragmentos largos de ADN (figura 2.22). Recogen 1 ml de muestra sanguinea y realizan una RT-
PCR de las secuencias de ambos primers para cuantificar el cfDNA (ALU-gPCR) y calculan la
integridad del ADN mediante la razon entre ALU247/ALU115. Como la ALU115 pueden
amplificar la mayoria de fragmentos de ADN, su valor de ALU-qPCR representard la cantidad
total de cfDNA. La fraccion de la integridad sera mas préxima a 1 cuando mas cerca estd todo
de fragmentos largos, y se aproximara mas a 0 cuanto mas fragmentos pequefios predominen.
La tendencia al valor de 1 se relacionara con proceso tumoral, y la tendencia a valor de 0 se
relacionara con sujeto sano. En el estudio de Naoyuki et al la cuantificacién de cfDNA por
ALU115 en voluntarios sanos fue de 0.34 ng/mcL y la media de integridad fue de 0.13, siendo
independientes del sexo y la edad. En pacientes con carcinoma colorrectal avanzado el cfDNA
fue de 1.73 ng/mcL, siendo significativamente mayores que en sanos (p=0.004), y la integridad
de 0.22, también mas elevada que en sanos (p=0.006). Las curvas ROC del valor absoluto y la
integridad fueron similares, indicando que ambos pardmetros tienen un interesante valor
como biomarcadores.

FIGURA 2.22. Eficiencia relativa de la cuantificacion de cfDNA en términos de longitud de ADN.
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De: Naoyuki et al. J Clin Oncol 2006.
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El analisis de ctDNA se realiza mediante la deteccidn en cfDNA de alteraciones
especificas del tumor, como mutaciones, alteraciones epigenéticas o cromosémicas. La
mayoria de estudios se focalizan en la deteccidon de mutaciones presentes en el tejido tumoral.
Debido a la baja frecuencia de algunas de estas mutaciones, hasta hace poco su estudio no era
factible o los resultados eran contradictorios®*?. Gracias a la aparicién de nuevas técnicas con
una muy alta sensibilidad, como los métodos de plataforma digital y secuenciacién de nueva
generacidn, actualmente se puedan realizar estudios viables de ctDNA (figura 2.23). La
aparicion de la PCR digital ha permitido aumentar la sensibilidad de la deteccidon a limites de
0.1% o mayores, y realizar una cuantificacion absoluta en lugar de relativa que se hace con
qPCR*® 3?®. Una de las plataformas digitales es la llamada BEAMing (Beads, Emulsions,
Amplification and Magnetics), que alcanza un factor de deteccién de 10.000 a 1.

FIGURA 2.23. Metodologias de estudio del ctDNA.

Technique Sensitivity Optimal Application
Sanger sequencing >10% Tumor tissue
Pyrosequencing 10% Tumor tissue
Next-generation seqeuncing 2% Tumor tissue
Quantative PCR 1% Tumor tissue
ARMS 0.10% Tumor tissue
BEAMing, PAP, Digital PCR, TAM-Seq 0.01% or lower ctDNA, rare variants in tumor tissue

De: Diaz y Bardelli. J Clin Oncol 2014

Uno de los problemas principales en la evaluacién de cfDNA es la gran variedad y falta
de estandarizacion de los métodos, desde las técnicas de aislamiento hasta la identificacion. La
extraccion de cfDNA se puede realizar por varios métodos (diversos kits comerciales,
protocolos individuales), incluso hay discusién sobre si es mejor el estudio sobre plasma o
suero. Debido a la existencia de diferentes protocolos y plataformas para el andlisis, resulta

Y .z . . . 193,301, 330
dificil la comparacion. Por ello, es de suma importancia estandarizar todo el proceso =™ >~ >,

ADN LIBRE CIRCULANTE

Los pacientes con cancer tienen niveles de cfDNA mayores que los sujetos sanos®®.
Estudios en diferentes tumores han mostrado que la concentracidn y caracteristicas del cfDNA
pueden tener un destacable papel como potencial biomarcador (tabla 2.12). El primer trabajo
publicado fue de Leon et al**®en 1977. Compararon la cuantificacién de cfDNA mediante radio-
inmunoensayo de 173 pacientes con varios tipos de cancer frente a 55 sujetos sanos.
Obtuvieron cifras mas altas en pacientes neopldsicos que en sanos, y en pacientes
metastdsicos mdas que en enfermedad localizada. Resulté interesante que tras tratamiento
presentaron reduccién de las cifras de cfDNA que se relaciond con la respuesta tumoral. La
persistencia o elevacion de cfDNA se relacioné con mala evolucidn clinica.
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TABLA 2.12. Estudios con cfDNA en diversas neoplasias.

Trabajo Método Pacientes Cuantificacion Integridad
cfDNA cfDNA
Leon et al RIA 55 sanos 13 ng/ml Pronéstico
1977 173 varios tm 180 ng/ml
Sozzi et al hTERT-gPCR 100 sanos 3.1 ng/mL Diagndstico
2003 100 pulmén 24.3 ng/mL Monitorizacién
Screening
Herrera et al Actina-qPCR 11 sanos 11 mcg/L Diagnostico
2005 51 benignos 432 mcg/L
83 toracicos 819 mcg/L
p=0.02
Naoyuki et al ALU-gPCR 51 sanos 0.34 ng/mcL 0.13 Predictivo
2006 32 colon 1.73 ng/mcL 0.22
p=0.004 p=0.006
Naoyuki et al ALU-gPCR 51 sanos p.13
2006 83 mama 0.29
p<0.001
Schwarzenbach Espectrofotometria 20 sanos 7 ng/mL Pronéstico
2008 55 colon 868 ng/mL
Schwarzenbach Espectrofotometria 10 sanos 21 ng/mL Comparacion entre
2009 69 prostata L 186 ng/mL cfDNA, CTC e
12 préstata M 562 ng/mL inestabilidad
p=0.03 microsatélites
Park et al ALU-gPCR 59 sanos 29.8 ng/ml Diagnostico
2012 54 gastrico 71.4 ng/ml
p<0.001
Hashad et al hTERT-gPCR 27 sanos Pronéstico
2012 42 mama Predictivo
Salvianti et al APP-qPCR 63 sanos Diagndstico
2012 76 melanoma Monitorizacién
Delgado et al ALU-gPCR 20 sanos Monitorizacién
2013 19 prostata (integridad cfDNA)
El-Gayar et al ALU-gPCR 20 sanos 2.8 ng/mcL 0.173 Diagndstico
2016 10 benignos 2.0 ng/mcL 0.3 Monitorizacién
50 colon 4.6 ng/mcL 1.54
p=0.002 p<0.001
Fawzy et al ALU-gPCR 30 sanos 0.1 ng/mcL 0.03 Diagndstico
25 benignos 17.2 ng/mcL 0.10
50 préstata 408 ng/mcL 0.29
p<0.001 p<0.001

RIA= radioinmunoensayo; Tm=tumores; prdstata L= prdstata localizada; préstata M= prdstata metastdsica
gPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa

Desde entonces se han realizado muchos estudios en multiples tumores, aunque con

diferentes métodos y diferente metodologia. Herrera et al**

proponen el uso de qPCR usando
la secuencia de ADN gendmica de beta-actina para la medicidon de cfDNA en tumores toracicos.
Para ello comparan 83 pacientes con tumores toracicos (esofagicos y de pulmén) con 51

pacientes de enfermedad benigna por reflujo y 11 sanos. Obtuvieron mayores cuantificaciones
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en pacientes con cancer que enfermedad por reflujo de forma significativa (819 mcg/L vs 432
mcg/L, p=0.02). No obstante, el mismo grupo analizé6 otras muestras obtenidas de forma
prospectiva sin hallar diferencias entre los tres grupos.

Nayouki et al*®® comparan mediante ALU-gqPCR el valor absoluto de cfDNA vy la
integridad de ADN en 32 pacientes con carcinoma de colon frente a voluntarios sanos,
obteniendo diferencias significativas en los dos valores analizados, con valor predictivo. El-
Gayar et al*** aplican el mismo método en 50 pacientes también con carcinoma de colon y los
comparan con 20 personas sanas y 10 pacientes con pdlipos de colon, obteniendo diferencias
significativas en cuantificacion y valor de integridad del cfDNA. Obtienen que la integridad del
cfDNA es un indice superior a la cuantificacidon, con mejor perfil como biomarcador tanto para
diagndstico como para monitorizacién, incluso también con valor en screening. Presenta un
AUC de la curva ROC de 0.9 frente a 0.73 de la cuantificacion.

I*** miden el cfDNA en pacientes de préstata también mediante ALU-qPCR.

Delgado et a
Comparan 19 pacientes con cancer de préstata con 20 sujetos sanos. Recogen 4 ml de sangre
al diagnéstico y a los 3 y 6 meses después. Hubo correlacion entre PSA y cfDNA a los 3y 6
meses, pero no al diagndstico. Hubo un aumento de la cuantificacién de cfDNA a los 3 meses
gue no se relaciond con el nivel de PSA ni otros parametros clinicos. No obstante, la integridad
de cfDNA tuvo mejor correlacidén con la evolucidn. El ratio de integridad ALU247/ALU115 al
diagndstico es menor de 1% solo en el 8.5%, a los 3 meses de 74% y a los 6 meses de 100%.
Este hecho indica la progresiva disminucion de fragmentos largos, por reduccién de la necrosis
como fuente de cfDNA, y el aumento del origen en cuerpos apoptdsicos. Se sugiere que el
ratio de integridad podria ser un candidato a biomarcador para monitorizar la enfermedad.

Fawzy et al®*

también en carcinoma de prdstata, compara un grupo de 50 pacientes
con grupo de tumores benignos y controles sanos. Encuentran diferencias significativas entre
los tres grupos para cfDNA115, cfDNA247 y la integridad de cfDNA. Obtuvieron que el valor de
cfDNA115 fue el que presentaba mayor valor clinico para diferenciar paciente metastasico del

no metastasico.

En carcinoma de colon, Schwarzenbach et al**® analizan la relevancia clinica de cfDNA
usando espectrofotometria (fotdmetro NanoDrop). Comparan 55 pacientes con enfermedad
metastdsica y 20 controles sanos, obteniendo diferencias significativas de concentracién de
cfDNA entre el grupo de pacientes y el grupo sano (868 ng/ml vs 7 ng/ml). Los pacientes con
mayores niveles de cfDNA presentaron peor supervivencia (p=0.02). No hubo relacién con los
parametros clinicos de los pacientes. También hacen determinaciones posteriores de cfDNA en
14 de los pacientes, sugiriendo un papel en la monitorizacién tras el inicio del tratamiento.

1*3® analizan 54 pacientes con cancer gastrico con 59 controles sanos mediante

Park et a
la tecnologia ALU-gPCR, pero usando secuencias de ALU con 81 pares de bases en lugar de
115. Obtienen que el cfDNA fue 2.4 veces mas alto en pacientes que en el grupo control.
Alcanzaron una sensibilidad de 75%, especificidad de 63% y un area bajo la curva ROC 0.78. El
mismo grupo compard ALU-gqPCR con espectrofotometria (NanoDrop 1000, NanoDrop 3300),
siendo superior ALU-gPCR. También compararon la medicién en suero y en plasma, siendo

esta ultima mas fiable que en suero, en donde habia una mayor variabilidad.

Sozzi et al**’ también emplean RT-PCR pero amplificando el gen hTERT (hTERT-qPCR),
con 98 pares de bases. Comparan 100 pacientes con cancer de pulmdn no microcitico y 100
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controles sanos. Encuentran niveles de cfDNA mayores en pacientes frente a controles (24.3 vs
3.1 ng/mL), con un AUC de la curva ROC de 0.94 (95%IC 0.91-0.97). Los valores se vieron
influidos por la edad, pero no se relacionaron con otros datos clinicos ni patolégicos como el
valor de Ki67 o la expresion de EGFR. Una segunda muestra en 35 pacientes se relaciond con la
evolucion clinica, presentando una mayor cfDNA los que presentaron recaida frente a los libres
de enfermedad (7.1 vs 24.7 ng/mL, p=0.002). Los autores valoran su papel diagndstico y de
monitorizacion, y sugieren un posible papel de screening en sujetos de alto riesgo.

/ 338
En cancer de mama, Hashad et al

también usan hTERT-gPCR para comparar 42
pacientes con cancer de mama con 27 sujetos sanos y 30 pacientes con lesiones benignas. El
cfDNA fue significativamente mayor en los pacientes con cancer que en los otros dos grupos, y
estuvo asociado con el estadio, tamano tumoral, afectacidon ganglionar y grado histoldgico,
sugestionando un valor prondstico. La curva ROC para diferenciar lesiones malignas de
controles sanos, presentd una sensibilidad de 97.6%, especificidad del 96.3%, valor predictivo

positivo de 97.6% y negativo de 96.3%.

Debido a la falta de especificidad del cfDNA frente al ctDNA para discriminar entre
pacientes y sanos, Salvianti et al** intentan responder a esta cuestion en pacientes con
melanoma. Comparan el valor diagndstico de la concentracién e integridad de cfDNA frente a
ctDNA basado en la mutacion BRAF-V600E y en la metilacion de RASSF1A. Incluyen 76
pacientes con melanoma con 63 controles sanos y emplean qPCR con dos secuencias del gen
APP, con 67 y 180 pares de bases. Obtienen que el pardmetro con mejor capacidad diagnostica
fue la concentracion de cfDNA seguida de la integridad y después de ctDNA. La concentracion
de cfDNA alcanzé en el andlisis univariante un AUC de 0.85 y una Odds Ratio (OR) de 5.6, la
integridad 180/67 un area de 0.76 y una OR de 4.8, la metilacion RASSF1A un AUC de 0.69 y
una OR de 1.4 y la mutacién BRAF un AUC de 0.64 y una OR de 6.1. También vieron que estos
nuevos biomarcadores pudieran tener papel de monitorizacién con el tratamiento.

Naoyuki et al**® realizan un estudio similar al anterior de colon pero en pacientes con
cancer de mama con gPCR de secuencias ALU. También encuentran diferencias entre grupo
control y pacientes, con aumento del valor absoluto de cfDNA115, cfDNA247 y la integridad de
cfDNA. La comparacion de los tres valores muestra que la integridad de cfDNA presenta una
mejor correlacion con el estadio tumoral. La integridad se relaciond con el estadio, la invasidon
linfovascular, afectacion ganglionar y el tamafio tumoral.

Otra cuestion es la comparacion cfDNA con otros biomarcadores. Schwarzenbach et
al®** estudian en 10 sujetos sanos y en 81 pacientes con cancer de prdstata, 69 con
enfermedad localizada y 12 metastasica, el valor de cfDNA, CTC y la inestabilidad de
microsatélites. El ADN fue evaluado por espectrofotometria (espectrémetro NanoDrop ND-
1000), las CTC por el sistema de inmunospots PSA-EPISPOT y la inestabilidad de microsatélites
con un panel de 14 marcadores. Obtienen diferencias significativas de la cuantificacién de
cfDNA entre sanos y pacientes, y entre enfermedad localizada y metastdsica, incluso observan
relacion con el estadio de la enfermedad (p<0.005). La detecciéon de CTC fue del 71% en
localizados y de 92% en metastasicos, y ninguno en la cohorte sana. La deteccidon de
inestabilidad de microsatélites fue del 45% en localizados y de 58% en metastasicos, y ninguno
en los sujetos sanos. La presencia de CTC no se relaciond con cfDNA pero si con la presencia de
ciertas alteraciones de microsatélites, reflejando la relacién entre CTC y ctDNA.
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En conclusidén, dada la facil accesibilidad al plasma y ADN sérico, su alta sensibilidad y
la posibilidad de ser reflejo fiable de la carga tumoral, ha hecho que su analisis haya atraido el
interés cientifico, pudiendo ser el cfDNA un biomarcador diagndstico, prondstico y de
monitorizaciéon®"’.

ADN LIBRE CIRCULANTE EN CANCER DE OVARIO

En cancer de ovario también estan apareciendo estudios que abogan por un posible
papel como biomarcador (tabla 2.13). En modelo murino de cancer de ovario se ha visto que el
cfDNA se relaciona con la carga tumoral y se modifica en funcion de la respuesta al
tratamiento, mostrandose como un potencial biomarcador de monitorizacion®'.

TABLA 2.13. Estudios con cfDNA en carcinoma de ovario.

Trabajo Método Pacientes Cuantificacion cfDNA
Kamat et al gPCR (varios-1) 12 sanos 10105 Diagndstico
2006 Plasma 19 CEO IlI-1V alto grado 29918 p=0.009
Zachariah et al GAPDH-gPCR 36 sanos 1708 GE/mL (p=0.01)  Diagndstico
2008 Plasma y suero 24 benignos 2000 GE/mL (p=0.03)  No valor prondstico
23 endometriosis 2185 GE/mL (p=0.63)
21 CEO 3690 GE/mL
Capizzi et al hTERT-gPCR 22 CEO en QTNA 29,6 ng/mL Pronéstico
2008 Plasma 50 sanos 6,4 ng/mL Predictivo
Wimberger et al PicoGreen 28 sanos Pronéstico
2010 Suero 62 CEO IB-IV Predictivo
Kamat et al Globina-gPCR 75 sanos 1912 GE/mL Prondstico
2010 Plasma 49 benignos 2365 GE/mL Predictivo
164 CEO 10113 GE/mL
p<0.0001
No et al RT-PCR (varios) 16 benignos No valor prondstico
2012 Suero 36 CEO I-IV
Schilder et al RT-PCR (varios-1) 23 CEO resistentes No valor pronéstico
2012
Steffensen et al Ciclofilina-gPCR 144 CEO resistentes-BV 5150 alelos/mL Prondstico
2014 Plasma

CEO=Carcinoma Epitelial de Ovario; GE=Equivalente gendmico; BV=bevacizumab; qPCR: Reaccién en cadena de la
polimerasa cuantitativa; varios-1=GADPH, beta-actina y beta-globina; QTNA= quimioterapia neoadyuvante

Wimberger et al** analizaron en 62 pacientes con CEO estadios IB-IV y 28 controles
sanos el valor de la cuantificacion sérica de cfDNA, determinado mediante Quant-iT PicoGreen
dsDNA Kit-Invitrogen, y lo relacionaron con otros biomarcadores (nucleosomas circulantes,
actividad de proteasas y caspasas, células tumorales diseminadas en médula 6sea). Realizo la
determinacién antes y después del tratamiento adyuvante. El grupo de pacientes presenté una
concentracién mas elevada de cfDNA que el grupo control (p=0.0001), y en los pacientes fue
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mayor antes que después de la quimioterapia (p=0.048). Un nivel alto antes de la QT se
relaciond con mayor riesgo de recaida (p 0.02), presencia de metastasis (p 0.05) y con peor
supervivencia (p=0.01). Una cirugia primaria sub-6ptima (enfermedad residual mayor de 1 cm)
se relacioné con niveles altos de cfDNA de forma significativa (p=0.0001). Los autores
concluyen que el cfDNA podria representar un nuevo biomarcador prondstico y predictivo,
mejor que los otros biomarcadores comparados.

Hay que tener muy presente la metodologia usada. No et al**® usaron gPCR

amplificando 4 genes (B2M, RAB25, CLDN4 y ABCF2), no hallando diferencias de cfDNA entre
36 pacientes con CEO y 16 controles con tumores benignos de ovario. Sin embargo, en otro
estudio usando también gPCR pero amplificando otros genes (GAPDH, beta-actina y beta-
globina), Kamat et al*** encuentran niveles de cfDNA mayores en el grupo de pacientes
respecto al grupo control con los tres genes.

s incluyen en su estudio a 36 controles sanos, 24 tumores ovaricos

Zachariah et a
benignos, 23 endometriosis y 21 pacientes con CEO. Emplean qPCR amplificando GAPDH sobre
500 mcL de plasma y suero. Los valores en suero no mostraron diferencias significativas,
probablemente por el posible artefacto debido al procedimiento de aislamiento del suero. Los
valores en plasma si mostraron diferencias, encontrando niveles mas elevados en pacientes
con CEO que en el grupo control (p=0.009) y de tumores benignos (p=0.027), y también fue
mayor que en el grupo de endometriosis pero no llegd al limite de la significacion (p=0.63). La
curva ROC entre cancer y sanos/tumores benignos muestra una sensibilidad de 74%,
especificidad de 69% y un AUC de 0.72. Sin embargo, no encontraron relacidn de los niveles de
cfDNA con la evolucién, volumen tumoral y estadio.

1**® estudian el papel de la cuantificacién de cfDNA antes y después de la QT

Capizziet a
en pacientes con CEO. Incluyen 22 pacientes que reciben QT neoadyuvante y cirugia de
intervalo. Las muestras se obtienen antes de cada ciclo, y antes y después de la cirugia de
intervalo. Emplean gPCR amplificando el gen hTERT. Encuentran que la monitorizacién durante
el tratamiento con QTNA presenta valor predictivo de respuesta a cirugia. Ademas, obtienen
que también presenta valor prondstico de supervivencia libre de progresién. En su estudio,
cfDNA alcanzé una sensibilidad del 77% y especificidad del 96% para diferenciar pacientes de

controles.

En un estudio prospectivo aleman en pacientes con CEO resistente tratados con el
antiangiogénico bevacizumab, Steffensen et al**’ analizan el valor de la concentracién de
cfDNA en pacientes en recaida resistente. Usaron RT-PCR con 1 ml de plasma amplificando el
gen ciclofilina-A. No hallaron diferencias entre el valor de cfDNA y el valor de Cal25 ni otros
parametros como el estadio, histologia, grado tumoral o tasa de respuesta con criterios
radiolégicos RECIST, pero si mostraron relacion con el estado general ECOG, la respuesta
tumoral seroldgica por medicion de Cal25 y el prondstico. Los valores altos de cfDNA se
relacionaron fuertemente con la supervivencia libre de progresion (p=0.0004) y la
supervivencia global, con SG de 8.1 meses frente a 5.0 meses para bajo y alto nivel de cfDNA
(p=0.005). La HR fue de 1.98 (p=0.002) para SLP y de 1.66 (p=0.02) para SG.

Sin embargo, en un fase Il del GOG de evaluacién de dasatinib en 26 pacientes
resistentes, se analizd la concentraciéon de cfDNA medida por gPCR con los genes GADPH,
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beta-actina y beta-globina, no relacionandose con la evolucion del paciente, ni con la SLP ni
348
con la SG™™.

1**° estudian el valor de cfDNA como biomarcador predictivo del resultado

Kamat et a
de la cirugia peritoneal. Incluyen a 164 pacientes con CEO, 49 neoplasias benignas y 75
controles. La metodologia usada fue gqPCR amplificando beta-globina y se determind el
numero de equivalentes gendmicos (GE) por mL. El grupo de CEO presentaron un valor mayor
de cfDNA (10113 GE/mL), comparado con el grupo de neoplasias benignas (2365 GE/mL,
p<0.0001) y con el grupo control (1912, p<0.0001). Las diferencias entre el grupo de neoplasias
benignas y controles no fue significativo. Valores altos se relacionaron de forma significativa en
el anadlisis multivariante con el estadio y con la cirugia sub-6ptima. Los valores altos también
fueron factores prondsticos independientes tanto de SLP como de supervivencia global (HR

para mortalidad de 2.83 (p<0.001). Se situd la sensibilidad en 87% y la especificidad en 87%.

Un reciente metanalisis de 9 estudios, incluyendo 462 pacientes y 407 controles,
muestra que el analisis cuantitativo de cfDNA presenta una baja sensibilidad (0.70; 95% IC
0.65-0.74) pero aceptable especificidad (0.90; 95% IC 0.87-0.93)**°. La OR diagnostica fue de
26.05 (95% IC 14.67-46.26) y el AUC fue de 0.89 (95% IC 0.83-0.95). No obstante, los estudios
son pequefos, la mayoria retrospectivos y existen gran heterogeneidad. Sugieren que se
necesitan de estudios prospectivos grandes para validar la aplicacion clinica de cfDNA, tanto
individual como en combinacién con otros biomarcadores.

Asi pues, la deteccion de cfDNA puede ser una nueva herramienta para mejorar el
manejo clinico del paciente con cancer de ovario, con papel tanto en el diagndstico como en el
tratamiento y prondstico. No obstante, los resultados aun no son concluyentes, todavia
quedan muchas preguntas por responder, por lo que se necesitan mas estudios prospectivos
gue avalen los resultados. Adicionalmente, el cfDNA es una fuente para la identificacion de
mutaciones relacionadas con el tumor de una forma no invasiva, algunas de las cuales podran
ser candidatas a nuevas dianas terapéuticas.
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JUSTIFICACION Y PERTINENCIA DEL ESTUDIO

El carcinoma epitelial de ovario (CEO) supone la segunda neoplasia ginecolégica mas
frecuente y la de mayor mortalidad. Se trata de una enfermedad inicialmente muy quimio-
sensible, con altas tasas de respuesta a quimioterapia (QT) basada en platino y altos indices de
reseccion quirdrgica completa. Sin embargo, aproximadamente un 20-30% de pacientes no
responderan al tratamiento inicial con QT y, de las pacientes en estadios avanzados que
respondan al tratamiento, hasta un 75% presentaran recaida tumoral. La enfermedad
recurrente representara, en la mayoria de ocasiones, una enfermedad incurable que precisara
tratamiento indefinido con quimioterapia. Finalmente desarrollara resistencia al tratamiento y
falleceran por la enfermedad.

La valoracién de la respuesta tumoral se basa en criterios clinicos, radioldgicos y
serolégicos. Los dos Unicos biomarcadores (BM) aprobados en el CEO son el Ca 125 y HE4,
aunque presentan limitaciones de sensibilidad y especificidad. Su utilidad principal sera la
monitorizacion de la respuesta al tratamiento y el seguimiento de la paciente.

El alto indice de recaida del CEO avanzado y el mal prondstico de la enfermedad
resistente, junto con las limitaciones de los BM actuales, ha llevado a una busqueda de nuevos
indicadores y nuevas estrategias terapéuticas para mejorar los resultados de los tratamientos.
Numerosas investigaciones evalian nuevos BM capaces de lograr una valoracion mas sensible
y especifica de la enfermedad. Algunos presentan resultados prometedores pero,
lamentablemente, los estudios actuales son de pequefio tamafio y con resultados a veces
contradictorios, empleando diferentes técnicas y metodologia de analisis que dificultan la
comparacién y validacion de sus resultados. Son necesarios estudios que aporten mas
informacidn sobre su relevancia clinica.

Una de las vias de estudio es analizar el papel que juegan las células tumorales
circulantes (CTC) y acidos nucleicos en los procesos oncolégicos. El estudio de CTC y ADN libre
circulante (cfDNA) puede mejorar nuestro conocimiento sobre la fisiopatologia de Ia
enfermedad y el proceso de diseminacién sistémica, aportar informacidon prondstica y
predictiva, y tener probable influencia en la toma de decisiones terapéuticas.

En el presente trabajo se ha analizado de forma prospectiva el valor clinico de dos
nuevos BM circulantes como son las CTC y cfDNA, y se han comparado con los biomarcadores
ya establecidos Cal25 y HE4. Hemos comparado su valor predictivo de respuesta a la QT
basada en platino y el resultado de cirugia, y su valor prondstico de supervivencia libre de
progresion y supervivencia global.

Por ello, hemos planteado el siguiente estudio observacional prospectivo en pacientes
con carcinoma epitelial de ovario, trompa de Falopio y peritoneal primario, en fase avanzada
de enfermedad.

Muchos esfuerzos deben ser afiadidos para mejorar nuestro conocimiento del CEO y
asi aportar beneficios en esta devastadora enfermedad. Segin Michael M. Gottesman et al
(Nat Rev Cancer 2002), “La mutabilidad y heterogeneidad de las células tumorales siempre les
proporcionard la manera de superar la resistencia, no importa lo nuevo o importante de la
droga anti-cancer”. Nuestra misién sera aprender a identificar y manejar esa situacion.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

El andlisis de células tumorales circulantes y ADN libre circulante plasmatico puede
suponer dos nuevos biomarcadores con mayor capacidad predictiva y prondstica del
carcinoma epitelial de ovario avanzado que los biomarcadores actualmente establecidos.

En caso de confirmarse nuestra hipdtesis, aportariamos dos nuevos biomarcadores
gue mejorarian la valoracién clinica de la paciente y nos ayudarian a optimizar nuevas
estrategias diagndsticas y terapéuticas dirigidas a esta poblacion neoplasica.

OBJETIVOS DEL ESTUDIO
Objetivo Principal

Determinar el valor prondstico de las células tumorales circulantes y ADN libre
circulante en plasma en el CEO avanzado.

Se determinara la capacidad prondstica que presentan los BM respecto a la
supervivencia libre de progresion y supervivencia global de las pacientes. Se analizara tanto su
valor basal y como la variacion entre el valor basal y tras el primer ciclo de quimioterapia. El
resultado se comparard con los BM de referencia Ca-125 y HE4, para valorar el verdadero
beneficio que aportarian en la practica clinica.

Objetivos Secundarios
1. Determinar el valor predictivo de respuesta de los nuevos BM en el CEO avanzado.

Para analizar este objetivo, se determinara el valor que presentan los BM respecto a la
respuesta tumoral de la paciente en tres aspectos:

- Respuesta tumoral tras finalizar todo el tratamiento de quimioterapia y cirugia
planificado.

- Respuesta tumoral tras completar el tratamiento con quimioterapia neoadyuvante
previo a cirugia de intervalo.

- Resultado de la cirugia peritoneal.

El resultado se comparara con los BM de referencia Ca-125 y HE4, para valorar el
verdadero beneficio que aportarian en la practica clinica.

2. Determinar la influencia que tienen las caracteristicas clinicas de las pacientes en el
valor de los BM.

Se analizaran cuales son las caracteristicas del tumor y de las pacientes que
determinan un valor diferente de los BM.

3. Determinar la influencia que tienen los tratamientos en el valor de los BM.

Vamos a estudiar como los tratamientos aplicados influyen y modifican el valor de los
BM, para valorar su papel en la monitorizacion de la terapia. Para ello, se han
establecido determinaciones seriadas durante el tratamiento. No se han evaluado CTC.
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Estudio comparativo de los nuevos BM en la muestra pacientes respecto a un grupo
control de tumores ovaricos benignos y grupo de sujetos sanos.

Se valorara en qué medida los BM muestran diferencias en el grupo de pacientes,
respecto a un grupo control de tumores ovaricos benignos y un grupo control de
sujetos sanos. Se determinara la capacidad de cada BM para discriminar entre
pacientes y sujetos sin CEOQ, junto con su sensibilidad y especificidad.

Determinar la relacion existente entre los diferentes BM analizados.

Se realizard analisis de correlacion de variables para determinar si la variacion en los
valores de los BM en las pacientes sigue algln patrén o dindmica comun.

Estudio descriptivo de las variables clinicas de nuestra serie y analisis de su valor
predictivo y prondstico.

Vamos a realizar un analisis descriptivo de las diferentes variables clinicas para
conocer las caracteristicas de nuestra serie y hemos estudiado su valor predictivo y
prondstico, para integrarlas en un analisis multivariante final y valorar su influencia en
los BM planteados.
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4.1. DISENO DEL ESTUDIO.

Estudio observacional prospectivo longitudinal no aleatorizado multicéntrico para
determinacién del valor predictivo y prondstico de dos nuevos biomarcadores (BM)
plasmaticos en el carcinoma epitelial de ovario, trompa de Falopio y peritoneal primario, en
estadio avanzado de presentacion (estadios II-B al 1V) o recaida sensible. Los nuevos BM han
sido células tumorales circulantes (CTC) y ADN libre circulante plasmatico (cfDNA).

En el presente trabajo, no ha habido ningln tratamiento experimental a estudio. Las
pacientes fueron valoradas por un comité de tumores ginecoldgicos y carcinomatosis y
tratadas segun las guias clinicas.

Se ha realizado determinacién basal de los nuevos BM antes del inicio del tratamiento
y determinaciones seriadas durante el mismo, para valorar su papel en la monitorizacion de la
terapia. Los valores se han comparado con los BM de referencia Ca-125 y HE4. El estudio
incluye un grupo control de 15 pacientes con tumores ovaricos benignos y 15 sujetos sanos.

La mediciéon de cfDNA se ha realizado mediante las secuencias Alu-115 y Alu-247,
estableciendo 3 valores a estudiar: cfDNA115 se ha determinado por el valor de la secuencia
Alu-115, cfDNA247 por el valor de la secuencia Alu-247 y la integridad de cfDNA ha sido
definida por el cociente de chNA247/chNA115328. El estudio de cfDNA se ha realizado en 1 ml
de plasma mediante PCR cuantitativa (qPCR).

Las CTC se han analizado mediante el método CellSearch®. Se ha considerado un
resultado positivo de CTC cualquier presencia confirmada de CTC en la muestra sanguinea
(mayor o igual a 1 CTC/7.5 mL de sangre periférica).

Se ha estimado un tamano muestral total de 90 pacientes, a razén de 30 pacientes por
afio durante un periodo de 3 afos. Los estudios estadisticos se han llevado a cabo con el
software SPSS v. 20.0.

El estudio ha sido valorado por el Comité de ética del Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca emitiendo dictamen favorable el 27 de mayo de 2013 (anexo VI).

4.2. POBLACION A ESTUDIO.

Se han incluido pacientes con diagndstico actual de carcinoma epitelial de ovario,
trompa de Falopio y peritoneal primario, en estadio avanzado de presentacién (estadio IIB-IV)
o recaida sensible que inician tratamiento con quimioterapia.

CRITERIOS DE INCLUSION

1. Diagnéstico actual de carcinoma epitelial de ovario, trompa de Falopio y
peritoneal primario, confirmado y documentado histoldgica o citolégicamente, en
estadio avanzado de presentacion (11B-1V).

Dado que la estadificacion es quirlrgica, se ha supuesto que presentaban estadio
avanzado al diagndstico en estas dos situaciones:
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- Hallazgos en pruebas diagndsticas de imagen de una estadificacion compatible

con 1IB o superior. Se ha admitido diagndstico por imagen mediante ecografia
vaginal, tomografia computerizada (TC), resonancia magnética (RM) o PET/TC.
La clasificacion TNM y FIGO del CEO se exponen en el anexo I.

- Hallazgos de tumoracidon ovarica sugestiva de origen neoplasico con

estadificacion por imagen inferior a 1IB pero que con un valor de Ca-125
superior a 350.

Carcinoma epitelial de ovario, trompa de Falopio y peritoneal primario, en recaida
tumoral sensible a quimioterapia basada en platino.

Se ha considerado recaida sensible aquella que ocurre tras respuesta a un
esquema de quimioterapia basado en platino y que presentan recaida tumoral o
progresion tras 6 meses de intervalo libre de tratamiento. Se ha admitido el
diagndstico de recaida a través de confirmacidn histoldgica por citologia o biopsia,
o a falta de estudio patoldgico, por pruebas de imagen y clinica compatible o
aumento de Ca-125 (anexo IV).

Se han admitido de forma provisional pacientes sin confirmacion histoldgica, en
aquellas situaciones en donde se indicd cirugia primaria aun sin estudio
patoldgico, debido a una alta sospecha de CEO por la presentacion clinica,
analitica y radiologia. En estos casos, para la inclusion de la paciente en el estudio,
se revisaron de forma exhaustiva que cumplieran el resto de criterios
establecidos. Se admitié este punto para obtener las muestras sanguineas antes
de la cirugia. Para el analisis de resultados solo se han incluido aquellas en donde
se confirmé el CEO en el estudio patoldgico.

El paciente debe ser candidato y aceptar tratamiento con quimioterapia.
Otorgar el consentimiento informado para participar en el estudio.
Mujeres mayores o igual a 18 afios de edad.

No precisa lesién diana para criterios RECIST.

No se determinan limites en los valorares de laboratorio necesarios para
participar en el estudio dado que no hay medicacién a estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION
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Tumores no epiteliales de ovario o epiteliales de bajo potencial maligno.

Carcinoma de ovario, trompas de Falopio o peritoneal primario, en estadio menor
de estadio IIB y que presenten un valor de Ca-125 menor o igual a 350.

Paciente en tratamiento actual con quimioterapia para CEO o con recaida platino-
resistente.

Paciente que no desea recibir o no sea candidata a tratamiento oncolégico con
quimioterapia.
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5. Paciente diagnosticado de otra patologia neoplasica de relevancia prondstica en
los dos afos anteriores. Se exceptlan el carcinoma in situ de cérvix o mama, y
carcinoma basocelular o escamoso de piel.

6. Patologia no neoplasica con prondstico vital inferior a 1 afio.

7. Incapacidad para cooperar y realizar el protocolo del estudio.

Se han incluido en el presente trabajo 2 grupos controles. Por una parte, un grupo de
pacientes con tumores benignos. Se han seleccionado entre las pacientes con patologia
ovarica sugestiva de benignidad que se programaban para cirugia ginecoldgica por parte del
servicio de ginecologia. Tras ser informada de las condiciones del estudio, la paciente ha
firmado los dos consentimientos informados (anexos VII y VIII) y se ha realizado extraccion
sanguinea antes de la intervencion, junto a analitica solicitada por indicacion médica, para
evitar una nueva venopuncion a la paciente.

Por otro lado, se ha incluido un grupo de mujeres sanas voluntarias, seleccionados
entre familiares y companeras del centro hospitalario, atendiendo a criterio de edad para
hacer la muestra similar al grupo de pacientes. Igual que con el grupo de tumores benignos,
tras ser informada de las condiciones del estudio, la paciente ha firmado los dos
consentimientos informados (anexos VIl y VIII) y se ha realizado extraccién sanguinea antes de
la intervencion. Esta analitica ha sido solicitada expresamente para el presente trabajo,
suponiendo una venopuncion a la paciente.

En ambos grupos de controles se descartaron aquellas mujeres que presentaban en el
momento de la inclusidn cualquier proceso agudo que supusiera un aumento de la destruccién
celular, tales como un proceso infeccioso o inflamatorio agudo, traumatismo o intervencion
quirurgica reciente.

4.3. DURACION Y CENTROS DE REALIZACION.

El estudio se planificé para inclusién de pacientes durante un periodo de 3 afios, desde
noviembre de 2013 hasta octubre de 2016. Se realizara seguimiento posterior de las pacientes
incluidas hasta fallecimiento o un periodo minimo de 5 afios.

El estudio se centraliza en el servicio de oncologia médica del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca. Desde marzo de 2016 se incorpora en el estudio el servicio
de oncologia médica del Hospital Universitario Santa Lucia de Cartagena.

4.4. VARIABLES DEL ESTUDIO.
VARIABLE PRINCIPAL:

Para analizar el valor prondstico de los nuevos BM propuestos que supone nuestro
objetivo principal, se han establecido dos variables principales:
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Supervivencia libre de progresién (SLP). Se define como el tiempo transcurrido
desde el inicio del tratamiento hasta la progresién tumoral o muerte por cualquier
causa. Se han censurado aquellas pacientes con pérdida de seguimiento.

Se define progresion tumoral segun los criterios del GCIG 2011 (anexo IV).

Supervivencia global (SG). Se define como el tiempo transcurrido desde el inicio
del tratamiento hasta el fallecimiento por cualquier causa.

El estudio del valor pronéstico se ha realizado sobre el valor basal de los nuevos BM

antes del inicio de tratamiento y sobre la variacion entre el valor basal y tras el primer ciclo de

guimioterapia en los casos de recibir QT neoadyuvante.

VARIABLES SECUNDARIAS:

82

Respuesta tumoral tras finalizar el tratamiento.

Hace referencia a la respuesta tras finalizar todo el tratamiento previsto,
incluyendo cirugia y quimioterapia. Se considera “respuesta tumoral” cuando el
paciente haya presentado respuesta completa (RC) o parcial (RP), y “no respuesta”
cuando presente enfermedad estable (EE) o progresion de enfermedad durante el
tratamiento (PE). Se ha establecido la respuesta tumoral segun los criterios RECIST
1.1 (anexo Il1).

Respuesta a quimioterapia neoadyuvante (QTNA).

Hace referencia a la respuesta tras finalizar el tratamiento con QTNA previsto
antes de la cirugia de intervalo (CDI). Al igual que en el punto anterior, se
considera respuesta tumoral cuando el paciente haya presentado respuesta
completa (RC) o parcial (RP), y no respuesta cuando presente enfermedad estable
(EE) o progresion de enfermedad durante el tratamiento (PE). Se ha establecido la
respuesta tumoral segun los criterios RECIST 1.1 (anexo Il1).

Resultado de cirugia peritoneal.

Hace referencia al resultado del procedimiento quirdrgico. Se considera cirugia
cito-reductora éptima a aquella que consigue cito-reduccién tumoral completa sin
residuo tumoral macroscopico (cirugia R0O). Se considera cirugia sub-éptima a
aquella con residuo tumoral menor o mayor a 1 cm (cirugia R1 y R2
respectivamente).

Edad. Se ha analizado como variable continua y como intervalo menor/igual a 65
anos y mayor de 65 afios.

Estado general ECOG (anexo Il).

Indice de masa corporal (IMC). Se determina por la férmula peso en kilogramos
dividida por la talla en metros al cuadrado. Se analizara su valor continuo y
estratificado por obesidad (IMC mayor o igual a 25).

Sensibilidad a platino. Se considera paciente sensible a platino a aquel que
presenta respuesta tumoral (RC o RP) y no presenta recaida tumoral en los 6
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meses siguientes a la finalizacién de un esquema de quimioterapia basado en
platino. Se considera paciente resistente a platino a aquel que presenta progresion
durante el tratamiento, estabilizacion de enfermedad tras finalizar el mismo o a
aquel que tras haber alcanzado respuesta, presenta recaida tumoral antes de 6
meses de finalizar un esquema de quimioterapia basado en platino.

Origen del tumor. Se divide el origen del tumor en dos categorias: enfermedad
primaria cuando sin presentar antecedentes de neoplasia ovdrica presenta
diagndstico actual de CEO, y recaida tumoral cuando se trata de una paciente
tratada anteriormente de un CEO y que presenta actualmente recaida tumoral
después de 6 meses de finalizar el tratamiento anterior.

Estadio tumoral (ver anexo ).

Histologia tumoral. Seglin se expuso anteriormente en el apartado “Anatomia
Patoldgica” de la introduccion.

Tipo histoldgico | o Il de Kurman segln se expuso previamente en el apartado
. . . . ., 59
patogenia y carcinomatosis de la introduccién™.

Grado histoldgico. Se establecen 3 grados histoldgicos: grado 1, también llamado
de bajo grado o bien diferenciado; grado 2, también llamado de moderado grado o
moderadamente diferenciado; y grado 3, alto grado o indiferenciado.

Presentaciéon radioldogica de adenopatias iliacas o para-adrticas. Se consideran
patolégicas aquellas adenopatias con eje menor que sea mayor de 1,5 cm segln
los criterios RECIST 1.1 (ver anexo lll).

Tamafio de la tumoracion ovarica.
Tamafio de los implantes peritoneales.

Presencia de ascitis. Se estratifica la presencia de ascitis por TC como ascitis
ausente o leve, cuando no hay presencia de ascitis o esta es leve, y ascitis severa,
cuando la presencia de ascitis es notoria.

Presencia de omental cake. Termino radioldgico caracteristico que determina un
engrosamiento patoldgico del mesenterio en la imagen TC. Se codifica en presente
o ausente.

Plan de tratamiento previsto. Se han comparado los pacientes en donde se indica
cirugia peritoneal primaria y en los que se indica quimioterapia neoadyuvante y
cirugia de intervalo.

Tipo de cirugia realizada. Se han comparado entre los pacientes que finalmente se
han realizado cirugia primaria y cirugia de intervalo.

Indice de carcinomatosis peritoneal de Sugarbaker (PCl). Valoracién quirurgica de
la extension de carcinomatosis peritoneal mediante una puntuacion entre 0 y 3 de
13 regiones en las que se puede valorar la cavidad abdominal. La puntuacién hace
referencia al volumen del implante tumoral en cada regién, correspondiendo 0 a
cuando no esta afecto, 1 cuando el implante tiene un didmetro menor a 2,5 cm, 2
cuando el diametro tiene 2,5 -5 cm, y 3 cuando el diametro del implante es mayor
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de 5 cm o existen implantes confluentes. La suma de todas las puntuaciones de
cada region es el valor de PCl, variando entre 1 y 39 (ver anexo V). No hay un

punto de corte establecido, variando segun las publicaciones. En el presente

trabajo hemos analizado los resultados en funcién del valor de PCI 12,

Presencia de ganglios linfaticos afectos en el estudio patolégico de Ia
linfadenectomia. Se codifica como afectos y no afectos.

Organos metastasicos afectos en el estadio IV.

Reseccidn digestiva o visceral en el acto quirurgico.

Aplicacion de la técnica quirdrgica HIPEC.

Realizacion de linfadenectomia.

N2 de ciclos aplicados de QT neoadyuvante, adyuvante y total.
Tipo de QT aplicada.

Valores de niveles sanguineos de albumina, lactato deshidrogenasa (LDH),
hemoglobina (Hb), polimorfo-neutrdéfilos (PMN) y plaquetas.

4.5. METODOLOGIA

4.5.1. PLAN DE TRABAJO

Durante el presente trabajo se han realizado los siguientes pasos en cada paciente:

Paso 1. Elegibilidad de la paciente

Todas las pacientes han sido valoradas por el comité de tumores ginecoldgicos y
carcinomatosis de cada centro hospitalario participante en el estudio.

Se ha comprobado que la paciente cumplia los criterios de inclusidn y no los de
exclusion.

La paciente debia firmar dos consentimientos informados: el consentimiento de
BioBanc-Mur de procesamiento de muestras bioldgicas (ver anexo VII) y el
consentimiento de participacidn en el presente estudio (ver anexo VIII).

Paso 2. Recogida de muestras sanguineas basales.

Se han recogido muestras sanguineas antes del inicio de cualquier tratamiento

oncolégico. Todas las muestras para el estudio fueron obtenidas mediante puncién venosa

antecubital y tras 12 h de ayuno y un periodo de reposo de 20 minutos. La extraccion se llevd a

cabo por personal de enfermeria cualificado y realizada en el mismo acto de extraccién de la

analitica sanguinea indicada por practica habitual, para que no supusiera ninguna venopuncion

afiadida a la paciente. Se ha realizado en los 7 dias previos al inicio del tratamiento.
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La determinacién basal ha incluido (figura 4.1):

Tubo de hemograma para determinacién de Hb, PMN y plaquetas.
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- Tubo seco para estudio bioquimico de albimina, LDH, Ca-125 y HEA4.
-  Tubo de EDTA de 5 ml para procesamiento y estudio de cfDNA.

- Tubo Cellsave® (Janssen Diagnostics, LLC, Raritan, NJ, USA) de 10 ml para estudio
de CTC.

FIGURA 4.1. Tubos de extraccidon sanguinea.

La muestra sanguinea de bioquimica y hemograma se ha procesado siguiendo el
circuito habitual del hospital. La muestra de EDTA para estudio de cfDNA se ha procesado
antes de 4 horas tras la extraccién en la unidad de BioBanc-Mur (Nodo 1) de nuestro centro
(Biobanco en red de Investigacidon Biosanitaria de la Regidn de Murcia, Instituto Murciano de
Investigacion Biosanitaria (IMIB)). Las muestras se han almacenado en ultracongelacién a -802
y nitrégeno vapor.

La enumeracién de CTC se ha realizado usando el sistema CellSearch® dentro de las
primeras 48 horas tras su extracciéon, en la Unidad de Citometria e Inmunologia Tumoral, del
Servicio de Inmunologia del hospital.

Paso 3. Inicio de tratamiento oncoldgico y establecimiento de las recogidas seriadas de BM.

Con cada paciente, tras ser valorada en comité de tumores, se ha establecido un plan
de tratamiento especifico, pudiendo ser cirugia peritoneal primaria (CPP) y quimioterapia
adyuvante (QTA), quimioterapia neoadyuvante (QTNA) y cirugia de intervalo (CDI) o, en
algunos casos, solo se ha indicado quimioterapia (QT) paliativa, sin cirugia.

En funcién el planteamiento terapéutico de la paciente se ha establecido un plan
especifico de recogidas seriadas de BM (ver tabla 4.1-3). Como se comentd anteriormente,
todas las extracciones se han realizado en el mismo acto de extraccién de la analitica
sanguinea indicada por practica habitual, para que no supusiera una venopuncion anadida.
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TABLA 4.1. Determinaciones sanguineas en grupo 12 (CPP y QTA).

Determinacién BASAL
Antes de cirugia Tras cirugia, en 12 ciclo QTA En 22 ciclo QTA

Analitica® X C X X

|
BioBanco X R X X
(tubo EDTA) U
cTC X G
(tubo propio) I

A

TABLA 4.2. Determinaciones sanguineas en grupo 22 (QTNA y CDI).

Determinacién BASAL
En 12 ciclo En 22 ciclo | Antes de cirugia Un mes tras
de QTNA QTNA cirugia
Analitica® X X X C X
|
BioBanco X 12 ciclo X X R X
(tubo EDTA) QTNA u
G
CTC X |
(tubo propio) A

TABLA 4.3. Determinaciones sanguineas en grupo 32 (QT paliativa, sin cirugia prevista).

Determinacién BASAL

En ler ciclo de QT En 22 ciclo QT
Analitica® X X
BioBanco X X
(tubo EDTA)
CTC X
(tubo propio)

Y ANALITICA: tubo seco para determinaciéon de Ca-125 y HE4. En el momento basal se ha determinado también
albimina, LDH y CEA, y se ha extraido un tubo de EDTA para hemograma para valoracién de Hb, PMN y plaquetas.

Paso 4. Analisis de las muestras almacenadas para estudio del cfDNA.

Una vez finalizada la inclusion de pacientes, se ha procedido al analisis de los niveles
de cfDNA de las muestras almacenadas en biobanco, siguiendo la metodologia expuesta mas
adelante.

Paso 6. Recogida de datos clinicos, analiticos y evolutivos.

Se han recogido los datos planteados en el presente trabajo para su manejo estadistico
y elaboracion de resultados, discusion y conclusiones.
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4.5.2. TRATAMIENTO DE LAS PACIENTES.

El tratamiento de las pacientes se ha realizado segun practica habitual. El esquema de
guimioterapia habitual de inicio en el CEO suele ser el esquema formado por la combinacion
de paclitaxel a dosis de 175 mg/m2 y de carboplatino con 5-6 AUC cada 21 dias. Las pacientes
en tratamiento con QTA suelen recibir 6 ciclos de QT tras la CPP. Las pacientes en tratamiento
con QTNA suelen recibir 4 ciclos de QT antes de la CDI, y 2 ciclos después, para completar un
total de 6-8 ciclos. En funcién de la tolerancia clinica se puede modificar dosis y esquema
segln recomendaciones establecidas en las guias. En pacientes con estadio Ill y reseccién una
opcidn terapéutica es el uso de quimioterapia intraperitoneal.

En las pacientes con recaida tumoral se suele indicar quimioterapia de combinacién
basada en carboplatino.

La cirugia peritoneal se ha realizado siguiendo las guias establecidas. En el HCUVA la
cirugia se realiza en colaboracién del equipo de ginecologia oncoldgica y cirugia peritoneal. En
los casos de estadio Ill con reseccion dptima suele aplicarse la técnica HIPEC segln protocolo:
se usa citostatico paclitaxel a dosis de 60 mg/m2 o cisplatino 75 mg/m2, en funcidn de las
caracteristicas de las pacientes, diluido para su perfusiéon en 3.000 cc de liquido para dialisis
(Dialisan®), manteniéndose en el circuito de perfusion un flujo constante de 0,5 — 0,7
litros/minuto durante 60 minutos, con una temperatura constante de 42-43¢,

En las pacientes que reciben QTNA y no presenten progresion de enfermedad, se suele
indicar CDlI tras el 42 ciclo de QT.

Tras finalizar tratamiento, se realiza seguimiento de las pacientes seguin protocolo de
cada hospital.

4.5.3. VALORACION DE RESPUESTA

En las pacientes que reciben QTNA y QT paliativa, la valoracién de respuesta tumoral
se realiza mediante prueba de imagen (TC o PET/TC) tras el tercer ciclo de quimioterapia. Los
pacientes en donde se indica CPP y QTA se realiza TC tras la cirugia y tras finalizar QTA.
Posteriormente se realiza seguimiento de las pacientes segun protocolo de cada centro
hospitalario.

4.5.4. METODOLOGIA DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE PARAMETROS BIOQUIMICOS Y
DE HEMOGRAMA.

Se han analizado los siguientes parametros, indicando los valores de normalidad de
nuestro centro:

- Hemograma: Hb en gr/dL (VN 12 — 16), PMN en cel/mcL (VN 2.000-4.000) y
plaguetas en 10®/mcL (VN 150 — 350).

- Bioquimica (suero): albimina en gr/dL (VN 3,5 - 5,5), LDH en U/L (VN 135 — 214),
Ca 125 en U/mL (VN < 35) y HE4 en pmol/L (VN 10-60 en premenopausicas y 10-80
en post-menopausicas).

Se ha procedido de la siguiente forma:

87



Material y métodos

Paso 1. Recogida de las muestras.

Todas las muestras para el estudio fueron obtenidas mediante puncidon venosa
antecubital y tras 12 h de ayuno y un periodo de reposo de 20 minutos. La extraccion se llevd a
cabo por personal de enfermeria cualificado.

La sangre se recogid en tubos de vacio vacutainer (Becton Dickinson and company,
Nueva Jersey, E.E.U.U.) con diferentes aditivos. Se obtuvieron muestras de suero (tubo seco
con silicona) y sangre total (tubo con acido etilendiaminotretracético tripotasico, EDTA K3).

La muestra de sangre total previa agitacion se utilizé para realizar el hemograma. La
muestra de suero tras la retraccion del coagulo de fibrina, fue centrifugada a 3500
revoluciones por minuto durante 20 minutos en una centrifuga Kubota 5900 (Kubota
Corporation, Osaka, Japon) a 4°C.

Paso 2. Procesamiento analitico de las muestras.

El procesamiento analitico de las muestras se realizd integramente en el Servicio de
Analisis Clinicos del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca y en el Hospital Universitario
Santa Lucia de Cartagena.

Los servicios de andlisis clinicos y hematologia estan acreditados por ENAC segun la
norma UNE-EN-ISO 15189 (n2579/LE1193).

Hemograma

El tubo de EDTA para la realizacion del hemograma, se analizé en el equipo Sysmex
XE5000 (Roche Diagnostic®). Este autoanalizador utiliza las tecnologias de citometria de flujo
fluorescente y enfoque hidrodinamico. En el procesamiento de las muestras se han seguido las
recomendaciones del fabricante.

Bioquimica

Para el analisis bioquimico se utilizaron tres analizadores automatizados, el Cobas
8000 (Roche Diagnostic®), el BN ProSpec (Siemens Healthcare Diagnostics®) y el Advia
Centauro CP (Siemens Healthcare Diagnostics®).

Marcador sérico Ca-125

Se ha determinado el valor sérico de Ca-125 mediante el analizador Cobas 8000 (Roche
Diagnostic®) segun procedimiento habitual.

Para su analisis se ha utilizado el test Elecsys Ca-125 II®, que es un test inmunoldgico in
vitro para la determinacién cuantitativa en suero y plasma humanos de los determinantes
reactivos del anticuerpo OC 125 en suero y plasma humanos. Emplea un anticuerpo
monoclonal OC-125 obtenido de linfocitos de ratén inmunizado con linea celular de carcinoma
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de ovario OVCA-433. El test consiste en una técnica de ELISA tipo sdandwich con una duracion
total de 18 minutos y consistente en los siguientes pasos:

- 1la incubacién: 20 pL de suero se incuban con un anticuerpo biotinilado
monoclonal anti-CA 125 y un anticuerpo monoclonal anti-CA 125 marcado con
quelato de rutenioa, para formar un complejo sandwich.

- 2a incubacién: Después de incorporar las microparticulas recubiertas de
estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase sdlida por interaccién entre la
biotina y la estreptavidina.

- La mezcla de reaccidn es trasladada a la célula de lectura donde, por magnetismo,
las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados
se eliminan posteriormente con el reactivo ProCell/ProCell M. Al aplicar una
corriente eléctrica definida se produce una reacciéon quimioluminiscente cuya
emision de luz se mide con un fotomultiplicador.

- Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion generada por el
sistema a partir de una calibracién a 2 puntos y una curva master incluida en el
codigo de barras del reactivo.

Para el control de calidad se usa el PreciControl Tumor Marker.

El analizador calcula automaticamente la concentracion de analito de cada muestra en
Ul/mL. Valor de normalidad <35 Ul/mL (percentil 95).

Marcador sérico HE4

Se ha determinacion el valor sérico de HE4 mediante el analizador Cobas 8000 (Roche
Diagnostic®) segun procedimiento habitual.

Para su analisis se emplea el test Elecsys HE4®, que es un test inmunoldgico para la
determinacién cuantitativa de la HE4 en suero y plasma humanos. Consiste en una técnica de
ELISA tipo sandwich con una duracién total del test de 18 minutos:

- l.aincubacién: 6 plL de suero se incuban con un anticuerpo monoclonal biotinilado
anti-HE4 y un anticuerpo monoclonal anti-HE4 marcado con quelato de rutenioa
para formar un complejo sandwich.

- 2a incubacién: Después de incorporar las microparticulas recubiertas de
estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase sdlida por interaccién entre la
biotina y la estreptavidina.

- La mezcla de reaccién es trasladada a la célula de medida donde, por magnetismo,
las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados
se eliminan posteriormente con ProCell Il M. Al aplicar una corriente eléctrica
controlada se produce una reaccion quimioluminiscente cuya emision de luz se
mide con un fotomultiplicador.

- Los resultados se determinan mediante una curva de calibracion generada
especificamente para el instrumento a partir de una calibracidon a 2 puntos y una
curva master suministrada a través de cobas link.

Para el control de calidad se usa el PreciControl HE4.
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El analizador calcula automaticamente la concentracion de analito de cada muestra en
pmol/L. Valor de normalidad < 80 pmol/L en mujeres post-menopausicas y de < 60 pmol/L en
mujeres pre-menopausicas.

4.5.5. METODOLOGIA DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE CTC.

Paso 1. Recogida de las muestras.

La enumeraciéon de CTC en sangre periférica se ha realizado usando la tecnologia
CellSearch (Veridex)® a través del analizador CellTracks Analyzer 1I® (figura 4.2). La muestra
sanguinea se ha recogido en tubos especificos Cellsave® (Janssen Diagnostics, LLC, Raritan, NJ,
USA), precisando un minimo de 7,5 mL de sangre periférica, y procesandose en las primeras 48
horas desde la extraccion (las muestras se pueden mantener a temperatura ambiente durante
72 horas sin alterar sus resultados). La extraccion de esta muestra se realizd en ultimo lugar,
para evitar contaminacion por células epiteliales y endoteliales arrastradas en la venopuncién,
e inmediatamente se mezclaron por inversion suave (6 veces) con el preservante contenido en
el tubo de extraccién.

FIGURA 4.2. Analizador CellTracks Analyzer 11°®.
o | T —— \Lu—\.

Paso 2. Procesamiento analitico de las muestras.

El procesamiento analitico de las muestras se realizd integramente en la Unidad de
Citometria e Inmunologia Tumoral, del Servicio de Inmunologia del hospital. El servicio de
Inmunologia estd acreditado por la European Federation of Immunogenetics (EFI) para la
realizacion de estudios seroldgicos, celulares y moleculares (EFI 09-ES-009.991).
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La deteccion de CTC se realizd integramente con el sistema CellSearch, consistente en
un proceso semiautomatizado que se desarrolla en varias etapas:

1. El primer paso es mezclar 7,5 ml de sangre periférica de la paciente con 6 ml de
tampon y se centrifuga a 800g/10 minutos. Después se aspira el plasma y la capa
blanca por el instrumento.

2. Después se deben aislar las posibles CTC de entre todas las células presentes en la
sangre. Se realiza mediante enriquecimiento inmunomagnético basandose en la
expresion del antigeno epitelial de superficie EpCAM. El kit CTC de CellSearch
incorpora anticuerpos acoplados a un ferrofluido que se dirige a una molécula de
superficie de las células epiteliales llamada EpCAM, con el objetivo de seleccionar
las células epiteliales presentes en la sangre y descartar las no epiteliales. Tras un
periodo de incubacion, se realiza, a través de un campo magnético, el aislamiento
de estas células captadas por las particulas férricas unidas al anticuerpo de
EpCAM. Se obtiene asi una muestra enriquecida de células epiteliales candidatas a
CTC.

3. Posteriormente, se deben identificar las verdaderas CTC dentro de todas las
células epiteliales aisladas. Para ello se afade una mezcla de 3 anticuerpos
conjugados con un fluorocromo. Incorpora dos anticuerpos que se unen a las
citoqueratinas 8, 18 y 19, un anticuerpo para CD45 y una tincidon nuclear 4, 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) para marcar fluorescentemente las células con
nucleo. Después de la incubacidn en el sistema, se repite la separacién magnética

4. En la etapa final, las células son suspendidas en un dispositivo de presentacion de
células, que consta de una camara y dos imanes.

5. Las muestras son leidas en el microscopio robotizado y mostradas en el monitor
para interpretacion facultativa visual, para informar como células CTC aquellas que
cumplan criterios de morfologia compatible con CTC, positividad para
citoqueratinas y DAPI, y negatividad para CD45, asi como una morfologia
compatible con CTC (tamafio y forma celular y disposicién del nucleo).

El facultativo de Inmunologia al cargo de la interpretacion de los resultados acumula
anos de experiencia y participa en los programa de formacién semestrales que proporciona el
fabricante de los reactivos para la correcta interpretacién de los resultados. Ademas, en
aquellos casos dudosos se remitieron las imagenes a un evaluador externo para una doble
lectura (Dr. José Vidal, Hospital Doctor Peset, Valencia).

4.5.6. METODOLOGIA DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE cfDNA.

Para el estudio de cfDNA se ha procedido a la extraccién de una muestra sanguinea de
5 ml en un tubo con acido etilendiaminotretracético tripotasico, EDTA Ki;. La muestra se
trasladd a las instalaciones de Biobanco para su procesamiento y almacenamiento antes de las
4 horas siguientes a su extraccidn. Tras finalizar el periodo de inclusién en el estudio, se ha
procedido al analisis simultaneo de todas las muestras por parte de la plataforma de gendmica
del IMIB.
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Paso 1. Registro, procesamiento y almacenamiento en Biobanco de muestras bioldgicas
humanas.

El Biobanco de la Regién de Murcia es una de las plataformas de servicio del Instituto
Murciano de Investigacion Biosanitaria Virgen de la Arrixaca y es un biobanco autorizado
segun la legislacion vigente. Estd inscrito en el Registro Nacional de Biobancos con referencia
B.0000859 y forma parte de la Plataforma Nacional red de Biobancos del ISCIl con nimero de
expediente PT13/0010/0018.

En este biobanco se han gestionado las muestras sanguineas para estudio de cfDNA
de las pacientes reclutadas en el estudio. Todas las pacientes cuyas muestras son gestionadas
por el biobanco han firmado un consentimiento informado especifico de Biobanco que
permita el uso de estas en cualquier proyecto de investigacion biomédica aprobados por un
comité de ética (anexo VII).

Cuando las muestras son recibidas en el biobanco, se registran en el sistema
informatico propio de esta plataforma, donde quedan registrados todos los datos relacionados
con la donacién y con las muestras asociadas de manera codificada, manteniendo la
trazabilidad de las muestras en todo momento.

La muestra de sangre EDTA se centrifuga a 1500 rpm durante 15 minutos. El plasma y
la capa blanca asi obtenidos se alicuotan en tubos con codificacién QR de 750 pl con un
volumen final de muestra de 500 pl y se almacenan a -809C.

Todos los ultracongeladores y tanques de nitrégeno del biobanco se encuentran
monitorizados para asegurar el mantenimiento de la cadena de frio.

Paso 2. Procesamiento y analisis de cfDNA.

En una primera fase del proyecto se ha extraido y cuantificado el ADN libre circulante
(cfDNA) procedente de las muestras de pacientes de cancer de ovario y grupo control. Se ha
analizado aproximadamente 1 ml de los plasmas procedentes del Biobanco.

Para la extraccion de cfDNA se ha utilizado el kit "Qiamp Circulating Nucleic Acid"
(Qiagen) segun las recomendaciones del fabricante. El volumen final de elucién ha sido de 100

pL.

La cuantificacién del cfDNA se ha determinado mediante PCR en Tiempo Real
utilizando el fluorocromo SYBR Green (Takara). Las secuencias Alu (muy abundantes en el
genoma humano) se pueden utilizar para la cuantificacion sensible del cfDNA. Se amplifican
dos amplicones de diferentes tamafios: amplicones cortos (Alu115 de 115 pb) y largos (Alu247
de 247 pb) a partir de repeticiones gendmicas de Alu.

Como el cfDNA presenta una estrecha distribuciéon de tamafio alrededor de 165 pb, los
resultados Alu115-qPCR detectan con precisidn la cantidad total de cfDNA y de ADN gendmico
de alto peso molecular. Mientras que los resultados Alu247-gPCR indican sélo la presencia de
ADN gendmico contaminante de alto peso molecular. Por lo tanto, la relacion Alu247 / Alul15
indica el indice de Integridad de ADN de la muestra. Se espera que el ADN de alta calidad
tenga un Indice de Integridad de ADN de 1,0, mientras que el ADN de menor calidad tendra
una puntuacion entre 1,0y 0.
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Basandose en los resultados de Hao et al**?, los valores esperados de Integridad del
ADN son los expuestos en la tabla 4.4.

Tabla 4.4. Valores esperados de integridad del ADN

‘ Muestra Mediana de los valores de integridad del ADN
cfDNA normal 0,38 (0,29-0,49)
cfDNA en cancer de colon primario 0,62 (0,51-0,65)
ADN genémico 1,0

La reaccién de amplificacion para cada muestra se ha realizado por duplicado en un
equipo LightCycler 480 (Roche) en las condiciones expuestas en la tabla 4.5.

TABLA 4.5. Condiciones de reaccién en el equipo LightCycler 480 (Roche).

‘ Reactivo Volumen
SYBR Green Mix (Takara) 2.5 ul
Primers Alul15 o Alu247 0.4 ul
ADN 1ul
Agua 1.1l
Final 5ul
|PMERS
Alu115 Forward: 5’- CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG-3’
Reverse: 5'-CCCGAGTAGCTGGGATTACA-3’
Alu247 Forward: 5’-GTGGCTCACGCCTGTAATC-3’

Reverse: 5'-CAGGCTGGAGTGCAGTGG-3’

Programa

Amplificacién: 95°C—30 seg
95°C -5 seg 40 ciclos
62°C—-30seg

Acquisition mode: single

Read SYBR Green

Melting curve: 952C -5 seg
60°2C -1 min

952C - acquisition mode continuous (5 acquisitions per 2C)

Se aplica el analisis de la curva de disociacidn (melting curve) para comprobar la
amplificacion especifica de los fragmentos Alu 115 y Alu247.

Para determinar la cantidad de ADN de cada muestra, hay que generar una curva
estandar para cada pareja de primers, y a partir de los valores Ct de una dilucion seriada de
una muestra de concentraciéon conocida (11 ng, 1,1 ng, 0,11 ng, 0,011 ng, 0,0011 ng)
determinar la interseccién (Yintercept) y la pendiente (Slope) de la curva (figura 4.3y 4.4).
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FIGURA 4.3. Curva estandar Alul15.
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La férmula para determinar la concentracion es:
ng / ul =10 A (muestra media Ct - Yintercept) / pendiente

La concentracién para el amplicon Alull5 se puede usar para determinar la cantidad
total de ADN valido. Las concentraciones de ambos amplicones Alu247 y Alul15 determinan el
valor de Integridad de ADN:

Valor de Integridad de ADN = (ng / ul de Alu247) / (ng / ul de Alul15)

NOTA: El valor de Integridad de ADN se utiliza como un indicador de la calidad de la muestra y probabilidad de éxito
en posteriores ensayos, como puede ser la construcciéon de librerias en secuenciacién masiva. Las recomendaciones
especificas sobre la generacién de librerias y las métricas de secuenciacion son dificiles de definir en términos de un
indice de Integridad de ADN, debido a la diversidad de tipos de muestras y protocolos que se pueden utilizar. No
obstante, debe considerarse la complejidad del genoma y la calidad de la muestra para definir la cantidad de cfDNA
necesaria para la generacién de librerias®.

4.5.7. RECOGIDA DE DATOS.

Se han recogido las variables clinicas de las pacientes en un cuaderno de recogida de
datos disefiado especificamente para el estudio (anexo IX), codificAndose posteriormente en
una tabla tipo Excel. Se ha procedido a la depuracién de datos para la deteccién y correccién
de posibles errores, con analisis de los valores fuera de rango o no permitidos. Aquellos
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valores que no se han podido obtener o no se realizaron se han codificado como valores
perdidos. La identificacion de las pacientes ha sido anonimizada.

Finalmente, los datos clinicos se han unido a los valores de los biomarcadores en una
base de datos conjunta para su analisis. Todos los BM han sido variables de tipo continuo
menos el valor de CTC que ha presentado valores discretos.

El cierre de la base de datos se realiz6 el 15/02/2017.

4.5.8. PLANIFICACION DEL ANALISIS DE DATOS.

Primero se han analizado las variables clinicas de nuestra serie. Se han realizado los
siguientes apartados:

- Estudio descriptivo de las variables clinicas y de tratamiento de la muestra de
pacientes, para conocer las caracteristicas bdsicas de nuestra serie.

- Comparacion de la edad y ciertas variables analiticas entre la muestra pacientes y
los dos grupos control. La eleccién de estas variables analiticas se ha realizado por
ser indicadores del estado general (albumina y Hb) y otros son considerados
reactantes de fase aguda y se relacionan con la situacién inflamatoria general de la
persona (LDH, poli-morfo neutréfilos (PMN) y plaquetas).

- Andlisis univariante de las diferentes caracteristicas clinicas, con el objeto de
estudiar su capacidad predictiva y prondstica y valorar su posible influencia en los
BM estudiados (objetivo secundario 6 de nuestro trabajo).

Después se ha realizado el andlisis especifico de los biomarcadores (BM) planteados en
este trabajo. Se ha organizado en los siguientes apartados:

- Estudio descriptivo de los niveles basales de los BM en la muestra pacientes.

- Comparacion de los valores entre el grupo pacientes y el grupo control (objetivo
secundario 4). Se han realizado las siguientes comparaciones:

o Comparacion entre grupo pacientes y grupo control.

o Comparacion entre grupo pacientes, grupo tumores benignos y grupo sujetos
sanos.

o Comparacion de CTC entre grupo pacientes y grupo control.

o Anadlisis de la capacidad diagnostica, sensibilidad y especificidad para
discriminar entre pacientes y grupo control.

- Andlisis de como las caracteristicas clinicas de las pacientes influyen en el valor de
los BM (objetivo secundario 2). Correlacidn con las variables analiticas generales.

- Andlisis de como los tratamientos influyen en el valor de los BM, para valorar su
posible papel en la monitorizacién de la terapia (objetivo secundario 3). No se han
evaluado CTC en este punto. Se han comparado tres aspectos:
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o Influencia de la cirugia peritoneal primaria (CPP): hemos comparado el
valor de los BM antes y después de la intervencion. La determinacion
previa ha correspondido a la extraccion basal dentro de los 7 dias antes del
inicio del tratamiento, y la posterior se ha realizado al mes del acto
quirurgico, al inicio de la QT adyuvante.

o Influencia del primer ciclo de QT: hemos comparado los valores de los BM
antes del primer ciclo y antes del segundo ciclo de QT. Antes del primer
ciclo ha correspondido a la determinacién basal antes del inicio del
tratamiento, excepto en los pacientes que reciben CPP que corresponde a
la determinacién tras la cirugia. La determinacién en segundo ciclo de QT
se ha realizado a los 21 dias después de recibir el primer ciclo de QT. El
analisis se ha realizado sobre todas las pacientes que han recibido al
menos 1 ciclo de QT.

o Influencia de QTNA: hemos comparado sus valores antes del primer ciclo
de QT y la determinaciéon antes de cirugia de intervalo (CDI). Se ha
realizado solo en aquellas pacientes en donde el plan terapéutico ha sido
QTNAy CDI.

Andlisis de la relacién existente entre los diferentes BM (objetivo secundario 5).

Estudio univariante y multivariante del valor predictivo de los BM (objetivo
secundario 1). Se ha determinado el valor predictivo respecto a los tres tipos de
respuesta que se han propuesto en nuestro objetivo secundario 1, que
corresponden a las variables secundarias respuesta tumoral final, respuesta a
guimioterapia neoadyuvante y respecto al resultado de cirugia dptima:

o Respuesta tumoral final. Su andlisis se ha realizado sobre el valor basal de
los BM antes del inicio de tratamiento. Con cfDNA también se ha analizado
el valor tras la cirugia.

o Respuesta a QTNA. Su analisis se ha realizado sobre el valor basal de los
BM antes del inicio de tratamiento. Con cfDNA también se ha realizado
sobre el porcentaje de reduccion entre el valor basal y tras el primer ciclo
de quimioterapia.

o Resultado de cirugia peritoneal. Su analisis se ha realizado sobre el valor
de los BM previo a la cirugia, correspondiendo a la determinacién basal
previa a la CPP y a la determinacién realizada antes de la CDI.

Los resultado se han comparado con los BM de referencia Ca-125 y HE4, para
valorar el verdadero beneficio que aportarian en la practica clinica.

Con cada variable secundaria se ha realizado estudio multivariante con las
variables clinicas de la primera parte que resultaron significativas, para
determinar asi las verdaderas variables predictivas independientes de respuesta
de nuestra serie.

Estudio univariante y multivariante del valor prondstico de los diferentes BM
respecto a la supervivencia libre de progresion y la supervivencia global de las
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pacientes (objetivo secundario 1 y objetivo principal). El andlisis se ha realizado
sobre el valor basal y la reduccién de un 50% en el valor del BM tras el primer
ciclo de QT.

Respecto a los valores basales de los BM se han calculado por métodos
estadisticos el mejor nivel de corte para hacer la agrupacién de comparacién. Para
CTC se han comparado la presencia o ausencia de células circulantes.

Se ha seleccionado el dintel del 50% para valorar la reduccién por ser el
establecido en el GCIG de valoracidn de respuesta (anexo V).

El analisis multivariante de Cox se ha realizado en funcion de las caracteristicas
clinicas que han presentado valor significativo en el estudio univariante de la
primera parte.

4.6. DISENO ESTADISTICO

Todas las variables han sido incluidas en una base de datos con la identidad de los
pacientes anonimizada. Se ha realizado un estudio descriptivo en el que las variables
numéricas se han resumido como media, desviacion tipica, mediana, minimo y maximo, y
las variables cualitativas con frecuencias y porcentajes.

Para la aplicacion del contraste de hipdtesis en variables continuas, se ha valorado
inicialmente la normalidad de la muestra mediante el test de Kolmogorov-Smirnoff y las
condiciones de homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene. En funcidén de estos
resultados, se ha aplicado la comparacion de medias de T-Student para dos factores o ANOVA
para cuando ha habido mas de 2 factores, con aplicacion del test de Bonferroni para detectar
diferencias entre subgrupos, cuando la distribucion de la variable ha sido normal. Cuando no
se ha demostrado normalidad en la variable hemos usado el test no paramétrico U de Mann-
Whitney para 2 grupos y el test de Kruskal-Wallis para 3 o mas grupos. Para la comparacién de
variables continuas de muestras relacionadas se ha utilizado la prueba T-Student para
muestras relacionadas o la prueba de Wilcoxon cuando la distribucion no ha sido normal.

Para la comparacién de variables cualitativas hemos aplicado el test de la Chi-
Cuadrado y pruebas exacta de Fisher en caso de ser necesario.

La magnitud de asociacion entre variables cualitativas se ha realizado mediante el
calculo del riesgo relativo y los residuos tipificados corregidos de Haberman. Para el analisis
univariante hemos aplicado la estimacion de riesgo (odds ratio y riesgo relativo) y para el
multivariante la regresion logistica binaria multivariante, con valoracién de coeficientes de
determinacién R2 y pruebas de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow.

Se han utilizado procedimientos de curva operativa del receptor (ROC) para
determinar la capacidad de prediccién de los biomarcadores, junto con su sensibilidad vy
especificidad, y calcular el punto de corte éptimo.

Para estudiar la relaciéon entre variables continuas hemos usado el coeficiente de
Pearson y el coeficiente de correlacién tau de Kendall.
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El andlisis de supervivencia se ha realizado mediante el método de estimacién de
Kaplan-Meier. Se ha realizado analisis univariante de la influencia de las diferentes variables en
las curvas de supervivencia mediante el test de Log-Rank (Mantel-Cox) o con el test de Breslow
si el factor estudiado acumula casos con poco tiempo de supervivencia censurados en los
diferentes grupos definidos. Con el fin de conocer la asociacién de los factores estudiados, se
ha realizado un analisis multivariante de regresion logistica de Cox (riesgos proporcionales)
con los factores que en analisis univariante se mostraron asociados de forma estadisticamente
significativa. De este analisis multivariante se ha obtenido la Hazard Ratio con su intervalo de
confianza del 95%.

Los biomarcadores planteados en este trabajo se han tratado como variable continua,
a excepcioén del estudio de CTC, debido a que se trata de una variable discreta con escasos
valores. Para mejorar su poder estadistico, se ha realizado el analisis entre sujetos con
positividad para CTC frente a los que no presentan CTC.

Todos los resultados se han considerado significativos para un nivel de p < 0.05. Los
analisis se han llevado a cabo con el programa IBM SPSS Statistics v20 (SPSS Inc., Chicago, IL)
con el apoyo estadistico de la Fundacion para la Formacion e Investigacion Sanitarias de la
Region de Murcia. El cierre de la base de datos para el estudio estadistico se realizd el 15-
febrero-2017.

4.7. CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto ha sido valorado con dictamen favorable por el Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca el 27 de
mayo de 2013 (anexo VI).

4.8. FINANCIACION
El presente proyecto ha sido posible gracias a los siguientes recursos econémicos:
- El promotor econédmico principal ha sido el servicio de oncologia médica del HCUVA.
- Aporte econédmico de la asociacion contra el cancer de Yecla para investigacion.

- Colaboracién en estudio de CTC con beca del Instituto de Salud Carlos-lll, expediente
P113/02297, titulado “Regulacién de la respuesta anti-tumoral de células NK y su
relacion con la susceptibilidad, diseminacion y respuesta al tratamiento del cancer”,
siendo el investigador principal el Dr. Alfredo Minguela Puras, y duracién de 2014 a
2016.
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5.1. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS
PACIENTES

El presente trabajo ha tenido una duracion de 38 meses, desde noviembre/2013 hasta
diciembre/2016. La primera paciente fue incluida el 15/nov/2013 vy la Ultima el 28/dic/2016.
Han participado un total de 125 mujeres, correspondiendo 97 al grupo de pacientes, 15 al
grupo control de tumores ovaricos benignos y 16 al grupo de sujetos sanos (figura 5.1).

FIGURA 5.1. Diagrama con las mujeres incluidas en el estudio.
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(*) Los tumores benignos mal incluidos en el grupo de pacientes, se incorporaron al grupo de “Tumores benignos
de ovario” para su analisis.

En el grupo de pacientes hubo 9 fallos de inclusién, correspondiendo éstos a 3
canceres de colon, 1 cancer gastrico, 1 struma ovari, 1 mesotelioma peritoneal y 3 tumores
benignos. Por lo tanto, al final han quedado 88 pacientes validos con carcinoma epitelial de
ovario (CEQ). Para el analisis de resultados y con el objetivo de optimizar recursos, estos 3
tumores benignos se han incorporado al grupo de “Tumores benignos de ovario”.

Las mujeres con patologia benigna corresponden a 1 paciente con ascitis idiopatica, 3
con cistoadenoma mucinoso, 1 cistoadenoma seroso, 2 con quiste seroso simple, 3 con
teratoma quistico maduro, 1 tumor benigno hemorragico, 1 tumor borderline, 2 con
endometrioma y 1 paciente con endometriosis.
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Los datos mostrados en el presente trabajo corresponden a un seguimiento medio de
14,30 meses (minimo 0 meses, maximo 38 meses).

5.1.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LAS CARACTERISTICAS CLIiNICAS DE LA
MUESTRA PACIENTES.

En la tabla 5.1 se muestran las caracteristicas clinicas principales analizadas sobre las
88 pacientes incluidas. La edad media de la muestra ha sido de 57 afios (DT 11,2), con una
mediana también de 57 afios (minimo 28 afios y maximo de 79 afos). El pico de mayor
incidencia ha sido entre los 55 y 65 afios (figura 5.2).

FIGURA 5.2. Histograma con la distribucion de edades por grupos etarios.
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El estado general ECOG ha sido de 0-1 en el 77,3%, con un 12,5% ECOG 2 y un 10,2%
con ECOG 3. El indice de masa corporal (IMC) medio de nuestra serie fue de 28,06, con una DT
de 5,95. La mediana fue de 26,57 (minimo 18,13 y mdaximo de 47,56), pero hay que destacar
gue dos pacientes presentaron IMC mayor de 40.

La histologia predominante fue el seroso alto grado con un 68,2%, seguido por el
endometrioide con 9,1% y el carcinoma de células claras con el 8%. Agrupandolas segun el
modelo dualista de Kurman, correspondieron 24 pacientes al tipo | (27,3%) y 64 al tipo Il
(72,7%). El grado histoldgico ha sido moderado-alto (grado 2-3) en el 84,1%, y de bajo grado
(grado 1) en el 15,9%.

En cuanto al origen del tumor, se incluyeron 71 pacientes con enfermedad de debut
(80,7%) y 17 pacientes con recaida (19,3%). Dentro de las pacientes con enfermedad primaria,
57 fueron de origen ovarico (80,3% de entre las pacientes con enfermedad primaria), en 3
pacientes se presenté en trompa y 11 pacientes presentaron carcinomatosis peritoneal
primaria (CAPP). Dentro de las pacientes con recaida, en 14 pacientes fue recaida sensible y 3
pacientes fue recaida resistente.
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TABLA 5.1. Estudio descriptivo de las caracteristicas clinicas de la muestra pacientes.

‘ VELELS Frecuencia (%) VELEL[S Frecuencia (%)
Edad ECOG
Menor de 40 3(3,4%) 0 17 (19,3%)
40-49 23 (26,1%) 1 51 (58,0%)
50-59 21 (23,9%) 2 11(12,5%)
60-69 26 (29,5%) 3 9 (10,2%)
Igual o Mayor de 70 15 (17%)
Histologia Histologia el modelo dualista de Kurman
Seroso Alto Grado 60 (68,2%) Tipo | 24 (27,3%)
Endometrioide 8(9,1%) Tipo Il 64 (72,7%)
Células Claras 7 (8,0%)
Seroso Bajo Grado 5(5,7%) Grado histolégico
Mucinoso 3(3,4%) Grado 1 14 (15,9%)
Otros 5(5,7%) Grado 2-3 74 (84,1%)
Origen del tumor primario Estadio tumoral
Ovario 57 (64,8%) Estadio IA-IIA 8(9,1%)
Trompa 3(3,4%) Estadio I1B-1IC 6 (6,8%)
CAPP 11 (12,5%) Estadio IlIA-I1IB 11 (12,5%)
Recaida Sensible 14 (15,9%) Estadio IlIC 49 (55,7%)
Recaida Resistente 3(3,4%) Estadio IV 14 (15,9%)
Presencia radiolégica de Omental Cake Presencia de Ascitis
NO 50 (58,1%) NO 32 (36,4%)
Sl 36 (41,9%) LEVE 32 (36,4%)
Total 86 (100,0%) SEVERA 24 (27,3%)
No valorable 2

Plan de tratamiento previsto (*)

Tipo de cirugia realizada finalmente

Cirugia primaria y QTA 28 (31,8%) Cirugia Primaria 28 (32,9%)
QTNA y cirugia intervalo 50 (56,8%) Cirugia Intervalo 37 (43,5%)
QT paliativa 10 (11,4%) Cirugia Paliativa 1(1,2%)
Total 88 (100,0%) No se realiza Cirugia 19 (22,4%)
Total 85 (100%)
Pendientes de CDI 3
Resultado de cirugia (1) PCI quirdrgico
RO 51 (77,3%) Igual o menor a 12 49 (76,6%)
R1 6(9,1%) Mayor de 12 15 (23,4%)
R2 9 (13,6%) Total 64 (100,0%)
Total 66 (100,0%)

Respuesta  Radiolégica a quimioterapia

Situacion final tras completar tratamiento de

neoadyuvante cirugia y quimioterapia

Respuesta Completa 6 (13,6%) Respuesta Completa 58 (74,4%)
Respuesta Parcial 29 (65,9%) Respuesta Parcial 5(6,4%)
Enfermedad Estable 6 (13,6%) Enfermedad Estable 3(3,8%)
Progresién 3 (6,8%) Progresién 12 (15,4%)
Total 44 (100,0%) Total 78 (100,0%)
No Valorable 6 No Valorable 10
(todavia en tratamiento)

Total 50 Total 88

* Plan de tratamiento tras valoracién en comité de tumores ginecoldgicos y carcinomatosis.
"se computan las cirugias realizadas, a excepcién de una cirugia paliativa
CAPP= Carcinomatosis Peritoneal Primaria; QTA= quimioterapia adyuvante; QTNA= quimioterapia neoadyuvante;

QT= quimioterapia
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Respecto al estadio tumoral, la mayoria de pacientes incluidas presentaron estadio IIIC
(55,7%). La afectacion metastasica supuso el segundo grupo en frecuencia, dandose en 14
pacientes (15,9%). En 10 pacientes solo afecté un érgano (71,4%) y en 4 hubo varios érganos
afectos. El érgano mas afectado fue la pleura y el higado, ambos con 6 pacientes cada uno
(42,9%). Detras ha quedado la afectacidon adenopatica extra-abdominal en 3 pacientes (21,4%).
Hay que destacar que se incluyeron 8 pacientes con estadio precoz I-IIA (9,1%).

En cuanto al tamafio de presentacion de las lesiones tumorales, en nuestra serie la
mayoria de tumores ovaricos han sido mayores de 5 cm (56,8%), con una media de 92,7 mm
(DT 50,9) y un tamafio maximo de 270mm. Los implantes peritoneales medibles fueron
mayores de 2 cm en el 38,6% de las pacientes y el tamafio medio fue de 25,5 mm (DT 22,3).
Hubo un 22,7% de pacientes en donde el tamaifo no fue valorable por radiologia,
principalmente por infiltracién difusa peritoneal. Se aprecié imagen radiolégica de infiltracidn
peritoneal conocida como “omental cake” en el 41,9% de los casos. La presencia de ascitis se
considerd severa en el 27,3%, siendo leve en el 36,4% y en otro 36,4% no hubo ascitis. La
presencia de adenopatias radiolégicas se dio en el 29,5% a nivel iliaco y en el 36,4% a nivel
para-adrtico.

En relacién al tratamiento indicado en nuestras pacientes, el planteamiento inicial fue
indicar cirugia peritoneal primaria (CPP) y quimioterapia adyuvante (QTA) en el 31,8% de los
casos (28 pacientes), quimioterapia neoadyuvante (QTNA) y cirugia de intervalo (CDI) en el
56,8%, y solo QT paliativa en el 11,4% de los pacientes. Finalmente, la CPP se realizd en los 28
pacientes previstos, pero la CDI sélo se ha realizado en 37 de los 50 pacientes previstos (43,5%
del total de pacientes). Los motivos de no intervencién de estas 13 pacientes asignadas a CDI,
fueron en 2 pacientes por pérdida de seguimiento tras inicio de QT, 2 fallecieron durante la
guimioterapia, 1 por toxicidad grave por quimioterapia, 1 paciente resistente, 4 refractarias a
guimioterapia y 3 pacientes que se encuentran todavia en QTNA y pendientes de CDI al cierre
de la base de datos. Se ha realizado cirugia paliativa en 1 pacientes y en 19 no se efectué
ningun gesto quirdrgico.

Respecto a la cirugia, el resultado fue considerado completo sin ningun residuo (RO) en
el 77,3%, con residuo menor a un centimetro (R1) en el 9,1% y residuo macroscépico mayor a
un cm (R2) en el 13,6% de los pacientes. El indice de carcinomatosis conocido como PCI fue
menor o igual a de 12 en el 76,6%, con una media de 8,7 (DT 8,8) y una mediana de 6 (minimo
0 y maximo 36). Durante la intervencidn, se realizd reseccidon digestiva, exceptuando la
apendicectomia, en el 30,8% y se aplicd la técnica de quimioterapia hipertérmica conocida
como HIPEC en el 32,3%. Se realizo linfadenectomia pélvica y/o para-adrtica en 37 pacientes
(56,9%) y en 1 paciente se resecd 1 adenopatia sospechosa sin completar linfadenectomia. La
media de ganglios extraidos fue 10,76 y una mediana de 8,50 (minimo 1 y maximo 38),
estando afectos en 15 pacientes (39,5% de los sometidos a reseccion linfatica). La media de
ganglios afectos fue de 1,47 ganglios (0-17).

La QT empleada fue en la mayoria de ocasiones la combinacién de paclitaxel y
carboplatino, en concreto en el 82,9%. El uso total de una combinacidn con carboplatino se dio
en 78 pacientes (88,6%). En 2 pacientes se usé quimioterapia intraperitoneal y en 3 se indicé
bevacizumab. En el tratamiento con QTNA, hubo una media y mediana de ciclos fue de 4, con
un minimo de 1 y maximo de 8 ciclos. Lo mas frecuente fue el uso de 4-5 ciclos (65%). El
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tratamiento global de quimioterapia tuvo una media y mediana de 5,66 y 6 ciclos
respectivamente, con un minimo de 0 y maximo de 22. El nimero de ciclos mas frecuente fue
6 ciclos (38,2%), siendo entre 6 y 8 ciclos lo mds habitual (64,5%).

Fijandonos en la respuesta tumoral al tratamiento, tras recibir QTNA hubo respuesta
completa (RC) en el 13,6%, respuesta parcial (RP) en el 65,9%, enfermedad estable (EE) en el
13,6% y progresiéon (PE) en el 6,8%. 6 pacientes no han sido aun valorables por estar aun en
tratamiento con QTNA. La respuesta final tras completar todo el tratamiento con cirugia y
guimioterapia, fue de RCen el 73,7% y RP en el 6,6%, con PE en el 15,8%.

VARIABLES DE SEGUIMIENTO

Al cierre de la base de datos solo 32 pacientes presentaron recaida tumoral (44,4% de
los valorables). La sensibilidad a compuestos de platino se pudo valorar en 53 pacientes,
mostrando ser sensibles el 50,9% de los pacientes, refractarios a tratamiento el 22,6% y el
26,4% resistentes. En 35 pacientes la sensibilidad a platino todavia no ha sido valorada (tabla
5.2).

Tabla 5.2. Estudio descriptivo de variables de seguimiento.
‘ Variable N2 de casos Porcentaje de casos

Pacientes con recaida tumoral

NO 40 55,6 %

Sl 32 44,4 %

Total 72 100,0 %

No valorables 16

Sensibilidad a platino Causa de Sensibilidad No valorable

Refractario 12 (22,6%) Escaso Seguimiento 28 (80,0%)

Resistente 14 (26,4%) Muerte durante QT 2 (5,7%)

Sensible 27 (50,9%) Muerte tras cirugia 2 (5,7%)

Total 53 (100,0%) Perdido 2 (5,7%)

No Valorable 35 Muerte Otra Causa 1(2,9%)
Total 35 (100,0%)

Estado del paciente en la ultima revision al cierre de la base de datos

Vivo Sin Enfermedad 44 53,0 %

Vivo Con Enfermedad 17 20,5 %

Muerto por Tumor 15 18,1 %

Muerto por Otra Causa 5 6,0 %

Perdido 2 2,4%

Total 83 100,0 %

En QT (NA o adyuvante) 5

QT= quimioterapia; NA= neoadyuvante

En la ultima valoracion clinica, 44 pacientes estaban vivas sin enfermedad (53%), 17
vivas con enfermedad (20,5%), 15 habian fallecido por progresién tumoral (18,1%), 5 habian
fallecido por otra causa (6%) y en 2 pacientes se ha perdido el seguimiento (2,4%). Estas dos
pacientes corresponden a 2 mujeres no espafnolas que tras el primer y segundo ciclo no han
vuelto a la consulta ni se ha registrado actividad en el centro de salud, ni tampoco ha sido
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posible el contacto con ellas. De las pacientes que fallecieron por causa no tumoral, dos fueron
por complicaciones graves durante el post-operatorio, otra por episodio de TEP fatal tras el
primer ciclo, otra por fallecié durante la noche en su domicilio tras el 22 ciclo de quimioterapia
por causa no aclarada (causa final de muerte en parte de defuncion “parada
cardiorespiratoria”) y la ultima por cuadro de encefalopatia severa que ocasiond el
fallecimiento 5 meses después del ultimo ciclo de QT. Al cierre de la base de datos 5 pacientes
se encuentran aun en quimioterapia.

Con la limitacién de escaso seguimiento, la mediana de SLP se sitla 7 meses (0-28
meses). La mediana de supervivencia se sitia en 12 meses (0-38 meses).

5.1.2. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA EDAD Y CARACTERISTICAS
ANALITICAS ENTRE LA MUESTRA PACIENTES Y LA MUESTRA
CONTROL.

En el analisis de comparacion de medias entre el grupo pacientes y el grupo control
hemos obtenido diferencias significativas en todas las variables analizadas (tabla 5.3). El grupo
pacientes presenta mayor edad que el grupo control (media de 57,4 vs 47,9 aios), menor nivel
de albimina (media de 3,9 vs 4,4 gr/dL), mayor nivel de LDH (media de 231 vs 163 U/L), menor
nivel de Hb (media de 12,2 vs 13,3 gr/dL), mayor nivel de PMN (media de 6339 vs 3866 cel/ul)
y mayor nivel de plaquetas (media de 390 vs 263 x10°/uL).

TABLA 5.3. Comparacion de edad y variables analiticas entre pacientes y grupo control.

Variable Media + DT Mediana (Min — Max) Valor de p
Grupo

Edad (afios)

Grupo Pacientes 88 57,4+11,2 57,0 (28 —-79) <0,001 *

Grupo Control 31 47,9+11,3 48,0 (20 - 74)

Albumina (gr/dL)

Grupo Pacientes 83 3,9+0,5 4,0(2,1-4,8) <0,001 *

Grupo Control 30 4,4+0,3 4,4(3,8-5,2)

LDH (U/L)

Grupo Pacientes 78 231+111 196 (108 — 804) < 0,001 **

Grupo Control 27 163 +29 160 (103 —242)

Hb (gr/dL)

Grupo Pacientes 87 12,2+1,5 12,1(9,1-15,7) <0,001 *

Grupo Control 31 13,3+1,4 13,5 (8,8 -15,8)

PMN (cel/uL)

Grupo Pacientes 87 6339 + 4498 4970 (660 — 30400) < 0,001 **

Grupo Control 31 3866 + 1516 3560 (1370 — 8070)

Plaquetas (x10°/uL)

Grupo Pacientes 87 390 + 143 371 (156 — 830) < 0,001 *

Grupo Control 31 263 £ 67 248 (180 — 468)

DT= desviacidn tipica; p*= T-Student; p**= test no paramétrico; Min= minimo; Max= maximo

Para concretar mejor entre que subgrupos habia diferencia, se ha realizado
comparacion entre la muestra pacientes respecto a la de tumores benignos y controles sanos,
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obteniendo diferencia significativa para la edad, albimina, Hb, PMN y plaquetas (figura 5.3). La
edad en nuestro estudio ha sido diferente entre el grupo pacientes y el de tumores benignos,
con 57 afios y 45 anos respectivamente, pero sin diferencias entre pacientes y sanos.

FIGURA 5.3. Diagrama de cajas de las variables cuantitativas entre pacientes y grupo control.
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En el diagrama de cajas se muestra el minimo, primer cuartil, mediana, tercer cuartil y maximo.

Se ha sefialado una linea horizontal con el valor normal del parametro.

Se ha indicado el valor de p del grupo de tumores benignos y control sano respecto al grupo de pacientes.
Se ha resaltado con recuadro cuando ha sido significativo y sin bordes cuando no ha sido significativo.
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La albumina ha sido diferente entre pacientes y sanos, no habiendo diferencias con
tumores benignos. No ha habido diferencias en los niveles de LDH entre los grupos. Respecto a
los valores del hemograma, se han visto diferencias en el nivel de Hb y PMN entre pacientes y
sanos, pero no con tumores benignos. Finalmente, el nivel de plaquetas ha sido
significativamente mayor en el grupo pacientes respecto a los otros dos grupos.

No se han visto diferencias en ninguna variable entre tumores benignos y sujetos
sanos.

5.1.3. ANALISIS UNIVARIANTE DEL VALOR PREDICTIVO DE LAS VARIABLES
CLINICAS.

5.1.3.1. VALOR PREDICTIVO DE RESPUESTA TUMORAL A QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE.

Se incluyen las 44 pacientes con enfermedad avanzada (estadio 1IB-IV) en donde se ha
indicado tratamiento con QTNA y cirugia de intervalo (CDI).

El andlisis univariante de las variables clinicas nos muestra que sélo dos variables han
influido de forma individual en el resultado a QTNA. Estas variables han sido el tipo histoldgico
Il segun el modelo de Kurman (RR 2,018; p < 0,009) y el grado histolégico 2-3 (RR 2,115; p <
0,050). La ausencia o leve presencia de ascitis ha estado préxima a la significaciéon (RR 1,410; p
< 0,057 con IC-95% de 1,000 — 1,988). El resto de variables no han mostrado diferencias
significativas (tabla 5.4).

TABLA 5.4. Analisis univariante del valor predictivo de respuesta a QTNA.

Caracteristica Respuesta* No respuestaT Total RR Valor de p
clinica (IC 95%)

Tipo histoldgico Il de Kurman

Tipo Il 32 (86,5%) 5(13,5%) 37 (100%) 2,018 < 0,009

Tipo | 3(42,9%) 4(57,1%) 7 (100%) (0,850 - 4,792)

Total 35 9 44

Grado histolégico

Grado 2-3 33 (84,6%) 6 (15,4%) 39 (100%) 2,115 < 0,050

Grado 1 2 (40,0%) 3 (60,0%) 5 (100%) (0,717 - 6,241)

Total 35 9 44

Ausencia de ascitis o leve

Ausencia/leve ascitis 22 (91,7%) 2 (8,3%) 24 (100%) 1,410 < 0,057

Ascitis severa 13 (65,0%) 7 (35,0%) 20 (100%) (1,000 - 1,988)

Total 35 9 44

RESTO

Edad, IMC, ECOG, Origen del tumor

Presencia radioldgica de adenopatias, Tamafio tumor ovarico, Tamaio implante peritoneal DNS

Presencia de omental cake
Niveles analiticos (albimina, LDH, Hb, PMN y plaquetas)

RR= riesgo relativo; IC 95%=intervalo confianza 95%; DNS= diferencia no significativa
* Respuesta= respuesta completa + respuesta parcial; "No respuesta= enfermedad estable + progresion.
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5.1.3.2. VALOR PREDICTIVO DE CIRUGIA OPTIMA.

Por ultimo, hemos analizado las variables clinicas que se relacionan con un resultado
optimo de cirugia RO en las 58 pacientes con enfermedad avanzada (estadio IIB-1V) que fueron
intervenidas con intencion radical, tanto cirugia primaria como de intervalo.

El analisis univariante de las variables clinicas respecto a un resultado éptimo RO de
cirugia ha mostrado que se relacionan de forma significativa un IMC menor/igual de 25, un
ECOG 0-1, la ausencia o leve presencia de ascitis, ausencia de omental cake y un PCl quirurgico
menor/igual a 12 (tabla 5.5).

También el nivel de albimina se ha relacionado de forma significativa, con un valor de
4,076 gr/dL para ROy de 3,708 gr/dL para R1-2 (p<0,019).

TABLA 5.5. Analisis univariante del valor predictivo de resultado quirurgico 6ptimo RO.
Caracteristica clinica Cirugia RO Cirugia R1-2 RR Valor de p

(IC 95%)

IMC menor de 25

Menor/igual a 25 19 (90,5%) 2(9,5%) 21 (100%) 1,339 < 0,050
Mayor de 25 25 (67,6%) 12 (32,4%) 37 (100%)  (1,030-1,742)

Total 44 14 58

ECOG 0-1

ECOG 0-1 38 (82,6%) 8(17,4%) 46 (100%) 1,652 < 0,019
ECOG 2-3 6 (50,0%) 6 (50,0%) 12 (100%) (0,924 -2,954)

Total 44 14 58

Ausencia de ascitis o leve

Ascitis ausente/leve 37 (84,0%) 7 (16,0%) 44 (100%) 1,682 < 0,009
Ascitis Severa 7 (50,0%) 7 (50,0%) 14 (100%) (0,981 - 2,884)

Total 44 14 58

Ausencia de omental cake

Ausente 29 (87,9%) 4(12,1%) 33 (100%) 1,506 <0,011
Presente 14 (58,3%) 10 (41,6%) 24 (100%) (1,050 -2,162)

Total 43 14 57

Nivel de PCI quirurgico

Menor/igual a 12 37 (88,1%) 5(11,9%) 42 (100%) 1,888 < 0,001
Mayor de 12 7 (46,6%) 8(53,3%) 15 (100%) (1,087 - 3,280)

Total 44 13 57

Albumina

Nivel de albdmina (gr/dL) 4,076 3,708 <0,019
RESTO

Edad, Origen del tumor, Tipo histolégico de Kurman, Grado histolégico

Presencia radiolégica de adenopatias, Tamafio tumor ovdrico, Tamafo implante peritoneal

Tipo de cirugia realizada (CPP/CDI), Ganglios afectos en estudio patolégico DNS
Niveles analiticos (LDH, Hb, PMN y plaquetas)

CPP=Cirugia peritoneal primaria; CDI= cirugia de intervalo; RR= riesgo relativo; IC 95%=intervalo confianza 95%;
DNS= diferencia no significativa
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5.1.3.3. VALOR PREDICTIVO DE RESPUESTA TUMORAL AL FINALIZAR EL TRATAMIENTO.

En este andlisis hemos incluido a 71 pacientes con enfermedad avanzada (estadio |IB-

IV) en las que ha sido posible valorar la respuesta final. No se incluyen las pacientes con

pérdida de seguimiento, las fallecidas por otra causa en donde no ha podido valorarse la

respuesta y las pacientes aun en tratamiento. También se han descartado las pacientes

incluidas que han presentado estadio precoz, debido al sesgo que ocasionaria.

En el anadlisis univariante se ha obtenido un PClI menor/igual a 12, un resultado

quirargico éptimo RO y presentar respuesta a QTNA, han sido variables que se relacionan de

forma significativa con respuesta parcial/completa al finalizar el tratamiento. La mayor fuerza
de asociacion la ha presentado la respuesta a QTNA, con un RR 4,359 (1,282 — 14,823;
p<0,001), seguido del resultado quirurgico, con un RR 1,714 (1,063 — 2,765; p<0,001). La
presentacion primaria frente a recaida tumoral y la ausencia de ascitis o leve presencia se han

aproximado a la significacién (tabla 5.6).

TABLA 5.6. Analisis univariante del valor predictivo de respuesta al finalizar el tratamiento.

Caracteristica Respuesta* No respuestaT Total RR Valor de p
clinica (IC 95%)

Valor de PCI menor/igual a 12

Menor/igual a 12 40 (97,6%) 1(2,4%) 41 (100%) 1,330 < 0,015
PCl mayor de 12 11 (73,3%) 4(26,7%) 15 (100%) (0,977 -1,812)

Total 51 5 56

Resultado de cirugia RO

RO 44 (100,0%) 0(0,0%) 44 (100%) 1,714 < 0,001
R1-2 7 (58,3%) 5(41,7%) 12 (100%) (1,063 - 2,765)

Total 51 5 56

Respuesta a QT neoadyuvante

Si 31 (96,9%) 1(3,1%) 32 (100%) 4,359 < 0,001
No 2(22,2%) 7(77,8%) 9(100%) (1,282 -14,823)

Total 33 8 41

Enfermedad primaria

Enfermedad primaria 47 (83,9%) 9 (16,1%) 56 (100%) 1,399 <0,044
Recaida tumoral 9 (60,0%) 6 (40,0%) 15 (100%) (0,911 -2,148)

Total 56 15 71

Ausencia de ascitis o leve

Ascitis leve/ausente 44 (84,6%) 8 (15,4%) 52 (100%) 1,340 < 0,050
Ascitis severa 12 (63,2%) 7 (36,8%) 19 (100%) (0,932 -1,925)

Total 56 15 71

RESTO

Edad, IMC, ECOG, Tipo histolégico de Kurman, Grado histoldgico

Presencia radioldgica de adenopatias, Tamafio tumor ovarico, Tamaio implante peritoneal DNS

Presencia de omental cake, Tipo de cirugia realizada, Ganglios afectos en el estudio patolégico
Niveles analiticos (albimina, LDH, Hb, PMN y plagquetas)

RR= riesgo relativo; IC 95%=intervalo confianza 95%; DNS= diferencia no significativa; NC=No calculable
* Respuesta= respuesta completa + respuesta parcial; "No respuesta= enfermedad estable + progresion.
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5.1.4. ANALISIS UNIVARIANTE DEL VALOR PRONOSTICO DE LAS VARIABLES
CLINICAS.

5.1.4.1. VALOR PRONOSTICO DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION.

Para el analisis de la SLP se han incluido 86 pacientes, habiendo censurado las 2
pacientes perdidas de seguimiento. En el analisis univariante se ha obtenido que son factores
prondsticos negativos de menor SLP una edad mayor de 65 afos, la recaida tumoral frente a la
enfermedad de debut, un estadio IlI-IV frente a I-ll, presencia de omental cake, no presentar
respuesta a QTNA, un PCI quirdrgico mayor de 12, un resultado sub-éptimo de cirugia R1-2 y la
presencia de ganglios linfaticos afectos en el estudio patoldgico (tabla 5.7). Los valores con
mayor nivel de log-rank han sido la falta de respuesta a QTNA y un PCl mayor de 12. El resto de
variables no han mostrado diferencias significativas en la SLP.

En la figura 4 se muestran las graficas de SLP en relacion a las variables clinicas que han
resultado significativas en el analisis univariante.

TABLA 5.7. Andlisis univariante del valor prondstico de las variables clinicas en relacién con la
supervivencia libre de progresion.

Caracteristica clinica Media 1C 95% Log-rank Valor de p
eventos (estimacion)

Edad

Menor o igual a 65 afios 62 21 17,1 13,7-20,4

Mayor de 65 afios 24 16 11,1 7,7-14,4 4,471 <0,034

Total 86 37 15,5 12,8-18,1

Origen del tumor

Enfermedad de debut 70 27 16,1 13,1-19,1

Recaida tumoral 16 10 10,9 6,3-15,4 4,344* <0,037

Total 86 32 15,5 12,8-18,1

Estadio tumoral

Estadio I-1I 13 0 NA

Estadio IlI-IV 73 37 NA 6,959 <0,008

Total 86 37 NA

Presencia de omental cake

Ausencia 49 16 18,7 15,3-22,1

Presencia 35 19 10,0 7,9-12,2 7,702 <0,006

Total 84 35 15,8 13,1-18,5

Respuesta a QTNA

Respuesta 34 14 16,8 13,6 -20,0

No respuesta 9 8 4,7 3,0-6,3 29,718 <0,001

Total 43 19 14,3 11,3-17,4

PCl quirurgico

Menor/igual a 12 49 9 21,7 18,3-25,1

PCl mayor de 12 15 14 9,3 7,1-11,6 27,126 <0,001

Total 64 23 17,5 14,6 —20,4

* Test de Breslow

IC 95%= intervalo confianza 95%; QTNA= quimioterapia neoadyuvante; PCl=indice carcinomatosis peritoneal;
NA=no aplica

(continua)
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TABLA 5.7 (continuacién).
Caracteristica clinica Media IC 95% Log-rank Valor de p

eventos  (estimacidn)

Resultado cirugia

Cirugia RO 51 15 19,0 15,8-22,3

Cirugia R1 6 3 12,7 11,4-14,0

Cirugia R2 8 5 9,6 1,8-17,4 9,796 <0,007
Total 65 23 17,5 14,6 —20,4

Ganglios afectos en el estudio patolégico

Ganglios no afectos 23 2 24,7 20,5-29,0

Ganglios afectos 15 7 12,6 10,2-15,1 7,811 <0,005
Total 38 9 19,6 15,5-23,6

RESTO

IMC, ECOG, Histologia segin modelo Kurman, Grado histolégico

Presencia adenopatias radioldgicas, Presencia ascitis severa, Tamafio tumor ovdrico

Tamafio implante peritoneal DNS
Tipo de cirugia realizada

Nivel de albumina, LDH, Hb, PMN, plaquetas

IC 95%= intervalo confianza 95%;

NA=no aplica; LDH=lactato deshidrogenasa; Hb=hemoglobina; PMN=polimorfo-neutrdfilos

FIGURA 5.4. Curvas de supervivencia libre de progresién en relacién a variables clinicas.
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FIGURA 5.4. (continuacion)
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5.1.4.2. VALOR PRONOSTICO DE SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG).

Se han valorado un total de 86 pacientes para el estudio de SG, habiendo censurado

solo las dos pacientes perdidas de seguimiento. En el analisis univariante se ha obtenido que,

de todas los parametros clinicos registrados, las variables que se han relacionado de forma

significativa con peor SG han sido presentar condicidn resistente a platino, presencia de ascitis

severa, presencia de omental cake, no presentar respuesta a QTNA, un valor de PCl mayor de

12, no presentar respuesta al finalizar el tratamiento completo y presentar un nivel bajo de

albimina y de hemoglobina (tabla 5.8). El resultado quirdrgico sub-6ptimo R1-2 se ha

aproximado a la significacion (p= 0,066). El resto de variables no han sido significativas.
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TABLA 5.8. Analisis univariante del valor prondstico de supervivencia global de las variables clinicas.

Caracteristica clinica Ne Media IC 95% Log-rank Valor de p
eventos  (estimacidn)

Sensibilidad a platino

Pacientes sensibles 25 0 NA

Pacientes resistentes 26 15 NA 17,184 <0,001

Total 51 15 NA

Ausencia o leve presencia de ascitis

Ausencia/leve ascitis 63 9 31,3 27,6 -35,1

Ascitis severa 23 11 17,1 12,5-21,8 10,050 <0,002

Total 86 20 28,2 24,6 -31,7

Ausencia de omental cake

Ausencia 49 5 30,5 27,8-33,3

Presencia 35 14 20,5 14,5-26,4 13,763 <0,001

Total 84 19 28,2 24,5-319

Respuesta a QTNA

Respuesta 34 7 30,0 24,9-35,0

No respuesta 9 6 16,0 6,4 —25,6 6,847 <0,009

Total 43 13 26,3 21,3-31,3

PCI quirdrgico

Menor/igual a 12 49 2 35,6 32,5-38,6

PCI mayor de 12 15 8 18,7 13,9-23,5 15,457 <0,001

Total 64 10 31,0 27,2-34,7

Respuesta al final del tratamiento

Respuesta 63 9 31,6 27,9-35,2

No respuesta 15 9 16,7 10,0-23,4 13,741 <0,001

Total 78 18 28,8 25,2-32,3

Nivel de albimina

Valor normal (>=3,5) 64 12 30,0 26,2 -33,9

Bajo (<3,5) 17 8 18,6 11,5-25,7 6,952 <0,008

Total 81 18 27,9 24,3-31,5

Nivel de Hb

Valor normal 12-16) 50 9 31,4 27,6 -35,2

Bajo (<12) 35 11 20,9 15,7 -26,2 5,730 <0,017

Total 85 20 28,1 24,5-31,7

RESTO

Edad, IMC, ECOG, Origen del tumor, Histologia segin modelo Kurman, Grado histolégico

Estadio tumoral, Presencia adenopatias radioldgicas, Tamafio tumor ovarico

Tamafio implante peritoneal, Tipo de cirugia realizada, Resultado de cirugia (0,066) DNS

Ganglios afectos en estudio patoldégico

Nivel de LDH, PMN, plaquetas

IC 95%= intervalo confianza 95%; QTNA= quimioterapia neoadyuvante; PCl=indice carcinomatosis peritoneal;
NA=no aplica; LDH=lactato deshidrogenasa; Hb=hemoglobina; PMN=polimorfo-neutrofilos

En la figura 5.5 se muestran las curvas de SG en relacidn a las variables relacionadas de
forma significativas en el analisis univariante.
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FIGURA 5.5. Curvas de supervivencia global en relacién a las variables clinicas.
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5.2. ANALISIS DE LOS BIOMARCADORES PLANTEADOS EN
ESTE TRABAJO.

5.2.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL NIVEL BASAL DE LOS BIOMARCADORES
EN EL GRUPO DE PACIENTES.

En el presente trabajo, se han realizado un total de 254 determinaciones de cfDNA y
80 de CTC. En la tabla 5.9 se muestran las caracteristicas basales de los BM con valores
continuos, que corresponden a cfDNA y los BM de referencia Ca-125 y HE4. Los valores
relacionados con cfDNA han presentado una distribucion de tipo normal. La media de
cfDNA115 ha sido 1,635 ng/mcL (rango de 0,185 — 6,365 ng/mcL), de cfDNA247 ha sido 0,585
ng/mcL (rango de 0,109 — 1,637 ng/mcL) y la integridad de cfDNA ha sido 0,430 (rango de
0,120 — 0,990). Los valores de Ca-125 y HE4 han mostrado una gran dispersion, con una
distribucién de tipo no normal. Ca-125 ha presentado una media de 917 + 1630 U/mL (rango
de 11-11.354 U/mL) y HE4 una media de 822 + 1149 pmol/L (rango de 45 — 4957 pmol/L).

TABLA 5.9. Descripcion cuantitativa de los niveles basales de los biomarcadores.

Parametro Validos Media = Desviacion Mediana Minimo Maximo
(perdidos) Tipica

cfDNA-115 86 (2) 1,635+1,114 1,363 0,185 6,365

cfDNA-247 86 (2) 0,585 + 0,272 0,537 0,109 1,637

cfDNA-Int 86 (2) 0,430+ 0,176 0,425 0,120 0,990

Ca 125 88 (0) 917 + 1630 459 11 11364

HE4 82 (6) 822 + 1149 358 45 4957

En la tabla 5.10 hemos calculado la frecuencia y porcentaje de Cal25 y HE4 segln su
valor normal establecido (parte izquierda de la tabla).

TABLA 5.10. Descripcién de biomarcadores por intervalos de valor.

Parametro Frecuencia Porcentaje ETET ) Frecuencia Porcentaje
Ca125 Ca125
<=35 8 9,1 <=35 8 9,1
>35 80 90,9 36 — 350 29 33,0
Total 88 100,0 >350 51 58,0
Total 88 100,0
HE4 (*) HE4
<=80 7 8,5 <=80 7 8,5
>80 75 91,5 81-400 36 43,9
82 100,0 > 400 39 47,6
82 100,0

* El limite superior normal de HE4 es 80 en post-menopdusicas y 60 en pre-menopausica. Se ha tenido en cuenta
este limite.
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En la parte derecha de la tabla 5.10, los hemos agrupado segun valor normal y su valor
de 10 veces el limite superior normal (LSN) en Cal25 y 5 veces el LSN en HE4. Estos limites se
han elegido por representar una alta carga del BM. Los valores de CA125 y HE4 estan elevados
en el 91% de las pacientes, presentando un Cal25 por encima de 10 veces el LSN el 58% y un
HE4 por encima de 5 veces el LSN el 48%.

Los tres BM relacionados con el cfDNA no se han mostrado en intervalos al no estar
establecidos valores de normalidad previos.

En la tabla 5.11 se exponen los resultados de CTC. La enumeracion de CTC muestra que
han sido positivas en 19 pacientes de un total de 80 analizadas, lo que supone un 23,8% de
nuestra serie. El valor positivo mas frecuente ha sido 1 CTC/7,5mL de sangre periférica en 9
pacientes (11,3% del total), siendo mayor de 1 CTC/7,5mL en 10 pacientes (12,5% del total de
pacientes). El valor maximo ha sido de 17 CTC/7,5mL en una paciente.

TABLA 5.11. Estudio descriptivo de los valores de CTC.

\ Parametro Frecuencia Porcentaje
CTC
Negativas 61 76,3
Positivas 19 23,8
Total 80 100,0
Valor de CTC Frecuencia Porcentaje
0 61 76,3
1 9 11,3
2 2 2,5
3 1 1,3
6 3 3,8
7 1 1,3
11 1 1,3
14 1 1,3
17 1 1,3

—
o

-
L
(o]
o

100,0

5.2.2. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS BIOMARCADORES ENTRE EL GRUPO
PACIENTES Y EL GRUPO CONTROL

COMPARACION ENTRE GRUPO PACIENTES Y GRUPO CONTROL

La comparacion de los BM entre el grupo pacientes y el grupo control sin cancer
(tumores benignos y controles sanos), nos ha mostrado diferencias significativas en todos los
BM. En la tabla 5.12 se expone la comparacién de medias entre ambos grupos y el valor de
significacion.
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TABLA 5.12. Comparaciéon de BM entre grupo de pacientes y grupo control.

Biomarcador N Media + DT Mediana (Min — Max) Valor de p
Grupo

cfDNA115

Grupo Pacientes 86 1,635+1,114 1,363 (0,185 - 6,365) <0,001 *

Grupo Control 31 0,849 + 0,449 0,788 (0,218 —2,086)

cfDNA247

Grupo Pacientes 86 0,585+ 0,272 0,537 (0,109 — 1,637) < 0,007 *

Grupo Control 31 0,429 + 0,255 0,391 (0,000 - 0,992)

Integridad cfDNA

Grupo Pacientes 86 0,430+0,176 0,425 (0,12 -0,99) < 0,001 *

Grupo Control 30 0,564 + 0,236 0,540 (0,11 -1,16)

Ca 125

Grupo Pacientes 88 917 + 1630 459 (11 -11364) < 0,001 **

Grupo Control 31 43 +90 12 (4 —406)

HE4

Grupo Pacientes 82 822 +1149 358 (45 —4957) < 0,001 **

Grupo Control 29 67 £52 54 (36 — 308)

DT= desviacidn tipica; p*= T-Student; p**= test no paramétrico; Min= minimo; Max= maximo

COMPARACION ENTRE GRUPO PACIENTES, TUMORES BENIGNOS Y SUJETOS SANOS

La comparacion del grupo de pacientes respecto al grupo control de tumores benignos

y el grupo de controles sanos nos ha mostrado que cfDNA115 ha presentado mayor valor de

forma significativa en las pacientes respecto a los otros dos grupos, pero cfDNA247 solo ha

sido diferente entre pacientes y benignos, no llegando a la significancia entre pacientes y

sanos (tabla 5.13). La integridad de cfDNA ha sido diferente de forma significativa entre

pacientes y sanos, sin embargo no lo ha sido entre pacientes y tumores benignos.

De los BM de referencia, Cal25 ha presenta diferencia significativa en los test no

paramétricos (p<0,001), con media de 917 Ul/mL en pacientes, de 75 Ul/mL en tumores

benignos y de 12 Ul/mL en controles sanos. El biomarcador HE4 también ha presentado

diferencias significativas tanto con tumores benignos como controles sanos, con cifras de 822,

73y 62 pmol/L respectivamente.

No ha habido diferencias significativas entre los dos grupos controles para ningiin BM.

En la figura 5.6 se pueden ver graficamente las diferencias entre los tres grupos.
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TABLA 5.13. Comparaciéon de BM entre pacientes, tumores benignos y controles sanos.

Parametro Media = DT Mediana (Min — Max) Valor de p
Grupo

cfDNA115

Paciente 86 1,635+1,114 1,363 (0,185 - 6,365) 1
Benigno 15 0,894 + 0,552 0,788 (0,218 — 2,086) < 0,025 *
Sano 16 0,807 £ 0,339 0,755 (0,392 - 1,365) < 0,008 *
Total 117 1,427 +£1,041 1,174 (0,185 - 6,365)

cfDNA247

Paciente 86 0,585+ 0,272 0,537 (0,109 - 1,637) 1
Benigno 15 0,372+ 0,253 0,330 (0,000 - 0,959) < 0,016 *
Sano 16 0,483 £ 0,254 0,456 (0,176 — 0,992) 0,498 *
Total 117 0,544 + 0,275 0,516 (0,000 - 1,637)

Integridad cfDNA

Paciente 86 0,430+0,176 0,425 (0,12 -0,99) 1
Benigno 14 0,529 + 0,280 0,535(0,11-1,16) 0,230 *
Sano 16 0,594 + 0,192 0,550 (0,34 - 1,08) < 0,007 *
Total 116 0,464 + 0,201 0,440 (0,11 -1,16)

Ca 125

Paciente 88 917 +£1630 459 (11-11364) 1
Benigno 15 75+123 16 (5 - 406) < 0,001 **
Sano 16 12+9 10 (4 - 34) < 0,001 **
Total 119 689 + 1452 238 (4-11364)

HE4

Paciente 82 822 +1149 358 (45 - 4957) 1
Benigno 14 73 £69 54 (40 - 308) < 0,001 **
Sano 15 62 +29 54 (36 - 153) <0,001 **
Total 111 625 + 1041 180 ( 36 - 4957)

La significacion mostrada hace referencia en la comparacion de pacientes con los otros dos grupos. p* ANOVA de
un factor. P**= test no paramétrico. DT= desviacion tipica; Min= minimo; Max= maximo
IC 95%= Intervalo de confianza para la media al 95%
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FIGURA 5.6. Diagrama de cajas con los BM en el grupo pacientes, grupo tumores benignos y grupo de
controles sanos.
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En el diagrama de cajas se muestra el minimo, primer cuartil, mediana, tercer cuartil y maximo.

Se ha sefialado una linea horizontal con el valor normal del parametro.

Se ha indicado el valor de p del grupo de tumores benignos y control sano respecto al grupo de pacientes.
Se ha resaltado con recuadro cuando ha sido significativo. DNS= diferencia no significativa.

COMPARACION DE CTC ENTRE GRUPO PACIENTES Y GRUPO CONTROL

Para el estudio de CTC hemos comparamos el grupo pacientes frente al grupo control,
obteniendo diferencia significativa (tabla 5.14). Las CTC han sido positivas en 19 personas
(23,8%) del grupo pacientes y solo 1 persona (3,3%) del grupo control. Correspondié a una
mujer de 67 afios con tumor benigno hemorragico, con CTC 1/7,5 ml y aumento de Cal25 de
238 Ul/mL, sin embargo el nivel de cfDNA115, cfDNA247 y cfDNA-Int fueron menores que la
mediana. El resto de sujetos del grupo control fueron negativos para CTC. Estos datos nos
muestran una sensibilidad de 23,8%, una especificidad del 96,7%, un valor predictivo positivo
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de 95,0% vy valor predictivo negativo del 32,2%. El cociente de probabilidad positivo ha sido de
7,21.

TABLA 5.14. Comparacién CTC entre pacientes, tumores benignos y controles sanos.

Pacientes Tumor benigno y Nivel de p
Sanos
Positivas 19 (23,8%) 1(3,3%) 20 (18,2%) <0,013
Negativas 61 (76,2%) 29 (96,7%) 90 (81,8%)
Total 80 (100,0%) 30 (100,0%) 110 (100,0%)

ANALISIS DE CURVA ROC PARA DISCRIMINAR ENTRE PACIENTES Y GRUPO CONTROL

Para analizar la capacidad discriminatoria que presenta cada BM respecto a clasificar a
los sujetos en pacientes con cancer de ovario y sujetos sin cancer, hemos calculado el area
bajo la curva (AUC) de cada uno de los BM. No se ha incluido el valor de CTC al presentar
valores discretos aislados y obtener una curva no valida.

Hemos obtenido el valor mas alto para Ca-125, con 0,963 (0,928 — 0,998), seguido de
HE4 con 0,936 (0,888 — 0,984) (figura 5.7). El valor mas alto de AUC entre los nuevos BM a
estudio lo ha presentado ¢cfDNA115, con un AUC 0,758 (0,660 — 0,855), discretamente inferior
a los BM de referencia.

El valor de cfDNA-Int presenta una relacion negativa, debido a que presenta valores
menores en la muestra pacientes. El calculo inverso sobre el valor no cancer presenta un AUC
de 0,677 (0,564 — 0,789).

FIGURA 5.7. Curva ROC de los BM respecto a la capacidad para diferenciar pacientes y grupo control.
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El valor de corte que maximiza el AUC en nuestra serie se muestra en la tabla 5.15, con
los datos de sensibilidad y especificidad. Ca-125 alcanza una sensibilidad de 90,0% y
especificidad de 92,9%. Para HE4 se alcanza 91,3% y 89,3%, respectivamente. De los
biomarcadores relacionados con cfDNA, los mayores valores los alcanza cfDNA115, con
sensibilidad 76,3% y especificidad 64,3%.

TABLA 5.15. Valores de ROC, sensibilidad y especificidad para los BM.

Biomarcador Valor de corte Sensibilidad Especificidad
Ca125 0,963 (0,928 — 0,998) 38,00 90,0% 92,9%
HE4 0,936 (0,888 — 0,984) 83,50 91,3% 89,3%
cfDNA115 0,758 (0,660 — 0,855) 0,924 76,3% 64,3%
cfDNA247 0,654 (0,527 —0,781) 0,395 73,8% 53,6%
cfDNA-Int * 0,313 (0,196 — 0,429)

cfDNA-Int ** 0,677 (0,564 — 0,789) 0,485 66,7% 65,1%

* No se calcula el valor debido a que presenta un AUC menor de 0,5.
** Calculo de cfDNA-Int para el valor no cancer.

5.2.3. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE
LAS PACIENTES EN EL VALOR DE LOS BIOMARCADORES.

cfDNA

Las variables que han influido de forma significativa en el valor de ¢cfDNA han sido el
IMC, el estado general ECOG, origen del tumor, presencia de ascitis y presencia de ganglios
afectos (tabla 5.16).

TABLA 5.16. Influencia de las caracteristicas clinicas en el valor de cfDNA.

Variable clinica cfDNA115 cfDNA247 Integridad cfDNA

Media = DT Media =+ DT Media = DT
Nivel p Nivel p Nivel p

ECOG

ECOG 0-1 67 1,415 + 1,003 0,539 + 0,245 0,456 + 0,182

ECOG 2-3 19 2,410+ 1,165 0,746 + 0,308 0,337 +0,116

Nivel de p P <0,001 P <0,003 P <0,001

IMC

Menor o igual a 25 30 0,506 £ 0,248

Mayor de 25 56 0,627 £ 0,277

Nivel de p DNS <0,048 DNS

Origen del tumor

Enfermedad primaria 69 1,764 +1,152 0,615+ 0,281

Recaida tumoral 17 1,112 +0,770 0,462 £ 0,195

Nivel de p P <0,030 P < 0,036 DNS

Presencia de ascitis

Ausente/leve 62 0,546 + 0,243

Severa 24 0,684 £ 0,321

Nivel de p DNS <0,034 DNS

Presencia de ganglios afectos en estudio patolégico

NO 21 0,486 + 0,201

Sl 15 0,333+0,112

Nivel de p DNS DNS < 0,007
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DT= Desviacion Tipica; DNS= Diferencia No Significativa

El estado general ECOG se ha relacionado con un mayor nivel de cfDNA115 vy
cfDNA247, y con un menor nivel de integridad de cfDNA. Un IMC mayor de 25 se ha
relacionado con un mayor nivel de cfDNA247, sin presentar diferencia significativa en
cfDNA115 ni en la integridad de cfDNA. La presentacion como enfermedad primaria se
relaciona con mayores niveles de cfDNA tanto 115 como 247, sin influir en la integridad del
cfDNA. La presencia de ascitis solo influye de forma significativa en el valor de cfDNA247. El
valor de cfDNA115 en ausente o leve ascitis fue de 1,49371 (DT 1,040877) y en ascitis severa
fue mayor, de 1,99933 (DT 1,233368), pero esta diferencia no llegd a la significacion (p 0,059).
La presencia de ganglios afectos en el examen patoldgico solo influye en una menor integridad
del cfDNA.

El resto de variables clinicas analizadas no influyen de forma significativa en el nivel e
integridad de cfDNA. Se han evaluado la edad, sensibilidad a platino, tipo histoldogico de
Kurman, grado histolégico, estadio tumoral, presencia radioldgica de adenopatias iliacas y/o
para-adrticas, tamano del tumor ovérico y de los implantes peritoneales y presencia de
omental cake.

CTC

En nuestra serie, la presencia de omental cake ha sido la Unica variable clinica que ha
influido de manera significativa en presentar CTC positivas o negativas (tabla 5.17). El 63,2% de
pacientes con CTC positivas presentaban omental cake.

El resto de variables no han presentado diferencias significativas. Las caracteristicas
analizadas han sido edad, IMC, ECOG, sensibilidad a platino, presentacion primaria o recaida,
tipo histolégico de Kurman, grado histolégico, estadio, presencia radioldgica de adenopatias
iliacas y/o para-adrticas, presencia de ascitis, tamafio del tumor ovarico y de los implantes
peritoneales y ganglios afectos en el estudio patoldgico.

TABLA 5.17. Influencia de las caracteristicas clinicas en la presencia de CTC.

Presencia de Omental Sl NO Total Nivel de p
Cake

Presencia de CTC

CTC positivas 12 (35,3%) 7 (15,9%) 19 (24,4%) <0,048
CTC negativas 22 (64,7%) 37 (84,1%) 59 (75,6%)

Total 34 (100,0%) 44 (100,0%) 78 (100,0%)

Cal25

El andlisis de la influencia de las caracteristicas clinicas de las pacientes en el valor de
Ca-125, ha mostrado que se relaciona de forma significativa con un ECOG 2-3, un IMC>25,
presentacion del CEO como enfermedad de debut, |la presencia de ascitis, un tamafio mayor de
2 cm en los implantes peritoneales y la presencia de omental cake (tabla 5.18).
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No se ha obtenido diferencia significativa en relacién a la edad, sensibilidad a platino,
tipo histolégico seglin modelo de Kurman, grado histoldgico, estadio tumoral, presencia
radiolégica de adenopatias iliacas y/o para-adrticas, tamafio ovarico ni ganglios afectos en el
estudio patolégico. Hemos de resaltar el PCI quirdrgico que ha presentado una media de 850
Ul/mL en PClk=12 y de 1551 Ul/mL en PCI>12, pero esta diferencia no ha resultado
significativa (p 0,202).

TABLA 5.18. Influencia de las caracteristicas clinicas en el valor de Ca125.

Caracteristica clinica Media Desviacion tipica Valor de p
ECOG

ECOG 0-1 68 737 1469 < 0,003
ECOG 2-3 20 1528 2011

IMC

IMC <= 25 30 466 609 <0,012
IMC > 25 58 1150 1925

Origen del tumor

Enfermedad primaria 71 1086 1773 < 0,001
Recaida tumoral 17 211 202

Ascitis

Ausente 32 270 358 < 0,001
Leve 32 904 903

Severa 24 1796 2718

Tamano implante peritoneal

Meno o iguala 2 cm 22 860 1954 <0,016
Mayor de 2 cm 35 1142 1995

Presencia de Omental cake

NO 50 708 1379 < 0,001
S 36 1253 1930

Andlisis realizado mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Hemos analizado el porcentaje de pacientes con Ca-125 mayor de 350 U/mL, dandose
en el 76,5% de pacientes con IMC>25, el 80% con ECOG 2-3, el 64,8% de enfermedad de debut,
el 87,5% con ascitis severa, el 71,4% con implantes mayores de 2 cm y en el 80% con omental
cake. Ha sido raro encontrar un valor normal de Ca-125 en los casos de ascitis severa (solo 1
paciente de 24), implante mayor de 2 cm (en solo 2 de 35 pacientes). Ningun paciente con
ECOG 2-3 o con presencia de omental cake ha presentado un valor normal de Ca-125.

HE4

Las variables clinicas que han influido de forma significativa en el valor de HE4 han sido
la presentacion del CEO como enfermedad primaria, la presencia de ascitis, un tamafio de la
tumoracién ovarica mayor de 5 cm y la presencia de omental cake (tabla 5.19).

No se ha obtenido diferencias en relacién a la edad, valor de IMC, sensibilidad a
platino, tipo histolégico segin modelo de Kurman, grado histoldgico, estadio tumoral,
presencia radioldgica de adenopatias iliacas y/o para-adrticas, tamafio de los implantes
peritoneales ni la presencia de ganglios afectos en el estudio patoldgico.
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TABLA 5.19. Influencia de las caracteristicas clinicas en el valor de HE4.

Caracteristica clinica Media Desviacion tipica Valor de p

Origen del tumor

Enfermedad primaria 66 986 1226 <0,001
Recaida tumoral 16 147 82

Ascitis

Ausente 28 337 454 < 0,001
Leve 32 876 1257

Severa 22 1362 1368

Presencia de Omental cake

NO 46 707 1264 < 0,002
Sl 34 1017 987

Tamaio tumor ovarico

Meno o iguala 5 cm 17 602 936 <0,033
Mayor de 5 cm 46 1092 1334

Andlisis realizado mediante test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Un valor de HE4 mayor de 400 pmol/L (5 veces el LSN) se ha dado en el 57% de
pacientes con enfermedad de debut, el 77,3% con ascitis severa, el 63,9% con omental cake y
65,2% con tumor mayor de 5 cm. Ninguna de las pacientes con ascitis, tanto leve como severa,
tuvieron un nivel de HE4 normal.

CORRELACION DE BIOMARCADORES CON LAS VARIABLES ANALITICAS GENERALES

La cuantificacion de cfDNA, tanto cfDNA115 como cfDNA247, han sido los BM que
mejor correlacidn han presentado con las variables analiticas (ver tabla 5.20). El mayor nivel de
correlacién ha sido con el valor de albumina y de PMN.

La integridad de cfDNA, sin embargo, no ha presentado correlacion con ninguna
variable analitica.

Dentro de los BM de referencia, HE4 ha presentado mayor correlacion que Ca-125, el
cual solo ha presentado relacién significativa con albumina y plaquetas. De las variables
analiticas, la albumina ha sido la que mejor correlacién ha presentado con los BM, mientras
gue hemoglobina no se ha relacionado con ningin BM.

TABLA 5.20. Correlaciones de los biomarcadores con las variables analiticas generales.

‘ cfDNA115 cfDNA247 Int-cfDNA Cal25 HE4
Albimina -0,343%* -0,404%* n.s. -0,210** -0,279*
Hemoglobina n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
LDH 0,165** 0,171** n.s. n.s. 0,269**
PMN 0,194** 0,377* n.s. n.s. 0,164**
Plaquetas n.s. 0,311* n.s. 0,220** 0,255**

Se muestran las correlaciones que han resultado positivas. * correlacion de Pearson ** correlacion Tau-b de Kendall
Int-cfDNA= integridad cfDNA; n.s.=no significativo; LDH=lactato deshidrogenasa; PMN= polimorfoneutrdfilos

En relacién a la presencia de CTC, ésta no se ha relacionado con ninguna variable
analitica general analizada.
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RESUMEN

Hemos resumido en la tabla 5.21 la influencia de las caracteristicas clinicas en el valor

de los diferentes BM. Un estado general ECOG 2-3 se relaciona con un aumento del valor de

los 3 pardmetros analizados de c¢fDNA y de Cal25. La enfermedad de presentacidon primaria

condiciona un mayor cfDNA115, cfDNA247, Cal25 y HE4 que la recaida tumoral. Un valor de

IMC mayor de 25 condiciona un valor aumentado de cfDNA247 y de Cal25. La presencia de

ascitis se relaciona con aumento de cfDNA247, Cal25 y HE4. La presencia de ganglios positivos

en el estudio patoldgico solo se relaciona con la integridad del cfDNA. La presencia de omental

cake resulta el Unico determinante significativo con CTC, influyendo también en el valor de

HE4. Un tamafio ovarico mayor de 5 cm solo se relaciona con mayor HEA4.

Dentro de las variables analiticas, el valor de albimina, LDH y PMN han sido los que

mejor correlacion han mostrado con cfDNA. CTC y la integridad de cfDNA no se han

relacionado con ninguna de las variables analiticas analizadas.

TABLA 5.21. Resumen de la influencia de caracteristicas clinicas en el valor de los biomarcadores.

cfDNA115 cfDNA247 Integridad CTC Cal2s HE4
cfDNA
ECOG 2-3 ECOG 2-3 ECOG 2-3 Omental cake ECOG 2-3 Enf primaria
Enf primaria Enf primaria Ganglios + Enf primaria Ascitis
IMC>25 IMC>25 Omental cake
Ascitis Ascitis Tamafio ovarico
Implante >2cm >5cm
Omental cake
Albumina Albumina Albumina Albumina
LDH LDH Plaquetas LDH
PMN PMN PMN
Plaguetas Plaguetas

Enf=enfermedad; IMC= Indice de masa corporal; LDH= lactato deshidrogenasa; PMN= polimorfo-neutréfilos

5.2.4. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS EN EL NIVEL DE
LOS BM.

VALORACION DE LA INFLUENCIA DE LA CIRUGIA PERITONEAL PRIMARIA

El estudio de la variacion de cfDNA antes y después de la cirugia ha mostrado que el

valor de cfDNA115 presentd una disminucion significativa, mientras que cfDNA247 y la

integridad de cfDNA no presentaron diferencias significativas (tabla 5.22 y figura 5.8). Los BM

de referencia Ca-125 y HE4 han presentado reduccion significativa con la cirugia.

TABLA 5.22. Valoracion del efecto de la CPP sobre el valor de los BM.

‘ Biomarcador N Antes de cirugia Después de cirugia Nivel de p
Media = DT Media = DT

Ca125 20 467 + 499 51+65 <0,001*

HE4 13 606 + 974 100 + 104 <0,001*

cfDNA115 14 1,752 + 1,453 0,993 +1,043 <0,016*

cfDNA247 14 0,551 +0,258 0,409 £+ 0,233 0,180**

cfDNA-Int 14 0,395+0,184 0,529 + 0,284 0,119**

* Prueba no paramétrica de Wilcoxon; ** T-Student para muestras relacionadas
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FIGURA 5.8. Valoracion del efecto de la CPP sobre el valor de los BM.
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VALORACION DE LA INFLUENCIA DEL PRIMER CICLO DE QT

La comparacion de los valores antes y después del primer ciclo de QT no ha mostrado
reduccion significativa en ninguno de los valores de cfDNA. Solo presentaron disminucion
significativa los BM de referencia (figura 5.9 y tabla 5.23).

FIGURA 5.9. Valoracidn del efecto del primer ciclo de QT sobre el valor de los BM.
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Media = DT Media + DT
Ca 125 78 829+ 1725 599 + 1618 <0,001*
HE4 66 759 + 1193 375+ 657 <0,001*
cfDNA115 74 1,570 £1,149 1,450+1,371 0,116**
cfDNA247 74 0,563 £ 0,265 0,567 £0,422 0,938**
cfDNA-Int 74 0,488 + 0,206 0,481 £0,215 0,289**

* Prueba no paramétrica de Wilcoxon; ** T-Student para muestras relacionadas; QT= quimioterapia

VALORACION DE LA INFLUENCIA DE QTNA

La comparacién de los BM antes del primer ciclo de QT y antes de CDI solo se ha
realizado en 9 pacientes, sin presentar diferencias significativas en ninguno de los valores de
cfDNA (tabla 5.24 y figura 5.10). Hemos obtenido que la QTNA solo produce una reducciéon
significativa en el nivel de Ca-125 y HE4.

TABLA 5.24. Valoracion del efecto de la QTNA sobre el valor de los BM.

Biomarcador N En 12 ciclo QT (M0) Antes de CDI (M3) Nivel de p
Media = DT Media = DT

Ca125 40 1378 + 2260 265+ 517 <0,001*

HE4 39 1076 + 1380 263 + 382 <0,001*

cfDNA115 9 1,466 + 0,633 1,252+ 0,851 0,371**

cfDNA247 9 0,590 £ 0,230 0,424 + 0,198 0,080**

cfDNA-Int 9 0,424 +0,114 0,420+ 0,183 0,951**

* Prueba no paramétrica de Wilcoxon; ** T-Student para muestras relacionadas
QT= quimioterapia; CDI= cirugia de intervalo

FIGURA 5.10. Valoracion del efecto de QTNA sobre el valor de los BM.
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5.2.5. CORRELACION ENTRE LOS DIFERENTES BIOMARCADORES.

En este apartado, hemos analizado la correlacién entre los BM cuantitativos continuos
mediante la correlacién de Pearson y de Kendall. Se ha encontrado correlacién positiva entre
cfDNA115 y cfDNA247 (r=0,666), y una relacidn inversa entre cfDNA115 y la integridad de
cfDNA (r=-0,609). No ha habido correlacién de ningin parametro de cfDNA con los BM de
referencia. Cal25 y HE4 han mostrado correlacion positiva con un coeficiente r=0,42. (tabla
5.25). En la figura 5.11 se puede observar un grafico de dispersion de las correlaciones.

TABLA 5.25. Correlaciones entre los diferentes biomarcadores.

‘ cfDNA115 cfDNA247 Int-cfDNA Cal2s HE4
cfDNA115 1 0,666* -0,609* n.s. n.s.
cfDNA247 1 n.s. n.s. n.s.
Int-cfDNA 1 n.s. n.s.
Cal25 1 0,422**
HE4 1

Se muestran las correlaciones que han resultado positivas. * correlacion de Pearson ** correlacion Tau-b de Kendall
Int-cfDNA= integridad cfDNA; n.s.=no significativo

FIGURA 5.11. Grafico con la correlacion entre las variables continuas.
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Para el analisis de la relacion de CTC con el resto de BM, hemos comparado las medias
entre el grupo de CTC negativas y positivas, encontrando relacion significativa Unicamente con
el valor de HE4 (tabla 5.26). La media ha sido 718 + 1123 pmol/L en el grupo de CTC negativas
y 920 = 987 pmol/L para CTC positivas, con nivel de significacién p<0,044. El resto de BM no
muestra diferencias significativas. En el grafico 5.12 puede verse la representacién grafica de
los valores de los BM en funcién de positividad o no de CTC.

TABLA 5.26. Relacion de CTC con el resto de BM.

‘ Biomarcador CTC - CTC + Valor de p
cfDNA-115
N 61 19 0,463 *
Media + DT 1,621 +1,112 1,843 +1,234
Mediana (min — méx) 1,361 (0,185 - 6,365) 1,690 (0,564 —5,189)
cfDNA-247
N 61 19 0,708 *
Media = DT 0,588 + 0,284 0,562 £ 0,210
Mediana (min — max) 0,550 (0,109 — 1,637) 0,516 (0,309 — 0,936)
Integridad cfDNA
N 61 19 0,293 *
Media + DT 0,427 £0,151 0,382 +£0,191
Mediana (min — méx) 0,420 (0,150 - 0,830) 0,300 (0,120 - 0,820)
Ca 125
N 61 19
Media = DT 1001 + 1907 741 £ 690 0,419 **
Mediana (min — méx) 409 (11 -11364) 539 (83 —2408)
HE4
N 56 18 < 0,044 **
Media = DT 718 £ 1123 920 + 987

Mediana (min — méx)

238 (45 —-4957)

435 (106 — 3718)

* T-Student; ** Test no paramétrico; CTC -: CTC con valor negativo; CTC +: CTC con valor positivo
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FIGURA 5.12. Grafico de cajas de los BM en funcién de CTC.
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5.2.6. VALORACION DEL VALOR PREDICTIVO DE RESPUESTA DE LOS

BIOMARCADORES.

5.2.6.1. VALOR PREDICTIVO RESPECTO A LA RESPUESTA A QUIMIOTERAPIA NEOADYUVANTE.

Se han incluido las 44 pacientes con enfermedad avanzada (estadio IIB-1V) en donde se

ha indicado tratamiento con QTNA y CDI. Se analiza el valor basal y la reduccién tras el primer

ciclode QT.

Valor predictivo del nivel basal del BM

La comparacion de medias de los niveles basales de los BM entre los grupos respuesta

y no respuesta nos ha mostrado que sélo el cfDNA115 se relaciona de forma significativa con
respuesta a QTNA (tabla 5.27 y figura 5.13). Un valor menor de cfDNA115 es predictivo de
respuesta a QTNA (p <0,019).

TABLA 5.27. Valor predictivo del nivel basal de los BM respecto a la respuesta a QTNA.

Biomarcador Respuestat No respuesta : Valor de p
cfDNA115

N 34 9

Media = DT 1,398+ 0,816 2,195+ 1,072 <0,019 *
Mediana (min — méx) 1,298 (0,185 - 4,407) 2,321 (0,564 - 3,696)

cfDNA247

N 34 9

Media = DT 0,523 +0,212 0,758 £ 0,422 0,139 *
Mediana (min — méx) 0,504 (0,109 — 0,986) 0,661 (0,309 — 1,637)

Integridad cfDNA

N 34 9

Media = DT 0,424 £ 0,145 0,371+0,111 0,313 *
Mediana (min — max) 0,405 (0,14 -0,77) 0,370 (0,23 -0,55)

Ca 125

N 35 9

Media = DT 1509 + 2384 763 +719 0,673 **
Mediana (min — max) 576 (18 —11364) 645 (78 — 2465)

HE4

N 34 9

Media = DT 1000 + 1253 1447 + 1545 0,455 **
Mediana (min — max) 550 (86 —4957) 1100 (90 — 4879)

* T-Student; ** Test no paramétrico

t . kS . s
Respuesta= respuesta completa + respuesta parcial; * No respuesta= enfermedad estable + progresion.
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FIGURA 5.13. Valor predictivo del nivel basal de los BM respecto a la respuesta a QTNA.
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Valor predictivo de la reduccién del BM tras un ciclo de QT

Se han incluido 41 pacientes para el analisis. Primero se ha estudiado el valor

predictivo de la reduccion del nivel de cfDNA respecto a un ciclo de QT. La comparacion de las

medias del porcentaje de reduccién no ha mostrado diferencias respecto a ningin cfDNA

(tabla 5.28). Un hecho a destacar es que en las pacientes que no han respondido a QTNA la

media de cfDNA115 ha aumentado, aunque no alcanza la significacion. La media en el caso de

cfDNA247 y la integridad de cfDNA ha aumentado en los dos. De los BM de referencia, ambos
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han disminuido su valor en los dos grupos, pero solo una mayor reduccion de HE4 se ha
relacionado de forma significativa con respuesta a QTNA (p < 0,38).

TABLA 5.28. Valor predictivo de la reducciéon de los BM tras un ciclo de tratamiento respecto a la
respuesta a QTNA.

Biomarcador N RespuestaT N No respuesta £ Nivel de p
Media reduccion + DT Media reducciént DT

cfDNA115 31 0,14+ 75 9 -19+114 0,833**

cfDNA247 30 -18 + 106 9 -30+ 132 0,973**

cfDNA-Int 31 -23+68 9 -22+43 0,859**

Ca125 33 36+33 8 32+24 0,599**

HE4 31 45 +31 7 13+£53 <0,038*

Se muestra la media del porcentaje de reduccién del BM y la desviacion tipica (DT) entre el valor basal y tras un

ciclo de QTNA. * T-Student; ** Test no paramétrico

t . kS . s
Respuesta= respuesta completa + respuesta parcial; * No respuesta= enfermedad estable + progresion.

Valor predictivo de la presencia de CTC

El analisis del valor de la presencia de CTC respecto a la respuesta a QTNA no ha
mostrado diferencias significativas (p 0,479), es decir, la presencia de CTC no es predictivo de
respuesta a QTNA (tabla 5.29).

TABLA 5.29. Valor predictivo de CTC respecto a la respuesta a QTNA.

Respuesta)r No respuesta : Total RR Valor de p
(1IC 95%)
CTC
CTC negativas 25 (80,6%) 6 (19,4%) 31 (100%) 1,152 0,479
CTC positivas 7 (70,0%) 3(30,0%) 10 (100%) (0,741-1,790)
Total 32 9 41

T . 4 .z
Respuesta= respuesta completa + respuesta parcial; * No respuesta= enfermedad estable + progresion.

Andlisis multivariante

Para el estudio multivariante hemos valorado la capacidad predictiva del nivel basal de
cfDNA115 en funcidn de las variables clinicas que presentaron relacion significativa con la
respuesta final. Se han incluido un total de 43 pacientes. Tras el analisis multivariante, el tipo
histolégico Il de Kurman y un nivel basal bajo de cfDNA115 son las dos Unicas variables con
valor predictivo estadisticamente significativo (tabla 5.30).

TABLA 5.30. Analisis multivariante de los factores relacionados con respuesta a QTNA.
Caracteristica clinica: Valor de p OR (IC 95%)

Respuesta a QT neoadyuvante

Ausencia o leve presencia de ascitis 0,213
Grado histoldgico 2-3 0,548
Tipo histoldgico Il de Kurman < 0,026 9,318 (1,309 - 66,353)
Nivel basal de cfDNA115 bajo < 0,041 2,535 (1,040 - 6,179)
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5.2.6.2. VALOR PREDICTIVO DE RESULTADO OPTIMO DEL VALOR PREVIO A CIRUGIA.

Se han incluido 52 pacientes con enfermedad avanzada (estadio 1IB-IV) que fueron

intervenidas con intencion radical, tanto cirugia primaria como de intervalo (tabla 5.31 y figura

5.14).

Los resultados obtenidos muestran que el nivel de integridad de cfDNA ha sido el Unico

valor de cfDNA que se ha sido predictivo de resultado éptimo de cirugia peritoneal. De los BM

de referencia sélo HE4 ha mostrado relacidn significativa con cirugia éptima. El valor de Ca-125
muestra diferencia de 564 Ul/mL en R1-2 frente a 187 Ul/mL en cirugia RO, pero esta
diferencia no ha alcanzado la significacidon en nuestra serie (p 0,094).

TABLA 5.31. Valor predictivo de resultado 6ptimo del valor previo a cirugia de los BM.

‘ Biomarcador Resultado RO Resultado R1-2 Valor de p
cfDNA115
N 21 7 0,254 **
Media = DT 1,407 £0,730 1,603 £ 2,135
Mediana (min — méx) 1,286 (0,34 -2,73) 0,942 (0,40 - 6,36)
cfDNA247
N 21 7 0,381 *
Media = DT 0,467 £ 0,176 0,556 + 0,349
Mediana (min — méx) 0,462 (0,16 —0,76) 0,412 (0,27 —1,29)
Integridad cfDNA
N 21 7 < 0,050 *
Media = DT 0,387 £ 0,156 0,544 £ 0,224
Mediana (min — méx) 0,420 (0,19-0,73) 0,640 (0,20 - 0,83)
Ca 125
N 40 12
Media = DT 187 £ 313 564 +721 0,094 **
Mediana (min — méx) 55 (10— 1436) 202 (24 - 1877)
HE4
N 36 11 < 0,021 **
Media = DT 205 + 326 465 £ 525

Mediana (min — méx)

94 (16 — 1884)

331 (69 —1875)

* T-Student; ** Test no paramétrico

FIGURA 5.14. Valor predictivo del nivel de los BM respecto al resultado éptimo de cirugia.
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FIGURA 5.14. (continuacién)
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En el diagrama de cajas se muestra el minimo, primer cuartil, mediana, tercer cuartil y maximo.

Posteriormente, hemos realizado el estudio del valor predictivo de la presencia de CTC
respecto de cirugia dptima (tabla 5.32). Hemos analizado a 53 pacientes con estadio avanzado
intervenidos de CPP o CDI, mostrando que la presencia de CTC tiene tendencia a predecir un
resultado de cirugia éptima RO, pero sin alcanzar la significacion (p 0,066).

TABLA 5.32. Valor predictivo de CTC respecto a cirugia 6ptima RO.

Cirugia RO Cirugia R1-2 Total RR Valor de p
(IC95%)
CTC positivas 8 (100,0%) 0(0,0%) 8 (100,0%) 1,452 0,066
CTC negativas 31 (68,9%) 14 (31,1%) 45 (100,0% (1,193 -1,767)
Total 39 14 53

Andlisis multivariante

En el analisis multivariante hemos analizado las variables clinicas junto con los BM que
han resultado significativos en el univariante. Se han podido analizar 40 pacientes con estadio
avanzado en las que se ha realizado CPP o CDI. El resultado muestra las dos Unicas variables
predictivas de cirugia RO que se mantienen son un PCl £ 12 y un nivel de albumina mayor o
igual de 3,5 gr/dL (tabla 5.33). La mayor asociacion la presenta el valor del PCI quirurgico con
una OR de 77,857 (p< 0,002). No se ha incluido el valor de la integridad de cfDNA por el escaso
numero de eventos resultante.
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TABLA 5.33. Analisis multivariante del valor predictivo de resultado quirirgico éptimo RO.

Caracteristica clinica Valor de p OR (IC 95%)
IMC menor de 25 0,064 3,838 (0,923 - 15,963)
ECOG 0-1 0,778
Ausencia de ascitis o leve 0,508
Ausencia de omental cake 0,735
PCl <12 < 0,002 77,857 (4,864 — 1246,164)
Albumina < 3,5 gr/dL < 0,042 0,063 (0,004 — 0,903)
Nivel de HE4 antes de la cirugia 0,479
Presencia de CTC positivas 0,259

OR= odds ratio; IC 95%=intervalo confianza 95%

5.2.6.3. VALOR PREDICTIVO RESPECTO A LA RESPUESTA TUMORAL FINAL.

Se han incluido 71 pacientes con enfermedad avanzada (estadio IIB-IV) en donde es
valorable la respuesta final. Se han desestimado las pacientes con pérdida de seguimiento, las
fallecidas por otra causa en las que no ha podido valorarse la respuesta y las pacientes que aun
estan en tratamiento. Se analiza el valor basal y el valor post-quirurgico del BM.

Valor predictivo del nivel basal del BM

La comparacion de medias de los niveles basales de los BM entre los grupos respuesta
y no respuesta muestra que no hay diferencias significativas en ningin BM (tabla 5.34). Por lo
tanto, en nuestra serie el nivel basal de los BM no presenta valor predictivo de la respuesta
tumoral al finalizar el tratamiento con quimioterapia y cirugia.

TABLA 5.34. Valor predictivo del nivel basal de los BM respecto a la respuesta final.

Biomarcador Respuesta No respuesta Valor de p
cfDNA115

N 54 15

Media = DT 1,502 £ 0,964 1,733+1,124 0,430 *
Mediana (min — méx) 1,333 (0,185 - 5,189) 1,738 (0,408 - 3,438)

cfDNA247

N 54 15

Media = DT 0,539 +0,251 0,597 £ 0,290 0,453 *
Mediana (min — méx) 0,514 (0,109 - 1,637) 0,648 (0,176 —1,221)

Integridad cfDNA

N 54 15

Media = DT 0,421 +0,158 0,423 £0,195 0,967 *
Mediana (min — méx) 0,425 (0,12 -0,83) 0,380 (0,23 -0,99)

Ca 125

N 56 15

Media = DT 886 + 2870 1234 + 2879 0,844 **
Mediana (min — max) 415 (11 - 8964) 335(29-11364)

(continda)
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TABLA 5.34. (continuacién)

Biomarcador Respuestat No respuesta : Valor de p
HE4
N 53 15
Media = DT 798 +£1153 966 + 1361 0,684 **
Mediana (min — max) 356 (45 —4957) 160 (52 — 4879)

* T-Student; ** Test no paramétrico
' Respuesta= respuesta completa + respuesta parcial; *No respuesta= enfermedad estable + progresion.

En la figura 5.15 podemos ver graficamente en un diagrama de cajas la ausencia de
diferencias entre los valores basales de los BM en funcién de presentar respuesta tumoral o no
tras finalizar el tratamiento.

FIGURA 5.15. Valor predictivo del nivel basal de los BM respecto a la respuesta final.
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En el diagrama de cajas se muestra el minimo, primer cuartil, mediana, tercer cuartil y maximo.
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Valor predictivo del valor post-quirargico de los BM

Ningun valor de cfDNA tras cirugia ha sido predictivo de respuesta final. El Unico BM
gue presenta valor predictivo ha sido Ca-125 (p< 0,001) (tabla 5.35).

TABLA 5.35. Valor predictivo del nivel tras cirugia de los BM respecto a la respuesta final.

Biomarcador Respuestat No respuesta : Valor de p
cfDNA115

N 45 5

Media = DT 1,187 + 0,898 1,610+1,711 0,370 *
Mediana (min — max) 0,882 (0,214 — 4,462) 1,016 (0,607 — 4,648)

cfDNA247

N 45 5

Media = DT 0,430 +0,210 0,446 + 0,366 0,881 *
Mediana (min — méx) 0,386 (0,141 —1,092) 0,306 (0,197 — 1,092)

Integridad cfDNA

N 45 5

Media = DT 0,448 £0,214 0,314 £ 0,058 0,174 *
Mediana (min — méx) 0,380 (0,17 -1,18) 0,320(0,23-0,39)

Ca 125

N 52 6

Media + DT 51+62 533 +522 < 0,001 **
Mediana (min — max) 31 (5-347) 386 (34 —1534)

HE4

N 45 6

Media = DT 84 + 65 215+ 216 0,128 **
Mediana (min — max) 64 (43 —431) 124 (48 — 594)

T . 4 .z
Respuesta= respuesta completa + respuesta parcial; * No respuesta= enfermedad estable + progresion.

El estudio de la relacién de la respuesta con una reduccion mayor del 50% da similares
resultados, siendo significativo sélo con HE4 (RR 1,376, p<0,022). El resto de BM muestran
diferencias no significativas.

Valor predictivo de la presencia de CTC

El analisis de la presencia de CTC respecto a la respuesta final se ha realizado sobre 65
pacientes, no encontrando diferencias significativas en la distribucién (tabla 5.36). Por lo tanto,
la presencia de CTC no presenta valor predictivo de respuesta al finalizar el tratamiento.

TABLA 5.36. Valor predictivo de CTC respecto a la respuesta final.

Respuesta)r No respuesta : Total RR Valor de p
(IC 95%)
CTC
CTC negativas 40 (76,9%) 12 (23,1%) 52 (100%) 0,909 0,546
CTC positivas 11 (84,6%) 2 (15,4%) 13 (100%) (0,690 -1,197)

Total 51 14 65

T . 4 .z
Respuesta= respuesta completa + respuesta parcial; * No respuesta= enfermedad estable + progresion.
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Andlisis multivariante

Para el andlisis multivariante se ha incluido el valor post-quirdrgico de Ca-125 y las
variables clinicas enfermedad primaria, ausencia o leve presencia de ascitis, PCl menor o igual
a 12 y el resultado dptimo de cirugia (tabla 5.37). El estudio se ha realizado sobre 56 pacientes.
Hemos obtenido que solo el valor de Ca-125 post-quirdrgico presenta valor predictivo de
respuesta final de forma significativa. El modelo actual explica el resultado en un 82,4% (test
de Nagelkerke). No se ha incluido la variable respuesta a QTNA debido a que obtenemos
resultados no validos.

TABLA 5.37. Analisis multivariante de los factores relacionados con respuesta final.
Caracteristica clinica: Valor de p OR (IC 95%)
Respuesta al finalizar el tratamiento

Enfermedad primaria 0,884
Ausencia de ascitis o leve 0,539
PCl menor/igual a 12 0,598
Resultado de cirugia RO 0,411
Ca 125 post-quirurgico 0,032 1,026 (1,002 - 1,050)

OR= odds ratio; IC95%= intervalo de confianza del 95%
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5.2.7. VALORACION DEL VALOR PRONOSTICO DE LOS BIOMARCADORES.

5.2.7.1. VALOR PRONOSTICO DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE PROGRESION (SLP).

Para el andlisis de la SLP hemos incluido a todas las pacientes menos los 2 casos de
pérdida de seguimiento tras el inicio de QT (tabla 5.38 y figura 5.16-17). Mediante la aplicacién
de curva ROC se han calculado los niveles de corte de los BM que maximiza la discriminacion
de recaida (figura 5.16 y tabla 5.38).

FIGURA 5.16. Area bajo la curva de los BM respecto a SLP.
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TABLA 5.38. Valores de ROC, sensibilidad y especificidad de los BM para SLP.

Biomarcador Valor de corte Sensibilidad Especificidad
cfDNA115 0,544 (0,411 -0,678) 1,633 54,1% 70,7%
cfDNA247 0,575 (0,447 — 0,704) 0,569 54,1% 63,4%
cfDNA-Int 0,509 (0,380 - 0,639) 0,425 45,9% 51,2%
Ca125 0,451 (0,322 - 0,580) 497,5 45,9% 48,8%
HE4 0,541 (0,410-0,671) 376,0 45,9% 51,2%

cfDNA se calcula en ng/mcL; Ca-125 en U/mL, HE4 en pmol/L.

Con estos valores de corte se ha realizado el analisis univariante de los valores basales,
gue ha mostrado que cfDNA115 y cfDNA247 son factores prondsticos de SLP (tabla 5.39 y
figura 5.17). Sin embargo, ni la integridad de cfDNA ni la presencia de CTC han tenido
capacidad pronéstica. Respecto a la disminuciéon de BM con el primer ciclo de QT, una
reduccion de la integridad de cfDNA mayor de 50% ha sido factor de mal prondstico: 4 de las 5
pacientes que han presentado este valor han progresado.
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Respecto a los BM de referencia, los valores basales no han presentado valor
prondstico, pero si la reduccion de un 50% del valor de Ca-125 y HE4.

TABLA 5.39. Valor prondstico de los BM respecto a la SLP.

Biomarcador Media IC 95% Log-rank Valor de p
eventos (estimacién

en meses)

NIVELES BASALES DE BIOMARCADORES

cfDNA 115

Menor/igual a valor de corte 50 17 18,0 14,4-21,6

Mayor a valor de corte 34 20 10,0 7,5-12,5 7,233 < 0,007
cfDNA 247

Menor/igual a valor de corte 45 17 17,3 13,6 - 20,9

Mayor a valor de corte 39 20 11,1 8,2-14,0 4,029 < 0,045
Integridad cfDNA

Menor/igual a valor de corte 42 20 14,4 10,9-18,0

Mayor a valor de corte 42 17 15,2 11,4-19,1 0,652
CTC

CTC negativa 61 25 15,9 12,8-19,0

CTC positiva 18 8 13,0 7,6-18,3 0,526
Ca 125

Menor/igual a valor de corte 45 20 15,5 11,8-19,1

Mayor a valor de corte 41 17 15,1 11,5-18,8 0,875
HE4

Menor/igual a valor de corte 42 20 13,1 9,9-16,3

Mayor a valor de corte 38 17 15,9 12,2-19,7 0,425
cfDNA 115

Reduccién mayor a 50% 13 4 17,6 11,7-23,5

Reduccion < 50% 60 28 14,9 11,9-17,9 0,516
cfDNA 247

Reduccién mayor a 50% 12 3 11,8 9,6 -13,9

Reduccién < 50% 60 28 15,2 12,1-18,3 0,341
Integridad cfDNA

Reduccién mayor a 50% 5 4 6,4 2,8-10,0

Reduccién < 50% 68 28 16,0 13,1-19,0 3,885 <0,049
Ca 125

Reduccién mayor a 50% 40 9 20,9 17,0-24,7

Reduccién < 50% 38 26 10,8 8,1-13,6 11,233 <0,001
HE4

Reduccién mayor a 50% 27 8 18,0 13,1-22,9

Reduccién < 50% 43 25 12,7 9,5-16,0 4,749' <0,029

Los valores de cfDNA se han comparado en funcidn de la mediana. Ca-125 se ha comparado en funcién del valor
500 U/mLy HE4 respecto al valor 400 pmol/L.
"Test de Breslow
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FIGURA 5.17. Curvas de SLP en funcidn del valor basal de los BM.
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En la figura 5.18 se aprecia la divergencia de las curvas SLP en funcién de la reduccién

mayor de un 50% tras un ciclo de QT respecto al valor basal de la integridad de cfDNA, Ca-125
y HE4.
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FIGURA 5.18. Curvas de SLP en funcion de la reduccion del valor del BM tras un ciclo de QT.
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Solo se muestran las curvas de los BM con diferencias significativas.

Anadlisis multivariante

Para el anadlisis multivariante mediante regresién de Cox se han valorado los nuevos
BM que han resultado significativos respecto a las variables clinicas. Al cierre de la base de
datos solo han ocurrido 14 recaidas evaluables por todos los parametros. El resultado muestra
que han sido factores prondsticos positivos de forma significativa un PCI menor/igual a 12, la
respuesta a QTNA y una disminucién de la integridad de cfDNA menor del 50% (tabla 5.40). En
nuestra serie hemos obtenido que presentar una disminucién de la integridad mayor de 50%
supone un 99% de probabilidad de presentar peor SLP. En el andlisis no se han incluido los
ganglios linfaticos afectos en el estudio patolégico debido al bajo numero de pacientes

resultante.

TABLA 5.40. Analisis multivariante del valor pronéstico de supervivencia libre de progresion.

‘ Caracteristica clinica Valor de p HR (IC 95%)
Estadio tumoral 0,213
Ausencia de omental cake 0,655
Resultado de cirugia 0,655
PCl menor/igual de 12 < 0,001 8,335 (2,370 - 29,311)
Respuesta a QTNA < 0,002 16,074 (2,781 — 92,891)
Reduccion de la integridad de cfDNA mayor de 50% < 0,020 0,027 (0,001 - 0,560)
cfDNA115 0,693
cfDNA247 0,253
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5.2.7.2. VALOR PRONOSTICO DE SUPERVIVENCIA GLOBAL (SG).

Se han valorado un total de 86 pacientes para el estudio de SG, habiendo censurado
solo las dos pacientes perdidas de seguimiento. Primero se ha realizado analisis de curva ROC
para establecer el valor de la variable que maximice el drea bajo la curva (grafico 5.19 y tabla
5.41).

GRAFICO 5.19. Area bajo la curva de los BM respecto a SG.
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TABLA 5.41. Valores de ROC, sensibilidad y especificidad de los BM para SG.

Biomarcador Valor de corte Sensibilidad Especificidad
cfDNA115 0,569 (0,406 — 0,732) 1,703 60,0% 70,7%
cfDNA247 0,590 (0,430 -0,730) 0,651 55,0% 74,1%
cfDNA-Int * 0,492 (0,344 - 0,639)

cfDNA-Int ** 0,517 (0,371 -0,663) 0,405 56,3% 60,0%
Ca125 0,540 (0,401 -0,679) 497,5 60,0% 55,2%
HE4 0,597 (0,452 - 0,742) 309,0 60,0% 50,0%

cfDNA se calcula en ng/mcL; Ca-125 en U/mL, HE4 en pmol/L.
* No se calcula el valor debido a que presenta un AUC menor de 0,5.
** Calculo de cfDNA-Int para el valor no cancer.

Con estos valores de corte se ha realizado el analisis univariante de los valores basales,
gue ha mostrado que cfDNA115 y cfDNA247 son factores prondsticos de SG (tabla 5.42 y figura
5.20). Un nivel mayor que el valor de corte ha supuesto una disminucién de la SG de 6 y 7
meses respectivamente. La presencia de CTC también ha presentado valor prondstico,
pasando la SG de 19,8 a 30,4 meses en caso de positividad o ausencia, respectivamente.
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Respecto a la disminucién de cfDNA con el primer ciclo de QT, ninguno de sus valores
ha presentado valor prondstico. La reduccion de la integridad de cfDNA mayor de 50% no ha
sido factor de mal prondstico de SG, pero sélo ha presentado hasta la fecha 2 fallecimientos de
las 5 pacientes que presentan ese valor.

Respecto a los BM de referencia, ninguno de los valores basales ni la reduccion con la
QT han presentado valor prondstico.

TABLA 5.42. Valor pronéstico de los BM respecto a la SG.

Biomarcador Media IC 95% Log-rank Valor de p
eventos (estimacién

en meses)

cfDNA 115

Menor/igual a valor de corte 53 8 28,7 25,5-32,0

Mayor a valor de corte 31 12 22,5 16,3 - 28,8 7,308 < 0,007
cfDNA 247

Menor/igual a valor de corte 55 9 28,4 25,3-31,6

Mayor a valor de corte 29 11 21,1 14,2 - 28,0 8,707 <0,003
Integridad cfDNA

Menor/igual a valor de corte 40 12 21,2 17,7-24,7

Mayor a valor de corte 44 8 30,3 25,7-35,0 0,178
CTC

CTC negativa 60 10 30,4 26,5-34,3

CTC positiva 17 6 19,8 12,7-26,9 4,649 <0,031
Ca 125

Menor/igual a valor de corte 45 8 28,1 24,5-31,7

Mayor a valor de corte 41 12 25,3 19,8-30,7 0,123
HE4

Menor/igual a valor de corte 38 8 26,7 22,4-31,0

Mayor a valor de corte 42 12 26,3 21,2-31,4 0,473
cfDNA 115

Reduccién mayor a 50% 13 3 19,5 14,3-24,8

Reduccién < 50% 60 14 28,9 25,0-32,9 0,622
cfDNA 247

Reduccién mayor a 50% 12 2 16,2 14,6 -17,9

Reduccién < 50% 60 15 26,1 22,7-29,4 0,436
Integridad cfDNA

Reduccién mayor a 50% 5 2 20,8 11,8-29,8

Reduccién < 50% 68 15 28,9 25,1-32,8 0,559
Ca 125

Reduccién mayor a 50% 40 6 27,0 22,9-31,1

Reduccién < 50% 38 12 27,2 22,3-32,1 0,363
HE4

Reduccién mayor a 50% 27 5 26,7 21,6-31,9

Reduccién < 50% 43 13 26,3 21,3-31,3 0,263

1C95%= intervalo de confianza del 95%
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FIGURA 5.20. Curvas de supervivencia global en funcion del valor basal de los BM.
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En la figura 5.21 podemos observar las graficas de SG de la reduccion mayor del 50%

sobre los valores de cfDNA. Ninguno ha presentado poder prondstico de forma significativo.

FIGURA 5.21. Curvas de SG en funcion de la reduccion del valor del BM tras un ciclo de QT.
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Analisis multivariante de supervivencia global

los factores que en nuestra serie han influido sobre la SG en el univariante, incluyendo
variables clinicas y de BM. Para la inclusiéon de todas las variables, el analisis se ha podido
realizar sobre 37 pacientes, habiendo ocurrido solo 9 eventos. No se ha incluido la respuesta a

Por ultimo, hemos realizado estudio multivariante mediante regresién de Cox de todos

QTNA ni la sensibilidad a platino por el bajo numero de eventos resultante.

5.43).

148

El resultado nos muestra que sélo un valor de PCl menor/igual a 12 es el que mantiene
un valor pronéstico significativo de SG, con HR 0,068 (IC-95% 0,008 — 0,557; p < 0,012) (tabla




Resultados

TABLA 5.43. Analisis multivariante del valor pronéstico de supervivencia global.
‘ Caracteristica clinica Valor de p HR (IC 95%)

Ausencia ascitis o leve 0,253
Ausencia de omental cake 0,360
Respuesta al finalizar el tratamiento 0,215
Nivel de albiumina normal 0,616
Nivel de hemoglobina normal 0,494
PCl mayor de 12 <0,012 0,068 (0,008 — 0,557)
CTC negativas 0,358
cfDNA115 0,814
cfDNA247 0,664
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6.1. CARACTERISTICAS CLiINICAS DE LOS SUJETOS INCLUIDOS

En los Ultimos afios ha habido un creciente interés en el estudio de células tumorales
circulantes (CTC) y ADN libre circulante (cfDNA) como nuevos biomarcadores (BM) en los
procesos neoplasicos. En carcinoma epitelial de ovario (CEO) los estudios han sido pequefios y,
la mayoria de veces, con resultados contradictorios. Nuestro trabajo pretende aclarar su papel
predictivo y prondstico en esta patologia.

El estudio se ha desarrollado en dos centros hospitalarios de la Region de Murcia
durante 38 meses, habiendo incluido un total de 88 pacientes. Este tamafio muestral supone el
tercer mayor estudio de cfDNA en pacientes con CEO que se ha comunicado, quedando por
detras de Kamat et al**® con 164 pacientes y Steffensen et al**’ con 144 pacientes. En relacion
a CTC, corresponderia al 82 estudio en orden de tamafio.

6.1.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA MUESTRA
PACIENTES

El analisis de las caracteristicas clinicas de nuestra serie nos muestra una poblacién de

. .. . . 5, 104, 130, 148, 158, 143,353
pacientes similar a otros trabajos publicados >~

, ¥ que refleja la actividad
habitual de nuestras consultas. Solo ha habido ciertas diferencias que comentamos a
continuacién.

158, 353
.E

El indice de masa corporal (IMC) ha sido mayor al de otras series publicadas n

nuestro estudio la mayoria de pacientes ha presentado sobrepeso y hasta un tercio de ellas

obesidad, segun la definiciones de la Organizacién Mundial de la Salud***

. Varios estudios y un
meta-analisis han relacionado la obesidad y el sobrepeso con mayor riesgo de CEO*. El que
hallamos presentado mayor IMC puede estar condicionado por el alto indice de sobrepeso y
obesidad que presenta la poblacién de la Regidn de Murcia®® y porque un criterio de inclusion
de nuestro trabajo fuera el presentar CEO avanzado, que suele conllevar aumento del
perimetro abdominal y mayor IMC.

. . 104, 148, 158, 347
El estado general ECOG ha sido globalmente peor que en otras series™ = >, con

un 22,7% que han presentado un ECOG 2-3. Esto puede deberse a que en nuestro estudio no
se exigiera el requisito de presentar un buen estado general, que suele ser habitual para

. . . 104, 150
participar en los ensayos clinicos™ -

. Se precisaba solo que la paciente fuera candidata a
recibir QT. Este aspecto ha conllevado que mas pacientes de la practica clinica habitual

pudieran participar en el estudio y, con ello, mayor afectacién del estado general.

En relacion al tratamiento de las pacientes en fases avanzadas, éste suele ser una
combinacion de cirugia peritoneal completa y quimioterapia basada en compuestos de platino.
No obstante, existe controversia en relacién a la mejor secuencia de tratamiento™.
Clasicamente se ha indicado cirugia peritoneal primaria (CPP) y quimioterapia (QT) adyuvante
posterior, pero en la ultima década cuatro estudios prospectivos y un metanalisis, comparando
esta secuencia con la de QT neoadyuvante (QTNA) y cirugia de intervalo (CDI), han mostrado
similares resultados de eficacia pero con una menor morbilidad en la CDI, por lo que la

134-138

aplicacién de este planteamiento terapéutico esta aumentando . Pese a estos resultados,
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en algunas guias se sigue recomendando CPP y QTA si es factible''®

. En la guia americana
conjunta del afio 2016 de la Sociedad de Ginecologia Oncoldgica y la Sociedad Americana de
Oncologia Médica, se sugiere realizar QTNA y CDI en aquellas pacientes con alto riesgo
perioperatorio y cuando haya baja probabilidad de alcanzar un resultado éptimo RO; en las
situaciones en donde la paciente presente buen estado general y enfermedad potencialmente
resecable, la guia recomienda valorar entre ambas opciones, CPP o QTNA, sin predominio de
una sobre la otra™. En nuestro estudio, tras ser valorada en comité de tumores ginecoldgicos
y carcinomatosis, el plan de tratamiento inicial de las pacientes ha sido principalmente el uso
de QTNA y CDI, en un 56,8%. En estos resultados influyen de forma importante el hecho que
un 20% de pacientes incluidas fueran por recaida tumoral y que un 22,7% presentaran un
estado general ECOG 2-3.

Respecto al procedimiento quirdrgico, en las ultimas guias se ha considerado cirugia

110, 118,131 .
'~ =7 En nuestro estudio

Optima como aquella sin enfermedad residual, Ilamada cirugia RO
fue considerada cirugia RO en el 77,3% de las pacientes, lo que indica una alta calidad de la
cirugia peritoneal realizada en nuestro centro. En otras series publicadas el resultado de

. . . . 104, 130, 353
cirugia optima RO ha sido menor =~~~

. En este alto porcentaje alcanzado en nuestra serie,
influye la alta cualificacion de nuestro equipo quirdrgico como lugar de referencia de cirugia
peritoneal y el alto porcentaje de CDI realizadas en nuestro centro. Esto esta en concordancia
con los resultados reportados en el brazo de CDI de los estudios de EORTC-55971%** y
CHORUS™?, en los que alcanzaron porcentajes mayores de cirugia éptima que en el brazo de

CPP.

Variables de seguimiento.

El acontecimiento de eventos esta limitado por el corto seguimiento de nuestra serie
al cierre de la base de datos. Atendiendo a las recaidas tumorales presentadas hasta la fecha,
hemos obtenido un porcentaje de pacientes resistentes y refractarios a platino mas elevado de
lo esperado. Esta mayor tasa puede deberse al hecho de haber incluido pacientes en recaida,
incluso 3 de ellas ya eran platino-resistentes a su inclusién, y porque en 35 pacientes la
sensibilidad todavia no ha sido valorable, debido principalmente a que aun no han pasado 6
meses desde que finalizaron el tratamiento con QT. Un seguimiento mas prolongado podria
modificar estos resultados.

Hemos tenido 4 muertes durante el tratamiento, un 4,5% de todas las pacientes,
siendo 2 de ellas por complicaciones post-quirdrgicas, 1 por episodio de TEP fulminante tras
iniciar QTNA y la otra paciente de causa no aclarada mientras recibia QTNA. Este porcentaje ha
sido mayor que otras series publicadas, en donde hay descrita una mortalidad de 2,5-6% en el
brazo de CPP y de 0,7-1% en el brazo de CDI™****. Con la intencién de hallar factores clinicos
gue nos expliquen esta alta mortalidad, hemos vuelto a analizar estas pacientes, encontrando
relacion solo con un estadio IlIC, presente en las 4, y con la presencia de ascitis severa,
omental cake e histologia tipo Il de Kurman que se ha dado en 3 de las pacientes. En las dos
pacientes intervenidas se realizé CDI, presentando un indice de carcinomatosis peritoneal (PCl)
de 22y 17, lo que puede influir en su evolucién®>.
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6.1.2. COMPARACION DE EDAD Y PARAMETROS ANALITICOS ENTRE PACIENTES Y GRUPO
CONTROL.

277, 289, 342, 347, 349
. Enla

La edad de las pacientes ha sido similar a las series publicadas
muestra de pacientes ha sido significativamente mayor que en el grupo control, aunque esta
diferencia solo fue respecto al grupo de tumores benignos. Los controles sanos han
presentado edad similar al grupo pacientes, pues fueron voluntarias seleccionadas bajo ese
criterio. En el grupo de tumores benignos ha habido una edad media menor debido a la mayor

prevalencia de tumores benignos en pacientes jévenes.

Respecto a los parametros analiticos generales, la muestra pacientes ha presentado
diferentes niveles de forma significativa de todas las variables. Han habido valores mas bajos
de albumina y de Hb, y mds elevados de LDH, PMN y plaquetas, reflejando la influencia
sistémica del CEO con deterioro de pardmetros relacionados con el estado general y también
considerados como reactantes de fase aguda. Esto indica un mayor estrés inflamatorio general
en el grupo de pacientes, justificado por el proceso neoplasico. De hecho, ninguna de estas
variables ha presentado diferencias entre el grupo de tumores benignos y el de sujetos sanos.
Esto nos sugiere que se podria considerar al CEO como un proceso inflamatorio sistémico y no
solo peritoneal.

6.1.3. ANALISIS UNIVARIANTE DEL VALOR PREDICTIVO DE LAS VARIABLES CLINICAS.

Un aspecto de suma importancia es analizar los factores predictivos de respuesta para
seleccionar el tratamiento mas adecuado a cada paciente, pues determinara su evolucion
clinica posterior. En la literatura se han descritos numerosos factores clinicos predictivos, tanto

57, 59, 135, 143, 144,356

de respuesta a quimioterapia como de cirugia éptima . En la base a una

« ey . 140
revision de estas variables, Mark et al

establecen 5 categorias de pacientes en estadio Il
para sugerir CPP o QTNA, en funcién de la mejor respuesta esperable: en las dos primeras
categorias el tumor se localiza en la pelvis, recomendando CPP; en la categoria 3, el tumor se
localiza en el abdomen superior pero sin ascitis masiva ni precisar reseccion digestiva,
recomendando CPP; en la categoria 4 es similar a la 3 pero precisando reseccion digestiva,
recomendando CPP pero en caso de bajo ECOG o edad avanzada valorar QTNA; y en la

categoria 5 presenta afectacion peritoneal importante, recomendando QTNA.

En nuestro estudio hemos obtenido una serie de factores predictivos que pasamos a
comentar.

La respuesta a QTNA ha sido el factor predictivo que ha presentado la mayor fuerza de
asociacién con la respuesta tumoral tras completar el tratamiento. Es evidente que en las
pacientes que tengan progresion tumoral durante la QTNA se desestimara la cirugia de

. . . . s 48, 60
intervalo, implicando una enfermedad refractaria a QT con muy mal prondstico™ ™. L

a
limitacidén a este factor, es que no disponemos de marcadores precoces que nos midan esta
respuesta, debiendo esperar a recibir 2-4 ciclos de QT para valorarla. Por ello, numerosos

trabajos buscan marcadores que predigan la respuesta tras el inicio del tratamiento.

La histologia tumoral también ha presentado un importante valor predictivo. La
presencia de un tipo histoldgico Il de Kurman o un grado histoldgico alto se relacionan con
mayor respuesta a QT. Es mas, estos dos factores han sido los Unicos que han determinado
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una respuesta significativa a QTNA. El hecho de que ambas variables resulten significativas nos
confirma esta relacién con la respuesta, pues el tipo histolégico Il de Kurman son siempre
tumores de alto grado histoldgico. Nuestros datos concuerdan con la diferente sensibilidad a
platino descrita en la clasificacion de Kurman y Shih para el tipo histoldgico | y el tipo I1°°. Otros
estudios también han confirmado el valor predictivo a QT que presenta el tipo y grado

57,59, 135

histolégico . Por lo tanto, este aspecto es uno de los criterios a tener en cuenta en la

indicacion del plan de tratamiento a la paciente.

La extension de la carcinomatosis peritoneal ha sido el mayor condicionante para el
resultado quirdrgico en nuestro estudio. La ausencia o leve cuantia de ascitis, ausencia de
omental cake y un PCl menor/igual a 12 han presentado la mayor asociacién con un resultado
quirdrgico éptimo. Estos datos se han confirmado en otras series publicadas ****** 37, A su
vez, el resultado de cirugia RO junto con la extension de la afectacidn peritoneal determinan
en gran medida la respuesta final al tratamiento. Esto nos indica la importancia de realizar un
exhaustivo abordaje de la afectacién peritoneal, tanto diagndstico como quirurgico, vy
seleccionar adecuadamente a las pacientes que se pueden beneficiar mas del inicio de CPP o
de QTNA™ 1019 Fn este sentido, el valor de PCl se ha constituido en una herramienta
fundamental para valorar la extensién peritoneal de la enfermedad. Inicialmente planteado en
el campo operatorio en carcinoma de colon®*®, su uso se ha ido extendiendo a otras patologias

. . ./ . 351
con diseminacién peritoneal como el CEO™".

La presentacion primaria ha sido otro factor predictivo en nuestra serie. Estas
pacientes han presentado mayor porcentaje de respuesta que las pacientes en recaida, debido
a la mayor sensibilidad a quimioterapia y a la mayor indicacién de cirugia peritoneal *® .

Otros factores predictivos de nuestro estudio han sido un IMC menor o igual de 25, un
ECOG 0-1y presentar un nivel normal de albumina.

6.1.4. ANALISIS UNIVARIANTE DEL VALOR PRONOSTICO DE VARIABLES CLINICAS.

Numerosos trabajos han descrito diversos factores prondsticos en CEO avanzado,
. ;. . . . . 5,104
siendo los dos mas importantes el estadio tumoral y la enfermedad residual tras cirugia >~ .
Otras variables con valor prondstico han sido el grado y el subtipo histolégico, la edad, el

. ae 5,104, 105, 106, 107, 359
estado general ECOG y presencia de ascitis severa >~ "~ >~ =727,

En nuestro estudio hemos obtenido una serie de factores prondsticos que han sido

confirmados en la mayoria de series, tales como la sensibilidad al tratamiento con

9, 48, 60 48, 60 .z . s
e 77, extension de la afectacion

5, 104, 130, 353, 359
, la

guimioterapia basada en platino , la respuesta a QTNA

. . 5, 104, 130 . . ,
peritoneal, el estadio tumoral™ =" ~~, la enfermedad residual tras la cirugia
edad'® 3 |3 afectacion linfatica™™ y alteracion de parametros analiticos como la albdmina y

la Hb>*,

Respecto a la sensibilidad a platino, este ha sido el mayor determinante de
supervivencia global (SG). De hecho, hasta la fecha ninguna paciente sensible a platino ha
fallecido en comparacién de 15 de 26 pacientes resistentes. Estd suficientemente demostrado
gue una recaida precoz o durante el tratamiento implica una enfermedad con resistencia a los

. . ., 948,60
tratamientos y precaria evolucién ™™ ™",
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El estadio tumoral y la enfermedad residual tras la cirugia han sido factor prondstico
de supervivencia libre de progresién (SLP) pero no de SG, mostrando una tendencia pero sin
llegar a la significacion. Este hecho puede justificarse por el escaso seguimiento de nuestro
trabajo, con pocos eventos hasta la fecha para SG.

La extension de la afectacidon peritoneal, medida por el valor PCI quirurgico, ha sido
otro importante factor prondstico de SLP y de SG en nuestra serie, confirmado en otras

358

series™". Otros factores relacionados con la diseminacion peritoneal como ascitis severa y

presencia de omental cake también han sido factores prondsticos negativos para SG. Esto ha

104, 359

sido descrito en la mayoria de las series y confirma, como ya dijimos previamente, la

gran importancia de la valoracion de la afectacién peritoneal.

Destacamos también el nivel de albimina, que se sitla como un importante factor
predictivo de respuesta y prondstico de SG. Este parametro analitico se relaciona con la
afectacion del estado general y es considerado un reactante de fase aguda, implicando un
mayor estrés inflamatorio general. Su implicaciéon prondstica también ha sido encontrada en
otras series '°*?*. De hecho, Chi et al®** desarrollaron un nomograma para predecir la SG a 5
afios en CEO tras la cirugia peritoneal primaria, en donde el valor sérico de albumina es uno de
los 7 parametros incluidos.

6.2. BIOMARCADORES PLANTEADOS EN ESTE TRABAJO

Los biomarcadores (BM) Ca-125 y HE4 son los Unicos aprobados para su uso clinico en
CEO. Para mejorar las limitaciones que presentan, otros marcadores alternativos se estdn
investigando, pero la mayoria no han sido aun validados clinicamente™. La eleccién de los BM
propuestos aqui se debe a la aparicién en la literatura de numerosos trabajos en diferentes
tumores que informan de su papel predictivo y prondstico, tanto de las células tumorales
244, 245, 247, 248, 301, 328, 338. S

circulantes (CTC) como del ADN circulante plasmatico (cfDNA) in

embargo, en CEO hay pocos estudios que analicen estos nuevos BM.

La elecciéon del método de estudio de CTC mediante CellSearch© se realizé porque es

el Unico método actualmente aprobado por la US Food and Drug Administracion. Han surgido

281, 286, 292

variaciones que intentan mejorar la sensibilidad y especificidad , pero hasta ahora no

se han estandarizado.

Para el analisis de cfDNA en oncologia, actualmente hay una enorme diversidad de

310, 328, 331, 335, 337 . . .
1255 228 25 220 siendo especialmente variable en CEO en

342, 343, 345, 346, 347, 348

procedimientos para su estudio
donde cada grupo de investigacion ha empleado una metodologia diferente
En el presente trabajo, la cuantificacion del cfDNA se ha determinado mediante PCR en
Tiempo Real utilizando el fluorocromo SYBR Green (Takara).la cuantificacion mediante
métodos espectrofotométricos (NanoDrop®) o fluorométricos (Qubit®) puede proporcionar
una evaluaciéon imprecisa del ADN valido en la muestra. Estos métodos normalmente
sobreestiman la concentracion de ADN y se limitan a muestras de concentracion relativamente
alta y de buena calidad como, por ejemplo, sangre, muestras congeladas frescas o células
cultivadas, pero tienen un rendimiento bajo con muestras de menor calidad y no pueden
distinguir entre ADN circulante y ADN gendmico de alto peso molecular. Por lo tanto, para
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muestras de baja calidad (p. ej., Muestras fijadas en formalina, parafina) y muestras de cfDNA
se recomienda la cuantificacion mediante un método cuantitativo (PCR cuantitativa — gPCR),
utilizando amplicones cortos y largos para determinar con precision la concentracién y calidad
del ADN de la muestra®®°

con qPCR debido a que representa uno de los procedimientos mas empleado y aceptado en la
328, 332,333,334

. Se ha decidido usar la determinacion mediante las secuencias ALU

mayoria de estudios

Otro aspecto a destacar, es que con este procedimiento se obtienen tres valores de
cfDNA (cfDNA115, cfDNA247 vy la integridad de cfDNA). En los trabajos publicados no queda

. . 328, 333, 334, 336
claro cual es el que mejor candidato a BM *** >

, por ello en nuestro estudio hemos
analizado las tres variables, para determinar cual es la que mejor se relaciona con el CEO y su

evolucidn clinica.

6.2.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL NIVEL BASAL DE LOS BIOMARCADORES EN EL GRUPO DE
PACIENTES.

Las variables de cfDNA han presentado una distribucion normal de sus valores con

escasa dispersion. La comparacion de la cuantificacion media de cfDNA con respecto a otros

332,334, 336, 361

tipos tumorales, como cancer de colon, préstata y cancer gastrico , Nos muestra un

valor inferior en nuestra serie. Esto nos indicaria que en el CEO habria una menor expresion
sistémica de la destruccién celular tumoral y/o una menor destruccién celular respecto a los
otros tipos tumorales. No obstante, esta comparacion hay que tomarla con cautela, pues
pequeiias diferencias en la metodologia usada pueden determinar los resultados. Hay que
tener en cuenta que hay muchos factores que pueden influir, desde el tipo de tubos de
extraccion empleados, procesamiento y congelacion de las muestras, extraccion y analisis de
cfDNA. Por ejemplo, la integridad de cfDNA en cancer de colon en un estudio obtienen valores

328, 332

menores y en otro valores mayores que en nuestra serie . Una estandarizacién de los

procedimientos seria fundamental para poder realizar una verdadera comparacién de
resultados entre diferentes tumores.

Respecto a la presencia de CTC, en nuestra serie se han detectado en el 23,8% de las
pacientes, considerando un resultado positivo como aquel mayor o igual a 1 CTC/7,5 ml de
sangre periférica. Este porcentaje ha sido similar a otras series publicadas, aunque hay que

resaltar la gran variabilidad en las comunicaciones, relacionada probablemente con diferencias

283, 288

en la metodologia de deteccién y analisis de CTC . Algunos autores han considerado un

| 282, 289, 290

resultado positivo como la deteccién de mas de 1 CTC/7,5 m . En nuestro estudio, la

deteccidon de 2 o mas CTC/7,5 ml ha sido de 12,5%, en consonancia con el estudio de Poveda et

al*®. Esta presencia de CTC ha sido menor que los comunicados en otros tipos de neoplasias,

244,247,250, 278

como cancer de mama, proéstata o colon . Esto puede justificarse debido a la baja

diseminacion via hematdgena del CEO y a la posible menor expresién de EpCAM que parecen

7 279, 286, 287
tener las células de CEOQ "7 “°> =/,

Los niveles de Ca-125 y HE4 se han encontrado elevados en la mayoria de las

. . .. . 134, 143,362,363
pacientes, con un valor medio similar a otros estudios ~" =~

. Es de destacar la gran
dispersion que presentan sus valores, que también ha sido pareja a lo publicado en Ia

literatura.
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6.2.2. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS BIOMARCADORES ENTRE EL GRUPO PACIENTES Y EL
GRUPO CONTROL.

Comparacion de BM entre grupo pacientes y grupo control

La comparacién entre el grupo pacientes y el grupo control nos ha mostrado
diferencias significativas de todos los BM analizados (tabla 5.12 y 5.14). Se han obtenido
valores mayores de la cuantificacion de cfDNA y mayor presencia de CTC en el grupo de
pacientes respecto a los controles, a excepcion de la integridad de cfDNA que presenta menor
valor. Esto refleja la mayor destruccidon celular en la muestra pacientes, propio de una

300, 301, 310, 328, 349, 350
. Entre el

patologia neopldsica, que se ha confirmado en todas las series
grupo de tumores benignos y el de controles sanos no ha habido diferencias significativas para
ningun BM, lo que indica que la patologia benigna no supone un aumento de la actividad
celular que promueva un aumento significativo de BM.

El biomarcador cfDNA115 cuantifica el cfDNA total circulante, pues mide los

o~ s . . . 328
fragmentos pequefios y grandes del acido nucleico circulante

. El hecho que sea mayor en
pacientes que en controles reflejaria la mayor destruccién celular que ocurre en el grupo de
pacientes y que se expresa en la circulacién. Esto concuerda con la mayoria de publicaciones

342, 344, 345, 346, 349 .z . . 328, 332, 337, 338
3T I T 2y también en otros tipos de neoplasias , en

en cancer de ovario
donde las cifras de cfDNA en el grupo con cancer son mayores al grupo control. Hay que tener
en cuenta que el cfDNA de las pacientes esta compuesto por la fraccion de cfDNA que se
produce en condiciones fisiolégicas mas la parte especifica derivada del tumor. El aumento de
sus valores en pacientes implica que en el CEO se produce una cantidad suficiente de cfDNA
por parte del tumor que se libera a la circulaciéon para que su valor aumente de forma
significativa. Ademas, cfDNA115 en la muestra pacientes presenta una mayor dispersion de sus
valores que entre los otros dos grupos, debido a la mayor actividad celular que se produce en
un proceso neoplasico como el CEO, dando lugar a una mayor variabilidad de sus niveles. Por
ello, en los otros dos grupos controles la dispersion es menor, con valores mas homogéneos
debido a que la unica fuente de cfDNA es la destruccion celular fisioldgica. Diversos procesos
inflamatorios como enfermedades sistémicas activas’®?, traumatismos®®, hemodialisis®®,

. 305 . . . 306 300, 301, 307
sepsis™, infarto agudo de miocardio™" y otros

, se han descrito que inducen un
aumento del ¢cfDNA, motivo por el cual estas alteraciones han sido criterio de exclusion en
nuestro estudio, para que el Unico origen del incremento de cfDNA en el grupo de sujetos
sanos fuera la actividad fisiolégica normal.

El biomarcador cfDNA247 se relaciona con la cuantificacion de fragmentos grandes de

328 En nuestra serie, los valores de cfDNA247

cfDNA, los que miden mas de 247 pares de bases
también han sido mayores en pacientes que en controles, aunque en menor medida que
cfDNA115 y centrandose esta diferencia sdlo entre el grupo pacientes y el de tumores
benignos, no hallando diferencias con el grupo de controles sanos. La dispersion de los valores
se mantiene similar entre los tres grupos. Esto puede justificarse por una menor produccion de

fragmentos grandes de ADN (cfDNA247) por parte del CEO.

El valor de integridad de cfDNA, que es la relacién cfDNA247/cfDNA115, refleja la

328

proporcién de fragmentos grandes presentes en el cfDNA°“". En nuestra serie la integridad ha
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sido mayor en el grupo sano, que en el de tumores benignos y que en el grupo pacientes, con
diferencia estadisticamente significativa entre sanos y pacientes (tabla 5.12, 5.13 y figura 5.6).

Estos datos son muy importantes a tener en cuenta. El hecho de que este indice sea
menor en el grupo pacientes nos indica que, aunque haya mayor expresion periférica de
destruccién celular en el CEO, como deducimos del aumento de cfDNA115 y cfDNA247, ésta
proporcion de aumento es menor para fragmentos grandes de cfDNA y mayor para los
fragmentes pequefios (aumenta proporcionalmente mas cfDNA115 que cfDNA247). Dado que

~ . , . 300, 322, 324, 325, 328
los fragmentos pequefios de cfDNA se relacionan mas con apoptosis celular = >77 27 27>

324,328 . . ,
%%, nos indicaria

los fragmentos grandes de cfDNA se relacionan mas con necrosis celular
gue el mecanismo principal de destruccién celular en el CEO seria la apoptosis celular, mas que
la necrosis celular. Derivado de esto y porque es el Unico que presenta diferencias
significativas entre pacientes y los otros dos grupos, el valor de cfDNA115 seria el que mejor
reflejara la dinamica de cfDNA en el CEO.

Otras neoplasias como cancer de colon, mama y prdstata presentan mayor integridad
de cfDNA en el grupo de pacientes que en el grupo control de forma significativa 2% 334340,
Esto indicaria un papel predominante de la necrosis tumoral en la destruccion celular global en

estos tipos tumorales.

Por otro lado, se ha comunicado que este aumento de la liberacion de cfDNA ocurre
incluso desde etapas iniciales de la enfermedad. En el trabajo de Nayouki et al*?® en cancer de
colon se constata un aumento de cfDNA de forma significativa en el estadio precoz respecto al
grupo control. El-Gayar et al**’> en cancer de colon y Sozzi et al**’ en cancer de pulmdn,
sugieren un posible papel en el screening en sujetos de alto riesgo. Aunque este no era un
objetivo de nuestro trabajo, pues esta dirigido al CEO de estadio avanzado, hemos re-
analizado a las 8 pacientes que finalmente presentaron un estadio precoz (I-llA). En este
subgrupo hemos obtenido que cfDNA también ha sido estadisticamente mayor que los dos
grupos controles, con valor de cfDNA 1,619 vs 0,849 ng/mcL, respectivamente (p < 0,043). Por
ello, podria haber un posible papel diagndstico en la fase inicial de la enfermedad que deberia
ser explorado en futuros estudios.

Respecto a la presencia de CTC, su comparacion entre pacientes y grupo control nos
ha mostrado una clara diferencia, pues solo una paciente de tumores benignos presenté 1
CTC/7,5 ml, y ninguno del grupo de sanos. En nuestra serie, la sensibilidad de la pruebas ha
sido muy baja, de un 23,8% como ya hemos comentado en el apartado anterior, aunque ha
presentado una muy alta especificidad y valor predictivo positivo, del 96,7% y 95%
respectivamente. Estos datos son similares a otras series publicadas, mostrando que aunque

277, 278, 289
. Esto nos

CTC presente una baja sensibilidad, su especificidad es préxima al 99-100%
indica un posible papel en el diagndstico diferencial de una tumoracidn ovarica: aunque no
podamos descartar a una paciente cuando tenga un resultado negativo de CTC, su presencia
nos indicaria con muy alta probabilidad la existencia de patologia neoplasica. El inconveniente
es su baja sensibilidad, por lo que se deberian promover cambios en la metodologia para

mejorar las limitaciones de deteccion de CTC del método CellSearch®©.
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Analisis de curva ROC para discriminar entre pacientes y grupo control

El andlisis de la capacidad de discriminacion de los BM para el diagndstico de CEO
respecto a no presentar tumor, nos ha mostrado que cfDNA no mejora los resultados de los
BM de referencia. Los valores mas altos de area bajo la curva (AUC) corresponden a Ca-125y
HE4, con 0,96 y 0,94 respectivamente. Estos valores, al igual que los de sensibilidad y

eps e . .. . . 86, 209, 211, 220, 223, 362
especificidad, han sido similares a los descritos en otras series ©> = ™~ .

Los valores de AUC de cfDNA en nuestra serie han sido discretos, con el mayor valor
alcanzado por cfDNA115 con 0,76. Consecuentemente, la sensibilidad y especificidad de
cfDNA115 han sido menores que los BM de referencia (tabla 5.15). Esta baja especificidad ha
sido uno de los mayores inconvenientes achacados al analisis de cfDNA, pues en él se agrupa

300, 301 .
****. Dentro de las diversas

328, 332,

ADN proveniente del tumor y ADN proveniente de células sanas
series publicadas en CEOQ, algunas han presentado valores de AUC similares a la nuestra

346, 349

3> mientras que en otras han alcanzado valores mayores . En el metanalisis de Zhou et

al**®, con 462 pacientes con CEO y 407 controles provenientes de 9 estudios, se alcanza una
menor sensibilidad pero una mayor especificidad que en nuestro trabajo, con un AUC de 0,89.
No obstante, los estudios fueron pequefios, la mayoria retrospectivos y hubo gran
heterogeneidad, por lo que los resultados hay que tomarlos con precaucién. Esto nos indica
gue, aunque los niveles de cfDNA son mayores en pacientes con CEO respecto a tumores
benignos y sujetos sanos, este BM tiene una relevancia diagnostica limitada. Algunos autores
indican que, debido a esta falta de especificidad, el cfDNA no seria util como BM diagndstico

301

aislado, sugiriendo su combinacidon con otros BM™". En otros tipos tumorales, como cancer de

mama y melanoma, pudiera tener mayor utilidad diagndstica, con valores de AUC

- 338,339
generalmente mayores que en nuestro estudio™ ™.

La integridad de cfDNA en nuestro estudio ha mostrado un AUC menor que cfDNA115.
En otros tipos tumorales, como cancer de colon y préstata, la integridad ha mostrado un mejor

perfil como BM que la cuantificacién de cfDNA 0% 328 329.333

. Esto puede deberse a la menor
necrosis tumoral que ocurre en el CEO respecto a los otros tipos tumorales, como hemos visto
previamente, y por ello, menos influencia sobre cfDNA247 y la integridad de cfDNA, y mayor

influencia sobre cfDNA115 que reflejaria mejor la apoptosis celular predominante en CEO.

Por ello, podemos concluir que cfDNA115 no mejora los resultados de los
biomarcadores de referencia Ca-125 y HE4 y que, dado su discreto valor de AUC, no tendria
utilidad afiadida para el diagndstico diferencial de un tumor ovarico. No obstante, este trabajo
estd dirigido a las pacientes con estadio avanzado. Un aspecto a evaluar en futuros estudios
sera el papel de cfDNA en el estadio precoz, como hemos visto anteriormente.

6.2.3. INFLUENCIA DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE LAS PACIENTES EN EL VALOR DE
LOS BIOMARCADORES.

En los estudios publicados se han descrito pocos factores clinicos relacionados con el

343
I

valor de cfDNA. En el estudio de No et a sélo encontraron asociacidon con el subtipo

. .. . . . 342
histolégico seroso, pero no con el resto de variables. En el trabajo de Wimberger et al*™ el

345
I

nivel de cfDNA se relaciond con el residuo tumoral tras la cirugia. Zachariah et a no

encontraron influencia de ninguna variable clinico-patolégica. Sin embargo, en el estudio de
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Kamat et al** encontraron influencia con varios factores, entre ellos el estadio tumoral, grado
histoldgico alto, ganglios linfaticos afectos y de la presencia de ascitis.

En nuestra serie, los factores clinicos relacionados con cfDNA han sido el estado
general ECOG y el origen primario del tumor frente a recaida tumoral. Otros factores
encontrados como un IMC mayor de 25, la presencia de ascitis y la presencia de ganglios
linfaticos afectos hay que valorarlos con cautela.

El estado general ECOG se ha relacionado con todos los valores de cfDNA, reflejando
este hecho el efecto que la carga tumoral tendria sobre la situacién clinica de la paciente. Un
estado ECOG 2-3 se ha relacionado con mayores valores de cfDNA y menor integridad. Esta
relacion también ha sido descrita por el trabajo de Steffensen et al**’, y nos sugiere que cfDNA
podria ser un buen indicador de la carga sistémica de la enfermedad, con repercusion en el
estado general de la paciente.

La presentacion primaria también ha determinado un mayor nivel de cfDNA. Quizas
esto sea debido al retraso diagndstico de las pacientes que debutan con la enfermedad
respecto a las pacientes en recaida, de las que muchas son diagnosticados en las pruebas de
seguimiento aun en fase asintomatica y, por lo tanto, con enfermedad mas localizada y menor
carga tumoral.

La valoracion de la influencia de las otras tres variables que han resultado
significativas sobre los niveles de cfDNA debe ser cautelosa. Un nivel de IMC mayor de 25 solo
conlleva diferencias en cfDNA247 y no de cfDNA115, que es el parametro que mas parece
relacionarse con la actividad del CEQ. Tampoco se relaciona con diferencias en la integridad de
cfDNA. Esto se deberia a diferencias minimas en la expresién sistémica de fragmentos grandes
de cfDNA que alcanzan la significacion, pero que no llegan a alterar el indice de integridad de
cfDNA. Este hecho podria justificarse debido a que la obesidad se ha relacionado con mayores
niveles de radicales libres en el organismo con potencial citotdxico. Este aumento del estrés
oxidativo conllevaria a mayor destruccidn celular mediante mecanismos degenerativos e
inflamatorios>®, gue aumentaria solo fragmentos grandes de cfDNA. Este aumento de cfDNA
en la obesidad se ha demostrado recientemente en otras patologias®®. De cualquier forma, la
implicacién clinica de este hecho es discutible, puesto que aumentaria el cfDNA de origen no
tumoral por la propia obesidad.

La presencia de ascitis severa y de ganglios afectos en el estudio patolégico solo se han
relacionado con uno de los tres valores de cfDNA, y ninguno con cfDNA115. Estos dos
parametros clinicos han sido relacionados con cfDNA en el trabajo de Kamat et al**®, aunque
solo en el estudio univariante, no en el multivariante. En otras neoplasias la afectacion

. .y . 338, 339, 340,
ganglionar también se ha relacionado con cfDNA™® > >~

. De cualquier forma, no queda claro
el motivo de que estos pardmetros solo afecten a un valor de cfDNA y no a todos. Segln
nuestros resultados la ascitis se asociaria a un aumento de fragmentos grandes de cfDNA,
quizas debido a una mayor necrosis celular o mayor componente inflamatorio de la afectacion

peritoneal. Swisher et al**®

encontraron que en la mayoria de CEO con ascitis habia DNA libre
tumoral en el fluido peritoneal y en la mitad detectaron DNA tumoral en plasma. Esto sugiere
qgue la ascitis se relaciona con una mayor liberacion de DNA tumoral a la circulacion. La
afectacién ganglionar se relacionaria con variacién en la relacion de fragmentos de cfDNA pero

. e e ./ . . 340 ,
sin modificar su cuantificacion total. En el trabajo de Naoyuki et al®™ en céncer de colon, la
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afectacion ganglionar se relaciond mejor con la integridad que con la cuantificaciéon de cfDNA.
Esto podria ser un marcador precoz de afectacidén ganglionar. De hecho, no se ha relacionado
con ningun otro BM, ni siquiera con los BM de referencia. Lo que no queda claro son las causas
de este hallazgo.

Por otro lado, hay que sefialar que la edad no ha sido un factor que haya determinado
diferencias en el nivel de cfDNA. Esto se ha confirmado en la mayoria de las series 3** 344347349,
Por lo cual, la diferencia de edad que habia entre CEO y tumores benignos no influiria en la
diferencia de niveles de cfDNA entre las pacientes y el grupo control.

Un aspecto interesante a destacar es que, como acabamos de ver, el valor de
cfDNA115 solo se ha visto influido por la situacion de debut de la enfermedad frente a la
recaida tumoral. Esto nos indica que la liberacion sistémica de cfDNA es independiente de las
caracteristicas del tumor y de la paciente, siendo un mecanismo comun de todos los subtipos

de CEO, como se ha comprobado en otros trabajos ****%.

El analisis de la relacidon entre cfDNA y las variables analiticas generales planteadas
nos ha mostrado que cfDNA se relaciona con parametros de reactantes de fase aguda, tales
como albumina, LDH, PMN y plaquetas, aunque en un grado bajo. Esto se relacionaria con los
procesos inflamatorios derivados del proceso neopldsico, conllevando destruccion celular y
liberacion de cfDNA y citocinas, que aumentarian los niveles de reactantes de fase aguda®® ",
Esta relacién ha sido mayor con cfDNA que con los BM de referencia, lo que indica que cfDNA
reflejaria mejor el dafio celular e inflamatorio que ocurre en el tumor. El hecho que la mayor
asociacién sea con cfDNA247 seria debido a la mayor actividad inflamatoria asociada a la
necrosis tumoral frente a la apoptosis celular. Los mayores indices de correlacion han sido con
el nivel de albumina, con una relaciéon negativa moderada. Esto, junto con su relacién con el
valor de ECOG, confirmaria que el nivel de cfDNA podria ser un buen BM de la afectacién del
estado general. No hemos encontrado ningln otro trabajo en la literatura que haya explorado

este aspecto.

Respecto a la presencia de CTC, en nuestra serie solo se ha visto influenciado por la
presencia de omental cake (OC). En estas pacientes las CTC han sido positivas en el 35,3%,
frente al 15,9% en las que no presentaban OC. El resto de variables no ha mostrado diferencias
significativas. Los estudios publicados han relacionado diferentes parametros clinicos, como el

289 . ... 289,293,277 284,293
estado general ECOG”™, la presencia de ascitis I

y el estadio tumora . Sin embargo,
en otras series como la de Liu et al*° no se ha encontrado relacién con ninguna caracteristica
clinica. No obstante, la relacién de nuestro estudio con la presencia de OC y la relacidon
observada en otros trabajos con la presencia de ascitis y el estadio tumoral, sugieren una

importante asociacion entre la afectacion peritoneal y la presencia de CTC.

Las CTC no han presentado relacién con las variables analiticas generales, lo que
podria justificarse por su diferente origen. Mientras que la presencia de CTC se deberia a la
liberacion de células tumorales viables en la circulacién, el aumento de reactantes de fase
aguda se deberia a la destruccion celular y liberacidon de citocinas. Esto sugiere que la
liberacién de CTC no implica mayor destruccion celular.
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6.2.4. INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS EN EL NIVEL DE cfDNA.

Varios trabajos han analizado el efecto de los tratamiento en los valores de cfDNA, con

. . . .y . 310, 328, 335, 342, 346,

resultados sugerentes de un posible papel en la monitorizacidon de la terapia® > > > >,
Incluso en modelo murino se ha visto que también los acidos nucleicos circulantes se

epe . . 311
modifican en funcidn de la respuesta al tratamiento™".

En nuestra serie, los tratamientos aplicados en el CEO han influido de diferente forma
en los niveles de cfDNA. La cirugia peritoneal primaria ha producido una reduccion
significativa del valor de cfDNA115 (ver tabla 5.36 y figura 5.8). Esto refleja la disminucion
general de la carga tumoral tras la intervencion. Se sabe que los valores de cfDNA se
346. En

nuestro estudio, el analisis tras la cirugia se realizé a los 30 dias de la intervencion, por lo que

mantienen altos hasta 10 dias al menos tras la cirugia, pero al mes se han normalizado

la determinacion no reflejaria el componente inflamatorio de la cirugia. Los otros valores de
cfDNA no han mostrado diferencias significativas. Este aspecto ha sido poco explorado en la
literatura. Capizzi et al**® analizan el valor de cfDNA en cirugia de intervalo, pero sin encontrar
diferencias significativas antes y después de la intervencion. Nuestros datos indican que la
disminucién de cfDNA115 podria servir como BM de la reduccion de la carga tumoral tras la
cirugia.

Respecto al efecto de la QT, hemos obtenido que ésta influye de forma leve en los
valores de cfDNA. El nivel de cfDNA115 muestra una tendencia a la disminucién pero sin llegar
a ser significativa. Es interesante apreciar que la mayor reduccion se produce tras el primer
ciclo de QT, siendo la disminucién tras completar la QTNA mas leve (figura 5.9 y 5.10). En el
estudio de Capizzi et al®*® realizaron determinaciones de cfDNA en cada ciclo de QT,
encontrando diferencias solo de la determinacidn basal antes del tratamiento con respecto al
resto de ciclos, pero no de los valores de los siguientes ciclos entre si. En el estudio de

Wimberger et al**?

determinaron cfDNA antes y después de completar toda la QT,
encontrando diferencias significativas, aunque no hicieron determinaciones seriadas durante
el tratamiento para poder comprobar esta observacidén. En otros tipos de neoplasias, como
cancer de colon, se ha visto que los valores seriados durante la QT muestran relacion con la

., . . 335
evolucion clinica, pero con muchas fluctuaciones en sus valores™.

Esta ausencia de efecto significativo del tratamiento de QT sobre el nivel de cfDNA, nos
indica que no seria un buen biomarcador de la evolucién del tratamiento en el CEO. Sin
embargo, los BM de referencia Ca-125 y HE4 si han visto influido sus niveles tanto por la
cirugia como por la QT, por lo que serian mejores candidatos para monitorizar el tratamiento
que cfDNA.

6.2.5. CORRELACION ENTRE LOS DIFERENTES BIOMARCADORES EN EL CEO.

Los valores de cfDNA solo han mostrado relacidn significativa entre ellos. cfDNA115 y
cfDNA247 han presentado una relacién positiva, alcanzando el mayor coeficiente de
correlacion de nuestro trabajo, con r= 0,666, que puede considerarse una correlacion alta. Este
hecho nos muestra que los dos valores presentan una cinética lineal, debido a la liberacién de
ambos cfDNA por la destruccidn celular en el CEO. Entre cfDNA115 y la integridad de cfDNA
(recordemos que es la proporcién cfDNA247/cfDNA115) también ha habido una relacién
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significativa alta, pero mostrando una relacion inversa con coeficiente de Pearson -0,609. Esto
nos confirma que el mecanismo principal de destruccion celular en el CEO seria la apoptosis
celular, como hemos visto anteriormente, pues el aumento de cfDNA115 es mayor
relativamente que cfDNA247, con quién tiene relacion positiva. En el estudio de El-Gayar et
al*®* en céncer de colon encuentran una débil relacién positiva entre cfDNA115 e indice de
integridad (r=0,31; p 0,006). En este caso, debido a que el mecanismo predominante seria la
necrosis celular, con aumento principalmente de fragmentos grandes de cfDNA, el indice de
integridad presenta relacion lineal positiva con ¢fDNA115, pues hay mayor aumento relativo

de cfDNA247.

Respecto a la posible relacion entre ¢fDNA y la presencia de CTC, en nuestro estudio
no hemos encontrado asociacién significativa (tabla 5.25 y figura 5.12). Esto nos indicaria que
la dindmica de ambos BM seguiria un proceso diferente y serian independientes en la
evolucion tumoral. No obstante, recordemos que dentro del cfDNA estd incluido el ADN
proveniente del tumor, llamado ADN tumoral circulante (ctDNA) y el derivado de la

341
I

destruccidn fisioldgica. En el estudio de Schwarzenbach et al™" sobre cancer de prdstata, no

obtuvieron relacidon entre CTC y cfDNA, pero si hubo relacién entre CTC e inestabilidad de

microsatélites del cfDNA, mas relacionado con ctDNA. En el estudio de Dawson et al*® e

n
cancer de mama, que compard la presencia de CTC y ctDNA, si encontraron relaciéon entre
ambos. Por ello, parece que la presencia de CTC solo se relacionaria con ctDNA pero no con el
cfDNA total. No obstante, el hecho que no se modifique cfDNA podria deberse o bien a que la
variacion de ctDNA respecto a CTC sea significativa pero pequefia, no consiguiendo variar la
cuantificacion del cfDNA total de forma significativa, o bien a que la proporciéon de ctDNA
sobre el total de cfDNA sea baja para que su modificacion represente una alteracion
significativa del global. A pesar de que la proporcion de ctDNA es variable, se sabe que en

.. . 301, 313, 322
casos de alta actividad tumoral puede llegar a ser predominante >

, por lo cual la falta
de relaciéon con cfDNA se deberia mas bien al efecto del primer mecanismo propuesto, es

decir, que la variacion de ctDNA respecto a CTC sea pequeiia.

En relacion con los BM de referencia, en nuestra serie no hemos encontrado
correlacidn significativa con los valores de cfDNA (tabla 5.25 y figura 5.12). En la literatura ha
habido resultados contradictorios al respecto. En la mayoria de estudios no se ha encontrado

343, 345, 347 . 349 _. P
2= aunque en la serie de Kamat et al™™ si se encontro.

correlacion entre cfDNA y Ca-125
El hecho que en la mayoria de trabajos, incluido el nuestro, no se encuentre correlacién entre
ambos seria debido también a su diferente mecanismo de produccion y dinamica tumoral.

Las CTC solo han presentado relacion significativa con HE4. En la serie de Obermayer et
al’”’ también confirman una relacién con HE4. Sin embargo, no hemos hallado relacién con
diferencia significativa entre CTC y Ca-125, algo que si ha sido comunicado en otras series >””

T 285 H
289, 293, 2% v an el metanalisis de Zhou et al®®®, aunque en otros estudios no lo han

confirmado®’

. No encontramos una razon que justifique esta falta de relacién en nuestro
estudio. Valorando los datos, quizas la gran dispersion de los datos que han presentado las
pacientes con CTC negativas en comparacion con las pacientes con CTC positiva pueda influir
en esta cuestion. De hecho, la media de Ca-125 en las pacientes con CTC negativas ha sido
mayor que en aquellas con CTC positivas, mientras que la mediana ha sido al contrario, debido

a que esta medida central estd menos influida por los valores extremos. Por ello, se repitieron
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los calculos con el logaritmo neperiano de Ca-125 para solventar este problema, pero la
diferencia tampoco alcanzé la significacion.

6.2.6. ANALISIS UNIVARIANTE Y MULTIVARIANTE DEL VALOR PREDICTIVO DE RESPUESTA
DE LOS BIOMARCADORES.

En la literatura podemos encontrar varios trabajos que han obtenido valor predictivo

230, 284, 310, 328, 333
P T TR 2R 222 En nuestro

de cfDNA y CTC en diversos tipos neoplasicos, incluido el CEO
estudio, los resultados mas relevantes han sido que cfDNA115 presenta un importante valor
predictivo de respuesta a QTNA y que la integridad de cfDNA es factor predictivo de cirugia
Optima. La presencia de CTC no ha sido factor predictivo de respuesta a quimioterapia ni de

cirugia optima.

El nivel de ¢fDNA115 ha sido el Unico valor basal predictivo de respuesta a QTNA. Un
mayor valor se ha relacionado con peor respuesta a QTNA. Este hecho puede justificarse
debido a que los pacientes con mayor carga tumoral, y con ello mayor destruccion tumoral y
mayor cfDNA, presentan peor respuesta clinica’™?. Este resultado es especialmente importante
debido a que la respuesta a QTNA ha sido el mayor factor predictivo de respuesta tumoral de
la paciente, como vimos anteriormente. Este papel predictivo de respuesta a QTNA se
confirma en el andlisis multivariante, en donde el presentar un tipo histoldgico Il de Kurmany
un nivel basal bajo de cfDNA115, han sido los dos Unicos factores predictivos positivos
independientes de respuesta a QTNA en nuestra serie. Hay que destacar también el
importante concepto del modelo de Kurman, pues refleja dos poblaciones de CEO con un
comportamiento y con respuesta a QT diferente >, como ya hemos comentado en el punto
6.1.3. Asi pues, estas dos variables, el tipo histolégico de Kurman y el valor de cfDNA115,
podrian ser variables a incluir en el panel de valoracién de la paciente antes de decidir un plan
terapéutico especifico.

Ninguno de los niveles basales del resto de BM han sido predictivos de respuesta a
QTNA (tabla 5.26, tabla 5.28 y figura 5.13), lo que remarca la importancia de cfDNA115 como
nuevo BM.

Sin embargo, el valor de cfDNA115 no ha presentado valor predictivo del resultado
quirurgico. La diferencia de sus medias no alcanza la significacion. El bajo nimero de eventos
de cirugia subdptima de nuestra serie limita la valoracion de este resultado. En otras series si

342, 346

se ha descrito que pudiera ser factor predictivo de cirugia subdptima . En el estudio de

349
I

Kamat et al”™ el nivel de cfDNA se relaciond con una cirugia sub-dptima, tanto en el analisis

univariante como el multivariante.

En un intento de tener una valoracién precoz de respuesta, se compard el valor basal
de los BM con el valor tras un ciclo de QT. En el caso de cfDNA115, la reduccion no ha sido
factor predictivo de respuesta. No hemos encontrado trabajos en CEO que evalien esta
cuestion. Capizzi et al** analizan el valor de cfDNA en CEO pero tras finalizar 6 ciclos de QTNA,
encontrando valor predictivo de respuesta la determinacidén en el Ultimo ciclo. Por ello, este
resultado junto al andlisis realizado anteriormente sobre el escaso efecto de un ciclo de QT
sobre los niveles de cfDNA, nos indica que no deba recomendarse una determinacién precoz
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de la variacidon de su valor en el CEO. Los trabajos sobre otras neoplasias tampoco han

333
I

realizado determinacién precoz de la variacion de cfDNA. Delgado et a en cancer de

prostata planted determinacién cada 3 meses, aunque tampoco encontrd relaciéon de la

335 , . . .
I>>> en cancer de colon realizaron determinaciones

respuesta seroldgica. Schwarzenbach et a
pero de forma arbitraria separadas por 6-12 semanas, hallando frecuentes fluctuaciones de su

valor.

En nuestra serie, el Unico BM cuya reduccién con un ciclo de QT ha presentado valor
predictivo de respuesta a QTNA ha sido HE4. Hay pocos trabajos que exploren este aspecto,
pero la mayoria también encuentran como factor papel predictivo la variacién de HE4 con la
QT*%®3%° a3 diferencia con nuestro trabajo, es que la mayoria de trabajos han analizado la

368, 369
2>, Nosotros hemos

variacion no tras el primer ciclo, sino entre antes y después de QTNA
demostrado que con HE4 se puede predecir la respuesta a QTNA de forma precoz tras el

primer ciclo de QT.

Por otro lado, un nivel bajo de integridad de cfDNA ha sido factor predictivo de cirugia
Optima (tabla 5.30 y figura 5.14). Esto puede deberse a que valores altos de integridad se
relacionan con la presencia de mayor necrosis tumoral y, por lo tanto, una histologia mas
agresiva, lo que conllevaria a una menor probabilidad de cirugia completa. En CEO, debido a la
variedad de metodologias usadas, la integridad no ha sido analizada hasta la fecha actual. En
otros tumores utilizando las secuencias ALU para estudio de cfDNA, algunos autores han

obtenido que la integridad de cfDNA presenta valor predictivo®?® 3%,

El valor previo a cirugia de HE4 también ha sido factor predictivo del resultado
quirurgico en nuestra serie, al igual que en otros trabajos, pero Ca-125 solo ha mostrado una

tendencia no significativa®*®>"°.

El analisis multivariante de cirugia dptima, ha mostrado que las dos unicas variables
independientes han sido nivel de PCl menor o igual a 12 y presentar una albimina normal. HE4
perdid la significacion en el estudio multivariante. Asi pues, queda patente la importancia en el
resultado quirdrgico de la valoracion de la extensién de la enfermedad a través del PCI. En
nuestra serie ha sido el factor predictivo de cirugia éptima mas importante. Algunos autores
intentan hacer una aproximacion del PCl quirdrgico a través de la imagen radioldgica, para
establecer el llamado “PCl radiolégico”, que seria una valoracion de la extensidon de la
enfermedad peritoneal siguiendo los mismos criterios de puntuacién que el PCI quirtrgico®™"
32 No obstante, en este analisis multivariante no se ha incluido la integridad de cfDNA, por el
bajo numero de eventos resultante. Por ello, no hemos podido calcular su grado de
independencia de otras variables analizadas. De cualquier modo, con la base de su papel en
otras neoplasias y los resultados de nuestro estudio, se podria decir que la integridad de cfDNA
presenta un papel predictivo de cirugia en CEQ. Su determinacidn podria ayudar a seleccionar
la mejor secuencia de tratamiento inicial de la paciente, entre CPP o QTNA.

En relacion a la presencia de CTC, en nuestro trabajo no se ha mostrado que sea un
factor predictivo de respuesta ni del resultado de cirugia. Su papel predictivo en otros estudios

tampoco estd claro. Algunos autores si han encontrado relacién significativa entre CTC y una

. . e . o 284
| 277:2% incluido el metanalisis de Cui et al

|284, 289, 290, 295

menor respuesta tumora , pero otros autores no

han confirmado este pape . Respecto al resultado quirdrgico, la presencia de CTC

en nuestro trabajo ha estado préxima a la significaciéon estadistica pero sin alcanzarla (p =

167



Discusion

0,066) (tabla 5.36). No obstante, el bajo niumero de cirugias realizadas en las pacientes con
CTC positivas ha sido una importante limitacién de los resultados. En el trabajo de Aktas et
al®'y el de Obermayr et al**® si se relacioné con reseccién quirtrgica éptima. Por ello, dada la
tendencia préxima a la significacion incluso con bajo nimero de cirugias y los datos de estos
dos trabajos, nos indicaria que la presencia de CTC si pudiera tener papel predictivo de cirugia.
Sin embargo, en el andlisis multivariante en relacién al resto de variables clinicas, no fue factor
independiente significativo del resultado quirdrgico (tabla 5.32). Por lo tanto, en nuestro

trabajo no podemos confirmar un valor predictivo de cirugia éptima.

Respecto al valor post-quirdrgico de los BM, ningun valor de cfDNA ha sido factor
predictivo de respuesta. Solo el valor de Ca-125 post-quirurgico ha sido factor predictivo, tanto
en el analisis univariante como en el multivariante, siendo el Unico factor predictivo
independiente de respuesta tumoral tras completar el tratamiento con cirugia y QT.

En conclusidn, con los datos aqui presentados, estas 5 variables (albimina, tipo
histoldgico de Kurman, nivel de cfDNA115, integridad de cfDNA y PCI radiolégico) se deberia
valorar su inclusién en la valoracién inicial de las pacientes, para establecer la estrategia de
tratamiento mas adecuado.

6.2.7. ANALISIS UNIVARIANTE Y MULTIVARIANTE DEL VALOR PRONOSTICO DE LOS
BIOMARCADORES.

Los principales resultados de nuestro estudio han sido la demostracidon del papel
prondstico de cfDNA y de la presencia de CTC.

La SLP se ha visto determinada por los valores basales de cfDNA115 y cfDNA247, y por
la reduccién de un 50% de la integridad de cfDNA, Ca-125 y HE4 (tabla 5.38, figura 5.17 y 5.18).
La SG ha estado condicionada por los niveles basales de cfDNA115, cfDNA247 y la presencia de
CTC (tabla 5.41, figura 5.20). La variacidon de los BM tras un ciclo de QT no ha tenido valor
prondstico de SG.

El nivel basal de cfDNA115 ha presentado un importante valor prondstico, tanto de
SLP como de SG. Un valor de cfDNA115 por encima del valor de corte establecido se relaciona
con peor SLP y SG de forma significativa. Esto se debe a la mayor carga tumoral del paciente
que refleja cfDNA115, lo que provoca un deterioro del estado general y peor respuesta a QT,
como vimos anteriormente, conduciendo al final a una peor evolucion clinica. Este valor

s e . . 342, 343, 346, 347, 349
prondstico se ha confirmado en otras series de CEQ™~ " ™ %%

301, 335,373

y en otros tipos de
neoplasias . En el estudio de Kamat et al**® encontraron que un nivel por encima de la
mediana de cfDNA constituyd un factor prondstico negativo de SG (3 afios vs 4,1 aios, para
valores por encima y debajo de la mediana respectivamente), que se confirmd en el analisis
multivariante. Incluso en pacientes resistentes a platino, Steffensen et al**’ encontraron que

cfDNA115 constituia un importante marcador de SLP y SG.

La variacion de cfDNA115 con la QT no ha presentado valor prondstico. Este aspecto
en CEO no ha sido explorado, por lo que no tenemos datos para comparar. En el congreso
americano de oncologia médica (ASCO) de 2016, se comunicd en cancer de pulmén que la
variacion de cfDNA tras 2 ciclos de QT tenia valor pronéstic0373. No obstante, teniendo en
cuenta este resultado y que en nuestra serie su reduccion con QT tampoco fue factor
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predictivo de respuesta, la determinacion seriada en CEO de cfDNA115 no parece presentar
por ahora utilidad clinica. No obstante, un seguimiento mds prolongado de nuestra serie
podria modificar estos resultados.

El valor basal de cfDNA247 también ha sido factor prondstico tanto de SLP como de
SG. Este parametro no ha sido explorado en CEO. En otros tipos neoplasicos como cancer de
mama se ha visto que este parametro tiene valor pronéstico®’®. Su valor refleja la presencia de
fragmentos grandes de cfDNA relacionados principalmente con mayor necrosis tumoral. En
CEO ya hemos visto anteriormente que este mecanismo es un proceso de menor importancia
qgue la apoptosis, pero este resultado prondstico es muy interesante pues implica que la
presencia de CEO con necrosis significativa conllevara un peor prondstico de supervivencia, no
solo de SLP, sino también SG, con una importante separacién de las curvas de supervivencia
(figura 5.20).

Respecto a la integridad de cfDNA, un importante y novedoso hallazgo de este trabajo
es que la disminucion de un 50% de su valor con un ciclo de QT ha sido factor prondstico de
SLP, tanto en el estudio univariante como en el multivariante. Esta reduccion ha supuesto peor
SLP, con 4 recaidas en las 5 pacientes que la presentaban. Esto podria justificarse porque esa
mayor reduccion de la integridad se relacionaria con resistencia al tratamiento debido al
mantenimiento de la apoptosis tumoral del CEO a pesar de recibir QT, disminuyendo
relativamente mas cfDNA247 que cfDNA115 y produciendo un mayor descenso de la
integridad. Este hallazgo no ha sido explorado anteriormente y podria representar un
marcador precoz de resistencia al tratamiento. No obstante, el bajo nimero de pacientes que
lo presentan nos hace tomar este resultado con cautela. Respecto a la SG, es demasiado
pronto para obtener diferencias, pero de las 5 pacientes con ese valor ya han fallecido 2 de
ellas, aunque no alcanza la significacion (tabla 5.41 y figura 5.21).

Su valor basal no ha presentado valor prondstico, sin embargo, en otros tipos

328, 329, 333

neoplasicos como céncer de colon y de prdstata si lo ha presentado . Esto puede ser

ocasionado por la menor relevancia que presenta la integridad en el CEO.

En nuestra serie, la presencia de CTC en CEO ha sido factor prondstico de SG, pero no

de SLP. En los estudios publicados ha habido resultados contradictorios. En relacion a SLP,

. , . 2 277,294,295, 296 288, 289, 291
unos estudios si han encontrado relacién

284, 285

y otros no . Sin embargo, en los

dos metanalisis publicados , si han mostrado que la presencia de CTC tiene valor

prondstico de SLP. Respecto a la SG, el resultado de CTC de nuestro estudio confirma los

277, 294 284, 285

hallazgos de algunas series y los dos metanilisis

281, 283, 288, 289, 290, 295

. Si bien hay trabajos en donde

esta relaciéon no se ha demostrado . Incluso en el metanalisis de Zhou et

al’®®, el subgrupo de estudios realizados con CellSearch no obtuvo relacién con la SG. Uno de
los estudios mas grandes con CTC fue comunicado por Poveda et al®®®, encontraron valor
prondstico para SG en el analisis univariante, pero no mantuvo la significacion en el
multivariante. La justificacion de que CTC sea factor prondstico de SG pero no de SLP es dificil
de valorar. Por una parte, dado que las CTC no son factor predictivo de respuesta, podria
justificar que no halla separacidn inicial en las curvas de SLP (figura 5.17). Por otra parte, la
separacioén inicial en las curvas de SG (figura 5.20) nos llevd a pensar en la posibilidad de la
influencia de las muertes ocurridas durante el tratamiento. Por ello, se analizaron estos 4

fallecimientos, comprobando que en 2 de las pacientes no se determinaron CTC, en una
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presentd ausencia de CTC y en la otra si hubo CTC positivas. Asi pues, estas muertes no han
supuesto un sesgo en la valoracion del valor pronéstico de SG. En el estudio de Aktas et al***
también la presencia de CTC no se relacioné con SLP pero si con la SG. Un mayor seguimiento

de las pacientes podria modificar estos resultados.

Los analisis multivariantes realizados, tanto para SLP como SG, hay que tomarlos con
precaucion, debido al escaso nimero de eventos registrados hasta la fecha. Para SLP solo tres
variables mantienen valor prondstico independiente: un valor de PCI menor o igual a 12, la
respuesta a QTNA y la reduccién de la integridad de cfDNA mayor de un 50% con el primero
ciclo de QT. Pierden la significacion los valores basales de cfDNA. Respecto a SG, solo el valor
de PCl mantiene la significacion en el anadlisis multivariante. Es destacable el importante papel
prondstico independiente que ha presentado en nuestro estudio la valoracién del PCl, tanto

104, 358, 359

para SLP como SG, algo que se ha confirmado en otras series . No obstante, estos

resultados deberian ser considerados provisionales a falta de un seguimiento mds prolongado.

Respecto a los BM de referencia en nuestro estudio, solo han sido factores prondstico
de SLP la reduccién de un 50% de su valor tras un ciclo de QT, pero no para SG. Tampoco el
valor basal de ninguno de los dos fue factor prondstico. En la literatura hay resultados

. . . . , , . 204
contradictorios, mientras en unas series si han encontrado valor prondstico de SLP y de SG ™™

208, 213, 375, 376 . 212,349
1222272215 an otras no se ha confirmado .

Por ultimo, revisando los requisitos que todo BM debe cumplir propuestos por la

Academia Nacional de Bioquimica Clinica de Estados Unidos'*®

y el Instituto de Salud
Americano™ (ver pagina 45), podemos comprobar que los nuevos BM analizados en el
presente trabajo cumplen con todos los criterios. Hemos demostrado que presentan un
significante e independiente valor prondstico (a falta de un mayor seguimiento), su
determinacién es factible y reproducible, con una metodologia propuesta en diversos tipos

neoplasicos, y sus resultados son datos objetivos facilmente interpretables.

Ademads, un aspecto importante a tener en cuenta a la hora de valorar nuevos BM
prondsticos, es valorar la utilidad clinica de ese BM, entendida ésta como la capacidad que
posee para mejorar la toma de decisiones clinicas y los resultados en el paciente respecto a los

BM vya establecidos®®

. Nuestros resultados han mostrado que tanto cfDNA como CTC han
presentado mayor valor prondstico que los BM de referencia, y también con importante papel

predictivo. Por ello, creemos que podrian ser incluidos en la practica clinica habitual.

6.3. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El presente trabajo ha presentado varias limitaciones que deben tenerse en cuenta a la
hora de interpretar los resultados.

Por una parte, la mayor parte del estudio se ha desarrollado en un uUnico centro, el
HCUVA, con la participacion en el uUltimo afo del Hospital Universitario Santa Lucia de
Cartagena. No obstante, las caracteristicas clinicas y patolégicas han sido similares a otras
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series. Los datos han sido recogidos sdlo por el doctorando, para homogeneizar la calidad de
los datos.

Las técnicas y procedimientos para el analisis de cfDNA y CTC son fundamentales para
la interpretacion de resultados. En ellos influyen multitud de factores, desde la toma y
manipulacion de las muestras, el tubo de recoleccién (EDTA o especifico de DNA circulante),
procesamiento en plasma o en suero, el tiempo en que se procesa, procedimiento de
centrifugado y congelacidon, método de aislamiento y deteccion de los BM. Todas estas
variables determinardan una mayor o menor calidad de los resultados, que es precisar
optimizar. La variacion de metodologia entre los diferentes estudios es uno de los grandes
problemas del analisis de cfDNA y CTC. Para que los resultados puedan ser comparables y
poder mejorar los conocimientos sobre estos BM, es necesario estandarizar los
procedimientos y que la comunidad cientifica adopte una Unica metodologia de trabajo.

El tamafio muestral también ha sido una limitacion para la obtencion de resultados,
aunque el presente trabajo representa el tercer mayor estudio de cfDNA en pacientes que se
ha comunicado. Un mayor tamaifo muestral podria modificar los resultados.

La heterogeneidad del CEO, tanto por sus diferentes escenarios clinicos posibles como
por su variedad histoldgica, puede ser una limitacién. En nuestro estudio solo se pusieron
como criterios de inclusion el presentar estadio avanzado o recaida sensible, y que fuera
susceptible de recibir tratamiento con quimioterapia. No se limitd la inclusién por tipo
histolégico o esquema de tratamiento indicado.

Pero la mayor limitacion de nuestro trabajo ha sido el escaso seguimiento que
actualmente presenta, que comporta aun un bajo nimero de eventos valorables. Se realizard
un seguimiento de los pacientes y analisis periddico de resultados que serdan comunicados mas
adelante en congresos nacionales e internacionales y revistas cientificas.
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Conclusiones

Segun los resultados de este estudio, los niveles elevados de ADN libre circulante y la
presencia de CTC en el carcinoma epitelial de ovario en estadio avanzado son factores
deletéreos para la supervivencia libre de progresion tumoral y supervivencia global de
las pacientes.

La reduccion de la integridad de ADN mayor del 50% tras tratamiento con
guimioterapia es un marcador precoz de resistencia al mismo, segiin nuestros datos.

El nivel basal de ADN libre circulante y el valor de su integridad podrian ser dos nuevos
biomarcadores predictivos de respuesta tumoral. Niveles elevados de ADN libre
circulante se relacionan con una menor respuesta a quimioterapia neoadyuvante. Un
valor alto de integridad de ADN libre circulante podria predecir una cirugia peritoneal
con resultado subdéptimo.

Los niveles de ADN libre circulante en pacientes con carcinoma epitelial de ovario
avanzado son significativamente mds elevados que en los controles sanos y patologia
ovdrica benigna. Ademads, se relacionan con deterioro del estado general de las
pacientes. Por otro lado, no mejoran la capacidad diagndstica de malignidad de los
biomarcadores de referencia Ca-125 y HE4.

La presencia de CTC podria ser un nuevo biomarcador poco sensible pero muy
especifico de malignidad.

Los nuevos biomarcadores ADN libre circulante y CTC podrian ser Utiles e incluirse en
los protocolos asistenciales para valoracion inicial y tratamiento del CEQO, ya que se
relacionan mejor con el prondstico y con la prediccidon de respuesta al tratamiento que
los biomarcadores clasico Ca-125 y HE4, segun nuestro estudio.
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Implicacaciones clinicas y perspectivas futuras

IMPLICACIONES CLINICAS

Los resultados que aporta este trabajo presentan gran relevancia clinica. Por una
parte, confirma el valor prondstico de cfDNA y CTC en el CEO avanzado. Este hecho ha
presentado resultados desiguales en la literatura. Nuestro trabajo apoya su papel en el
prondstico de las pacientes, mejorando la informacidn y valoracidn de la evolucién tumoral.

Ademads, nos aporta un nuevo BM de valoracidon precoz de la resistencia a los
tratamientos que no habia sido descrito anteriormente. Por otro lado, nos aporta dos nuevos
biomarcadores predictivos de respuesta. Uno ha presentado valor predictivo independiente
para aquellas pacientes que van a recibir quimioterapia neoadyuvante, ayudandonos a la toma
de decisiones en la valoracidn inicial de la paciente. El otro ha presentado valor predictivo del
resultado quirurgico.

También nos podria aportar otro nuevo biomarcador para determinar la carga tumoral
residual tras la cirugia peritoneal, en cuanto que los niveles de cfDNA se reducen tras la
intervencidn. Por ello, es un factor a explorar para futuros proyectos. Sin embargo, no hemos
hallado utilidad de la monitorizacidon con determinaciones seriadas durante el tratamiento con
quimioterapia.

En relacién a la fisiopatologia de la enfermedad, el presente trabajo mejora nuestro
conocimiento sobre las causas que justifican el mayor o menor deterioro del estado general de
una paciente, en cuanto que se relaciona con la carga tumoral sistémica medida por los niveles
de cfDNA. También, hemos confirmado una situacion de mayor destrucciéon celular en las
pacientes con CEO respecto a pacientes con tumores benignos de ovario y sujetos sanos, entre
los que no hay diferencias de lisis celular. Ademads, hemos confirmado que el mecanismo
principal de destruccién celular en el CEO ha sido la apoptosis celular.

Por ultimo, hemos demostrado que los valores de cfDNA no mejoran la capacidad
diagnostica de malignidad en el CEO respecto a los BM de referencia, presentando menor
sensibilidad y especificidad. No obstante, su posible papel diagndstico en la fase inicial de la
enfermedad deberia ser explorado en futuros estudios. Por otro lado, las CTC presentan una
elevada especificidad y valor predictivo positivo.

Con estos resultados, los nuevos BM podrian incluirse en los protocolos asistenciales
de valoracion inicial y tratamiento del CEO, por su papel prondstico y predictivo de respuesta a
QTNA, y CTC podria incluirse en el protocolo de diagndstico diferencial de la enfermedad,
aunque no cfDNA.

El trabajo de tesis doctoral que se propone aqui ha abierto una linea de investigaciéon
dentro del servicio de oncologia médica de nuestro centro, con orientacién y disposicion
multidisciplinar, colaborando con otros servicios y departamentos en la busqueda de nuevos
conocimientos acerca del desarrollo y evolucion carcinoma epitelial de ovario, y sirviendo de
base para realizar nuevos proyectos.
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PLAN DE DIFUSION

Se ha remitido comunicacion al préximo congreso anual de la Sociedad Americana de
Oncologia Médica (ASCO) que se celebrara entre el 2 y el 6 de junio de 2017 en Chicago (USA),
siendo aceptado como “Poster Session”, con abstract nimero 5566.

Se enviaran comunicaciones de las actualizaciones del seguimiento a congresos
nacionales e internacionales. Posteriormente a la lectura de la presente tesis, se redactara
trabajo para su publicacién en revista cientifica.

RELACION CON OTROS ESTUDIOS

Por una parte estamos participando con el servicio de Inmunologia Clinica en el
estudio del papel de CTC y células natural killer (NK) en la carcinogénesis a través de una beca
del Instituto de Salud Carlos-lll, expediente P113/02297, titulado “Regulacion de la respuesta
anti-tumoral de células NK y su relacién con la susceptibilidad, diseminacién y respuesta al
tratamiento del cancer”, siendo el investigador principal el Dr. Alfredo Minguela Puras, y
duracion de 2014 a 2016. Fruto de estas investigaciones han sido las siguientes
comunicaciones a congresos:

- Jerénimo Martinez-Garcia, MV Martinez-Sanchez, A. Torroba Caron et al.
Immunological profile in patients with epithelial ovarian cancer. Data of the RENO project and
the FIS-P113/02297 project. Abstract 6795.
ESGO 2014, International meeting of the European society of Gynaecological Oncology,
Octuber, 2014 Turin (ItaliaFrancia)
International Journal of Gynecological Cancer: October 2014 - Volume 24, supp 2 - Issue 8 - pag
77doi: 10.1097/01.1GC.0000455561.57987.ea; PMID: 25251322
Comunicacién tipo poster.

- Jeronimo Martinez-Garcia, MV Martinez-Sanchez, A. Torroba Caron et al.
Immunological profile in patients with epithelial ovarian cancer. Updated data of the RENO
project and the FIS-P113/02297 project. Abstract 0715
ESGO 2015, International meeting of the European society of Gynaecological Oncology,
Octuber 24-27, 2015 Nice (Francia)
Comunicacién tipo poster.

- Jeronimo Martinez-Garcia, M. Victoria Martinez-Sanchez, Pilar Sdnchez-Henarejos et al.
Perfil inmunoldgico en pacientes con cancer epitelial de ovario. Datos iniciales del proyecto
local RENO y proyecto FIS-PI13/02297. Comunicacién oral 0-18
Congreso nacional SEOM (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica) 2015, 28-30 octubre,
Madrid (Espafia)

Durante el primer afio de desarrollo del trabajo también se colaboré con la unidad de
investigacion traslacional de la Asociacidon Espafiola contra el Cancer situada en el HCUVA. El
objetivo fue individualizar el tratamiento mediante cultivo celular de células procedentes de
excedente del material biolégico de biopsia y/o cirugia de las pacientes incluidas en el estudio
RENO. Se relaciond con la evolucién clinica y posteriormente se relacionaria con los BM a
estudio. Fruto de estas investigaciones fueron las siguientes comunicaciones a congresos:

- Jeronimo Martinez-Garcia, Maria Nela Garcia-Espinosa, Mar Carballo Santana et al.
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Individualizacién del tratamiento en cancer de ovario mediante cultivo celular. Datos
del proyecto local RENO. Comunicacién oral 0-19

Congreso nacional SEOM (Sociedad Espafiola de Oncologia Médica) 2015, 28-30
octubre, Madrid (Espana)

- Jeronimo Martinez-Garcia, MN Garcia-Espinosa, Mar Carballo-Santana et al.
Cell culture as a tool to individualize chemotherapy in ovarian cancer. Data from the
RENO project. Abstract0828
ESGO 19, International meeting of the European Society of Gynaecological Oncology,
Octuber 24-27, 2015 Nice (France)

PERSPECTIVAS FUTURAS
Nuestras perspectivas futuras en relacién a este proyecto son:

- Seguimiento a largo plazo del estudio. Nuestra principal limitacién actual es el escaso
tiempo de evolucidn de la muestra. Haremos un seguimiento a largo plazo con analisis
periddico de resultados. Estos se comunicaran a congresos oncoldgicos y revistas
cientificas.

- Realizacién de estudio de mutaciones de tp53 en el cfDNA de nuestro trabajo, para
establecer su valor predictivo y prondstico. Esta pendiente de obtener financiacion.

- Ampliar el estudio de cfDNA a otros tipos tumorales. Para ello, se estd en fase de
disefio del proyecto para la busqueda de colaboracién entre otros hospitales y obtener
financiacion.

181



Implicacaciones clinicas y perspectivas futuras

182



9. Anexos




Anexos

184



Anexos

ANEXO I. TNM 72 EDICION DE 2010. FIGO 2014

TNM 72 ed, FIGO 2014
2010
T1 NO MO | Limitado a los ovarios o trompa de Falopio
Tla 1A
ascitico negativo
T1lb 1B
liquido ascitico negativo
Tlc IC Uno o ambos ovarios o trompas con alguno de los siguientes:
Ticl IC1 Derrame quirurgico, rotura quirdrgica de la cdpsula
T1lc2 IC2
o trompa
T1c3 IC3 Liquido ascitico positivo o lavado peritoneal positivo
T2 NO MO 1] Enfermedad con extensién pélvica, afectando a 1 o ambos ovarios o
trompas
T2a 1A Utero o trompas u ovarios
T2b 11B Otros tejidos pélvicos intraperitoneales
T3y/oN1 1l Enfermedad con diseminacién peritoneal extrapélvica y/o afectacién
ganglionar regional
T1/2 N1 A1
histologia)
HA(i)
A(ii)
T3a2 NO/N1 1A2 Afectacién peritoneal
afectacidn ganglionar retroperitoneal
T3b NO/N1 1B
sin afectacién ganglionar retroperitoneal
T3¢ NO/N1 1cC
afectacidn ganglionar retroperitoneal
M1 \Y) Metdstasis a distancia, excepto las peritoneales (1)
IVA Derrame pleural con citologia positiva
IVB

Limitado a un ovario o trompa de Falopio con capsula intacta,
ausencia de tumor en superficie ovarica o trompa; liquido

Limitado a los dos ovarios o trompas de Falopio con capsula

intacta, ausencia de tumor en superficie ovarica o trompa;

Cépsula rota antes de la cirugia o tumor en superficie ovarica

Afectacién ganglios retroperitoneales exclusiva (por citologia o
Metastasis ganglionar hasta 10 mm en la dimensiéon mayor
Metastasis ganglionar mds de 10 mm en la dimensién mayor

extrapélvica microscépica con o sin

Afectacidn peritoneal extrapélvica macroscépicas hasta 2cm con o

Afectacidn peritoneal extrapélvica macroscépica >2 cm con o sin

Metastasis parenquimatosas y metastasis a odrganos extra-
abdominales (incluido adenopatias fuera de la cavidad abdominal)

Ganglios regionales: hipogdéstricos, iliaco comun, iliaco externo, sacro lateral, paradrticos e inguinales.

pNO precisa 10 ganglios al ser linfadenectomia pélvica

(1) La extensién del tumor a la capsula hepdtica y esplénica sin afectacién parenquimatosa se considera lIC, y las
metdstasis del parénquima hepatico, infiltracién transmural intestinal y depdsito umbilical como M1.

De: Jaime Prat; for the FIGO Committee on Gynecologic Oncology. Staging classification for cancer of the ovary,
fallopian tube, and peritoneum. Int J Gynecol Obstet 2014;124 (1):1-5. PMID 24210074
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ANEXO Il. ESCALA ECOG ESTADO GENERAL

GRADO Valoracién

0 Asintomatico. No restriccion

1 Escasa sintomatologia.
Limitacién en actividades intensas, pero capaz de desarrollar actividad de
intensidad leve/moderada

2 Sintomatico. Ambulatorio y capaz de cuidados propios, pero incapaz de
realizar actividad fisica alguna
Pasa menos del 50% del tiempo sentado o acostado

3 Muy sintomatico.
Capaz de realizar sdlo actividades basicas.
Encamado o sentado mas del 50% de su tiempo

4 Completamente limitado.
Encamado el 100% del tiempo

5 Muerte

De: Oken MM, Creech RH, Tormey DC, Horton J et al. Toxicity And Response Criteria Of The Eastern Cooperative
Oncology Group. Am J Clin Oncol 1982;5(6):649-655. PMID 7165009
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ANEXO lll. CRITERIOS DE RESPUESTA RADIOLOGICA RECIST 1.1

Lesion Diana (1) Lesion No Diana (2) Nueva lesion Respuesta Global
RC RC No RC
RC No RC/ No PE No RP
RC No valorable No RP
RP No PE o no valorable  No RP
EE No PE o no valorable  No EE
No valorable No PE No No valorable
PE PE
PE PE
Sl PE

(1) Lesion Diana:

RC: desaparicidn de lesiones diana

RP: reduccién de al menos un 30% en la suma de diametros de lesiones diana de referencia

PE: aumento de al menos un 20% en la suma de didametros de lesiones diana de referencia, tomando como
referencia las suma mas pequefia en estudio. Debe también aumentar al menos 5 mm.

EE: no cumple criterios ni de RP ni del PE

(2) Lesion No Diana:

RC: desaparicidn de lesiones no diana y normalizacién del marcador tumoral

No RC / No PE: persistencia de una o mas lesiones no diana y/o mantenimiento del nivel de marcador tumoral por
encima del nivel normal

PE: progresion inequivoca de lesiones no diana o aparicidn de nuevas lesiones no diana

Lesiones tumorales medibles se consideran aquellas con al menos una dimensién minimo de 10 mm por TC.

Los ganglios linfaticos se consideraran patolégicos cuando el eje corto sea como minimo de 15 mm.

Lesiones no medibles seran aquellas lesiones menores de 10 mm y ganglios linfaticos entre 10 y 15 mm, al igual
que otras lesiones como ascitis, derrame pleural o pericardico, afectacién leptomeningea, linfangitis pulmonar.

RC=Respuesta Completa; RP=Respuesta parcial; EE= Enfermedad Estable; PE=Progresion de Enfermedad

De: Eisenhauer EA, Therasse P, Bogaerts J, Schwartz LH et al. New response evaluation criteria in solid tumours:
Revised RECIST guideline (version 1.1). Eur J Cancer 2009;45(2):228-247. PMID 19097774

187




Anexos

ANEXO IV. CRITERIOS DE RESPUESTA Y PROGRESION EN CANCER DE
OVARIO DEL GCIG 2011

Evaluacion de la mejor respuesta en pacientes sin lesion medible inicial y que son valorados por Ca-

125

Ca-125 (1) Lesiones No Diana (2) Nueva Lesion Respuesta Serolégica
global (3)
Respuesta o RC No RC

Normalizacion

Respuesta No PE No RP
Normalizacién por no No RC / No PE No EE
respuesta

No RP/ No PE No PE No EE
PE Cualquiera Cualquiera PE
Cualquiera PE Cualquiera PE
Cualquiera Cualquiera Si PE

(1) Larespuesta de Ca-125 se define por la reduccion de al menos un 50% de su valor respecto al valor antes del
tratamiento.
La respuesta precisa confirmarla y mantenerla al menos 28 dias.
El paciente podrd ser valorado por Ca-125 sélo si presenta un valor en las 2 semanas previas al tratamiento
de al menos 2 veces el LSN.
El Ca-125 no serd valorable si se realiza un procedimiento invasivo en peritoneo o pleura en los 28 dias
previos.
La fecha de la respuesta serd la fecha cuando el Ca-125 baja por primera vez del 50% del valor antes del
tratamiento.

(2) Lesion No Diana incluye ascitis y derrame pleural, que no son medibles acorde a RECIST.
(3) Larespuesta global precisa confirmarla y mantenerla al menos 28 dias

RC: Respuesta Completa; RP: Respuesta Parcial; EE: Enfermedad Estable; PE: Progresién de Enfermedad
LSN: limite superior normal.

‘ Definicion de progresion

RECIST Ca-125
Comparado con la suma mas baja, aumento Aumento de Ca-125 dos o mas veces
de un 20% la suma de los diametros de las v el LSN o el valor nadir, comprobado
lesiones diana en 2 ocasiones separados al menos
/ una semana
0
o

Nueva lesidon (medible o no medible)
0

Inequivoca progresion en lesién no diana

La fecha de la progresion por RECIST serd la fecha La fecha de progresiéon sera la fecha del
de documentacion del aumento o nuevas lesiones primer aumento de Ca-125 por encima
del LSN/nadir
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Evaluacion de la mejor respuesta en pacientes con lesion medible y que

Ca-125

son también valorados por

Lesion Diana (1) Lesion No Diana Nueva lesion Ca-125 Respuesta Global
(2) (3)
RC RC No Normal RC
RC No RC/ No PE No No PE RP
RC RC No RP pero no RP
normal
RC No valorable No RP RP
RP No RC/ No PE No No PE RP
No valorable No PE No RP RP
EE No PE No RP RP
EE No PE o no No No RPy no PE EE
valorable
PE Cualquiera Cualquiera Cualquiera PE
PE PE
Si PE
PE PE

(1) Lesion Diana: incluye hasta 5 lesiones medibles (2 por érgano) segiin RECIST 1.1

RC: desaparicidn de lesiones diana

RP: reduccién de al menos un 30% en la suma de diametros de lesiones diana de referencia

PE: aumento de al menos un 20% en la suma de didmetros de lesiones diana de referencia, tomando como
referencia las suma mas pequeiia en estudio. Debe también aumentar al menos 5 mm.

EE: no cumple criterios ni de RP ni del PE

(2) Lesion No Diana: incluye ascitis, carcinomatosis peritoneal segiin RECIST 1.1

RC: desaparicidn de lesiones no diana y normalizacién del marcador tumoral

No RC / No PE: persistencia de una o mas lesiones no diana y/o mantenimiento del nivel de marcador tumoral por
encima del nivel normal

PE: progresion inequivoca de lesiones no diana o aparicidn de nuevas lesiones no diana

(3) Se precisa que se mantenga la respuesta al menos 28 dias

De: Rustin GJS, Vergote |, Eisenhauer E, Pujade-Lauraine E et al. Definitions for Response and Progression in Ovarian
Cancer Clinical Trials Incorporating RECIST 1.1 and CA 125 Agreed by the Gynecological Cancer Intergroup (GCIG).
Int J Gynecol Cancer 2011;21:419-423. PMID 21270624
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ANEXO V. INDICE DE CARCINOMATOSIS PERITONEAL (PCI) DE
SUGARBAKER.

Supone una evaluacién cuantitativa de la extensién abdominal de la carcinomatosis
peritoneal. Se basa en la distribuciéon tumoral en las diferentes regiones y el tamafio de las
lesiones.

Para el calculo del PCI se divide la cavidad abdominal en 13 regiones anatomicas y se
gradua el tamafio del implante mayor en cada zona (ver imagen).

Peritoneal Cancer Index

Regions Lesion Size Lesion Size Score
0 Central . LS 0 No tumor seen
4 1 Raght Upper — LS 1 Tumorupto 0.5 cm
) “ : 2 Epigastrium LS 2 Tumorup to 5.0 cm
/ b \\ 3 Left Upper o LS 3 Tumor> 50cm
( \ \ 4 Left Flank o or confluence
J : o { 5 Left Lower e
| ,/. < L | 6 Pelvis = =% NN
l, /2 | i{_ 7 Right Lower o > :'
, N 8 Rught Flank o /
8| o | ﬂ_ G P4
_%T" o 9 Upper Jeunum s / [ ——
l ‘ ' 10 Lower Jejunum i & l N2 N
[} 11 Upper Ileum S
I ﬂ ' l 12 Lower Ileum
!

PCI

De: Jacquet P, Sugarbaker PH. Clinical research methodologies in diagnosis and staging of patients with
peritoneal carcinomatosis. In: Sugarbaker PH, editor. Peritoneal carcinomatosis: principles of
management. Boston (MA): Kluwer Academic Publishers; 996. p. 359-74.
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ANEXO VI. EVALUACION POR EL CEIC DEL HOSPITAL CLINICO

UNIVERSITARIO VIRGEN DE LA ARRIXACA

°
Servicio |

Murciano
de Salud Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca”

Ctra. Madrid - Cartagena * Telf. 968 36 95 00
30120 El Palmar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunion del dia 27/05/2013, acta 05/13 ha evaluado la
propuesta del investigador Dr. Jerénimo Martinez Garcia referida al estudio:

Titulo: Comportamiento tumoral y relevancia clinica de la determinacion del perfil de resistencia en carcinoma
epitelial de ovario, trompa de Falopio y peritoneal primario, en estadio avanzado

10, Considera que

- El ensayo se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- La capacidad del Dr. Jerénimo Martinez Garcia y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el
estudio.

29, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Murcia, a 27 de mayo de 2013

1o Murciano de Salud

il "Virgen de la Arrixaca”

oiiite Etico de Investigacion Clinica
MURCIA

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca
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ANEXO VII. CONSENTIMIENTO INFORMADO DE BIOBANC-MUR

Mp e mosancwwr  p

Red de laRegion de Murcia

Investigacion Biosantaria
Virgen de la

DOCUMENTO DE INFORMACION AL DONANTE (v.3)

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, igual que en la mayorfa de hospitales, ademés de la
asistencia a los pacientes, se realiza investigacion biomédica. La finalidad de esta investigacion es progresar en el
conocimiento de las enfermedades y en su prevencion, diagnostico, prondstico y iento. Esta i

biomédica requiere recoger datos clinicos y muestras bioldgicas de pacientes y donantes sanos para analizarlos y
obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las yavanzar su diagnéstico y/o

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagnéstico o control de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también itiles y necesarias para la investigacion. De hecho, muchos de los avances cientificos
obtenidos en los dltimos afios en medicina son fruto de este tipo de estudios

al Biob Nodo 1 del Hospital Clinico Universitario Virgen de
la Arrixaca el material biolégico sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial, se le
han realizado o se le van a realizar en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en investigacion
biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de lnvesugamén Biomédica, la Ley Orgémca 15/1999, de Proteccién de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos que lea este documento d
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si esté de acuerdo en participar en esta propuesta

1Qué es un biobanco?: Institucion para favorecer la investigacion y la salud.

Un biobanco es una institucion, regulada por leyes especificas, que facilita la investigacién biomédica, es decir, aquella
dirigida a promover la salud de las personas.

Las muestras incluidas en un biobanco pueden ser cedidas para investigacién en Medicina, siempre bajo la supervisién
de un comité cientifico y otro de ética. Las muestras se cederan generalmente sin informacién personal asociada,
aunque a veces podré ser necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para completar la
investigacion.

La investigacion biomédica es, hoy en dia, un fenémeno global por lo que ocasionalmente estas muestras podran ser
cedidas a grupos de investigacion fuera de Esparia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacion espafiola y
lo aprueben los correspondientes comités.

Muestras_biolégica: ada: En ningiin caso se le practicardn mds pruebas de las
imprescindibles para su adecuada atencién médica.

Se guardar y dispondra del material biolégico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, liquidos bioldgicos y/o tejidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donacion de muestras
excedentes de este proceso asistencial no impedira que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea necesario por
motivos de salud, siempre que estén disponibles. Las muestras y Ia informacion asociada a las mismas se custodiardn
y/o guardarén en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo 1 del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca hasta su
extincion. Este Biobanco forma parte de la Plataforma Red Nacional de Biobancos, como nodo de dicha Plataforma del
Instituto de Salud Carlos III con la referencia PT13/0010/0018, y esta registrado en el Registro Nacional de Biobancos
con nimero de referencia B.0000859.

Este biobanco acoge colecciones organizadas de muestras biolégicas e informacién asociada en las condiciones y

garantfas de calidad y seguridad que exige la legislacién anteriormente referida y los codigos de conducta aprobados

Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Region de Murcia
Plataforma Red Nacional de Biobancos - ISCIIL Version 3 02/06/2014

I S BIOBANCMUR AL

Investigacién Biosanitaria b
Virgen de la Arrixaca

por los Comités de Etica. Dichas muestras y su informacion asociada quedan disponibles para aquellos investigadores
quelo soliciten al biobanco.

Cualquier estudio de investigacién para el que se solicite la utilizacién de estos datos o muestras deberd disponer
siempre de la apmbacmn del Comité de Etica de la Investigacion (CEI) competente, que velaré para que los

sarrollen sus siempre las mds estrictas normas éticas y legales. Ademds, el Comité
Clontifco de biobanco garantizard que los proyectos sean de excelencia cientifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacin lo requiera, se realizarén estudios genéticos, y a
partir de ellos se puede obtener informacion acerca de su salud y la de sus familiares. Siempre se actuard velando por
la proteccién de esta i (ver ap: e proteccion de datos y

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su historial clinico, solamente en
el caso de que ello sea imprescindible para la realizacién del proyecto para el que se soliciten las muestras y previa
autorizacién por parte del Comité de Etica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, a institucion sanitaria se podria poner en contacto con usted para
solicitarle nuevamente su colaboracién. En este caso se le informara de los motivos y se le solicitara de nuevo su
consentimiento.

Proteccion de datos y confidencialidad: Las muestras se conservardn codificadas.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secreto, de acuerdo con la legislacién vigente en materia de proteccién de datos de carécter personal.

La identificacion de las muestras bioldgicas del Biobanco serd sometida a un proceso de codificacion. A cada muestra
sele asigna un codigo de identificacion, que serd el tilizado por los investigadores. Unicamente el personal autorizado
por el biobanco podra relacionar su identidad con los citados c6digos. Mediante este proceso los investigadores que
soliciten muestras al biobanco no podrén conocer ningin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obtenidos de la investigacién realizada con sus muestras se publiquen en revistas cientificas, su identidad
no seré facilitada. En aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente ttiles para su salud, y de
acuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podrén ser anonimizadas, es decir, no habra
ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos clinicos asociados a las mismas, pasarén a formar parte del fichero del Biobanco, inscrito en la
Agencia de Proteccion de datos.

Responsable del fichero: Fundacion para la Formacidn e Investigacion Sanitarias de la Region de Murcia.
Direccién Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podré ejercer sus derechos de acceso, rectificacién, cancelacion y objecién, asf como obtener informacion sobre
el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundacion para la Formacion e Investigacion Sanitarias de la Region de Murcia
Calle Luis Fontes Pagan, 9-1,30003 Murcia
Tel.: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Cardcter altruista de la_donac La cesién de muestras bioldgicas que usted realiza al Biobanco del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca es gratuita.

La donacién tiene por disposicién legal caricter altruista, por lo que usted no obtendré ni ahora ni en el futuro ningiin
beneficio econdmico por la misma, ni tendré derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigacion biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos
gracias a los estudios levados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas

e
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Partici ia. Su negativa NO repercutird en su asistencia médica, presente o futura

Su participacién es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmard que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que
explicar los motivos y esto no repercutira negativamente en su asistencia médica, presente o futura,

nsentimiento: si usted decide firmar este consentimiento, podrd también cancelarlo

libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras bioldgicas serfan destruidas y los datos
asociados a las mismas serfan retirados del biobanco. También podria solicitar la anonimizacién de las muestras, en
cuyo caso se eliminaria la relacion entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras biolGgicas y

o !
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CONSENTIMIENTO INFORMADQ

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCL
PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Nombre y Apellidos (donante)...

Persona del centro que informa

Edad: Sexo: DN DNI:

datos clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacion o anonimizacién no se podrian extender ala i que
ya se hubiera llevado a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, deberd solicitarlo por escrito al Titular del Biobanco, en la direccién
anteriormente indicada.

Informacién sobre lo: de la il igacion: se le proporci d informacién si usted desea
recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle informacion acerca de cudles son
las investigaciones en que se han utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacion o anonimizacion.

Los métodos utilizados en investigacién Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la préctica clinica, por
1o que no deben de ser considerados con valor clinico para usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones
proporcionen datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a su salud 0 a la de su
familia, le serdn comunicados si asf lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacién
relevante para su familia, le corresponderd a usted decidir si quiere o no comunicérselo. Si Ud. quiere que se le
comunique dicha informacién relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

Si usted no desea recibir esta informacion, tenga en cuenta que la ley establece que, cuando la informacién obtenida
sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares bioldgicos, un Comité de expertos estudiard
el caso y debers decidir si es informar a los afectados 0 a sus legales.

Por favor, pregunte al personal sanitario que le ha comunicado esta informacién sobre cualquier duda que
pueda tener, ahora o en el futuro, en relaci Asimismo, pueds us
dudas con su médico, quien le pondra 1 personal sanitari izad

Le con el avance de la ciencia y la medicina. De esta forma estd
usted colaborando a vencer 1as enfermedades y ayudar a multitud de enfermos actuales y futuros
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si la e se le ha ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
T P BN Gl et explicados, por favor, lea, complete y firme a continuacién esta
hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material bioldgico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo 1, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo
proyectos de investigacion biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacion del Comité de ftica de

Esta la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la

informacién adjunta.
Confirmo que:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante de las prucbas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo 1, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacin competente.
Esta autorizaci6n la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

2. Desea que se | ique la i derivada de la investi que realmente sea relevante y aplicable para

su salud o la de su familia ost onNo Teléfono o E-mail de contacto.

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales
ost ONo Teléfono o E-mail de contacto:

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

Red Red de la Regidn de Murcia
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Anexos

ANEXO VIII. CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL ESTUDIO.

GRUPO CONTROL

Jerdnimo Martinez Garcia Comportamiento tumoral y relevancia clinica Jerénimo Martinez Garcia Comportamiento tumoral y relevancia clinica
Tesis Doctoral - Universidad de Murcia de la determinacion del perfil de resistencia en CEO Tesis Doctoral ~ Universidad de Murcia de la determinacion del perfil de resistencia en CEO
Servicio Oncologia Médica - HCUVA Servicio Oncologia Médica — HCUVA

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

7.-PI DE DATOS Y CONFI IDAD
PARA LA PERSONA SANA Elinvestigador se compromete a asegurar a intimidad y confidencialidad de los datos de caricter personal de
los sujetos incluidos en el estudio, de conformidad a la Ley Orgdnica 15/1999, de 13 de diciembre,
Titulo del proyecto:  “COMPORTAMIENTO TUMORAL Y RELEVANCIA CLINICA DE LA DETERMINACION Proteccién de Datos de Carcter Personal; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se
DEL PERFIL DE RESISTENCIA EN CARCINOMA EPITELIAL DE OVARIO, TROMPA DE aprueba el Reglamento de desarrollo de Ia misma, asi como la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, bisica
FALOPIO Y PERITONEAL PRIMARID, EN ESTADIO AVANZADO” reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y

documentacién clinica y documentos contenidos en el archivo.

ador Principal:  Dr. Jernimo Martinez Garcia

Médico Adjunto del Servicio de Oncologia Médica La informacion que se recoja sera confidencial y no se usard para ningin otro propésito fuera de los de esta
investigacion
Centro de realizacién:  Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (HCUVA) La cesién a otros centros de investigacion, publicos o privados, de sus muestras o de sus derivados, asi como de
Ia informacion contenida en las bases de datos vinculada a las mismas y a su estado de salud, se realizaria
1.- DESCRIPCION DEL ESTUDIO mediante un procedimiento de disociacion, esto es, suprimiendo la informacion personal que la identificay
El carcinoma epitelial de ovario, trompa de Falopio y peritoneal primario supone un importante problema de sustituyéndola por un cddigo.
salud en el sexo femenino, siendo la segunda neoplasia ginecoldgica mas frecuente.
Gracias a los avances en la investigacién tanto de su biologfa, como su diagnéstico y tratamiento, se va 8. DECLARACION DE CONSENTIMIENTO
logrando mejorar la calidad de vida de las pacientes y el pronéstico de Ia enfermedad.
Don/Dia. con DNI. y teléfono.
En el presente trabajo queremos buscar nuevos biomarcadores que nos ayuden a clasificar mejor esta
neoplasia y, asi, poder planificar un mejor tratamiento a las pacientes. DECLARO
Pero para extraer conclusiones en este estudio necesitamos un grupo control de personas sanas, para He leido Ia hoja de informacién que se me ha entregado.
determinar los valores normales de los biomarcadores estudiados en la poblacion sana, y asi valorar los He sido informado por el Dr. sobre el proyecto
resultados de los pacientes. de investigacién “comportamiento tumoral y relevancia clinica de la determinacién del perfil de resistencia en
Por ello, se e solicita participar en este proyecto de investigacion como suieto sano. carcinoma epitelial de ovario, trompa de Falopio y peritoneal primario, en estadio avanzado” y su
Se precisaria una extraccion sanguinea para hacer una 6n de los nuevos bi 5 procedimiento.
que queremos estudiar. las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo.
Las muestras serén almacenadas en las instalaciones del Biobanco del Hospital Clinico Universitario Virgen de la He podido realizar observaclones y me han sida aclaradas todas las dudas que he planteada.
Arrixaca, que se encargard de procesarlas de acuerdo con las diferentes necesidades del proyecto y siguiendo He comprendido que la participacion es voluntaria y puedo revocar mi consentimiento en cualquier momento,
Ja normativa sobre su manipulacion. sin tener que dar explicaciones y sin que esto tenga repercusion para mi.
Quelibrey aceptola eneste p: d
2.- OBJETIVO
La finalidad del estudio es buscar que factores determinan la evolucion del céncer de ovario, trompa de Falopio CONSIENTO
 peritoneal primario, y su respuesta al tratamiento. Que el investigador principal u otros centros de investigacion, péblicos o privados, utilicen mis datos y las
Con estos resultados podremos identificar diferentes subtipos tumorales y, asi, plantear esquemas de n las condici idas en la hoja de
tratamiento especificos dirigidos a cada paciente, con probable beneficio en eficacia de la terapia oncoldgica y
supervivencia para el paciente. Fdo.:
Nombre Pacient Fecha:
3.- CONDICIONES DE LA DONACION Fd
0.0

Usted no recibird ninguna compensacion econdmica ni otros beneficios materiales por donar su sangre. Sin
embargo, silas investigaciones que se realicen tuvieran éxito, se podrian mejorar los tratamientos de este
tumor y asi, podria ayudar en el futuro a otras pacientes con esta neoplasia.
La manipulacién de las muestras se realizard de acuerdo a la normativa vigente en Biobanco y de la que se le
proporciona un consentimiento informado propio.

Nombre Médico: .. Fecha:

9. REVOCACIGN DEL CONSENTIMIENTO
Revoco el consentimiento prestado en fecha........de..
en el presente estudio que doy con esta fecha por finalizada

5.- DERECHO DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

La decision de donar su sangre es totalmente voluntaria. Usted puede negarse a donarlas e incluso puede
revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna explicacion y sin que ello tenga
ninguna repercusion para uste

de 20......y no deseo proseguir la participacién

Si revoca el consentimiento que ahora presta, los efectos no se extenderan a los datos resultantes de las Fdo.
Nombre Pacient NI Fecha:
investigaciones que ya se hayan llevado a cabo antes de la revocacién de su consentimiento.
6.- RIESGOS. ;"7 : ol recha:
El presente trabajo no implica ningun riesgo para usted, salvo las molestias derivadas de una extraccion "/ echa:
sanguinea.
1/2 2/2
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GRUPO PACIENTES

Jerdnimo Martinez Garcia Comportamiento tumoral y relevancia clinica
Jerdnimo Martinez Garcia Comportamiento tumoral y relevancia clinica Tesis Doctoral — Universidad de Murcia de la determinacicn del perfil de resistencia en CEO
Tesis Doctoral ~ Universidad de Murcia de la determinacion del perfil de resistencia en CEQ Servicio Oncologia Médica - HCUVA
Servicio Oncologia Médica — HCUVA
Durante el seguimiento podria ser contactada con el fin de recabar informacion sobre su situacién clinica, de
CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PARTICIPACION EN EL ESTUDIO cara a completar datos en el proyecto de seguimiento, y asi relacionarlo con los factores estudiados en las
muestras al diagnostico. Por tal motivo, es importante que comunique al servicio de oncologia si cambiara de
PARA EL PACIENTE domiclio némero de teléfono.
Titulo del proyecto:  “COMPORTAMIENTO TUMORAL Y RELEVANCIA CLINICA DE LA DETERMINACION 5. DERECHO DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
DEL PERFIL DE RESISTENCIA EN CARCINOMA EPITELIAL DE OVARIO, TROMPA DE La decision de donar sus muestras es totalmente voluntaria. Usted puede negarse a donarlas e incluso puede
FALOPIO Y PERITONEAL PRIMARIO, EN ESTADIO AVANZADO” revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna explicacion y sin que ello tenga
ninguna repercusion en la atencién médica que recibe en el Centro.
Investigador Principal:  Dr. Jerénimo Martinez Garcia Si revoca el consentimiento que ahora presta, los efectos no se extenderén a los datos resultantes de las
Meédico Adjunto del Servicio de Oncologia Médica investigaciones que ya se hayan llevado a cabo antes de la revocacion de su consentimiento.
Centro de realizacion:  Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia (HCUVA) 6.- RIESGOS
€l presente trabajo supone un estudio observacional, en ningun caso influird en su tratamiento oncologico
1.- DESCRIPCION DEL ESTUDIO habitual ni se usara nueva medicacion experimental.
El carcinoma epitelial de ovario, trompa de Falopio y peritoneal primario supone un importante problema de El estudio se basa en la determinacién de factores en la muestra de tejido extraida al diagnostico y en las,
salud en el sexo femenino, siendo la segunda neoplasia ginecologica mas frecuente. muestras sanguineas durante los dos primeros tratamientos, que son préctica habitual solicitada por su médico.
Gracias a los avances en la investigacion tanto de su biologia, como su diagnéstico y tratamiento, se va Su participacion no supondra para usted la realizacién de nuevas pruebas o extracciones.
logrando mejorar la calidad de vida de las pacientes y el prondstico de la enfermedad. Por lo cual, el procedimiento no implica ningdn riesgo para usted.
En el presente trabajo queremos buscar nuevos biomarcadores que nos ayuden a clasificar mejor la 7.- PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD
enfermedad, y asi, poder planificar un mejor tratamiento a las pacientes. El investigador se compromete a asegurar la intimidad y confidencialidad de los datos de carécter personal de
Se le solicita acceder a la muestra tumoral al diagnostico en la biopsia o en la cirugia, asi como a la 0s sujetos incluidos en el estudio, de conformidad a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
determinacion de ciertos biomarcadores en las muestras sanguineas que se realiza de rutina en la préctica Proteccién de Datos de Carécter Personal; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que s
asistencial. aprueba el Reglamento de desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica
3 un de su evolucién clinica y la respuesta al tratamiento oncolégico, reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y
con el objetivo de analizar que determinantes se relacionan con un mejor o peor prondstico. én clinica y t en el archivo.
El estudio no supondra para usted la realizacion de nuevas pruebas, puesto que se realizaran sobre la muestra La informaci6n que se recoja sera confidencial y no se usara para ningin otro propésito fuera de los de esta
de tejido extraido al diagnostico en la biopsia o en la cirugia, y de la muestra sanguinea que se realiza investigacion.
habitualmente en las consultas antes de la cirugia y antes del primer y segundo ciclo de quimioterapia. Solo La cesién a otros centros de investigacin, publicos o privados, de sus muestras o de sus derivados, asi como de
seré necesario extraer un cilindro de muestra mas en el mismo acto de la biopsia y dos tubos més de analitica a informacién contenida en las bases de datos vinculada a las mismas y a su estada de salud, se realizaria
sanguinea. mediante un imiento de disociacién, esto es, suprimiendo la i ion personal que la identifica y
Se realizara una ltima determinacion sanguinea a los 2 meses de finalizar el tratamiento con quimioterapia, sustituyéndola por un codigo.
que se hara coincidir con el analisis solicitado por su oncdlogo en su visita habitual.
No se precisaran nuevas muestras durante el tratamiento.
Las muestras serén almacenadas en las instalaciones del Biobanco del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca, que se encargaré de procesarlas de acuerdo con las diferentes necesidades del proyecto y siguiendo
la normativa sobre su manipulacién.
2.- OBJETIVO
La finalidad del estudio es buscar que factores determinan la evolucién del cancer de ovario, trompa de Falopio
¥ peritoneal primario, y su respuesta al tratamiento.
Con estos resultados podremos identificar diferentes subtipos tumorales y, asi, plantear esquemas de
tratamiento especificos dirigidos a cada paciente, con probable beneficio en eficacia de la terapia oncolgica y
supervivencia para el paciente.
3.- CONDICIONES DE LA DONACION
Usted no recibird ninguna compensacion econdmica ni otros beneficios materiales por donar sus muestras. Sin
embargo, si las investigaciones que se realicen tuvieran éxito, se podrian mejorar los tratamientos y, asi, podria
ayudar en el futuro a otras pacientes con su mismo tumor.
La manipulacion de las muestras se realizara de acuerdo a la normativa vigente en Biobanco y de la que se le
proporciona un consentimiento informado propio.
4.- OTROS CONDICIONES DURANTE EL SEGUIMIENTO
1/3 2/3

Jerdnimo Martinez Garcia Comportamiento tumoral y relevancia clinica
Tesis Doctoral - Universidad de Murcia de la determinacion del perfl de resistencia en CEO
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8. DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Don/DF con DNI. y teléfont
Don/Di con DNI. ¥ teléfe en calidad de
representante (en caso de minoria legal o idad) del pacient

DECLARO

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

He sido informado por el Dr. sobre el proyecto
de investigacion “comportamiento tumoral y relevancia clinica de la determinacién del perfil de resistencia en
carcinoma epitelial de ovario, trompa de Falopio y peritoneal primario, en estadio avanzado” y su
procedimiento,

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

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

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

Que libre y voluntariamente acepto la participacion en este proyecto de investigacion.

CONSIENTO
Que el investigador principal u otros centros de investigacién, piblicos o privados, utilicen mis datos y las
muestras donadas en las condici enlahoja deii i

Fdo.:
Nombre Paciente:
En.

de 20...

Fdo.:
Nombre Médico:
En. EI— de 20.

9. REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Revoco el imiento prestado en fecha........ de de20.
en el presente estudio que doy con esta fecha por finalizada

¥ no deseo proseguir la participacion

Fdo.
Nombre Paciente: DNI
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